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RESUMEN GENERAL

MVZ J Ramén Paez Manrique: MANIPULACION DEL RECAMBIO
FOLICULAR EN VACAS SINCRONIZADAS CON UN IMPLANTE DE
NORGESTOMET EN AUSENCIA DE UN CUERPO LUTEO.

Con el objetivo de evaluar el efecto de esteroides ¢ proteinas ovaricas
(contenidas en el liquido folicular equinc y extracto ovarico) en el recambio del
foliculo dominante se realizaron dos experimentos El foliculo dominante
persistente (FDP) fue inducido por medio de un implante de norgestomet (iNg) y la
inyeccidn simultanea de prostaglandina (PG) (dia 0). Después de la comprobacién
del desarrollo de un FDP se aplicaron diversos tratamientos y el recambio folicular
(RF) fue determinado por ultrasonografia de los ovarios (Uso) Experimento 1 La
aplicacion de 20 ml de liquido folicular equino {LFE) intramuscular por dos dias
provocé RF en 3 de 4 vacas (P<005) ElI LFE aplicado en forma intravenosa
ocasion6 choque anafilactico en 2 de 3 vacas y en estos no provocd RF. El
norgestomet (1.8 mg) indujo el RF en 3 de 4 vacas E! benzoato de estradiol (BE)
{1 mg) ocasiond la ovulacién del FDP en 3 de 4 vacas y el posterior desarrollo de
un nuevo foliculo. La aplicacién de extracto ovarico (EO) hidrosoluble (10 ml) por 5
dias suprimié el desarrollo folicular >8 mm Igualmente, 20 mi de EO por dos dias
provoco recambio del FDP en 2 de 4 vacas (P>0.05). En las vacas testigo (n=16)
no se presentd RF. Experimento 2. Se utilizaron 55 vacas Holstein/Cebu. El
grupo NORG (n=28) recibidé 1.8 mg de norgestomet el dia 5 y el grupo Testigo {(n=
27) no recibi¢ tratamiento El dia 9 se retird el implante, se realizé destete
temporal por 72 h y las vacas fueron divididas dentro de sus tratamientos para
recibir (n=23) o no (n=27) 500 Ul de eCG Las vacas fueron inseminadas 12 h
después del estro. El efecto del norgestomet y la etapa de desarrollo folicular
(crecimiento 6 meseta) sobre el RF fue analizada por X* El efecto del recambio
folicular sobre el tiempo de presentacion de estro € indice de concepcidon se
analizé por T de Student. El efecto de la eCG en el tamario del foliculo ovulatorio y
tiempo de presentacion del estro se analizo por T de Student. En el grupo NORG

el 40% (10/25) de las vacas presentaron RF contra el 16% (4/25) del grupo



Testigo (P<0 05) La eCG no tuvo efecto sobre el indice de crecimiento (eCG,
173+ 02 vs No eCG 163+ 02 mm/dia), tamano del foliculo ovulatorio (eCG,
17.05+ 0.8 vs. No eCG 16 44+ 04 mm) y tiempo de presentacion del estro (eCG,
3647+ 44 vs No eCG, 3937+ 31 h) (P>005) No se encontro efecto del RF
sobre el tiempo de presentacion del estro ni sobre la fertilidad (P>0.05). La etapa
de desarrollo folicular (meseta ¢ crecimiento} al momento del tratamiento con
norgestomet influyd en [a respuesta al tratamiento, el 66 6% (6/9) de las vacas que
se encontraban en etapa de meseta presentaron recambio folicular contra el 25%
(4/16) de las que se encontraban en etapa de crecimiento (P=0 046). Se concluye

que el norgestomet y el benzoato de estradiol estimulan el RF en vacas con un

FDP

Palabras clave: Foliculo dominante persistente, recambio folicular, extracto

ovarico, liquido folicular equino, benzoato de estradiol y norgestomet.
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ABSTRACT

MVZ. José Ramon Paez Manriqgue. CHANGE FOLLICULAR MANIPULATION IN
COWS SYNCHRONIZES WITH NORGESTOMET IMPLANT IN ABSENCE OF

CORPUS LUTEUM.

The objective of this study was to evaluate the effect of steroids, equine
follicular fluid and ovarian exftract on the persistence and turnover of the dominant
follicle. Persistent dominant follicle (PDF} were induced by placing a norgestomet
implant (iNg) at the time of prostaglandin injection (PG) (day 0) After PDF
formation various treatments were applied and follicular turnover (FT) determined
by ovarian ultrasonography (US). In experiment 1, 20 m! im of equine follicular
fluid stimulated FT in three of four cattle (P<0.05) Intravenous injection of EFF
caused an anaphylactic shock in two of three cattle Estradiol benzoate (EB) (1mg)
stimulated the ovulation to the PDF in three of four cattle and a new follicle was
recruited. The treatment with ovarian extract (OE) (10 ml) for five days suppressed
follicular development beyond 8 mm. Similarly, 20 ml the OE by two days induced
PDF turnover in two of four cattle (P>0 05). In contrast, follicle turnover was not
observed in the control group (0/16) In experiment 2, fifty-five Holstein/Cebu
lactating nursing cattle were used in two groups. NORG group (n=28) received 1.8
mg im of norgestomet on day 5 whilst the control group remained untreated
(n=27) The implant was withdrawn on day 9 and the calf was temporally removed
from its dam for 72 h Further cattle were divided either to receive (n=23) or not
(n=27) 500 U] of eCG at the time of implant withdrawal insemination was carried
out 12 h after standing estrus. The effect norgestomet and of the stage of follicular
development (growth or plateau) on FT were analyzed by X? The effect of FT on
the conception rate and on the interval from implant withdrawatl to estrous behavior
were analyzed by T-test The effect of eCG on ovulatory follicle growth and interval
from implant withdrawal to estrous behavior was analyzed by T test. Cattle in the
NORG group presented FT in 10/25 vs 4/16 in the control group (P>005). There
was no effect of eCG on growth rate (eCG, 173+ 02 vs control 163+ 02
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mm/day) ovulatory follicle diameter (eCG, 17.05+ 0.8 vs. control 16 44+ 0.04 mm)
and interval from implant withdrawal to estrous behavior (eCG 3647+ 44 vs
control 39 37+ 3 1 h) (P>0 05) Follicular turnover did not affect the intervai from
implant withdrawal to estrous behavior or fertility (P>0 05). The stage of follicular
development (growth or plateau) affected the response of the follicle to the
norgestomet treatment While 66 6% (6/9) of cattle with follicles on the plateau
stage showed FT, it cattle with growing follicles occurred in only 25% (4/16). In

conclusion, norgestomet and estradiol benzoate estimulate FT in cattle with a PDF

Keywords: Persistent dominant follicle, follicle turnover, ovarian extract, equine

follicular fluid, estradiol benzoate and norgestomet
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Durante el ciclo estral en vacas, se presentan de dos a tres oleadas de
desarrolle folicular (Sirois y Fortune, 1988) Cada oleada folicular comprende el
reclutamiento, seleccién, dominancia, recambio folicular y atresia El recambio
folicular del foliculo dominante se da en un ambiente de baja frecuencia en la
liberacion de pulsos de LH, producidas por aitas concentraciones de progesterona
que son tipicas a la mitad del ciclo estral (Kinder et a/., 1996). La sincronizacion de
estros en ausencia de un cuerpo luteo (CL) resulta en concentraciones subluteales
de progesterona (1-2 ng/ml) (Mitchell ef al., 1995), que permiten el incremento en
la frecuencia de pulsos de LH que sostiene el crecimiento anormal dei foliculo
dominante (FD), prolongando su dominancia (Siriois y Fortune, 1990). A este FD
se le llama foliculo dominante persistente (FDP) y secreta mayores cantidades de
17 B estradiol que las que secreta un FD en una fase iutea media {(Sanchez ef al ,
1993) La sincronizacion en ausencia de un CL y presencia de un FDP, resulta en
una fertilidad reducida en comparacion con la sincronizacion en presencia de un
cuerpo luteo en donde no se desarrolla un FDP 41 5 vs 56.8 %, (Mitchell ef a/
1995), 37 .1 vs 64.8 %, (Savio et af., 1983). Se han encontrado varias causas para
la baja fertilidad después de la ovulacion de un foliculo dominante persistente.
Mihm et al. (1994) encontraron que los oocitos ovulados de un foliculo dominante
persistente sufren un retorno prematuro a la meiosis y que la baja fertilidad podria
ser debida a una asincronia en la maduracion nuclear y citoplasmatica del oocito.
Ilgualmente, Revah y Butler (1996) encontraron que los oocitos obtenidos de
foliculos dominantes persistentes tienen una mayor cantidad de células
columnares expandidas a comparacién de oocitos ovulados de foliculos normales.
Binelli et al (1999) atribuyen la baja fertilidad de los foliculos dominantes
persistentes a que estos secretan una gran cantidad de 178 estradiol que alteran
el ambiente oviductual y Borchert et al. (1999) encontraron que el estradiol
secretado por el foliculo dominante persistente produce alteraciones en el oocito y

expansion de celulas columnares del mismo.



Se han desarrollado varios modelos para fa eliminacidn de un FDP
integrados a la sincronizacion de estros y asi mejorar la fertilidad. Una de las
alternativas es provocar la ovulaciéon del FDP con la aplicaciéon de hCG (De Renis
et al, 1999) o GnRH (Roche et al, 1999) Niasari-Naslaji ef a/. (1996) aplicaron
500 Ul de hCG para eliminar el FDP y provocaron la ovulacién en 14/14 animales
permitiendo la ovulacién de un foliculo de nuevo reclutamiento en un protocolo de
sincronizacion de estros con norgestomet. Por otra parte, Roche et al. (1999)
utilizaron 250 mcg de un analogo de GrRH provocando la ovulacion en 20/20
animales dando como resultade la emergencia de un nuevo foliculo dominante.
Sin embargo, la eliminacion del FDP con estos protocolos necesita de la
aplicacion de una prostaglandina al momento del retiro del progestageno ya que
se forma un CL accesorio.

El liquido folicular (LF) se ha utilizado para alterar la dinamica folicular en
ovejas (Hernandez ef al,, 1997) y en vacas por contener inhibina (De Kretser y
Robertson, 1989). Después de la aplicacion del LF se presenta una supresién del
desarrollo folicular y se disminuye la produccion de estradiol. Cuando el liquido
folicular es aplicado durante el proestro, retrasa la presentacion de estro (Hunter,
et al, 1988). Hernandez et al. (1997) utilizaron liquido folicular equino (LFE) en
ovejas en anestro (3 ml cada 8 h por 5 dias) y encontraron que el liquido folicular
equinc suprimié las concentraciones de FSH. Asi mismo, Kastelic ef al (1990)
observaron que la aplicacion de liquido folicular bovino en novillas suprime el
crecimiento del foliculo dominante y subordinado en los dias 0-3, 3-6 y 6-9 del
ciclo estral. En el mercado se cuenta con una forma comercial de extracto ovarico
(Laboratorios Brovel) obtenido de ovarios frescos que suponemos contiene
inhibina Uno de los objetivos delpresente trabajo fue el de utilizar el extracto
ovarico y liguido folicular equino libre de esteroides como fuente de inhibina para
evaluar su efecto en el foliculo dominante persistente en un modelo de
sincronizacion con implantes de norgestomet en ausencia de un cuerpo luteo.

El benzoato de estradiol (BE) también se ha utilizado en bovinos en

esquemas de sincronizacién con progestagenos para alterar la dinamica folicular



(Rajamahendran y Mannikkam, 1994, Burke et a/ 2000} El estradiol suprime la
liberacion de LH en la glanduia pituitaria junto con la progesterona (Robertson et
al, 1989) presentandose el recambio folicular (Anderson y Day, 1994) La
aplicacién de 10 mg de BE y 100 mg de P4 en el dia 10 en un modelo de
sincronizacién con implantes de norgestomet de 17 dias, resulta en la atresia de
un foliculo dominante (Murray et al, 1998) Burke ef al (2000) utilizaron 1 mg de
BE en el dia 13 del ciclo estral y encontraron que su aplicacién suprime ei
crecimiento del FD y se presenta un nuevo FD 4.5 + 0 2 dias después. En ninguno
de los trabajos anteriores se ha utilizado el BE para eliminar el FDP. Otro de los
objetivos del presente trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion de 1 mg de
benzoato de estradiol sobre el recambio del foliculo dominante persistente en un
modelo de sincronizacion con implantes de norgestomet en ausencia de un cuerpo
luteo en vacas Holstein

La progesterona (Ps4) y los progestagenos han sido utilizados para la
eliminacién del FDP (Savio et al, 1993; Anderson y Day, 1994) Anderson y Day
(1994) observaron que la atresia del FDP ocurri6 en el 100% de los casos cuando
inyectaron 100 mg de progesterona liquida Sin embargo, la atresia solo ocurre si
se aplican dosis extremadamente altas de progesterona que pueden mantener
concentraciones elevadas en sangre hasta de 16 ng/ml (Rajamahendran y
Manikkam, 1994). En estos esquemas el indice de concepcion fue de 93.8% en
las novillas que se les aplicé progesterona y de 57.1% en el grupo testigo
(Anderson y Day, 1994)

Savio et al (1993) obtuvieron el 100 % de recambio folicular en vacas
sincronizadas con un implante de norgestomet cuando el implante fue substituido
por un nuevo implante con 6 mg de norgestomet en el dia 18 de iniciada [a
sincronizacion. lgualmente, Stock y Fortune (1993) aplicaron un nuevo CIDIR
(Dispositivo Interno de Liberacion Cohtrolada) en el dia 18 de un modelo de 28
dias y lograron causar la atresia del FDP en 5 de 6 vacas. El 14% de las vacas
que ovularon un FDP quedaron gestantes, contra el 73% de las vacas gue

presentaron recambio folicular Asi mismo, McDowell ef al (1998) aplicaron un

(W)



PRID (Dispositivo Interno de Liberacion de progesterona) por 24 horas vy
provocaron la atresia del FDP en 5 de 6 vacas en un modelo de sincronizacién
con impiantes de norgestomet. Por otra parte, Mata et a/ (2001) aplicaron 3 mg de
norgestomet en vaquillas Holstein y su aplicacion provoco el recambio del FDP en
6 de 8 vaquillas Otro de los objetivos del presente trabajo fue el de evaluar el
efecto de la aplicacion de 1 8 mg de norgestomet im sobre el recambio del foliculo
dominante persistente en vacas Cebu/Holstein sincronizadas con implantes de
norgestomet en ausencia de un cuerpo luteo

Con el fin de mejorar la respuesta tanto en la presentacion del estro como
en la fertilidad, se ha utilizado gonadotropina coriénica equina (eCG) al final del
tratamiento de los programas de sincronizacion e induccion de la actividad 6vérica
con progestagenos (Ramirez-Godinez et al, 1998 y Paez et al, 1999). Singh
(1998) utilizo eCG en un programa de sincronizacion con progestagenos en vacas
cebu en anestro e indujo el estro 81% de las vacas y 97% de prepuberes, sin
embargo esta respuesta puede ser debida a que los animales fueron inyectados
con valerato de estradiol al inicio del tratamiento Paez et al (1999) no
encontraron efecto de 500 Ul de eCG en el indice de concepcidn en vacas en
anestro sincronizadas con norgestomet (14.2 vs 13 3%). El indice de concepcion
en otros trabajos con este tratamiento va de 14 a 62 9% a primer servicio (Paez ef
al., 1999; Singh, 1998). La variacion en los resultados de fa presentacion de estro
e indice de concepcion en los programas de sincronizacion con progestagenos y
eCG, depende en el tipo de progestageno, estado reproductivo, presencia de cria,
aplicacidon de estradiol al inicio del tratamiento, tipo raciai e Inseminacion artificial
(Tiempo fijo o a observacion de calor} en cada trabajo. También se ha utilizado la
eCG en vacas ciclando sincronizadas con progestagenos o progesterona y el
indice de concepcién varia de 533 a 67% Aungue ia aplicacién de eCG forma
parte de los protocolos comerciales de induccion y sincronizacion de estro, no se
conoce su efecto en las caracteristicas del foliculo ovulatorio. El Gltimo objetivo del
presente trabajo fue evaluar la aplicacion de la eCG en las caracteristicas del

foliculo ovulatorio (indice de crecimiento y diametro de! foliculo ovulatorio) y Ia



presentacion del estro en vacas Cebu/Holstein sincronizadas con impiantes de

norgestomet en ausencia de un cuerpo luteo.



CAPITULO 2. REVISION DE LITERATURA

2.1 FISIOLOGIA DEL POSPARTO.

El periodo posparto se define como el tiempo transcurrido del parto a la
involucidon uterina completa y se subdivide en: el periodo del puerperio que
comienza al momento del parto y se continla hasta que la glandula pituitaria
responde a los estimulos de GnRH (inicio de sensibilidad) y el periodo conocido
como posovulatorio que comienza en el momento de la primera ovulacién y se
continda hasta que la involucién se ha completado (Uscanga, 1996).

Se define como anestro a un estado de inactividad sexual sin
manifestaciones de estro. No es una enfermedad, constituye un signo de diversas
condiciones (Hafez, 1997) La duracién del anestro posparioc es mayor en el
ganado de carne (29 a 76 dias) (Echternkamp y Gregory, 1999} que en ganado de
lechero (15 a 21 dias) (Rajamahedran y Taylor, 1990). En ganado de doble
propésito de areas tropicales el anestro posparto puede llegar a ser de 150 dias
(Anta ef al, 1989).

La duracion del anestro posparto esta afectada por la involuciéon uterina,
amamantamiento, perdida de condicion corporal, condiciones patologicas y época

del afio (Yavas y Walton, 2000).
2.1.1 Involucion uterina.

La involucion uterina es la reduccidén del tamafio de los cuernos uterinos
después del parto ocasionado por el desprendimiento de tejido y la regeneracion
del epitelio del Utero (Kirakofe, 1980) El proceso se completa entre los 30 y 40
dias posparto y se presenta de 15 a 20 dias mas rapido en el cuerno del utero no
gravido (Yavas y Walton, 2000). Las vacas que se encuentran amamantando, la
involucion uterina es mas rapida que en vacas que no amamantan, ya que el
estimulo del amamantamiento induce la liberacién de oxitocina (Yavas y Walton,

2000) la cual estimula la liberacion de PGF2, por el endometrio uterino y se da la



motilidad del utero (Del Vecchio et al,, 1990). La aplicaciéon de oxitocina exégena
se ha utilizado como un recurso para acelerar la involucién uterina (Del Vecchio et
al., 1990) y mejorar la motilidad del utero. La involucion uterina es dependiente

tanto de la magnitud y duracion de la liberacion de PGF2, (Guilbault ef a/., 1984)
2.1.2 Efecto de la nutricién y la condicién corporal en vacas posparto.

El metabolismo basal, actividad, crecimiento y energia de reserva, tienen
prioridad sobre los procesos reproductivos, tales como el reinicio de la ciclicidad,
el establecimiento y mantenimiento de la prefez (Grimard et al,, 1995, Short ef af ,
1990). Durante el periodo posparto en vacas, el desarrollo reproductivo esta
limitado por el reducido consumo de energia (Short ef a/, 1990) y trae como
consecuencia un balance energético negativo (BEN). Un BEN ocurre en vacas
factando, tanto de carne como de leche. Se ha encontrado que el BEN decrece las
concentraciones de LH, por consiguiente, retrasa el retorno a estro. Las vacas que
se encuentran en BEN el crecimiento folicular es mas lento que las que se
encuentran en un balance energético positivo (BEP) (Lucy et af, 1991b). La
reduccidn en el consumo de energia y proteina antes dei parto o después dei
parto reduce el contenido de gonadotropinas en la pituitaria, la capacidad de
respuesta a la GnRH exbégena y retrasa la pulsatilidad de LH prolongando la
ciclicidad (Connor ef af, 1990) Un inadecuado consumo de energia en el
posparto esta asociada a una secrecion insuficiente de LH (Lucy et al,, 1991a). El
BEN en vacas primiparas es mas largo ya que se encuentran en etapa de
crecimiento. Esto provoca que la ovulacion llegue a presentarse hasta los 200 dias
posparto {Lucy ef al, 1992). Conforme el balance energético se incrementa, la
frecuencia de pulsos de LH y el didmetro folicular aumenta (Lucy et al, 1991a).
Para reducir el BEN vy el intervalo posparto se puede incrementar la energia en la
dieta dos meses antes del parto (Espinoza et al, 1995). También se ha observado

que el consumo de energia dos semanas antes del parto (Lammonglia et af,
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1996) o cuatro semanas después del parto incrementa el numero de foliculos
presentes en el ovario y reduce el intervaio posparto (Williams, 1989)

LLa condicién corporal es un método efective para determinar las reservas
de energia en vacas y es un reflejo del estado nutricional antes del parto (Widman
et al, 1982). Este método esta basado en la observacién vy la palpacion de la
parte trasera del animal y de la regién pélvica y es usualmente medida en una
escala de 1 a 5 (Widman ef af, 1982) Las vacas deben tener una buena
condicion corporal (CC) para iniciar la ciclicidad La CC al momento del parto es
importante. Las vacas que paren con una CC <4 tienen una mayor duracién del
anestro posparto que las que tienen una CC 25 en la escala de 1 a 9 (Richards ef
al., 1986, citado por Yavas y Walton 2000) Bosis ef al. (1999) encontraron que las
vacas con una CC baja, el indice de crecimiento del folicuio, las concentraciones
periféricas de LH e IGF-1 son reducidas comparadas con las vacas que presentan
una buena CC.

La leptina se ha estudiado en ratones y primates como un factor ligado al
estado nutricional que afecta la liberacion de GnRH a nivel hipotalamico. También
ha sido estudiada como factor importante en el inicio de la actividad reproductiva
en vacas prepuberes (Foster y Nagatani, 1999). La leptina es una proteina
secretada por los adipositos (Zhang et af, 1994) y es considerada a ser el
modulador del comportamiento alimenticio (Campfield ef al, 1995, citado por
Foster y Nagatani, 1999). En la ausencia de leptina en ratones (ob/ob gue no
pueden producir leptina) o de la ausencia de su receptor (db/db, que no responden
a la leptina), ocurre hiperfagia y una obesidad posterior (Coleman, 1978, citado
por Foster y Nagatani, 1999). La leptina podria estar influyendo en el reinicio de la

actividad ovarica en vacas con un estado nutricional bajo



2.1.3 Efecto del Amamantamiento en el posparto y sincronizacién de

estros.

En el periodo posparto temprano se presenta una ausencia de pulsos de
LH gue es debida a la disminucién en los depositos de LH en la pituitaria anterior y
es independiente del amamantamiento (Nett, 1988). El destete completo después
del parto no estimulan la liberacidbn de LH y ovulacion, si no hasta que los
depdsitos ia pituitaria se vuelvan a llenar de LH, lo que ocurre entre el dia 7 y 20
en ganado de leche (Peters et al., 1981) y después del dia 20 en ganado de carne
(Odde et af, 1980). Después de Ia recuperacion en los depositos de LH en el
posparto térdio, la ausencia de pulsos de LH son dependientes del
amamantamiento, el cual inhibe la secrecion de GnRH (Nett, 1987). EI
amamantamiento es un factor importante en el reinicio de la actividad ovarica Las
vacas que se encuentran amamantando a su cria, desarrollan grandes foliculos
que no llegan a ovular, pues el amamantamiento inhibe Ia liberacion de LH
necesaria para la ovulacion (Nett, 1987). Se ha estudiado que periodos cortos de
remocidn de la cria, incrementan la secrecion de GnRH y LH a niveles similares a
los encontrados en el proestro (Lamb ef a/,, 1999) También se ha encontrado que
un destete completo, temporal (48 a 96 h}) o parcial (restriccién del
amamantamiento por una o dos veces al dia) incrementa los pulsos de LH (Myers
et al , 1989, citado por Yavas y Walton, 2000).

El mecanismo por el cual la remocion de la cria incrementa los puisos de
GnRH y LH no han sido completamente entendidos (Lamb ef af, 1999). Griffith y
Williams (1996) sugieren que la interaccion de estimulos auditivos, visuales y
olfatorios de la cria en el amamantamiento suprimen la liberacion de LH y la
ovulacion.

En los tratamientos para Ia sincronizacidén de estro en vacas en anestro, se
han observado incrementos en el indice de concepcion al retirar la cria por 48 h
(Geary et al, 2001). Vacas a las que se ies removio la cria por 48 h después de la

sincronizacion con MGA exhibieron estro dentro de las 72 h comparadas con 240



h en el grupo testigo (Yelich et al, 1995) Cabe sefialar que el destete de ia cria
por 48 h no afecta su desarrollo (Zhang et al, 1894) Por otra parte, Geary et al
(2001) encontraron que el retiro de la cria por 48 h en los programas de
sincronizacion de la ovuiacion (Ovsynch y CO-Synch) se presenta una [iberacion
en los pulsos de LH mas rapida y de mayor amplitud que mejora la induccién de la

ovulacion en vacas en anestro.
2.1.4 Dinamica folicular en el posparto.

En vacas lecheras se pueden encontrar foliculos medianos (5 a 10 mm) a
los 5 dias posparto o entre los dias 7 a 15 posparto (Yavas y Walton, 2000). Ei
primer foliculo dominante posparto que se desarrolla, ovula entre el dia 15 y el 27
en la mayoria del ganado lechero (Kestler et a/, 1979, citado por Yavas y Walton,
2000). En ganado de carne, foliculos medianos se encuentran presentes entre el
dia 5 y 7 posparto y su numero y medida avanza con ei tiempo posparto (Kestler
et al, 1980) En el ganado de carne se pueden encontrar foliculos dominantes
entre el dia 10 y 21 posparto (Kestler et al.,, 1980); sin embargo muchos de elios
no ovulan (Crowe ef al, 1993), asi se puede observar que el foliculo sufre
regresion o atresia antes de alcanzar la medida preovulatoria. Durante el periodo
posparto ocurren numerosas oleadas foliculares antes de la primera ovuiacion
(Crowe et al, 1998) La exposicién de un foliculo ovulatorio a incrementos de
pulsos de LH termina en la ovulacion y la formacion de un CL de vida media
normal (Silveira ef al, 1993). La aplicacion de gonadotropinas exdégenas a un
foliculo dominante resulta en la ovulacidn, es evidente que la capacidad de
respuesta dei foliculo a las gonadotropinas no es la limitante en ia primera
ovulaciéon posparto. Si no es el efecto del amamantamiento que suprime |a

liberacién de LH necesarias para que se de la primera ovulacion (Crowe ef af,

1998).
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2.1.5 Eje hipotalamo- hipofisiario.

En la vaca lechera el eje ovarico-hipofisiario es funcional entre los 25 a 40
dias posparto; sin embargo la incompleta involucién uterina obstruye el
establecimiento de una prefiez viable. El eje hipotalamo-pituitario en ei ganado de
carne es hipersensible a un efecto de retroalimentacion negativa del estradiol
ovarico, el cual refrasa la oleada preovulatoria de LH (Yavas y Walton, 2000), la
supresion de FSH en la pituitaria anterior, (Crowe ef af, 1998), reduccion en los
niveles de LH, supresién de la actividad ovarica y la ovulacion (Nett et a/, 1988).
Durante la gestacién el contenido de LH en la pituitaria se reduce en un 95%.
Hacia el dia 20 posparto este se va recuperando, y la liberacién de LH se
encuentra suprimida hasta el dia 15 posparto. Nett ef al (1988) sugieren que la
reduccion de} contenido de LH a nivel de hipéfisis es un factor limitante en la

reinicio de la ciclicidad en el posparto temprano en vacas de carne.
2.1.6 Otros factores que intervienen en la actividad ovarica posparto.

Vacas con partos gemelares (Echternkamp y Gregory, 1990), y vacas con
distocia o retencién placentaria presentan una mayor duracidn de anestro
posparto (Doornbos et al., 1984, citado por Yavas y Walton, 2000). La estacion del
ano afecta el retorno a la ciclicidad en muchas especies por la duracion de la
exposicion de luz (Fotoperiodo) (Garel, 1987). La glandula pineal secreta
melatonina y es sensitiva a cambios en el fotoperiodo. La melatonina exdgena
prolonga el intervalo interpartos en las vacas que paren en primavera Las vacas
de carne que paren en otofio expuestas a largos dias de Juz durante el verano
reinician la ciclicidad mas rapido que fas vacas que paren en primavera (King y
Macieod, 1984)
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2.1.7 Primera ovulacion Posparto.

El escape de la retroalimentacion negativa de los esteroides permite la
recuperacion de los patrones de puisos de LH entre el dia 13 y 19 posparto
(Peters et al,, 1981). Cuando los niveles de LH en la hipdfisis se recuperan y se
termina el efecto negativo del estradiol en el eje hipotalamo hipofisiario, se
presentan niveles circulantes de 173 estradiol de foliculos en crecimiento (Chang
et al, 1981, citado por Yavas y Walton, 2000) El incremento de las
concentraciones de estradiol por el foliculo dominante induce un efecto positivo en
la liberacion de la oleada preovulatoria de LH, asi se da ia primera ovulacion y el

retorno a la ciclicidad (Lucy et af, 1992)

2.2 DINAMICA FOLICULAR.

La ultrasonografia transrectal ha sido usada para recolectar informacién
acerca del crecimiento folicular en hembras bovinas (Savio et al, 1988) El
proceso de continuo crecimiento y regresion de los foliculos antrales permite el
desarrollo de un foliculo preovulatorio y esto es conocido como “Dindmica
Folicular”. En las vacas la dinamica folicular durante un ciclo estral esta
caracterizado por la presencia de dos a tres oleadas foliculares (Sirois y Fortune,
1988). El crecimiento folicular esta caracterizado por el desarrollo de uno o dos
foliculos no ovulatorios antes de la maduracién de un foliculo ovulatorio terminal.
Dentro de la dinamica folicular hay un proceso de reclutamiento, seleccion y

dominancia (Fortune, 1994).

2.2.1 Reclutamiento folicular.

El reclutamiento es el proceso en el cual un conjunto de foliculos primarios
es empujado a crecer por la estimulacion de gonadotropinas provenientes de Ia

pituitaria La sefial que estimula el reclutamiento de foliculos es la elevacién de
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FSH (Ginther et al, 2001). Hay varios trabajos en los cuales se involucra a la FSH
como la hormona principal en el reclutamiento folicular. Por ejemplo después de la
ovulacion hay una elevacion en plasma de FSH que precede a la primera oleada
folicular del ciclo {Ginther ef al, 2001) También hay una elevacién de FSH que
precede a la segunda y tercera oleada folicular gue coincide con el reclutamiento
folicular (Adams et af,, 1992). En animales prepuberes se ha demostrado que se
presentan eievaciones de FSH que coinciden con el reclutamiento folicular
(Driancourt et al,, 2000). La disminucion en plasma de FSH, resulta en la ausencia
de foliculos mas grandes de 4 mm y la inyeccidon de FSH reinicia un nuevo
reclutamiento (Turzillo y Fortune, 1980) En el proceso de reclutamiento mas de 7
foliculos son estimulados a crecer cuando tienen un diametro aproximadamente
de 4 mm y continuan creciendo hasta 8 y 9 mm En este proceso muchos foliculos
llegan a sufrir atresia (Gutiérrez ef al., 1997)

En el reclutamiento la FSH le proporciona a los foliculos la capacidad de
aromatizar estréogenos dentro de las celulas de la granulosa (Saumande, 1990).
Asi, los foliculos tienen la capacidad de producir estradiol, estimular la proeduccion
de inhibina y folistatina, lo que le confiere al foliculo ser seleccionado (Singh vy
Adams, 1998). Al parecer la LH no se encuentra involucrada con el reclutamiento
folicular ya que se puede presentar cuando la LH se secreta en una alta
frecuencia (fase lutea temprana) o en una baja frecuencia (fase lutea media)
(Evans et al, 1994). El factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) es
importante en el reclutamiento folicular Sus efectos se han demostrado por medio
de la administracién exdgena de hormona de crecimiento, que resulta en un
incremento en los niveles circulantes de IGF y con esto se incrementa el niimero
de folicuios reclutados en una oleada folicular (Gong ef a/, 1991). La folistatina
tambien es importante en el reclutamiento, ya que su inmunizacién incrementa el

numero de foliculos reclutados en una oleada folicular (Singh et al., 1997)
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2.2.2 La seleccion folicular,

La seleccion es el proceso por el cual un foliculo reclutado evita su atresia y
asi progresa hasta convertirse en dominante y eventualmente hasta su ovulacion
(Sirois y Fortune, 1990) EIl descenso de las concentraciones de FSH dos o tres
dias después del reclutamiento es el evento que marca el proceso de seleccion de
un foliculo. Hay una relacién entre la seleccién y la disminucidon de la
concentracion de FSH. El descenso en los niveles de FSH es causado por la
accion de {a inhibina y estradiol que secretan foliculos > 5 mm y ejercen una
retroalimentacion negativa sobre la pituitaria disminuyendo los niveles de FSH
(Gibbons et a/, 1997} En la seleccion las concentraciones de FSH declinan por
varios dias mientras los foliculos crecen entre un diametro de 4 y 8 mm (Ginther et
al., 1999). Durante este tiempo el crecimiento de los foliculos tienen un indice de
crecimiento similar (Fase paralela de crecimiento) y de alli se dividen en un
foliculo dominante y varios foliculos subordinados (Fase de desviacion). La
desviacion se presenta cuando un foliculo incrementa su indice de crecimiento
mientras otros foliculos diminuyen su crecimiento (Ginther et al, 1999) La
desviacion ocurre cuando un foliculo alcanza 8.5 mm de didametro (Ginther et af
2001). La diferencia en diametro entre dos foliculos es de 0 5 mm y es equivalente
a un periodo de crecimiento de 8 h (Kulick et a/, 1999). La desviacién de
crecimiento se establece en un periodo de 8 h cuando las concentraciones de
FSH aun siguen declinando (Ginther et a/., 1999). Durante la fase paralela de
crecimiento, tanto el foliculo que serd dominante, como los subordinados,
intervienen en declinar las concentraciones de FSH (Gibbons ef af, 1997)
mientras son dependientes de concentraciones de FSH (Ginther ef af , 1999) La
diferencia en el diametro entre dos foliculos comienza simultaneamente con el
incremento de estradiol en el fluido folicular y en sangre (Ginther ef a/, 1999). La
secrecion de estradiol por el foliculo mas grande al comienzo de la desviacion se

da al mismo tiempo que reduccion de fos niveles de FSH (Ginther et al, 1999).
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Esta secrecion de estradiol esta estimuiada por la LH (Ginther ef a/, 2001) Otros
factores del fluido folicular juegan un papel importante en la utilizacién de las
gonadotropinas, incluyendo al factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF) y
la inhibina (Goodman et af, 1981). También se ha encontrado que los IGFs
incrementan el diametro dei foliculo sefeccionado (Ginther ef al., 2001).

El foliculo seleccionado adquiere receptores a LH en las células de la
granulosa cuando alcanza un diametro de 9 mm (Lucy et af, 1992) La seleccion
esta asociada con la iniciacién de la expresion de ARNm del receptor a LH en las
células de la granulosa (Xu et af, 1995). E! primer foliculo que desarrolia
receptores a LH en celulas de la granulosa sera capaz de sobrevivir en un
ambiente de bajas concentraciones de FSH en el cual los otros foliculos no

podrian sobrevivir (Gong ef af, 1991).
2.2.3 Dominancia folicular.

La dominancia folicular es el proceso mediante el cual el foliculo
seleccionado inhibe el reclutamiento de un conjunto de nuevos foliculos (Fortune,
1994). El primer foliculo dominante (FD) puede ser identificadec usando
ultrasonografia entre los dias 2 y 4 del ciclo estral Este foliculo alcanza un
diametro maximo entre el dia 6 y 8 del ciclo (Savio ef al,, 1988) y va disminuyendo
su didmetro hasta dejar de ser detectable a la ultrasonografia en el dia 15. Un
segundo foliculo dominante se desarrolla en el dia 12 aicanzando su maximo
diametro en el dia 16 (o0 en el dia 19 en los ciclos en los cuales el segundo FD es
el foliculo ovulatorio). El tercer FD es identificade en el dia 16 y alcanza su
maximo diametro en el dia 21 (Savio ef al, 1988) El FD crece linealmente durante
6 dias (fase de crecimiento) y se mantiene en esta medida aproximadamente el
mismo periocdo (fase estética de crecimiento) (Guinther et a/,, 1989). Una nueva
oleada de crecimiento no aparece hasta que el FD cesa de crecer 0 se encuentra

en la parte temprana de la fase estatica de crecimiento (Ko et af, 1991). El FD
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presente al momento de la regresién del cuerpo luteo, llega a ovular (Fortune,
1994)

El primer requisito en la dominancia foiicular, esta asociado con la aparicion
de receptores de LH en las células de la granulosa cuando el foliculo tiene
alrededor de 8 mm Con esto, el FD tiene la capacidad de continuar creciendo en
presencia de concentraciones basales de FSH (Xu ef a/, 1995). La dominancia
folicular del primer foliculo dominante se pierde cuando la frecuencia de pulsos de
LH es baja por accion de la progesterona luteal De igual manera ocurre con el
segundo foliculo dominante, en caso de tres oleadas foliculares (Grimard et al,
1995). El FD pierde la dominancia folicular cuando la LH se secreta a un pulso
cada 3 0 4 horas (Savio ef al, 1993). Sin embargo, si la frecuencia de pulsos de
LH se aumenta (un pulso cada 2 h), entonces el periodo de dominancia folicular
se extiende. El FD es susceptible a cambios en la frecuencia de pulsos de LH y se
ha demostradc en modelos de persistencia folicular La aplicacion de
progesterona exégena de manera experimental rompe con la dominancia folicular
ya que disminuye la frecuencia de pulsos de LH (Anderson y Day, 1994) La
frecuencia de puisos de LH indica la importancia en la dominancia folicular (Stock
y Fortune, 1983)

Algunas hormonas que intervienen en la dominancia folicular incluyen a la
inhibina, estrégenos, folistatina, activina e IGF La inhibina es uno de los
componentes del liquido folicular, fa cual tiene un efecto inhibitorio sobre los
niveles de FSH vy foliculos en crecimientc cuando es administrado en vacas. La
reduccion en plasma por el FD esta correlacionada con el cese de crecimiento de
los foliculos presentes en los ovarios {Turzillo y Fortune, 1993) La destruccién de
un foliculo dominante permite un ligero incremento de FSH que hace que el
foliculo subordinado llegue a crecer y ejercer dominancia (Ko ef al, 1991). La
inhibina se incrementa conforme el foliculo va creciendo y luego disminuye sus
concentraciones justo antes de la ovulacion o en asociacion con la atresia folicular
(Ireland et al., 1983). Hay trabajos que demuestran la importancia de la inhibina en

la dominancia folicular. El antisuero contra inhibina incrementa las
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concentraciones circulantes de FSH (Kaneco et al,, 1995) Igualmente cuando el
liquido folicular se encuentra libre de inhibina y es inyectado en vacas, las
concentraciones circulantes de FSH no se alteran (Law ef a/, 1992) También los
estrégenos junto con la inhibina actuan directamente a nivel de la glandula
pituitaria (Ireland et al, 1983) ejerciendo un efecto de retroalimentacion negativa
suprimiendo ia secrecion de FSH (Baird ef al., 1991)

Otro componente del liquido folicular que actua en forma de
retroalimentacién negativa sobre la secrecion de FSH incluye a la folistatina.
Actia reduciendo la biosintesis de FSH a nivel de la glandula pituitaria (Carrol et
al , 1989, citado por Singh y Adams, 1998) La folistatina es una proteina de alta
afinidad y baja capacidad de unidén por la activina, proteina que eleva ia secrecion
de FSH Por su unién a la activina, la folistatina reduce la secrecién de FSH,
interviniendo asi en el proceso de dominancia folicular (Findalay, 1993). La
activina tiene receptores en las células de la granuiosa e induce la expresion de
los receptores a FSH y LH en presencia de la FSH (Sugino et al., 1988, citado por
Singh y Adams, 1998). La FSH estimula la produccion de folistatina la cual se une
a la activina y promueve un balance favorable entre la relacion inhibina/activina,
hacia la inhibina (Singh y Adams, 1998}

Uno de los requisitos de la dominancia folicular, es la reduccion de las
proteinas ligadoras de los factores de crecimiento (IGFs) tales como IGFBP2 e
IGFBP4, que limitan la utilizacién de los iGFs por su union a ellos (Mihm et al,
1997). Se ha encontrado que la activina junto con los IGFs pueden resuitar en la
protedlisis de IGFBP4 (Mazerbourg et al, 1999) Esto resulta en una mayor
cantidad de IGFs libres que tienen la habilidad de actuar sinergicamente con la
FSH y asi incrementar la produccion de estrégenos (Amstrong et al,, 1998). El IGF
incrementa el diametro del FD por estimular la mitosis de las células de ia
granulosa (Echternkamp et al, 1990). Otras funsiones de los los IGFs es
incrementar la sensitividad en las células de la granuiosa a FSH (Monniaux ef al ,

1997), estimular [a produccion de estradiol y reducir las concentraciones de FSH.
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Asi, el FD crece sobre bajas concentraciones de FSH donde los foliculos
subordinados no lo hacen (Gibbons et al,, 1997)

Los estrégenos ejercen un efecto negativo sobre la secrecion de FSH Con
esta medida, el FD crece bajo concentraciones basales de FSH (Xu ef af, 1995)
Sin embargo, concentraclones basales de FSH son también necesarias para
gjercer dominancia (Turzillo y Fortune, 1993). El FD al ejercer dominancia,
incrementa la produccién de estradiol En muchas especies de mamiferos
incluyendo a los bovinos, la sintesis de estradiol folicular requiere de la coperacion
de dos tipos de céiulas y de dos tipos de gonadotropinas, las células de la teca
producen androgenos en respuesta a LH y las células de la granulosa aromatizan
andrégenos a estradiol por la enzima aromatasa en respuesta a la FSH. El
desarrollo folicular se da mas tarde por efecto de fas dos hormonas (Fortune,
1994). Los foliculos dominantes son estrogenoactivos, estos producen 1.0 x10°
veces mas estrogenos que los foliculos subordinados y tienen mayor numero de
receptores a LH y FSH (Irelan y Roche, 1987) Sin embargo, la produccion de
estradiol por el foliculo dominante no parece ser un requisito para establecer o
mantener la dominancia folicular ya que la administracién de sustancias que

bloguean la sintesis de esteroides no interrumpen con la dominancia folicular

(Weeb et al, 1992).

2.2.4 Atresia folicular.

Durante la fase Iutea el foliculo dominante sufre atresia y es remplazado por
un segundo o tercer foliculo segun sea el caso de la primera o segunda oleada
folicular (Savio et al, 1988). La atresia del primer foliculo dominante coincide con
el pico mas alto de progesterona que mantiene disminuida la frecuencia de pulsos
de LH (Ginther ef al, 1998). Por accion de la progesterona la frecuencia de pulsos
de LH es mucho mayor en el diestro temprano que en el diestro tardio (Sirois y
Fortune, 1990). La frecuencia de pulsos de LH sostiene el crecimiento del foliculo
dominante y determina su atresia (Savio et al, 1993). Si el foliculo dominante de

la segunda o tercera oleada folicular es sometido a una mayor frecuencia de
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pulsos de LH, entonces se presenta la maduracion final del FD y la posterior
ovulaciéon (Bruce y Nazario, 1998) Cuando se disminuye la frecuencia de pulsos
de LH con progesterona en ios modelos de foliculo dominante persistente se
presenta su atresia (Murray ef al, 1998). Esto indica la importancia de la LH como
causa de atresia del foliculo dominante (Zinder ef al, 1996) El estradiol también
es importante en la atresia folicular ya que se ha comprobado que su aplicacion
suprime la frecuencia de pulsos de LLH (Burke ef a/, 2000). El indice de atresia es
de 1 9y 3.9 mm/dia y la duracion de |a atresia del primer y segundo FD es de 10y
de 4 6 dias respectivamente (Savio ef al., 1988).

A diferencia de los foliculos dominantes, la atresia de los foliculos
subordinados se da por una falta de aporte de FSH para seguir con su
crecimiento. Esto es causado por el folicuio dominante que disminuye la
concentracién de FSH necesarias para que los foliculos subordinados sigan con
su desarrollo. Entonces el proceso de atresia de los foliculos subordinados puede
ser visto como una respuesta a la falta de gonadotropinas (Driancourt, 2000). Sin
embargo la atresia de un foliculo dominante también puede ser causada por la
disminucién de las concentraciones de FSH (Turzillo y Fortune, 1993)

La atresia esta fuertemente relacionada con un incremento en los IGFBPs
los cuales bloquean la accién de los IGFs y por ende el desarrollo folicular
(Monget et al., 1993). Ciertamente hay un incremento demostrable de las |IGFBP-
2,4 y 5 en los foliculos atresicos que disminuyen la disponibilidad de ios IGF (De la
Sota et al,, 1996} Tanto las gonadotropinas como ios factores de crecimiento
son elementos esenciales para el mantenimiento de la poblacién folicular. La
disminucidén en la disponibilidad de los IGF debido al incremento de las IGFBP

puede ser un mecanismo por el cual se induzca apoptosis y atresia en los foliculos

bovinos (Tilly, 1996).
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2.3 SINCRONIZACION DE ESTROS.

La sincronizacidbn de estros en vacas es una herramienta efectiva,
especialmente cuando se usa la inseminacion artificial. La principal razon de ia
sincronizacion de estros es el incrementar el uso de tecnologias que permiten el
manejo reproductivo mas eficiente de los bovinos (Rathbone et al, 1998). Los
métodos originales para Ia sincronizacion de estros involucran la extension del
diestro con progestagenos mientras se da la lutedlisis del cuerpo luteo en los dias
de tratamiento (Rathbone ef al, 1998). El otro método para la sincronizacion es la
aplicacion de PGF2, 0 sus analogos sintéticos, que causan la regresion del cuerpo
luteo. Después de su aplicacion se presenta el estro y la ovulacion (Stock vy
Fortune, 1993)

Los progestagenos suprimen el estro y han sido utilizados para manipular el
ciclo estral Uno de los progestagenos utillizadoes ha sido el acetato de
melengestrol (MGA), el cual suprime el estro cuando es administrado oralmente
(0 5 mg vaca/dia) (Anderson y Day, 1994). El MGA se utiliza en programas de
sincronizacion. La duracidon del tratamiento varia entre 10 y 18 dias con dosis de
05 a 1 mg por cabeza por dia, ocurriendo el estro 6 dias después, en el 70% de
los animales (Odde, 1990).

El MGA ha sido utilizado en programas de 14 dias con la aplicacién de
PGF2, a los 17 6 19 dias posterior al retiro del MGA. Lam et a/. (2000) encontraron
gue Ia aplicacion de PGF;, en el dia 19 da como resultado un intervalo menor de
la aplicacién de PGF2, a estro (56+/-1 1 h) que la aplicacion en el dia 17 (73 1+/-
1 1h}

El norgestomet (progestageno sintético) (17a-acetoxi-11-3- metil-19-nor-
preg-4-ene-3.20-dione) es usado para la sincronizacion de estros y es
componente de los sistemas de sincronizacion de estros Syncromate —B (Sanofi
Animal Health, Overland Park, K.8) y Crestar (Intervet International, Booxmeer,
The Netherlands). El tratamiento consiste en un implante con 3 6 6 mg de
norgestomet que permanece subcutaneamente en el animal por 9 dias El

norgestomet ejerce un efecto sobre el tracto reproductivo y el hipotalamo, suprime
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la conducta estral y la ovulacidon (Kestler ef af, 1995) Al retiro del implante se
presenta la conducta estral y la ovulacion. Los animales presentan estro dentro de
las 120 horas posteriores al retiro del implante (Odde, 1990) y la fertilidad después
de la inseminacion artificial es variable y depende del tiempo posparto, de la
presencia de la cria y del estado metabdlico o nutricional del animal (Rathbone et
al, 1998) Los tratamientos con norgestomet en presencia de un cuerpo liteo
resultan en una mejor fertilidad que cuando es aplicado en vacas gue no tienen un
cuerpo luteo (Sanchez ef al, 1993)

La combinacion del norgestomet con valerato de estradiol o benzoato de
estradiol en una sola inyeccion, son utilizados al inicio del tratamiento con
progestagenos o progesterona para la sincronizacion de estros La incorporacion
de estradiol permite reducir el periodo de tratamiento sincronizador a 7 dias
(Macmiitan et al., 1991)

El mecanismo de accién del progestageno junto con el estradiol es: a)
suprimir el estro por medio del norgestomet (Kestler et a/, 1995), b) la inyeccion
con valerato de estradiol que causa atresia del foliculo antral y provoca el
reclutamiento de un nuevo grupo de foliculos de 4-5 dias de la aplicacion del
tratamiento (Vasconcelos y Wiltbanck, 1894) y causa la regresion del cuerpo luteo
(Kestler et al, 1995), ya que la aplicaciéon del implante por si solo no afecta la
formacién ni la funcion del cuerpo Itteo (Peterson et af , 2000).

Si el norgestomet es administrado en la primera mitad del ciclo estral,
entonces se necesita la inyeccion de valerato de estradiol y norgestmet para
inducir la regresion del cuerpo lutec Ha sido demostrado que el valerato de
estradiol del tratamiento de Syncromate —-B y Crestar, acelera la regresién del
cuerpo luteo (Tacher et al, 1986) En un estudio de Thatcher ef al (1996)
encontraron que al aplicar 178 estradiol en la segunda mitad del ciclo estral, se
presentaron picos de 15-keto-13,14-dihydro-prostaglandin F,, en sangre periférica
antes de la lutedlisis y concluyeron que el 1783 estradiol induce la lutedlisis por
provocar la fiberacion de PGF,, desde el utero. En otro trabajo mas reciente se

demostrd que el valerato de estradiol aplicado a vacas histerectomizadas no
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presentaron regresion del cuerpo liteo, involucrando al utero como el principal
causante de la lutedlisis por la liberacion de prostaglandinas (Peterson et al,
2000).

Cuando el progestageno es aplicado en el metaestro tiene un bajo nivel de
sincronizacion (Kestler y Favero, 1996} y solo se presenta un 50% de respuesta.
Esto es por que el valerato de estradiol no induce la regresion del cuerpo luteo en
esta etapa; asi, las vacas fratadas en los dias 1 y 2 del ciclo estral necesitan de
dos o tres dias adicionales para que el cuerpo luteo se desarrolle y sea sensible a
la accion luteclitica del valerato de estradiol (Garrett et a/, 1988)

Se ha demostrado que [a aplicacion de norgestomet inyectado también
tiene un efecto positivo sobre la lisis del cuerpo luteo en el metaestro (Fanning et
al., 1992)

Otro método para la sincronizacion de estros es la aplicacion de
dispositivos intravaginales impregnados con progesterona. En el mercado se
encuentran dos productos, uno de ellos es el Dispositivo Intravagihal de Liberacion
Prolongada (PRID. con 1.55 g de P4, Sanofi Animal Healt, Paris, Francia) y el
Dispositivo Liberador de Droga Interno (CIDIR con 19 mg p4, InterAg, New
Zealand) (Macmillan, et al., 1991)

E! CIDIR es aplicado en tratamientos de 14 a 15 dias, con un porcentaje de
retencién del 99% El dispositivo viene acompafiado de una capsula de 10 mg de
benzoato de estradiol (BE) que se apiica al momento de la insercion del implante.
La capsula de BE promueve la lutedlisis en el 43% de los casos cuando es
aplicado en novillas. El tratamiento con CIDIR puede acortarse a 7 dias con la
aplicaciéon de PGF2a al retiro del CIDIR. El 99 6% de las vacas muestran estro
después del tratamiento y el indice de concepcién es de 57.7% (Macmillan et af ,
1991).

El porcentaje de vacas que entran en estro después del tratamiento con el
CIDIR, depende de la etapa del ciclo estral en que se encuentre Asi, el porcentaje

que entran en estro es mayor si el animal se encuentra en el diestro tardio y mas
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bajo en el diestro temprano ya que en este al retiro del CIDIR aigunas vacas

todavia presentan un cuerpo luteo funcional (Macmillan, ef al, 1991)
2.3.1 Utilizacién de progestagenos en vacas en anestro.

Los progestagenos han sido utiiizados para ia induccion del estro en vacas
en anestro y novillas prepuberes, (Smith et al,, 1987; Anderson y Day, 1994). Los
tratamientos con progestagenos inducen el estro y permiten la ovulacion que es
potenciaimente fértil (Ramirez-Godinez et al, 1981). Los tratamientos cortos con
progestagenos en vacas en anestro, puede incrementar el porcentaje de vacas
que exhiben estro, inducir la ovulacién e incrementar el indice de concepcién a
primer servicio (Fike ef af., 1997a).

Los mecanismos por los cuales los progestagenos inducen la ovulacion en
vacas en anestro y prepuberes es el incremento en la secrecion de LH al retiro
del efecto negativo del progestagenc sobre Ia liberacién de LH (Anderson vy
McDowell, 1996) Los progestagencs suprimen la secreciéon de LH durante el
tratamiento y al momento de su retiro se da un incremento, el cual aumenta la
produccion de estradiol y la maduracion de un foliculo hasta la ovulacion. Las
vacas en anestro que ovulan después del tratamiento forman un cuerpo liiteo de
vida media normal (Smith et al, 1987).

Brink y Kiracofe (1988) encontraron un 30% de fertitidad en vacas que se
encontraban en anestro posparto tratadas con un implante de Syncromate-B. Al
aplicar un implante de norgestomet Sanchez et al (1995) encontraron
concentraciones mayores de LH que en los grupos donde aplicaron 2, 4 y 8
implantes. Las concentraciones de LH encontradas en los grupos de 2 y 4
implantes fueron similares a las que se encuentran en la fase lutea media del ciclo
estral normal (Rahe et af, 1980). Esto indica que dosis altas de progestageno
suprimen de una mejor manera Ia liberacion de LH, de manera que al momento
del retiro del tratamiento se viene una descarga en su liberacidn, se da la

maduracion final del foliculo y posterior ovulacién (Brink y Kiracofe, 1988).
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Se ha utilizado la inyeccidon de 178 estradiol junto con el progestageno
durante la sincronizacién en vacas en anestro. Este mejora la presentacion de
estro y la ovulacién, pero reduce el indice de concepcién (Saiduddin ef al, 1968).
Sin embargo cuando se aplica 1 mg de benzoato de estradiol 24 a 48 horas
después del retiro de progesterona (P4) se induce el estro y la ovulacion sin

afectar la fertilidad (Xu y Burton, 1997).
2.3.2 Sincronizacion con prostaglandinas.

La prostaglandina F2, (PGFz.) y sus analogos son utilizadas en la
sincronizacion de estros. Estas actuan induciendo la regresion de un cuerpo luteo
entre los dias 5 al dia 17 del ciclo estral (Odde, 1990) Las vacas inyectadas entre
el dia 10 y 15 del ciclo estral tienen una mejor respuesta de estro, que las vacas
que son inyectadas entre el dia 5 y 9 del ciclo (Xu et af, 1997) El indice de
concepcion es mas alto cuando la PGF,, es inyectada en la fase lutea tardia que
en la fase temprana (Watts y Fuquay, 1985) Una explicacion a esta respuesta es
que en el cuerpo luteo, el numero de receptores a PGFy4 se incrementa durante la
fase lutea tardia, por eso se presenta una menor respuesta en la fase Iutea
temprana (dia 5-9) (Rao ef a/, 1979, citado por Odde, 1990)

Los niveles de progesterona después de [a aplicacion de prostagtandinas
disminuyen a niveles basales pocas horas después de su aplicacion (Paez et al ,
2000). En la Figura 1 se muestran los niveles de progesterona después de la
aplicacién de dos tipos de prostaglandina.

El programa mdas comun que se ha utilizado en la sincronizacion de estros
es la aplicacién de PGFy4 a las vacas gue tienen un cuerpo luteo, seguido de la
observacion de estros e inseminacion. Las vacas que no mostraron estro en el dia
5, son inyectadas nuevamente y observadas por cuatro dias mas. Este sistema
incrementa el indice de prefiez comparado con el grupo testigo (Xu et al, 1997).
Las desventajas de este sistema es que requiere de una mayor labor de

deteccion de estros e inseminacion, pero tiene la ventaja de requerir menos PGF,,
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que el programa con dos aplicaciones de PGF,, 10 y 12 dias de separacién. Con
este método de dos aplicaciones de PGF,; si todas las vacas estan distribuidas
en diferentes dias del cicio estral, aproximadamente el 70% deberan mostrar estro
después de la primera inyeccién. Tanto las vacas gue muestran estro como las
que no lo muestran, tendrén para la segunda aplicacion un cuerpo luteo sensible a
la accion de la prostaglandina, este sistema ha sido evaluado por Odde (1990) y
se ha utilizado para ia presincronizacién del estro en trabajos experimentales
(Kestler y Favero, 1995; Paez et al,, 2000; Xu y Burton, 1997) Recientemente se
ha mostrade que la ferilidad en vacas se reduce después de la sincronizacion con
dos inyecciones de PGF»4 en 13 dias aparte; la reduccién en la fertilidad se debe
a que las vacas al momento de la segunda aplicacién de PGF3, se encuentran en
la fase lutea temprana (Xu et al, 1997) entre el dia 6 y el 9 del ciclo estral
disminuyendo asi la respuesta a la PGF3, (Odde, 1990). La respuesta al estro se
mejora cuando las vacas se encuentran en Ja fase lutea tardia al momento de la
segunda inyeccion de PGF2 (Xu et al, 1997) Lo anterior explica algunas

varfantes en los resultados del programa de 2 inyecciones de PGF.4 (Odde, 1990)
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Figura |. Niveles de progesterona en sangre después de la aplicacion de
prostaglandina PGF2a en vacas ciclando (Paez et af , 2000)

TESIS CON ’s
FALLA DE ORIGEN |




En un trabajo con ganado cebu con un cuerpo liteo funcional encontraron
una baja respuesta a la aplicacién de PGF,, (Pinheiro ef al, 1998) Esto sugiere
que la respuesta a la aplicacion de la prostaglandina no solo es de acuerdo al dia
del ciclo estral, sino también al tipo racial.

La combinacion de prostaglandinas con progestagenos ha sido utilizada 48
h antes del retiro con progesterona (PRID) mejorando la fertilidad de 54 a 67% en
el grupo testigo en los programas de sincronizacion de estros en ganado de carne
(Mialot et al., 1998)

2.3.3 Sincronizacion de oleadas foliculares en vacas.

Las vacas presentan oleadas foliculares cada 7-10 dias en la mayoria de
los casos; un incremento de FSH esta asociado con la emergencia de la oleada y
el incremento en los pulsos de LH determinan el destino del foliculo dominante.
Para precisar la presentacion del estro y mejorar la fertilidad en el control del ciclo
estral, es necesario inducir la regresién del cuerpo luteo al termino de un
tratamiento con progestagenos y que este coincida con la seleccién del foliculo
dominante (Roche et af, 1999). Muchas investigaciones se han enfocado en Ia
eliminacion del foliculo dominante para permitir la emergencia de una nueva
oleada folicular al termino de tratamientos con progestagenos (Bo ef al, 1995;
Roche et al, 1999) Una de las técnicas para la sincronizacién de las oleadas
foliculares es la aspiracidon del foliculo dominante que resulta en la emergencia de
un nuevo foliculo dominante 15 dias mas tarde y en la ovulacién de un nuevo
foliculo al termino de la regresion del cuerpo luteo (Tweagiramungu et af , 1994).

Los estrogenos y la progesterona también han sido utilizados para alterar ia
dindmica folicular Ha sido comprobado que la progesterona exdgena suprime el
desarrollo folicular por suprimir la frecuencia de pulsos de LH (Burke et al, 1994)
Los efectos combinados del estradiol y el progestageno cuando son aplicados al
mismo tiempo de la insercién del implante de norgestomet hace que el foliculo

dominante mas grande disminuya en diametro y el segundo foliculo dominante
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incrementa su diametro. Presumiblemente se presenta una nueva oleada folicular
(Bo et al, 1995)

Burke et al (2000) encontraron que al aplicar BE se estimula la atresia del
foliculo dominante y una nueva oleada folicular emerge de 4 a 5 dias después del
tratamiento. La aplicacion de 1 mg de BE promueve el recambio folicular y
sincroniza los eventos foliculares permitiendo la ovulacion de un nuevo foliculo
dominante al retiro del tratamiento con progestagenos.

El BE se ha utilizado en programas de sincronizacion de la ovulacion en
vacas Bos indicus, junto con la aplicacion de prostagiandinas. El tratamiento
consiste en la aplicacion de 1 mg de BE el dia 0, PGF,, el dia 8 y una segunda
dosis de BE (1 mg) el dia 10. Después de la segunda aplicacion del BE se
presenta una nueva oleada folicular 4.36 * 0.31 d Este tratamiento promete una
nueva alternativa para la sincronizacién de la oleada folicular (Burke ef af, 2000).

La aplicacion de GnRH o sus analogos causan la ovulacion por estimuiar la
oleada preovulatoria de LH en la pituitaria con la subsiguiente formacién de un
cuerpo luteo. Después de la aplicacién del GnRH un nuevo foliculo dominante
aparece de 3 a 4 d (Twagiramungu ef al, 1994) o 1.6+ 0 3 d (Roche ef al, 1999).
La GnRH se ha utilizado 6 dias antes de la aplicaciéon de PGF,; en la
sincronizacion de la ovulacion (Twagiramungu et af, 1994). En ganado lechero los
tratamientos para sincronizacién de la ovulaciéon con PGFzq v GnRH pueden
comenzar a partir del dia 50 posparto (Momcilovic ef al., 1998).

El Ovsynch es un tratamiento con GnRH que induce una nueva oleada
folicular y provee un foliculo dominante en fase de crecimiento al tiempo de la
administracion de prostaglandinas. La IA es a tiempo predeterminado. El
tratamiento consiste en la aplicacion de GnRH el dia 0, PGFy, el dia 7 y una
segunda inyeccion de GnRH en el dia 8. Después de la segunda aplicacion del
GnRH la ovulacion se presenta entre las 24 y las 32 horas. Este programa se ha
comparado con el de una sola aplicacidon de PGF.,, siendo el indice de fertilidad

mas alto en el grupo de Ovsynch el cual presenta ventajas econémicas para el
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control de la reproduccion sin la necesidad de la deteccidn de estros (Britt y
Gaska, 1998).

La aplicacion de un implante de norgestomet entre el dia -7 y el dia cero
(aplicacion de PGF,q y GnRH) (Select Synch) ha sido utilizado también en los
programas de sincronizacion de la oleada folicular en vacas gue se encuentran en
anestro, mejorando el indice de concepcion (Stevenson et al, 2000).

Otro método para la sincronizacion de la oleada folicular es el CO-Synch el
cual consiste en la aplicacion de GnRH (100u) en el dia 0, prostaglandina en el
dia 7 y GnRH en el dia 9 La inseminacion artificial se lleva acabo al momento de
fa aplicacion del GnRH (Geary et a/, 2001).

Momcilovic et af (1998} comparando tres métodos de sincronizacion,
encontraron que el CO-Synch tuvo un mejor indice de concepcién y menos dias
de parto-concepcion a comparacién de una sola aplicacion de prostaglandina y
dos aplicaciones de prostaglandina a 14 dias aparte. E!l indice de concepcidn en la
sincronizacion de la ovulacion en ambos métodos (CO-Synch y Ovsynch) se
puede mejorar retirando la cria 48 h antes de la aplicacion de prostaglandina

Los tratamientos con norgestomet y hCG (Rajamahedran y Sianangama,
1992; Mata et al,, 2001) permiten el control del desarrolio y regresion del cuerpo
luteo, junto con la ovulacion de un foliculo de nuevo reciutamiento, este sistema se
aplica 500 Ul de hCG en el dia 4 del ciclo estral A las 48 horas después de la
aplicacion de hCG se da el reclutamientd de un nuevo foliculo que ovula después
de la aplicacion de prostaglandina y el retiro del progestdgeno (Niasari-Naslaji et
al.,, 1996).

De Renis et al (1999) utilizaron 2000 Ul de hCG 9 dias antes de la

aplicacion de PGF,, para la sincronizacion de la ovulacion en vacas entre 55 y 90

dias posparto.

28



2.3.4 Utilizacion del benzoato de estradiol en la sincronizacion de
estros.

El estradiol inyectado en algunos tratamientos de sincronizacion de estros
han producido cambios en los patrones de crecimiento folicular, especialmente
durante la fase de crecimiento del foliculo (Bo et al., 1995) Una nueva oleada
folicular emerge de 4 a 5 dias después de la aplicacion del estradiol (Burke et al.,
2000).

Se ha reportado que la administracion del BE seguido del retiro de
progestagenos en la sincronizacion de estros, mejora la incidencia de la ovulacion
en vacas posparto; 1 mg de benzoato de estradiol de 24 a 48 h después del retiro
del CIDIR en vacas en anestro mejora el porcentaje de vacas que muestran estro.
También la ovulacién puede ser inducida con 1 mg de BE 24 a 48 horas después
del retiro del progestageno en tratamientos de 5 a 7 dias (Macmillan et a/., 1995).
En vacas en anestro posparto el BE aplicado de 24 a 30 h después del retiro de
CIDIR es efectivo para inducir el estro y la ovulacion (Bo et al., 1995).

E!l indice de prefiez en las vacas posparto es linealmente afectado por la
aplicacion del BE. Las vacas que reciben dosis altas de BE (1 mg) en programas
de sincronizacién presentan un indice mas alto de prefiez que cuando se aplica el
BE en dosis bajas, después del retiro del progestageno (CIDIR). En general el BE
incrementa las concentraciones de 17B estradiol, la liberacién de la oleada
preovulatoria de LH, la proporcibn de vacas en estro, incrementa las
concentraciones de LH, la proporcidn de vacas con liberacién de LH y reduce el
intervalo del retiro del CIDIR al pico de LH (Macmillan ef al., 1997).

Lammonglia ef al. (1998) concluyeron que en vacas preptiberes y vacas
posparto la sincronizacion puede ser mejorada usando PGFy, y CIDIR con ia
inyeccion de BE de 24 a 30 h después del retiro del CIDIR. La dosis efectiva es de
0.4 mg para vacas prepuberes y de 1 mg de BE en vacas posparto.

En un estudio en ganado lechero Macmillan et al. (1997) reportaron que 1
mg de BE inyectado en los dias 12, 13, y 14 d después de la sincronizacién de

estro e IA, sincroniza el retorno a servicio entre el dia 9 y 10 después de la
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aplicacion del BE por la induccidén de una nueva oleada folicular. La fertilidad del
estro y del retorno a servicio se incremento por el tratamiento y el indice de prefiez

del primer servicio se mantuvo sin ningun cambio

2.4 UTILIZACION DE LIQUIDO FOLICULAR PARA ALTERAR LA DINAMICA
FOLICULAR.

El liquido folicular bovino (LFB) es rico en hormonas glicoproteicas como la
inhibina, que suprime la sintesis de FSH y su secrecion a nivel de la glandula
pituitaria (De Kretser y Robertson, 1989) E! liquido folicular (LF) es un medio
crudo y ha sido usado extensivamente como fuente rica en inhibina para examinar
la funcion de la FSH en el desarrollo folicular en varias especies (Steinberger y
Ward, 1988) La fraccion proteinasea del LF en vacas al comienzo del estro
(Turzillo y Fortune, 1990) o al momento de la ovulacion suprime el desarrollo
folicular (Kastelic et al., 1990). Bergfelt et al (1993) aplicaron LFB en vaquillas en
el dia C del ciclo estral {17 mi/cada 4 h) logrando suprimir el crecimiento de!
foliculo dominante de la primera oleada folicular Kastelic ef a/. (1990) utilizaron
LFB en vaquillas en tres periodos del ciclo estral 0-3, 3-6, 6-11. El crecimiento
folicular de la primera oleada folicular se suprime al aplicar el LFB en el periodo
de 0-3 d. La aplicacion entre el dia 6 y 11 retrasa la emergencia de la segunda
oleada folicutar.

Hernandez et al (1997) suprimieron la secrecién de FSH en ovejas en
anestro con la aplicacion de liquido folicular equino (LFE) libre de esteroides (3 mi
iv cada 8 h/5 d). En este estudio la aplicacion de LLFE alargé el intervalo de la
aplicacion de PGFa, a la presentacion de estro en las ovejas tratadas sugiriendo
que el LFE retrasa el crecimiento del FD.

Un experimento de Miller et al (1979) las novillas fueron tratadas con
PGF,, (Dia 0). Al grupo tratado se le aplicé LFB (dos aplicaciones/3 d) o solucién
salina fisioloégica (SSF) en el grupo no tratado. El intervalo de la aplicacion de

prostaglandina al estro fue aproximadamente de 2 d en el grupo de SSF y de 8
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dias en el grupo de LFB La aplicacion de LFB decrece las concentraciones
plasmaticas de FSH durante el tratamiento con LFB y retrasa la presentacion de la

oleada preovulatoria de gonadotropinas.

2.5 PERSISTENCIA FOLICULAR.

En vacas el desarrcllo folicular durante un cicle estral normal es
caracterizado por dos o tres oleadas foliculares por ciclo (Sirois y Fortune, 1988)
Cada oleada comprende los procesos de reclutamiento, seleccidn y dominancia.
Posteriormente se da la seleccion de un foliculo dominante el cual continta
creciendo mientras los otros sufren atresia. En un ciclo estral normal solo el
foliculo dominante de la ultima oleada (segunda o tercera) ovula, mientras el
foliculo dominante de la oleada anterior sufre atresia. En un estudio de Sirois y
Fortune (1990) en el cual alargaron la fase lutea del ciclo estral en novillas,
apoyan la hipotesis que niveles normales de progesterona promueven el recambio
del foliculo dominante y regula la sucesion de las oleadas foliculares.

La secrecion de LH durante el ciclo estral en vacas esta caracterizada por
una alta frecuencia, baja amplitud de pulsos de LH durante el proestro y metaestro
y por baja frecuencia y alta amplitud de puisos durante el diestro (Schallenberger
ef al, 1985) Kojima ef al (1990), reportaron que la aplicacion de progestagenos
después de la luetolisis inducida por la administracion de PGF,, en vacas, da
como resultado un incremento en la frecuencia de los pulsos de LH en
comparacion con las vacas que tienen un cuerpo liteo Niveles de progesterona
entre 1y 2 ng/ml (niveles subluteales) mantienen una alta frecuencia de pulsos de
LH que no permiten el recambio folicular y estimulan el crecimiento continuo del
foliculo dominante suprimiendo el crecimiento de otros foliculos (Savio et al,
1993) y persistiendo hasta la ovulacion (Savio ef al., 1993). El crecimiento folicular
anormal del foliculo dominante esta acompanado por altos niveles circulantes de

17B-estradiol (Kojima et af, 1990) y hay una asociacion entre elevadas
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concentraciones de estradiol y aumento en fa frecuencia de pulsos de LH
(Sanchez et af, 1995)

En vacas la administracion de progestagenos o progesterona CIDIR (Savio
et al., 1993), MGA (Yelich ef al, 1997), Syncromate-B (Murray et af., 1998), PRID
(Zinder et al, 1996) en dosis tipicamente usadas para la sincronizacion de estros
en ausencia de un cuerpo luteo, resulta en un aumento en la frecuencia de pulsos
de LH y el continuo crecimiento de un foliculo dominante llamado foliculo
dominante persistente (FDP) (Kojima ef af, 1993; Sanchez ef af, 1995) EI
tratamiento con progestagenos al final de la fase lutea causa ia extensién del
periodo de dominancia del foliculo ovulatorio (FDP) (Mihm et af., 1994)

Las concentraciones de estradiol liberadas por el FDP son mayores a las
liberadas por un FD del ciclo estral normal y da como resultado la alta frecuencia
en los puisos de LH {Sanchez et al, 1995) Estas liberaciones de estradiol se
parecen a las secretadas por un foliculo preovulatorio en la fase folicular (Kinder ef
al, 1996) Cuando se aumentan los niveles de progesterona, los niveles de 17p-
estradiol se mantienen a concentraciones similares a la fase litea (Sanchez ef al ,
1995).

En un trabajo para estudiar la dominancia folicular, Kinder et al, (1996)
concluyeron que ligeros incrementos en la frecuencia de pulsos de LH, promueven
el crecimiento prolongado del foliculo dominante, ellos sugieren que ei recambio
de un foliculo dominante durante el ciclo estral normal ocurre a través de un efecto
de retroalimentecion negativa de la progesterona luteal, la cual mantiene baja la
frecuencia de pulsos de LH y la produccién de estradiol.

El prolongado crecimiento del foliculo dominante esta asociado a una baja
fertilidad al retiro del tratamiento de progestagenos en ausencia de un cuerpo
lateo (Stock y Fortune, 1993) En un estudio para determinar como la duracion de
la dominancia folicular altera el indice de prefiez, Austin et al. (1999) realizaron un
trabajo en el cual la duracién de la dominancia (Dd) fue controlada causando la
regresion del cuerpo luteo al momento de la emergencia del foliculo de la

segunda oleada folicular. El foliculo dominante se mantuvo por 4, 6, 8, 10 y 12
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dias Estos autores encontraron que la duracién de la dominancia (Dd) no afecta
la fertilidad entre el dia 2 y 8 (Dd2 8/9, Dd 4 19/28, Dd6 14/18, Dd8 34/48), sin
embargo la fertilidad es afectada cuando se mantiene arriba de Dd10 de
dominancia folicular (Dd 10 12/23, Dd12 2/17)

Las altas concentraciones de estradiol secretadas por el FDP estan
asociadas con un desarroilo embrionario anormal (Breuel et al, 1993). En un
trabajo para determinar la pérdida embrionaria temprana a partir de foliculos
dominantes persistentes Nasinm ef al. (1995) no encontraron diferencia
significativa en la cantidad de embriones fertilizados recuperados de foliculos
dominantes persistentes y de foliculos en crecimiento, sin embargo si hubo una
mayor cantidad de embriones fertilizados recuperados a partir de foliculos en
crecimiento que de foliculos persistentes En este mismo trabajo los embriones
recuperados de foliculos persistentes no alcanzaron el estadio de desarrollo
mayor a 16 células y los embriones de foliculos en crecimiento tuvieron mejores
caracteristicas morfologicas que [os embriones provenientes de folicuios
persistentes La ovulacion del foliculo dominante persistente da como resultado la

formacion de un cuerpo luteo el cual tiene una funcién normal (Lugo et al., 1999).

2.6 METODOS PARA LA ELIMINACION DEL FOLICULO DOMINANTE
PERSISTENTE.

En vacas los tratamientos prolongados de progesterona en ausencia de un
cuerpo luteo resulta en la formacion de un foliculo dominante persistente (FDP)
que se encuentra asociado con una alta frecuencia de pulsos de LH (Savio ef af,
1993; ireland y Roche, 1982), altas concentraciones de 17B-estradiol (Sirois y
Fortune, 1990), una precisa presentacion del estro y disminucion en el indice de
fertilidad (Austin et a/, 1999). La forma para evitar el desarrolio de un FDP y es la

aplicacidn de dosis altas de progestagenos a las usualmente utilizadas para la
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sincronizacion de estros (dosis bajas) las cuales inhiben de mejor manera la
frecuencia depulsos de LH y permiten el recambio folicular (Savio ef af, 1993)

Savio et af (1993) utilizaron un impiante de norgestomet de 3 mg y PGF,q
en el dia 8 del ciclo estral. Esto permitid el crecimiento de un FDP en presencia de
alta frecuencia de pulsos de LH causadas por niveles subluteales de
progesterona En el dia 10 a un grupo le aplicdé un nuevo implante de
progesierona de 3 mg de norgestomet. Los pulsos de LH disminuyeron después
de la aplicacién del nuevo implante en el grupo tratado y se presentd el recambio
del FDP.

Savio et al. (1993) utilizaron un implante auricular de 6 mg de norgestomet
a vacas presincronizadas en el dia 8 del ciclo estral y se retir6 el dia 23. En el dia
7 del ciclo todas las vacas tenian un foliculo dominante verificado por Ila
uitrasonografia En el grupo tratado se aplicd un nuevo implante de 6 mg de
norgestomet en el dia 18 del ciclo que permitid el recambio dei FDP. Las
concentraciones de estradiol declinaron después del dia 18 en el grupo tratado y
en el grupce testigo, todas las vacas ovularon un FDP

Anderson y Day (1994) en un programa de sincronizacién en novillas en
ausencia de un cuerpo luteo administraron MGA por 12 dias. Con esto se
desarrolié un foliculo dominante persistente En el dia 9 del tratamiento aplicaron
200 mg de progesterona para eliminar al FDP. La aplicacién de P4 redujo las
concentraciones de estradiol y la frecuencia de pulsos de LH. Esto permitié el
recambio folicular y la ovulacién de un nuevo foliculo. En otro experimento
administraron MGA por 14 dias y la aplicacion de 200 mg de P4 en el dia 12 del
tratamiento Después del tratamiento con P4 se presentd recambio folicular y se
mejoro la fertilidad comparado con el grupo testigo. Ellos concluyeron gue la
administracion aguda de progesterona induce el recambio folicular e incrementa la
fertilidad en vacas sincronizadas con MGA.

Para determinar la duracién de concentraciones de progesterona
necesarias para inducir {a atresia del foliculo dominante persistente McDowell et

al (1998) administraron 25 mg de PGFaq en el dia 6 o 7 del ciclo presincronizado y
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un implante de norgestomet de los dias 6 al 14. En el dia 12 recibieron dos
dispositivos intravaginales de liberacion controlada (PRID) por 6 h, 24 h y sin
tratamiento en el grupo testigo La ovulacion de un nuevo foliculo fue inducida en
1/5 en el grupo de 6 h y en 4/5 vacas en el grupo de 24 h. En ei grupo testigo,
todas las vacas ovularon un foliculo dominante persistente. Tanto en los grupos de
6 h y 24 h se presentd una disminucién en los niveles de estradiol y LH
consistentes cbn el recambio del foliculo dominante persistente.

En un modelo para eliminar el FDP Cavalieri et al. (1998b) utilizaron un
implante de 3 mg de norgestomet por 17 dias y el dia 0 una inyeccién de
prostagiandina PGF,, Las vaquillas en el grupo 1 no recibieron tratamiento, en los
grupos 2, 3, 4 y 5 recibieron por 24 h un CIDIR en los dias 10, 12, 14 y 16
respectivamente. El fratamiento con un CIDIR en el dia 14 y 16 retraso el tiempo
de ovulacién y el dia de emergencia del foliculo ovuiatorio comparado con los
otros grupos. Se presenté menos variacion en el tiempo de presentacion de estro
en las novillas tratadas en el dia 10, comparado con los otros tratamientos Las
concentraciones de LH y estradiol decrecieron con el incremento de progesterona
en los dias de tratamienio con CIDIR e incrementaron de nuevo después dei
retiro del CIDIR Elios concluyeron gue la aplicacién de un periodo corio de
progesterona 7 dias antes (dia 10) del dia 17 resulta en una sincronizacién precisa
del estro sin la ovulacién de un folicule dominante persistente.

En un programa de sincronizacion de la ovulacion en vaquillas Bos indicus
Cavalieri et al. (1998a) evaluaron tres métodos para la eliminacién del FDP, P, en
solucion oleosa (100 mg), P4 en solucién salina (100 mg) y un CIDIR por 24 horas.
Todos los tratamientos se aplicaron en el dia 10 y el retiro del implante se realizd
el dia 17. La administracién de P, en solucién oleosa fue mas efectiva para la
sincronizacién de la emergencia y ovulacion de un nuevo foliculo, que Ia
aplicacion de 100 mg en solucion salina y la aplicacién del CIDIR.

Mata ef al. {2001) utilizaron 3 mg de norgestomet inyectado para la
eliminacion del foliculo dominante, que causo el recambio del FDP y un nuevo

foliculo dominante alcanzd un didmetro de 10 mm o mayoralas 68 + 384 h



Yelich et al (1997) para eliminar el FDP en los tratamientos de
progestagenos por 14 dias de MGA (0 5 mg/vaca/dia), administraron 5 mg de
valerato de estradiol en el dia 11 del tratamiento, dando como resuitado el

recambio folicular en 10 de 14 vacas.

2.7 GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA (eCG).

La gonadotropina coridnica equina (eCG) es secretada por las clpulas
endometriales LLos niveles de eCG en la yegua comienzan a ser detectables en
sangre entre los 32 y 40 dias de la gestacion (Kindahi et af, 1982, citado por
Ungerfeld, 1998), pudiendo encontrarse en la circulacion hasta los 140 a 200 dias
(Roser et al, 1989).

La eCG (PMSG) es una molécula glicoproteica, la cual tiene actividad de
FSH y LH (Ungerfeld, 1998} Comparandola con otras gonadotropinas es la que
contiene mayor cantidad de acido sialico (10%) (Christakos y Bahl, 1979, citado
por Ungerfeld, 1998) El acido sialico es el responsable de ia larga vida media ya
que previene su degradacién en el higado (Morell, 1971, citado por Ungerfeld,
1998)

La accién especifica de la eCG en la yegua esta dirigida a producir la
ovulacion, la luteinizacion de foliculos accesorios y prolongar la vida y la
capacidad secretora de progesterona por parte de estos (Stewart y Allen, 1981,
citado por Ungerfeld, 1998)

La eCG esta compuesta de una subunidad alfa y una beta. La subunidad
alfa tiene una secuencia de aminoacidos igual a la LH y FSH. La subunidad beta
es responsable de la actividad de FSH y LH La relacién de la actividad de FSH:
LH en distintas muestras comerciales analizadas es muy variable (Saumande,
1990). Esto puede ser debido a la microheterogeneidad en ias composiciones
tanto proteicas como glucidas (Ungerfeld, 1998). La heterogeneidad en el

componente glucido esta presente en casi todas las glicoproteinas. Aigunos



trabajos muestran que la actividad de FSH es significativamente mayor en las
muestras obtenidas entre los dias 60 y 90 de la gestacion (Murphy et al., 1984)
Butnev et al. (1995) reportaron el aislamiento de tres variantes moleculares de
eCG a partir de una misma preparacion. Estas no fueron diferentes en
composicidon aminoacidica, pero tienen diferente peso molecular de acuerdo a
resultados cromatograficos La diferencia fue atribuida solamente a diferente
tamaro en la subunidad beta y esto es debido a diferente grado de glicolizacién en
su extension terminal. Esta variante de glicolizacion fue suficiente para producir
diferentes afinidades a receptores. Estas diferencias son parcialmente
responsables de las diferentes respuestas observadas cuando se utiliza eCG en
tratamientos superovulatorios (Butnev ef al,, 1995).

La permanencia en sangre de la eCG aporta ventajas para su aplicacién en
tratamientos superovuiatorios, ya que con la administracién de una sola dosis es
suficiente para provocar el efecto deseado. La permanencia en circulacién de la
eCG es necesaria para mantener el estimulo gonadotréfico que requieren los
ovarios para sostener la esteroidogenésis (Wang et a/, 1995). La vida media en
bovinos es de 5 a 7 dias (Yang et a/, 1991, citado por Ungerfeld, 1999) La
primera fase de eliminacion es en las primeras 36 h y su presencia en sangre es
detectable de 10 u 11 dias después de ser administrada (Yang ef af, 1991, citado
por Ungerfeld, 1999). Sin embargo las caracteristicas farmacolégicas, deben ser
tormadas como propias de cada preparacion, ya que existe alta variabilidad entre
las diferentes partidas comerciales (Saumande, 1990) Una forma purificada en
condiciones estrictas, de forma que no se pierda acido sidlico, permanece mas
tiempo en circulacion. La desializacion parcial resulta en una rapida
metabolizacién (Ungerfeld, 1998).

A partir de su purificaciéon y bajo costo posibilita la utilizacién en trabajos en
que se requiera inducir el desarrollo folicular. La eCG ha sido utilizada en
tratamientos superovulatorios en bovinos (Hahn, 1992) y ovinos (Amstrong et af ,
1983) Su utilizacion en tratamientos superovulatorios presenta como ventajas su

bajo costo, y sobre todo, la facilidad con que se utiliza Esto a su vez, disminuye el
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efecto estresante de otros tratamientos que requieren de la administracién de
multiples dosis (Amstrong ef a/., 1983) La eCG tiene algunos inconvenientes en
su utilizacion vy estos estan relacionados a su principal ventaja -su larga vida
media-, después de su aplicacidn se presentan desordenes durante la fase final
de maduracion de foliculos (entre el pico de LH y la ovulacién) (Dieleman vy
Bevers, 1987) Tambien se produce un estimulo tardio excesivo sobre la poblacion
folicular, llevando a que numerosos foliculos anovulatorios estén presentes al
momento de realizar la colecta de embriones, provenientes de una oleada de
desarrollo folicular posterior a la ovulacion (Saumande, 1990). Esto ha sido
asociado a una baja calidad embrionaria y se ha postulado gue es originado la
alta concentracion de estrégenos postovulatoria (Booth et af, 1975, citado por
Ungerfeld, 1999). La administracion de anticuerpos contra eCG ha sido utilizada
como una técnica para mejorar el resultado superovulatorio en vacas vy disminuir
los efectos negativos de su larga permanencia en sangre (Bharat et a/, 1980).

La eCG se ha utilizado en programas de induccién y sincronizacion de
estros para incrementar el desarrollo folicular y mejorar Ia fertilidad al termino de
los tratamientos de sincronizacion (Kerr ef al,, 1991; Paez ef al.,, 1999; Kastelic ef
al , 1999). También ha sido utilizada junto con progestagenos en la induccién de la
ciclicidad en vacas Cebu en anestro posparto (Singh et al, 1998; Paez ef al,
1999) vy en novillas {(Rodriguez ef al,, 1999).

Hipotetizando que la eCG estimula el crecimiento folicular del ovario vy la
produccion de estrogenos, Sheldom et al. (2000) probaron la eCG para
incrementar el indice de involucion uterina sin tener éxito, sin embargo en ese
estudio se encontraron que su aplicacion incrementa el desarrollo folicular y la

produccion de estradiol.
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CAPITULO 3. HIPOTESIS Y OBJETIVO

HIPOTESIS

La aplicacion de extracto ovarico, liquido folicular equino, benzoato de
estradiol y norgestomet estimulan el recambio del foliculo dominante persistente
en vacas sincronizadas con un implante de norgestomet en ausencia de un cuerpo

luteo

OBJETIVO
Evaluar el efecto del extracto ovarico, fiquido folicular equino, benzoato de

estradiol y norgestomet en el recambio del foliculo dominante persistente en vacas

sincronizadas con un implante de norgestomet en ausencia de un cuerpo liteo.
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CAPITULO 4. EXPERIMENTO 1

EFECTO DEL EXTRACTO OVARICO, LiQUIDO FOLICULAR Y
ESTEROIDES EN EL RECAMBIO DEL FOLICULO DOMINANTE PERSISTENTE
EN VACAS HOLSTEIN SINCRONIZADAS CON UN IMPLANTE DE
NORGESTOMET EN AUSENCIA DE CUERPO LUTEO.

4.1 RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el efecto del extracto ovarico, liquido folicular
equino, benzoato de estradiol y norgestomet en la dominancia del foliculo
persistente se llevaron a cabo tres estudios, utilizando el modelo de foliculo
dominante persistente (FDP). Las vacas recibieron un implante de norgestomet
(iNg) simultaneamente con una inyeccién de prostaglandina (PG) (dia 0) que
mantienen niveles subluteales de progesterona y permite que el foliculo dominante
continue su crecimiento durante el tratamiento con progestageno. El recambio
folicular (RF) fue determinado por ultrasonografia de los ovarios (Uso) y se
compard entre grupos mediante la prueba exacta de Fisher. En el estudio 1, la
aplicacion de extracto ovarico {EO) hidrosoluble (10 ml) por 5 dias suprimid el
desarrollo folicular >8 mm [gualmente, 20 ml de EO por dos dias provocé
recambio del FDP en 2 de 4 vacas (P>005) En el estudic 2, la aplicacion
intramuscular de liguido folicular equino libre de esteroides (LFE) (20ml) por dos
dias provocé RF en 3 de 4 vacas (P<005) La aplicacion de LFE en forma
intravenosa ocasiond reacciones anafilacticas en 2 de 3 animales tratados y no
provocd RF (P>0.05) En el estudio 3, el norgestomet (1.8 mg) provocé el RF en 3
de 4 vacas y el benzoato de estradiol (BE) provoco la ovulacion del FDP en 3 de 4
vacas Y el posterior desarrolio de un nuevo foliculo (P<0.05). En las vacas testigo
(n=20) no se presenté RF. Se concluye que la aplicacion de benzoato de estradiol
y norgestomet en la forma y dosis empleada estimulan el recambio del foliculo
dominante persistente Adicionaimente, tanto el extracto ovarico como el liquido
folicular equino estimularon el RF, sin embargo, no los consideramos una
alternativa viable para el uso practico debido al riesgo de reacciones adversas.

Palabras clave: Foliculo dominante persistente, recambio folicular, extracto
ovarico, liquido folicular equino, benzoato de estradiol y norgestomet.
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4.2 INTRODUCCION

Durante el ciclo estral se presentan de dos a tres oleadas de desarrollo
folicular (Savic et al, 1988) Cada oleada folicular concluye con el desarrollo de
un foliculo dominante, el cual suprime el crecimiento de foliculos arriba de 4 mm
de diametro (Savio et af, 1993) La regulacién de las oleadas foliculares es
consecuencia de una retroalimentacion negativa de la progesterona producida por
el cuerpo luteo sobre la liberacion de LH durante el ciclo estral. Durante el diestro
la progesterona mantiene baja la frecuencia de pulsos de LH y con esto se
presenta el recambio del foliculo dominante (Savio ef al, 1993). Cuando la
sincronizacién de estros en bovinos con progestagenos coincide con la ausencia
de un cuerpo luteo, se presenta un incremento en la frecuencia de pulsos de LH
que estimula la persistencia anormal de la dominancia folicular (Foliculo
Dominante Persistente) (Savio ef al., 1993) En presencia de un foliculo dominante
persistente (FDP) los programas de sincronizacion tienen una baja fertilidad en
comparacion de los programas de sincronizacion en donde no se presenta la
persistencia folicular (Anderson y Day, 1994). Se ha sugerido que la infertilidad
después de la ovulacion de un FDP es causa de: 1) un desarrollo folicular
anormal, 2) exposicion prolongada a concentraciones altas de estrégenos (Savio
et al, 1993), 3) alteraciones en el oocito (Revah y Buttler, 1996). Por esta razén se
han utilizado tratamientos para prevenir la formacién de foliculos dominantes
persistentes o estimular su atresia (Anderson y Day, 1994 y Savio ef al, 1993). La
FSH también resulta necesaria para mantener la dominancia folicular, asi, Turzillo
y Fortune (1993) suprimieron la liberacion de FSH utilizando la inhibina contenida
en el liquido folicular bovino y provocaron la atresia del foliculo dominante
persistente en un modelo de sincronizacidn con brogestégenos en ausencia de un
cuerpo luteo. El liquido folicular equino ha sido utilizado para alterar la dinamica
folicular en ovejas y se ha encontrade que su aplicacion suprime el desarrollo
folicular, retrasa la presentacion del estro (Hunter ef al, 1988) y reduce las

concentraciones de FSH (Hernandez et af, 1997). El extracto ovarico es una
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sustancia obtenida de ovarios frescos por extraccion hidrosoluble que suponemos
contiene inhibina, hormona que tiene un efecto inhibitorio sobre la liberacion de
FSH Ni el extracto ovarico ni el liquido folicular equino se han utilizado para
causar el recambio del foliculo dominante persistente en vacas en un modelo de -
sincronizacién con progestagenos en ausencia de un cuerpo luteo.

El benzoato de estradiol en presencia de progesterona suprime la liberacién
de LH a nivel de la glandula pituitaria (Robertson et af, 1989). Cuando es aplicado
en tratamientos de sincronizacion con progestagenos (Rajamahendran y Manikan,
1994) se presenta recambio folicular ovulandose un foliculo de nueva formacion al
final del fratamiento. El benzoato de estradiol no ha sido utilizado en modeios con
un foliculo dominante persistente para causar su recambio.

Los progestagenos y la progesterona se han utilizado para atresiar el
foliculo dominante persistente por suprimir la liberacion de LH a nivel de la
glandula pituitaria (Anderson y Day, 1994; Cavalieri et a/, 1998b; Austin et af,
1999) y estimular una nueva oleada folicular (Savio ef al, 1993; Cavalieri et al,
1998b; Austin et al, 1999) Mata ef al (2001) al aplicar 3 mg de norgestomet
causaron la atresia del foliculo dominante persistente en 6 de 8 vaquillas Holstein.
Anderson y Day (1994) reportaron que la atresia del foliculo dominante persistente
se da en el 100 % de los casos cuando se inyecta 100 mg de progesterona
liquida Sin embargo, este efecto se logré manteniendo niveles extremadamente
altos de P4 en sangre que pudieron mantener suprimida la frecuencia de pulsos de
LH La aplicacién de un CIDIR por 24 h siete dias antes del retiro del tratamiento
sincronizador con un implante de norgestomet en ausencia de un cuerpo liteo,
resulta en una sincronizaciéon precisa con la ovulacién de un foliculo de nueva
formacion (Cavalieri ef al, 1998b). El objetivo del presente trabajo fue el de
evaluar el efecto del extracto ovarico, liquido folicular equino, benzoato de
estradiol y norgestomet sobre la persistencia del foliculo dominanate en vacas

tratadas con un implante de norgestomet en ausencia de un cuerpo luteo
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4.3 MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se realizd en el Centro de ensefianza Practica, Investigacion,
Produccién y Salud Animal (CEPIPSA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Autbnoma de México, localizado en el Km
29 de la carretera federal México- Cuernavaca. El clima de la regién es ¢ (w) (w) b
(ij), que corresponde a semifrio-semihumedo, con lluvias en verano y precipitacion
pluvial de 800 a 1200 mm (Garcia, 1973)

4.3.1 Protocolo experimental

Este experimento constd de tres estudios. Se utilizaron 42 vacas Holstein
ciclando. Las vacas se encontraban en produccion con mas de 60 dias pospario y
una condicidn corporal entre 2.5 y 3 (escala de 1 a 5; Widman et al,, 1982) Las
vacas se encueniran en un sistema de semiestabulacion; por la mafiana son
ordefiadas mecanicamente y posteriormente pasan a una pradera donde
pastorean aproximadamente 1 h. Las vacas amamantan a sus crias por un
periodo de 1 h y después son suplementadas con 1 kg de alimento balanceado y
de 2 a 3 kg de ensilado de maiz ¢ heno de alfalfa o avena ad libitum E| destete
de la cria se realizo a los 7 meses. _

Para determinar si las vacas se encontraban ciclando se llevd acabo una
inspeccidon ultrasonografica en el dia cero de cada estudio para determinar la
presencia de cuerpo luteo indicativo de ciclicidad

En los tres estudios, la sincronizacion consté de la aplicacién de un
implante de norgestomet’ (iNg) y 5 mg de prostaglandina sintética? (PG) (dia 0).
Con esto, de acuerdo con diversos autores se mantienen niveles subluteales de

progesterona (Kinder ef af, 1996; McDowell et al, 1998) y el desarrollo anormal

! Sincromate B. Sanofi Animal Healt, Overiand Park, K $
? Etiproston Lab Virbac México, S A de GV).
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de un FD que alarga su dominancia hasta el retiro del implante de norgestomet
(Savio et al , 1993).

Se llevo acabo ultrasonografia ovarica con un equipo de ultrasonido de
Universal Medical System con un transductor de 75 MHz. Los dias de la
ultrasonografia fueron de acuerdo a cada modelo en cada estudio. En los tres
estudios de este experimento el retiro del iNg se realizé el dia de la ultima
ultrasonografia.

La regresidon del cuerpo luteo después de la aplicacion de la PG fue
determinada por ultrasonografia en el dia 1 y 2 postinyeccion.

En cada inspeccion se toméd el diametro del foliculo dominante (FD) y
subordinados (Fs), asi como el numero de los foliculos pequefios (£ 4 mm)

Posteriormente se hizo un analisis retrospectivo de la dinamica folicular
tomandose las siguientes definiciones:

Foliculo dominante (FD): al foliculo de mayor diametro el dia de la aplicacion del
iNg.

Foliculo subordinado (Fs): al 2do foliculo de mayor didmetro después del FDP.
Foliculo dominante persistente (FDP). al foliculo que mantuvo su dominancia
funcional de la primera inspeccion uitrasonografica hasta el retiro del iNg o la
aplicacion del tratamiento.

Recambio folicular (RF): cuando el foliculo dominante persistente disminuyd de
tamafo y fue alcanzado en didmetro y substituido como dominante por otro
foliculo

Tiempo a recambio folicular (TRF): tiempo en dias en las cuales el foliculo
subordinado alcanz6 en didmetro o rebasd al FDP después del dia de la
aplicacion del tratamiento.

indice de crecimiento: se tomd como el cambio diario en el diametro del foliculo
dominante desde que fue visible hasta que alcanzd su maximo.

Foliculo en etapa de crecimiento: cuando el foliculo dominante present6 un indice

de crecimiento 2 0 66/dia mm sostenido a lo largo de por lo menos 4 dias.
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Foliculo en etapa de meseta: cuando el foliculo dominante presentd un indice de

crecimiento <0 66 mm/dia en 4 dias
4.3.2 Analisis Estadistico

La tasa de recambio folicular (RF) fue comparado entre grupos mediante la

prueba exacta de Fisher (Programa SAS 1999).

4.3.3 Experimento 1. Estudio 1. Primera parte,

Efecto del extracto ovarico en la dinamica folicular.

Para evaluar el efecto del extracto ovarico en el crecimiento folicular, se
utilizaron dos vacas con cuerpo luteo a la imagen del ultrasonido, indicativo de
ciclicidad Las dos vacas recibieron un iNg y una dosis de PG (Dia 0) El iNg
permaneci6é del dia 0 hasta su retiro el dia 18 Los ovarios fueron monitoreados
por ultrascnografia del dia 4 al dia 18 para sequir el desarrollo folicular. Entre el
dia 4 y el dia 8 los dos animales recibieron diariamente una inyeccion
intramuscular de 10 ml de extracto ovarico® (Figura 2). Cada mililitro de extracto
ovarico contiene 52 mg de extractos hidrosolubles obtenidos de ovarios frescos

- completos, con 0.05 % de clorobutanol como preservativo.

Estudio 1
Primeraparte

e EO {10 m 1}
ﬂ LL Ll [l
[ ]

9 1 2 3 4 5 &7 B % 30 11 12 13 14 15 16 1713

ULTRASONOGRAF 1A B

Figura 2. Disefio experimental utilizado para probar el efecto de el extracto ovarico
sobre el crecimiento folicular en vacas sincronizadas con un implante de

norgestomet en ausencia de un cuerpo luteo (Estudio 1. Primera parte) pc
Prostaglandina iNg Implante de norgestomet EOQ Extracto ovarico

® Extracto Ovarico Laboratorios Brovel, SAdeCV
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4.3.4 Experimento 1. Estudio 1. Segunda parte.

Efecto del extracto ovarico en la persistencia del foliculo dominante.

Se utilizaron 10 vacas en diestro y se les aplicd una dosis luteolitica de PG.
Siete dias después del estro todas las vacas recibieron una segunda dosis de PG
y un iNg (dia 0) que permanecié por 7 dias mas La formacion de un foliculo
dominante persistente fue corroborada por ultrasonografia En el dia 2 las vacas
fueron aleatorizadas en dos grupos y recibieron los siguientes tratamientos: Grupo
EO (n=5), se le aplicd dos inyecciones de 20 m| de extracto ovarico im en el dia 2
y 3 del ciclo y Grupo Testigo (n=5), se le aplicd 20 ml de solucién salina fisiologica
(SSF) el dia 2 y 3 (Figura 3). La persistencia o el recambio del FDP fue

determinada por ultrasonografia de los ovarios enfre los dias -2 al 7 del modelo.

Estudio 1
Segunda Parte
Grupo EO (n=5)
- Retirg del
PG iNg
PG iNg EQ (20 mb )
Estro N N :
| ; !
L‘J‘ ‘\) l l -/
; Grllupo Testigo {n=5) PG ————  Retirodel
PG iNg SSF{20ml): ing
g Estro P — :1
v v l J_ Y
; - 1

76543210 1 2 3 45 6 7

Figura 3 Disefio experimental para probar el efecto del extracto ovarico sobre la
persistencia del foliculo dominante en vacas sincronizadas con un implante de

norgestomet en ausencia de un cuerpo luteo (Estudio 1. Segunda parte) rc
Prostaglandina iNg implante de norgestomet, EQ Extracto ovarico, SSF Selucion salina fisiclogica
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4.3.5 Experimento 1. Estudio 2. Primera parte.
Efecto del liquido folicular equino intramuscular en la persistencia del

foliculo dominante,

Se utilizaron 10 vacas que se encontraban ciclando Los animales
recibieron una dosis luteolitica de PG y un iNg (dia 0) que permanecié hasta su
retiré el dia 29 El dia 20, las 10 vacas fueron aleatorizadas en dos grupos y
recibieron el siguiente tratamiento: Grupo LFEIm (n=5), se le aplicé una inyeccidn
intramuscular de 20 ml de liquido folicular equino (LFE) el dia 20 y 21 y Grupo
Testigo (n=5), recibié 20 ml de SSF el dia 20 y 21 (Figura 4) La persistencia o el
recambio folicular fue determinado diariamente por ultrasonografia de los ovarios
de! dia 18 al 29

E! liquido folicular equino fue colectado de los ovarics de yeguas
sacrificadas previo al estudio. Se recuperaron los ovarios después del sacrificio y
fueron colocados en una hielera hasta la coleccion del liquido folicular dos horas
mas tarde El LFE se aspiré de los foliculos visibles y se recuperd en un sélo
frasco de 300 ml Posteriormente el LFE se centrifugé a 1500 xg durante 15 min a
4°C para la separacion de detritos y se adiciond 10 mg/mi de carbén activado vy
0.1 mg/mi de dextran permaneciendo en agitacion por tres horas para remover las
hormonas esteroides El LFE se centrifugo nuevamente a 1500 xg para retirar las
particulas de dextran y carbon y el sobrenadante se fiitrd (filtro No 1. Whatman.
No. Cétalogo 1001150). Esta operacion se repitid 3 veces. Al liquido obtenido se
le adicioné 100 Ul/mi de penicilina G sddica, se guardd en alicuotas de 20 miy se

conservo en congelacion a -20°C hasta su utilizacion (Hernandez et af , 1997)
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Estudio 2
Primera Parte

PG Grupo LFE {r=5) Retiro del

iNg LFE (20 miim) iNg
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C |
Grupo Testigo (n=5)
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Figura 4 Disefio experimental utilizado para probar el efecto de 20 mi de liguido
folicular equino intramuscular en la persistencia del foliculo dominante en vacas
sincronizadas con implantes de norgestomet en ausencia de un cuerpo luteo

(EStUdiO 2. Primera parte). PG Prostaglandina iNg Implante de norgestomet LFE Liquido folicular equino
S3F Solucion salina fisiclogica

4.3.6 Experimento 1. Estudio 2. Segunda parte.

Efecto del liquido folicular equino intravenoso en la persistencia del

foliculo dominante.

Se utilizaron 7 vacas ciclando Las vacas recibieron una dosis luteclitica de
PG y un iNg (dia 0) que permanecié hasta su retiro el dia 21. El dia 17 las vacas
se aleatorizaron en dos grupos y se les asigné al siguiente tratamiento: Grupo LFE
(n=3), recibid una inyeccién intravenosa de 20 ml de liquido folicular equino y el
Grupo Testigo (n=4) recibié 20 ml de SSF iv (Figura 5) La persistencia o el

recambio fue determinada diariamente por uitrasonografia del dia 11 al 21.
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Estudio 2
Segunda Parte

Grupo LFE iv (n=3)

PG - —— Retiro del
iNg -ﬂ_(mf) ] iNg
PG Grupo Testigo (n=4) | SSF (20mliv) etiro del
iNg 7 - iNg
|
i iV

01 2— 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
_____ULTRASONOGRAFIA

Figura 5 Disefio experimental utilizado para probar el efecto de 20 ml de liquido
folicular equino intravenoso scbre la persistencia del foliculo dominante en vacas
sincronizadas con implantes de norgestomet en ausencia de un cuerpo luteo

(EStUdiO 2. Segunda parte). PG Prostaglandina iNg Implante de norgestomet LFE Liquido folicular equino
S8F Solucién satina fisioldgica

4.3.7 Experimento 1. Estudio 3

Efecto del benzoato de estradiol y norgestomet en la persistencia del

foliculo dominante.

Se utilizaron 11 vacas ciclando. Las vacas recibieron una dosis luteolitica
de PG vy un iNg (dia 0} que permanecié hasta su retiro el dia 26 El dia 20 las
vacas se aleatorizaron en tres grupos y recibieron uno de los siguientes
tratamientos: Grupo BE (n=4), se le aplicd 1 mg de benzoato de estradiol im,
Grupo NORG (n=4), se le aplicd 1.8 mg de norgestomet liquido de aplicacion
inframuscular y Grupo Testigo (n=3), recibi6 3 ml de SSF (Figura 6). La
persistencia o el recambio fue determinada por ulfrasonografia del dia 13 al 26
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Estudio 3
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Figura 6 Disefo experimental utilizado para probar el efecto del benzoato de
estradiol y norgestomet sobre la persistencia de foliculo dominante en vacas
sincronizadas con implanies de norgestomet en ausencia de un cuerpo luteo

(EStUdiO 3). PG Prostaglandina iNg tmplante de norgestomet  NORG Norgestomet de aplicacion intramuscular BE
Benzoaio de estradiol SSF Solucidn salina fisiolégica.
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4.4 RESULTADOS

En los tres estudios de este experimento las vacas presentaron un cuerpo
liteo al momento de la aplicacion de la prostaglandina y se presentd regresion
lutea a las 24 h después de su aplicacion. Esto fue corroborado por
ultrasonografia de los ovarios Con el modelo de sincronizaciéon con progestageno
en ausencia de un cuerpo luteo se desarrollé un foliculo dominante persistente en
36 (94 7 %) vacas Solo dos vacas quedaron fuera del los estudios por no cumplir

con el modelo de foliculo dominante persistente (5 2%).

4.4.1 Experimento 1, Estudio 1. Primera Parte.

Efecto del extracto ovarico en la dinamica folicular,

Durante los dias de tratamiento con extracto ovarico ninguna de las dos
vacas tratadas con EO por 5 dias, mostré foliculos mayores a 8 mm. Sin embargo,
solo cuarenta y ocho horas después de haber retirado el tratamiento con EQ
(Figura 7) se present6 desarrollo de foliculos >8 mm y de un foliculo dominante.
Ademas de la inhibicién del desarrollo folicular, se observé laxitud de la vulva y
falta de tono en la musculatura de la vagina, utero, y de ligamentos pélvicos. Estos

signos desaparecieron al retirar el tratamiento.

4.4.2 Experimento 1. Estudio 1. Segunda parte.

Efecto dei extracto ovarico en la persistencia del foliculo dominante.

El crecimiento del foliculo dominante fue acompafiado por la disminuciéon en
diametro del foliculo subordinado. El diametro promedio del foliculo dominante en
el dia2enelgrupo EOfuede 13+ 216 mmyde 12 75 + 2.06 en el grupo Testigo
(P> 0.05). Una vaca de cada grupo quedé fuera de este estudio por que el foliculo
dominante sufrié atresia antes del dia 2. El tratamiento con extracto ovarico

provocé la regresion del FDP en 2/4 vacas. El recambio folicular en las dos vacas
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se presentd a las 48 horas después de la primera inyeccion de extracto ovarico.
En contraste, ninguna vaca (0/4) en el grupo Testigo presentd recambio del
foliculo dominante persistente (P>0.05) (Figura 8).

Del grupo de EO las dos vacas que presentaron recambio folicular tenian
un folfculo dominante en etapa de meseta con un indice de crecimiento de 0 62
mm/dia. A comparacién de las dos vacas que no presentaron recambio folicular
tenian un foliculo dominante en etapa de crecimiento con un indice de crecimiento
de 112 mm/d.
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tratamiento con extracto ovérico en las vacas sincronizadas con un implante de
norgestomet en ausencia de un cuerpo luteo
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presenté recambio folicular, Las vacas estaban sincronizadas con un implante de

norgestomet en ausencia de un cuerpo luteo. EO Extracto ovérics, FDP Foliculo dominante
persistente, Fs Foliculo subordinado
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4.4.3 Experimento 1. Estudio 2. Primera parte.

Efecto del liquido folicular equino intramuscular en la persistencia del

foliculo dominante.

En el dia 20 el didametro del foliculo dominante persistente fue de 17.2 £+ 2.9
mm El crecimiento del FDP fue acompafiado con la disminucién del foliculo
subordinado y ausencia de reciutamiento de foliculos pequefios. El tratamiento
con LFE ocasiond que en 3/5 vacas se presentara recambio del FDP. E| recambio
folicular se presenté a los 5 dias (120 h) En contraste, ningun animal experimento
regresion del FDP en el grupo Testigo (0/5) (Figura 9). Se encontrd diferencia
significativa entre grupos (P<0.058).

En el grupo de LFE im tanto las vacas que no presentaron recambio (n=2)
como las que lo presentaron (n=3) por efecto del liquido folicular equino, tenian

foliculos dominantes en etapa de meseta

4.4.4 Experimento 1. Estudio 2. Segunda parte.

Efecto del liquido folicuiar equino intravenoso en ia persistencia del

foliculo dominante.

En este estudio el grupo LFE iv fue administrado en 3 vacas Dos animales
presentaron reaccion anafilactica muriendo una de ellas. En ambos grupos tenian
foliculos en etapa de crecimiento (Figura 10) La aplicacién intravenosa de LFE no
causd regresion del FDP (0/2) y ninguna vaca del grupo Testigo presentd

recambio del FDP (0/4)

54



—O——-FDP

_ 6 n=z2 L F E im .‘
A) : ea {3—-@;..;_
_ 20 (% @ Q:tf)_
S o1s Cj""é
:o1e
s 14
. 12
= i 0
i 8 S
‘; 8 . o _ @’/“ .-. é
e ; G @‘_@_d@_u‘_@‘fe”" Im plaante
a C —
A Y 22 24 24 28 Y
Dias
ne=3 —O——FDP
26 LFE Im —&— F g5
. 24 |
e 27 !
: 20 .
s 18 OIS
2 18 o._._Q___D/ L P~—G oS -
2 14 N -7 < -
2 b
12 ——‘?\
;10 o e T : O3
c 8 & -
= 3]
o 4 Im plante
c 2 51 ]
4 T T T T : T \
) i8 20 22 Z24 28 28 30
Dias
[-—C}-—-—- F D P]
; 2§ n=5 —-— F 3
=24 __%_%_.%
T22 /%;__%,—
=20 %-._
- 18 -
=14
212
« 1 0
E 8
T 8
o 4 P T e s B>
o 3L '
+ T T T T T ¥ 1
18 20 22 2 4 26 28 30

Dias

Figura 9 Diametro del foliculo dominante persistente y subordinado. A) Vacas que
se les aplicd LFE y no presentaron recambio del FDP. B) Vacas que se les aplico
LFE y presentaron recambio del FDP. C) Vacas del grupo Testigo en las cuales no
se presentd recambio del FDP. Las vacas se sincronizaron con un implante de
norgestomet en ausencia de un cuerpo liteo. tFe Liguido folicular equino FDP Foliculo dominante
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Figura 10 Diametro del foliculo dominante persistente y subordinado de vacas
sincronizadas con un implante de norgestomet en ausencia de un cuerpo lutec. A)
Vacas tratadas con LFE iv, las cuales no presentaron recambio del FDP. B) Vacas
en el grupo Testigo, las cuales no fueron tratadas y no presentaron recambio del
FDP. re Liquido folicutar équino FDP Foliculo dominante persistente Fs Foliculo suberdinado

4.4.5 Experimento 1. Estudio 3.

Efecto del benzoato de estradiol y norgestomet en la persistencia del

foliculo dominante.

El diametro promedio del FDP en los grupos de BE, NORG y Testigo fue de
2133 + 493 mm. La aplicacion de 1 mg de benzoato de estradiol provocé la
ovulacion del foliculo en 3 de 4 vacas a las 72 £ 41 57 h después de su aplicacion.
Igualmente, el norgestomet provoco el recambio del FDP en 3/4 vacas, ocurriendo

al tercer dia después de la aplicacion del norgestomet. En el grupo de NORG
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tanto las tres vacas que presentaron recambio del FDP, como la que no presenté

recambio tenian un foliculo dominante en etapa de meseta. En el grupo Testigo no

se presentd recambio del FDP (Figura 11).
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Figura 11. Diametro del foliculo dominante persistente y subordinado de vacas
sincronizadas con un implante de norgestomet en ausencia de un cuerpo luteo. A)
Vaca tratada con 1.8 mg de norgestomet que no presentd recambio del FDP. B)
Vacas que presentaron recambio del FDP después de la aplicacién de 1.8 mg de
norgestomet. C) Vacas tratadas con 1 mg de benzoato de estradiol. D) Vacas en
el grupo TeStEgo.NORG Norgestomet de aplicacién intramuscular BE Benzoato de estradiol FDP Foliculo

dominante persistente, Fs Foliculo subordinado
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En el Cuadro 1 se muestra el porcentaje de vacas con recambio folicular

dentro de cada tratamiento en los tres estudios del Experimento 1

Cuadro 1. Porcentaje de vacas que presentaron recambio folicular después de la
aplicacién de extracto ovarico, liquido folicular equino, norgestomet y benzoato de

estradiol

Tratamiento Porcentaje (%)
Extracto ovarico (2 aplicaciones de 20 ml) 50 (2/4)
Liquido folicular equino im (2 aplicaciones de 20 mi) 60 (3/5)
Liquido folicular equino iv (20 ml) 0 (0/3)+
Norgestomet (1.8 mg} 75 (3/4)
Benzoato de estradiol (1 mg) 75 (3/4)"
Testigo 0 (0/16)

* L a aplicacion de 1 mg de benzoato de estradiol causé la ovulacién del FDP en tres vacas
+ La aplicacion de LFE intravenoso causo reacciones anafilacticas en dos vacas
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4.5 DISCUSION

La aplicacion de un implante de norgestomet en ausencia de un cuerpo
luteo estimuld Ja formacién de un foliculo dominante persistente en la mayoria de
los casos Similares resultados se han encontrado en ofros estudios en los cuales
se trabaja con modelos para desarrollar persistencia folicular con la aplicacién de
implantes de norgestomet en ausencia de un cuerpo luteo (Savio et al, 1993;
McDowell ef af , 1998).

La aplicacion de un implante con norgestomet suprimio el estro entre 8 y
29 dias en nuestro modelo de persistencia folicular. En un trabajo similar al del
presente trabajo reportaron que el estro se puede suprimir con un implante con 3
mg de norgestomet por 15 dias. Cavalieri et al,, {(1998) con implante con 6 mg de
norgestomet por suprimieron el estro por un periodo de 17 dias (Savio ef al,
1993) Esto comprueba que la aplicacion de un implante con norgestomet es
suficiente para poder suprimir el estro en modelos donde se estudia la persistencia
folicular

En modelos para estudiar la persistencia folicular con progestagenos en
ausencia de un cuerpo luteo, no siempre se induce a la formacion de un foliculo
dominante persistente (Mihm et al, 1994; Rajamahendran y Manikkam, 1994;
Austin ef af , 1999) De igual manera que ocurrid en nuestros estudios, al aplicar el
implante de norgestomet en ausencia de un cuerpo luteo, no todas las vacas
desarrollaron un FDP. Dos vacas del estudio 1, segunda parte, no desarrollaron
un FDP En este estudio las vacas presentaban la primera oleada folicular Es
posible que al momento de la aplicacién de la prostaglandina las vacas sufrieran la
regresién natural de la primera oleada folicular de manera gue no desarrollaron un
FDP, ya que se sabe que el primer foliculo dominante se desarrolla en el dia 4 y
comienza su regresion entre el dia 8 y 9 del ciclo estral (Sirois y Fortune, 1988).
Otra explicacion es que al momento de la regresion lutea tal vez las vacas
presentaron una disminucidon gradual de progesterona ya que Shaham et al
(2000) encontraron gue después de la aplicacion de la prostaglandina y mientras

las concentraciones de progesterona disminuyen gradualmente, se puede
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presentar el recambio del foliculo dominante a diferencia de cuando los niveles de
progesterona se encuentran en su nivel mas bajo y entonces se desarrolla un
FDP

El tratamiento con liquido folicular equino provocé recambio folicular en 3
de 5 animales cuando fue aplicado por dos dias. Posiblemente el recambio
folicular se presentd por la supresién de las concentraciones de FSH por la
inhibina contenida en el LFE En efecto, la aplicacién de liquido folicular suprime
las concentraciones de FSH y no aitera los niveles circulantes de LH (Law ef al,
1992) Elliquido folicular libre de esteroides afecta el desarrollo folicular, retrasa la
presentacion del estro y la ovulacion en vacas y en ovinos después de su
aplicacién (Ateimberg y Ward, 1988). Kastelic et al (1990) suprimieron el
crecimiento de la primera oleada folicular entre el dia 0 y 3 del ciclo estral al
aplicar liquido folicular bovino a novillas. Se sabe que en el proceso de
dominancia folicular, el FD adqguiere una mayor sensibilidad a la FSH, mientras
que los subordinados son menos sensibles a la misma (Ginther ef af, 1999)
igualmente, se sabe que el FD, por efecto de la FSH, adquiere una mayor
capacidad de respuesta a LH (Ginther, 1999). Ei desarroilo de receptores de LH
en la células de la granulosa en los foliculos de 8 mm le da al foliculo dominante la
capacidad de continuar su desarrollo en presencia de concentraciones basales de
FSH vy asi ejercer dominancia (Xu ef al , 1995).

Turzillo y Fortune, (1993) aplicaron liquido folicular bovino y produjeron una
disminucién en las concentraciones de FSH ocasionando el recambio folicular en
el 50% de las novillas tratadas; el indice de crecimiento del foliculo dominante en
el otro 50% disminuy0, retrasando la presentacion del estro y ovulacion. Ellos
concluyen que el recambio se da por que el foliculo dominante requiere de
concentraciones basales de FSH para seguir creciendo y mantener asi su
dominancia funcional. Ya se han demostrado los efectos de la supresion de la
FSH en plasma por el liquido folicular bovino (lreland ef al, 1983) y equino
(Herndndez et al, 1997) Sin embargo, el mecanismo de accion del liquido

folicular para suprimir el crecimiento folicular no ha sido dilucidado por completo y
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se cree que no solamente es mediado por la reduccion de FSH en plasma. Law et
al. (1992) aplicaron liquido folicular bovino libre de estercides e inhibina a
vaquillas y no encontraron diferencia en los niveles de FSH entre el grupo tratado
y &l grupo Testigo, sin embargo, el desarrollo folicular se suprimié y se retrasd la
presentacion del estro. Un resultado similar encontraron Campbell ef al {(1991) al
aplicar liquido folicular libre de inhibina en ovejas Ellos sugieren gue la supresiéon
en el desarrollo folicular no esta asociada solamente a la inhibina contenida en el
LFB ya que el liquido folicular contiene una multitud de otros factores, algunos de
los cuales han sido implicados en el desarrollo folicular Para probar la hipétesis
de que el liguido folicular suprime el crecimiento folicular independientemente de
las concentraciones de inhibina, Bergfelt ef al (1993) aplicaron liquido folicular
bovino en vaquillas con o sin FSH recombinante y encontraron diferencia en el
desarrollo folicular entre el grupo de LFB + FSH vy el grupo que solo se le aplicd
LFB Ellos concluyen que el efecto inhibitorio del LFB es debido a una reduccion
en plasma de FSH por la inhibina contenida en este La discrepancia entre estos
trabajos indica la necesidad de realizar estudios para determinar que otros
factores ademas de la inhibina estan involucrados en la supresion del desarroilo
folicular.

En el presente trabajo despues de las dos aplicaciones de LFE im, en 3/5
vacas el segundo foliculo de mayor tamano alcanzd en diametro al foliculo
dominante y se hizo dominante. Presumiblemente, posterior a la atresia del
foliculo dominante, se presentd una elevacion en plasma de FSH que permitio el
desarrollo de un nuevo foliculo para volverse dominante Turzillo y Fortune (1993)
encontraron algo similar y después de la aplicacion de liquido folicular bovino se
presentd una elevacion, en plasma, de los niveles de FSH, que fueron
coincidentes con el reclutamiento de una segunda oleada folicular,

Cuando el liquido folicular equino se aplicé via iv, no se presentd recambio
folicular. Posiblemente no se presentd respuesta al LFE ya que fue una sola
aplicacion de 20 ml. En otros trabajos en los cuales se utiliza el liquido folicular iv

para alterar la dinamica folicular y retrasar la presentacion de estro, se aplica
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durante 2 a 8 dias y de 3 a 17 ml de liguido folicular en aplicaciones dobles o
triples por dia (Kurt et a/.,, 1979; Kastelic et a/, 1990; Law et al, 1992; Bergfelt et
al , 1993; Hernandez et al. 1997)

Desafortunadamente el liquido folicular equino no podria ser utilizado para
el control del desarrcllo y la dominancia folicular en programas de sincronizacion
del estro ya que en dos vacas después su aplicacidon provocd reacciones
anafilacticas. Una de ellas muri6 después de esta reaccion Cabe sefialar que las
vacas no se les habia aplicadc anteriormente liquido folicular equino, asi que
descartamos la posibilidad de presensibilizacion

En la misma forma que el liquido folicular equino contiene sustancias que
suprimen el desarrollo folicular, se esperaba que el extracto ovarico contuviese
dichas substancias La aplicacion de extracto ovarico (EO) por 5 dias suprimi6 el
crecimiento folicular en las dos vacas tratadas. Igualmente cuando el EQ ovarico
fue aplicado unicamente por dos dias, 2 de 4 vacas presentaron recambio
folicutar. Se especula que por su forma de preparacién el EO contiene inhibina u
otros factores proteinicos que suprimen el crecimiento folicular Si es asi, entonces
el mecanismo por el cual se suprimid el desarrollo folicular fue que la inhibina
actu¢ disminuyendo las concentraciones de FSH impidiendo el reclutamiento y el
crecimiento folicular Sabemos que la inhibina secretada por el foliculo dominante
es la responsable de regular las concentraciones de FSH en plasma ya que
bloguea su liberacion a nivel de la pituitaria anterior (Goodman ef al, 1981). Es
posible que al retiro del tratamiento con EO se presentara un incremento en la
FSH que promovi¢ el desarroilo de un nuevo foliculo hasta convertirse en un
foliculo dominante. En un trabajo de Turzillo y Fortune (1993) mencionan la
importancia de la FSH en la dominancia folicular y asi, al aplicar liquido folicular
bovino, se suprimieron las concentraciones de FSH y con esto se presento el
recambio del foliculo dominante persistente (FDP) en un modelo similar al nuestro.

La aplicaciéon de extracto ovarico tuvo efectos secundarios cuando se aplicé
por 5 dias. En los dos animales estudiados se observé laxitud de la vulva, falta de

tono en la musculatura de la vagina, utero, y ligamentos pélvicos. Esto es similar a
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lo que ocurre en la fase del proestro del ciclo estral por acciéon de los estrégénos
(Uscanga, 1996) Sin embargo, por ser el EQO un extracto hidrosoluble, el
contenido de estrégenos debe ser bajo Otros factores que pudieran haber
causado dichos efectos son la relaxina producida por el cuerpo luteo que
disminuye el contenido de colageno en la matriz extracelular de la sinfisis puvica
y cervix (Uscanga, 1996) Por esta razon, el extracto ovarico no es una alternativa
para el control del desarrollo folicular en programas de sincronizacion con
progestagenos ya que puede tener reacciones adversas ademas de que su
contenido no especifica que tipo de proteinas contiene.

La aplicacién de estradiol provoco ta ovulacién del FDP en 3 de 4 animales.
Estas observaciones son consistentes con lo encontrado por Murray et al. (1998)
en donde al aplicar 10 mg de 17 [ estradiol en el dia 10 en un modelo de
sincronizacién con implantes de norgestomet por 17 dias, se presentd la ovulacion
en 7 de 10 vacas. Ellos encontraron que la aplicacion de estradiol estimulé la
oleada preovulatoria de LH y la ovulacién se presentd en presencia del implante
En el presente trabajo al momento de la aplicacion del benzoato de estradiol en el
dia 20, los 4 animales posiblemente tenian un foliculo receptivo a la LH. Se sabe
que los efectos de supresion de un implante de norgestomet no son suficientes
para prevenir la oleada preovulatoria de LH (Mihm et al., 1994; Anderson y Day,
(1994} También se ha demostrado que en 16 dias de tratamiento con un implante
de norgestomet se permite la liberacidn de una mayor cantidad de pulsos de LH
ya que mantiene bajos niveles de progestageno en sangre a diferencia de los
primeros dias (Sanchez et af , 1995) Burke et al. (2000) encontraron que después
de la aplicacién de 1 mg de benzoato de estradiol los niveles sanguineos de
estradiol son mas altos que los encontrados en el ciclo estral y que estos pueden
estimular la liberacidon de LH con la posterior ovulacién. En el presente trabajo
presumiblemente la aplicacion de 1 mg de benzoato de estradiol fue suficiente
para inducir la oleada preovulatoria de LH y la ovulacidn mientras el implante

mantenia niveles bajos de progestageno en la sangre.
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La aplicacién de 1 8 mg de norgestomet provocéd el recambio folicular en el
75% de las vacas (3/4) Estos datos son consistentes con los encontrados por
Mata ef al (2001) quienes encontraron que se presenta el 75% de recambio
folicular al aplicar norgestomet im en un modelo de sincronizacion similar al
nuestro. La regresién del foliculo dominanie después de la aplicacion del
norgestomet, puede ser el resultado de la supresién de los pulsos de LH necesario
para que el foliculo dominante sufriera atresia y se presentara el recambio y una
nueva oleada folicular En el presente trabajo no se midieron las concentraciones
de LH pero en otros trabajos se ha determinado que la regresion del foliculo
dominante ocurre cuando se presenta una baja frecuencia y baja amplitud de los
pulsos de LH después de la aplicacion de 150 mg de progesterona
(Rajamahendran y Manikkan, 1994) un CIDIR por 24 h (McDowell et af, 1998) o
tres implantes de norgestomet (Fike ef al, 1997b). Esto es similar a lo que ocurre
en el diestro en el ciclo estral en donde se presenta una inhibicion de la liberacién
de LH por la progestercna luteal y que resulta en la regresién del foliculo
dominante y la emergencia de una nueva oleada folicular (Lucy ef al., 1992)

Los resultados de los presentes estudios indican que el estado de
crecimiento del foliculo afecta la respuesta a los fratamientos para causar su
atresia. La aplicacidon de extracto ovarico, liquido folicular equino y norgestomet
causaron la regresion del foliculo dominante persistente cuando este se
encontraba en etapa de meseta En efecto, en un estudio de Cavalieri ef al
(1998b) encontraron que la aplicacidn de un CIDIR nuevo causo la atresia del FDP
en el 90 5% cuando los foliculos se encontraban en etapa de meseta y tan solo el
14 13% en aquellos que se encontraban en etapa de crecimiento Estos
resultados junto con los del presente trabajo nos dicen que el estado de
crecimiento folicular puede influir en la respuesta al tratamiento para la eliminacion
del FDP.

En conclusion, el norgestomet provoco la atresia del foliculo dominante
persistente en vacas sincronizadas con progestagenos El benzoato de estradiol

causo el recambio folicular por ovulacion del FDP  Adicionalmente, auque el
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extracto ovarico y el liquido folicular equino estimularon el recambio folicular, no
los consideramos una alternativa viable para el uso practico debido al riesgo de

reacciones adversas
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CAPITULO 5. EXPERIMENTO 2

EFECTO DEL NORGESTOMET EN EL RECAMBIO DEL FOLICULO
DOMINANTE Y FERTILIDAD EN VACAS F1 (CEBU-HOLSTEIN)
SINCRONIZADAS CON IMPLANTES DE NORGESTOMET CCON O SIN eCG Y
EN AUSENCIA DE UN CUERPO LUTEO.

5.1 RESUMEN

_ Con el objetivo de evaluar el efecto del norgestomet en el recambio del

foliculo dominante (RF) y su efecto en la fertilidad se utilizaron 55 vacas
Holstein/Cebl a las cuales se les aplicé simultaneamente un implante de
norgestomet iNg y prostaglandina PG (dia 0). El grupo NORG (n=28) recibié 1.8
mg de norgestomet el dia 5 y el grupo Testigo (n= 27) no recibid tratamiento. Ei
dia 9 se retird el implante, se realizé destete temporal por 72 h, ademas las vacas
fueron divididas dentro de sus tratamientos para recibir (n=23) o no (n=27) 500 Ul
de eCG Las vacas fueron inseminadas 12 h después del estro. El efecto del
norgestomet g la etapa de desarrollo folicular (crecimiento 6 meseta) en el RF se
analizd por X° El efecto del RF en el tiempo de presentacion de estro y fertilidad
se analizé por T de Student. El efecto de la eCG en el tamafio del foliculo
ovulatorio y tiempo de presentacion del estro se analizd por T de Student. El dia 0
y 1, 50 vaeas presentaron regresion lutea en respuesta a la PG En el grupo de
NORG el 40% (10/25) de las vacas presentaron RF contra el 16% (4/25) del grupo
Testigo (P<0.05) La eCG no tuvo efecto en el indice de crecimiento (1.68 £ 0.2
mm/dia), tamafio de! foliculo ovulatorio (16 74 + 0.6 mm) y tiempo de presentacion
del estro (37 92 + 3 75 h) (P>0.05). No se encontr6 efecto del RF sobre el tiempo
de presentacion del estro (41.1 £ 533 h), ni sobre el indice de concepciéon (80%)
(P>0.05) Sin embargo, la etapa de desarrolio folicular al momento del tratamiento
con norgestomet influyo en la respuesta a éeste, el 66 6% (6/9) de las vacas que se
encontraban en etapa de meseta presentaron RF contra el 25% (4/16) de aguellas
que se encontraban en etapa de crecimiento (P=0.048) Se concluye que la
apticacion del norgestomet provocéd el recambio del foliculo dominante en vacas
sincronizadas con implantes de norgestomet en ausencia de un cuerpo luteo.
Ademas, la eCG no tuvo ningun efecto en las caracteristicas del foliculo ovulatorio
ni en la presentacion del estro.

Palabras clave: Norgestomet, Recambio folicular, eCG e indice de concepcién.
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5.2 INTRODUCCION

Durante el ciclo estral se presentan de dos a tres ondas de desarroilo
folicular y la ovulacién se da cuando los niveles de progesterona disminuyen
(Savio et al, 1988) El recambio folicular durante el ciclo esta mediado por la
frecuencia de pulsos de LH que mantiene la secrecion de progesterona luteal
Algunos sistemas de sincronizacion con progestagenos o progesterona, no son
capaces de imitar un cuerpo [uteo funcional y asi disminuir eficazmente la
liberacion de LH (Kojima ef al, 1990). En ausencia de un cuerpo luteo, el
incremento en la frecuencia de los pulsos de LH prolonga el crecimiento del
foliculo dominante (Persistencia folicular) (Sirois y Fortune, 1990) y reduce la
fertilidad (Savio et al, 1993, Stock y Fortune, 1993). Se han desarrollado varios
modelos para la eliminacién de un FDP en la sincronizacién de estros y asi
mejorar la fertilidad Una de las alternativas es provocar la ovuiacion del FDP
con la aplicacion de hCG (De Renis ef al, 1999) o GnRH (Roche et al, 1999).
Niasari-Naslaji et al (1996) aplicaron 500 Ul de hCG para eliminar el FDP vy
provocaron ia ovuiacion en 14/14 animaies permitiendo la ovulacion de un foliculo
de nuevo reclutamiento en un protocolo de sincronizacidon de estros con
norgestomet Sin embargo, la eliminacion del FDP con estos protocolos necesitan
de la aplicacién de una prostaglandina al momento del retiro del progestageno ya
que se forma un CL accesorio (Niasari-Naslaji, 1996; De Renis ef a/., 1999; Roche
et al, 1999;).

También se han desarrollado varios modelos para la eliminacién del foliculo
dominante persistente en la sincronizacion de estros con base en progestagenos
(Savio et al,, 1993) y progesterona (Anderson y Day, 1994; McDowell et al, 1998).
Estos inducen la regresion del foliculo dominante persistente por el decremento en
la frecuencia de pulsos de LH (Bergfeld et al, 1995) Mata ef al, (2001) aplicaron
3 mg de norgestomet im 5 dias después de poner el implante y lograron eliminar el
foliculo dominante en 6 de 8 vaquillas Holstein La respuesta del ganado Cebu o

sus cruzas a la sincronizacion o induccion del estro es mas variable a la obtenida
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en razas Holstein, probablemente debido a diferencias en la dinamica folicular
(Gutiérrez et al, 1995}

La gonadotropina coridnica equina (eCG) se ha utilizado para inducir la
ovulacion y mejorar la fertilidad en los programas de sincronizacién con
progestagenos El indice de concepcidn con este tratamiento va de 14 a 62% a
primer servicio (Singh, 1998, Paez et af, 1999) La variacion del indice de
concepcion obtenido depende del tipo de progestageno, estado reproductivo,
presencia de la cria, aplicacion de estradiol al inicio del tratamiento, tipo racial e
inseminacion artificial (Tiempo fijo o a observacidn de calor) Se piensa que [a
eCG influye en las caracteristicas del foliculo ovulatorio, aunque no existe claridad
de este efecto y de la forma en que lo consigue. Los objetivos de este trabajo
fueron evaluar el efecto del norgestomet en el recambio del foliculo dominante en
vacas Holstein/Cebu sincronizadas con implantes de norgestomet y eCG, ademas
de evaluar el efecto de la gonadotropina coriénica equina en las caracteristicas del
foliculo ovulatorio y la presentacion de estro en vacas sincronizadas con implantes

de norgestomet en ausencia de un cuerpo luteo
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5.3 MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se llevo acabo en el Centro Experimental de Investigaciéon y
Extension en Ganaderia Tropical (CEIEGT) Rancho “El Clarin” de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, ubicado en el Km 5.5 carretera
federal Martinez de |a Torre-Tlapacoyan, municipio de Tlapacoyan Veracruz a 20°
3' de longitud Oeste a 151 m s.n.m. El clima es calido humedo de tipo AF (m) (e)

con una temperatura y precipitacién media anual de 23 4° y 1840 mm.

5.3.1 Protocolo experimental

Se utilizaron 55 vacas Holstein/Cebu amamantando con mas de 60 dias
posparto (846 + 1343 d), con un peso promedio de 470 kg y una condicion
corporal promedio de 2 4 (escala de 1 a 5, Widman et a/, 1982) Todas las vacas
se encontraban en produccion y eran ordefiadas una vez al dia. Durante el ordefio
las vacas tenian acceso a melaza ad /ibitum. Después de ser ordefiadas las vacas
amamantaron a sus crias por un periodo de 30 minutos, después fueron pasadas
a un corral donde se les proporcions 1 % kg de alimento balanceado con 18 % de
proteina. Después las vacas fueron llevadas al potrero para pastorear en praderas
con los pastos Insurgentes (Brachiaria brizanta ), Sehal ( Brachiaria decumbens ),
Estrella de Africa ( Cynodon plectostachyus } y la leguminosa Araquis { Arachis
pintoh).

A todos los animales se les insertd un implante subcutaneo (dia 0) en la
parte externa de la oreja, el implante contiene 3 mg de norgestomet® y permanecio
in situ por 9 dias. Se realiz6 ultrasonografia transrectal de los ovarios para
determinar la presencia o ausencia de cuerpo liteo. A los animales que
presentaban cuerpo luteo se les aplico una dosis luteolitica de 15 mg de
luprostiol®. A los animales que no sufrieron regresion del cuerpo luteo a las 24

horas, recibieron una segunda dosis de prostaglandina (dia 1) El modelo de la

4 Crestar ® Laboratorios intervet S A
® Prosolvin Laboratorios Intervet ®
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aplicacion de un implante de norgestomet en ausencia de un cuerpo lUteo se ha
utiizado para estudiar la persistencia folicular, ya que se sabe que con este
modelo se mantienen niveles subluteales de progesterona y se desarrolla un
foliculo dominante persistente (Sirois y Fortune, 1990: Stock y Fortune, 1993;
Savio et al , 1993).

En el dia 5 las vacas fueron divididas al azar en 2 grupos para recibir 1 8
mg de norgestomet liquido, grupo NORG (n=28) y el grupo Testigo (n= 27) gue no
recibié tratamiento. El dia 9 se retird el implante, se realizd un destete temporal
por 72 h y las vacas fueron divididas dentro de sus tratamientos para recibir o no
500 Ul de eCG.

Diariamente a partir de la insercion del implante y hasta la presentacién del
estro se realizé uitrasonografia de los ovarios. EI método para examinar los
ovarios fue el siguiente: a) se removieron las heces del recto; b} el transductor fue
insertado dentro del recto protegido con un guante de palpacion rectal con un gel
elaborado con carboximetilcelulosa; ¢) se localizé el Utero; d) se realizaron
movimientos laterales para la localizacidon de cada ovario, primero el ovario
derecho y luego el izquierdo, e) cada ovario fue observado de direccion
longitudinal desde su cara lateral a la porcion medial y viceversa. Se tomo el
diametro del foliculo dominante y los foliculos subordinados, asi mismo, se contd
el numero de foliculos pequefios (£ 4 mm) presentes en cada ovario. Las
mediciones fueron determinadas usando la escala en mm gue es provista por el
ultrasonido  El diametro tomado en la uiltrasonografia representa solo la medida
del antro folicular. Se tomd la localizacion relativa de cada foliculo mayora 4 mmy
fueron registrados en una hoja de campo. Este procedimiento se realizé por una
sola persona y permitid seguir los patrones de crecimienfo y regresion individual
de cada foliculo, asi como su localizacidn dentro del ovario.

Se considerd como:

Foliculo dominante persistente (FDP): al foliculo que mantuvo su dominancia de
la primera inspeccion ultrasonografica hasta la aplicacion del tratamiento o el retiro

del implante
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Recambio folicular (RF): cuando el foliculo dominante persistente disminuyo de
tamano y fue alcanzado en diametro y substituido como dominante por otro
foliculo.

indice de crecimiento: se tomd como el cambio diario en el diametro del foliculo
dominante desde que fue visible hasta que alcanzd su maximo.

Para evaluar el efecto del norgestomet en el tamafio del foliculo dominante
se dividieron los foliculos en <8 6 = 10 mm segun la clasificacion de Savio ef af.
(1988)

Se consideré que un foliculo se encontraba en estado de crecimiento si
entre el dia 1 y el dia 5 el foliculo crecia = 0. 66 mm/dia en promedio, tomando en
cuenta gue esto significa un crecimiento neto en ese periodo de 3.5 mm, siendo
este superior al posible error en la estimacion del didmetro (estimado en £ 1 mm).
Si en cambio, el indice de crecimiento entre el dia 1 y 5 fue de < 066 mm/dia
entonces se tomo6 como foliculo en estado de meseta
Tiempo a recambio folicular (TRF). se tom¢ como el tiempo en dias de la
aplicacion del norgestomet al momento en que el FD fue alcanzado 6 superado en
diametro por un foliculo de menor diametro.

Tiempo de presentacidén de estro (TPE): se calculd de acuerdo a las horas
transcurridas del retiro del implante a la presentacion de estro.

Diametro .del foliculo ovulatorio: se tomé como el diametro maximo del foliculo
dominante al dia de Ia presentacion del estro.

Se colectd una muestra de sangre a todas las vacas en el dia cero para
determinar la concentracién de progesterona, considerando niveles 2 1 ng como
indicativo de la presencia de un cuerpo [Uteo. Adicionaimente, a ocho vacas de
cada grupo se les tomé una muestra de sangre diariamente entre los dias 0 al 10,
esto para confirmar que el modelo utilizado de la aplicacién de una prostaglandina
y un implante de norgestomet mantenia niveles subluteales de progesterona en
sangre Las muestras de sangre se colectaron utilizando agujas del 20 por 1 7z en
tubos de 10 ml al vacio (Vacutainer) por la vena coccigea. Las muestras de

sangre fueron mantenidas en refrigeracion hasta su centrifugacién y fueron
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centrifugadas a 2500 xg para la separaciéon del suero, el. mismo que fue
recuperado en alicuotas de 3 ml. El suero se conservé a —4°C hasta determinar
las concentraciones de P, por radioinmunoanalisis de fase soélida (RIA) en el
laboratorio de la FMVZ, UNAM.

A partir de la manana del retiro del implante se llevd acabo el destete
temporal de la cria por 72 h La deteccion de estro se realizd por observacion
continua a partir de las 24 h de retirado el implante hasta las 120 h. Para facilitar la
deteccion de estro los animales se les asigné un numero progresivo que fue
pintado en la parte costal de cada vaca con pintura vinilica blanca Las actividades
fueron registradas en una hoja de campo La inseminacion artificial se lievo acabo
a las 12 horas de iniciado el estro y se utilizé semen de toros de fertilidad probada.

El diagnostico de gestacién se realizé por ultrasonografia en el dia 40
después de la inseminacion artificial.

El indice de concepcidn: se tomé como el numero de vacas que fueron

diagnosticadas como gestantes, entre numero de inseminadas
5.3.2 Andlisis estadistico

El efecto del norgestomet en el recambio folicular, presentacidon de estro y
tasa de gestacion fue analizada por X?. El efecto de la eCG en el tamario folicular
y tiempo de presentacion del estro fue evaluado por una T de Student E! efecto
de la eCG sobre la tasa de gestacion se analizé por X* Adicionalmente se analizé
el efecto del recambio folicular sobre el tiempo de presentacion de estro y fertilidad
por T de Student y X2 El efecto de la etapa de desarrollo folicular (crecimiento 6

meseta) sobre el recambio folicular se analizé por X?
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5.4 RESULTADOS

El dia 1 y 2 del experimento 50 vacas presentaron regresion lUtea
corroborada por ultrasonografia. Sin embargo, cinco vacas que fueron eliminadas
del estudio por no presentar regresion lutea. De las 50 vacas 22 (44%)
presentaron concentraciones de progesterona >1 ng/ml indicativo de un cuerpo
tuteo funcional y 28 (56%) presentaron concentraciones de P4<1 ng/ml el dia 0. En
el grupo NORG el 25% (2/8) y en el grupo Testigo el 37 5% (3/8) de los animales
muestreados tuvieron un cuerpo luteo ya que presentaron niveles de progesterona
>1 ng/ml el dia cero antes de la aplicacién de prostagiandina. Despues de la
aplicacion de la prostaglandina (dia 0) se presentd una disminucidn en los niveles
de progesterona indicativo de la regresion lutea en las vacas muestreadas en los
dos grupos La aplicacion del implante en ausencia de un CL mantuvo niveles
promedio de 0 63 £ 0.32 ng/ml durante los nueve dias del tratamiento en todos los

animales muestreados (Figura 12).
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Figura 12. Conhcentraciones de progesterona en 16 vacas tratadas con un implante
de norgestomet y 15 mg de luprostiol en el dia 0 y hasta el dia 10.
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Al retiro del implante de norgestomet, 35 de 50 animales presentaron estro
y 21 de 35 (60%) se diagnosticaron como gestantes al dia 40 postinseminacién.

En el grupo NORG (n=25) el foliculo dominante que estaba presente en el
dia de la aplicacién del implante (dia 0) mantuvo su dominancia hasta la aplicacion
del tratamiento en el dia 5. El diametro promedio del foliculo dominante en ambos
grupos fue de 1076 mm z 2.42 en el dia 5 El 40% de las vacas (10/25)
presentaron recambio del foliculo dominante después de la aplicacion del
norgestomet mientras que en el grupo Testigo se presentd recambio folicular solo
en el 16% (4/25) (P<0 05). El recambio folicular se presenté dos dias después (36
+ 8 19 h) de la aplicacién del norgestomet En la Figura 13 se muestra el diametro
de los foliculos dominantes y subordinados en las vacas del grupo NORG que no
presentaron recambio folicular (Figura 13 A) o que lo presentaron (Figura 13 B)
después de la aplicacion de 1.8 mg de norgestomet

La aplicacion del norgestomet en el dia 5 no afectd |la presentacion del estro
después del retiro del implante. En el grupo NORG presentaron estro 15/25 (60 %)
de las vacas, mientras que en el grupo Testigo lo hicieron 20/25 (80 %) (P>0.05).
De igual manera, no se encontré diferencia en la tasa de gestacion en el dia 40
entre el grupo NORG (10/21; 47.6%) y el grupo Testigo (11/21; 52.4%) (Cuadro 2).
La media de TPE para el grupo de NORG fue de 4189+ 502y de 3518299 h
para el grupo Testigo (P>0.05).

Cuadro 2. Porcentaje de vacas que presentaron recambio folicular, estro y
porcentaje de fertilidad en vacas tratadas o no con 1.8 mg de norgestomet im en
el dia 5 de un programa de sincronizacién con un impiante de norgestomet en
ausencia de un cuerpo luteo.

Recambio Presentacién Indice de
Grupo No . .
Folicular % de estro % Concepciodn
NORG 25 40 (10)° 60 (15)° 47 6 (10/21)%°
Testigo 25 16 (4)° 80 (20)? 52.4 (11/21)2"

Literales distintas en la misma columna, indica diferencia significativa (P< 0 05)
* De las 50 vacas, 21 quedaron gestantes de 35 que presentaron estro
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Figura 13. Diametro del foliculo dominante persistente y subordinado en vacas
sincronizadas con un implante de norgestomet en ausencia de un cuerpo luteo. A}
Vacas que recibieron 1.8 mg de norgestomet el dia 5 y no presentaron recambio
folicular. B) Vacas que recibieron 1.8 mg de norgestomet el dia 5 y presentaron

recambio folicular. NORG Norgestomet de aplicacién intramuscular FDP Foliculo dominante persistente Fs
Foiiculg subordinado
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En el dia del retiro del implante se aleatorizaron las 50 vacas dentro de su
grupo original (NORG o Testigo) para recibir o no 500 Ul de eCG. No se encontré
efecto de la eCG (P>0.05) en el indice de crecimiento del foliculo dominante
(eCG, 173+ 0.2 vs No eCG 163+ 0.2 mm/dia) El diametro del foliculo ovulatorio
el dia de la presentacion de estro no fue afectado por la aplicacion de eCG
(P>0.05) lgualmente, el niumero de vacas que presentaron estro no varié entre las
gue recibieron (n=17) o no recibieron (n=18) eCG al momento del retiro del
implante (P>0.05) (Cuadro 3). No se enconiro diferencia (P>0 05) en la respuesta
a eCG entre las vacas que tuvieron un cuerpo luteo funcional previo al estudio
(concentraciones de P4>1 ng/ml)

El indice de concepcidén no fue mejorado por (P>0 05) por la aplicacién de
eCG, asi, de las vacas tratadas con eCG (n=23) quedaron gestanites 9/21
(42 8%) y 12/21 (47 2%) de las vacas que no recibieron eCG (n=27).

Cuadro 3. indice de crecimiento del foliculo dominante (IC) de la aplicacién de
eCG a la presentacion de estro, diametro det foliculo ovulatorio (DFO) el dia de la
presentacién de estro y tiempo de presentacién de estro (TPE) en vacas que
presentaron estro (n=35) después de la sincronizacién con un implante de
norgestomet y fueron tratadas o no con 500 Ul de eCG

DFO TPE
IC TPE
Grupos No. : Media . Varianza
Media {(mm) Media (h) )
(mm) (h%)
No eCG 18 1.63+ 0 20 1644+ 04 3937+ 31 213.55
eCG 17 173+ 027 170508 3647+44 335 34

No se encontrd diferencia significativa entre grupos (P> 0.05)

En el Cuadro 4 se muestra el tiempo que transcurridé entre el retiro del
implante en las vacas que presentaron recambio folicular por efecto del
norgestomet y las que no lo presentaron.

De las 10 vacas que presentaron recambio folicular por efecto del

norgestomet, dos de ellas no presentaron estro y quedaron fuera del analisis de

e
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tiempo de presentaciéon de estro (TPE). No se enconiro diferencia en el TPE entre
las vacas que recambiaron y presentaron estro (n=8) y las que no recambiaron y
presentaron estro (n=27). Sin embargo, en la prueba de T de Student para la
dispersion del tiempo de presentacion de estro, mostré diferencia significativa
entre grupos (P= 003) y las vacas sin recambio folicular presentaron estro de
manera mas sincronica y compacta que las vacas en las que hubo recambio

folicular.

Cuadro 4. Tiempo y dispersion de la presentacion de estro en vacas que después
de la aplicacion de norgestomet presentaron o no recambio del foliculo dominante.

No. Animales Medias y EE Varianza
Sin recambio 27 35 32+ 2 547 174 .40°
Con recambio 8 46.88+ 8 13° 529 90°

Literales distintas en la misma columna indican diferencia significativa (P< 0 05)

No se encontrd efecto de la presencia de foliculos <9 6 2 10 mm en el
recambio folicular en respuesta a la inyeccion de norgestomet (P> 0 05). El 50%
(n=5) de los animales del grupo NORG y que presentaron recambio folicular el
diametro del foliculo dominante fue <9 mm vy el otro 50% (n=5) presentaron un
foliculo = 10 mm al momento de la aplicacion del norgestomet (dia 5). Sin
embargo, de los 10 animales que presentaron recambio folicular por efecto del
norgestomet, se encontro efecto del estado de crecimiento del foliculo dominante
sobre la respuesta al norgestomet, asi el 66.6% (6/9) de las vacas que se
encontraban en etapa de meseta presentaron recambio folicular mientras que el
25% (4/16) que se encontraban en etapa de crecimiento presentaron recambio
folicular. (P=0.046) (Figura 14). El indice de concepcién no fue afectado por el
recambio folicular, ya que el 75% (6/8) de las vacas que presentaron recambio

folicular y fueron inseminadas quedaron gestantes, contra el 55 55% (15/27) de

las que no recambiaron (P>0.05).
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Figura 14. Diametro del foliculo dominante persistente y subordinado en vacas
sincronizadas con un implante de norgestomet en ausencia de un cuerpo luteo. A)
Las vacas cuyo foliculo estaba en etapa de meseta al momento de la aplicacién
de 1 8 mg de norgestomet y presentaron recambio folicular. Por el contrario, las
vacas cuyo foliculo estaba en etapa de crecimiento y tuvieron recambio folicular

después del tratamiento con 1 8 mg de norgestomet (B). NORG Norgestomet de aplicacion
intramuscular, FDP Foliculo dominante persistente, Fs Foliculo subordinado
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5.5 DISCUSION

En este estudio se utilizd el modelo para producir foliculos dominantes
persistentes con la aplicacion de un implante de norgestomet y prostaglandina.
Esto provocé una caida de los niveles de progesterona y se mantuvieron en
niveles subluteales durante ios nueve dias de tratamiento en las vacas
muestreadas.

El tratamiento con progestagenos para la sincronizacién de estros en
ausencia de un cuerpo luteo resultan en el desarrollo de un foliculo dominante
persistente. Este modelo en el que se mantienen niveles subluteales de
progesterona se han utilizado para estudiar la persistencia folicular ya permite un
incremento en la frecuencia de pulsos de LH y con esto el desarrollo de un
foliculo dominante persistente (Fike et al, 1997b; Cavalieri ef a/, 1998a; Mihm et
al., 1994) Los datos del presente trabajo son consistentes con los encontrados
por otros autores en modelos similares para estudiar la persistencia folicular
(Austin et al., 1999; Cavalieri ef al, 1998a) Aunque en este trabajo no se midieron
las concentraciones de LH, se ha reportado que con niveles subluteales de
progesterona en sangre se aumenta la frecuencia de pulsos de LH (Sanchez et
al, 1993). Stock y Fortune, (1893) encontraron que hay una correlacion negativa
entre las concentraciones de progesterona y los niveles de LH. También esta
demostrado que el desarrollo del foliculo dominante persistente ocurre
consistentemente con el incremento en Ila frecuencia de pulsos de LH (Sirois y
Fortune, 1990; Savio ef af , 1993).

En el presente trabajo en 46 de 50 vacas, el foliculo dominante presente en
el dia cero siguié desarrollandose y mantuvo su dominancia hasta el dia del
tratamiento o hasta el dia del retiro del implante en las que no fueron tratadas. El
modelo de persistencia folicular estd ya muy bien caracterizado por su alta
cantidad de animales gue presentan un foliculo dominante persistente y por ello
ha sido utilizado para el estudio de la dominancia folicular (Austin et af., 1999; Fike

et al, 1997b; Rajamahendran y Manikkam, 1994) Sin embargo, la persistencia
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folicular no se presenta en todos los casos aun cuando hay niveles subluteales de
progesterona en sangre En un trabajo de McDowell ef al (1998) 4 de 19 animales
no presentaron un foliculo dominante persistente cuando se aplicod un implante de
norgestomet en ausencia de un cuerpo luteo. En un trabajo de Anderson y Day,
(1994} al sincronizar con 0.5 mg de MGA (0.5 mg/vaca) en ausencia de cuerpo
luteo, no se desarrollo un foliculo dominante persistente en 3 de 13 animales.

La aplicacién de 1.8 mg de norgestomet im 5 dias después de la insercién
del implante con progestageno provoco el recambio del foliculo dominante en el
40% de los casos Los resultados del presente trabajo son consistentes con los
encontrados por Mata ef al (2001) quienes al aplicar 3 mg de norgestomet im
lograron causar el recambio del 75% de los FDP en un modelo iguail al del
presente trabajo. Similarmente, Savio et al (1993} y Fike ef al (1997b) obtuvieron
un 100% de recambio folicular al aplicar 1y 3 implantes con 6 mg de norgestomet
En el presente trabajo, la menor tasa de recambio folicular puede deberse a una
menor dosis de norgestomet utilizada (1.8 mg) que probablemente no fue
suficiente para suprimir la frecuencia de pulsos de LH y asi causar el recambio del
foliculo dominante en todos los casos. Aungque en este trabajo no medimos LH,
creemos que la regresion del foliculo dominante como en otros trabajos, es
causada por la inhibicidén de la liberacion de LH y al bajar la frecuencia de puisos
de LH se presentd el recambio folicular (Rajamahendran y Manikan, 1994;
McDowell et af, 1998). Igualmente, el norgestomet en implantes se ha utilizado
para causar la atresia del FDP al disminuir la frecuencia de pulsos de LH. Savio et
al. (1993) utilizaron un impiante nuevo de norgestomet, en un modelo de
persistencia folicular y lograron causar ia atresia del FDP. En un trabajo similar
Fike et al (1997b) provocaron la atresia del FDP al insertar 3 implantes
auriculares con 6 mg de norgestomet en el dia 7 de un modelo de sincronizacién
con un implante de norgestomet por 9 dias. Estos trabajos indican que Ia
aplicacion de norgestomet en cualquiera de las presentaciones es efectiva para

estimular la atresia del FDP en modelos de sincronizacién con progestagenos en

ausencia de un cuerpo luteo
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Se han utilizado otros tratamientos para causar la atresia del FDP Savio et
al (1993) utilizaron un dispositivo de liberacion de progesterona (CIDIR) en el dia
8 de un modelo de persistencia folicular y este tratamiento causd la atresia en el
100% de los FDP Cavalieri et alf (1998b) con la aplicacion de 100 mg de
progesterona provocaron el recambio del FDP en el dia 10 de un programa de
sincronizacion con progestagenos en ausencia de un cuerpo luteo. McDowell ef al.
(1998) determinaron el tiempo necesario de niveles altos de progesterona en
sangre para causar la atresia del FDP y encontraron que el aplicar un dispositivo
de liberacion de progesterona (PRID) por 24 horas es suficiente para suprimir la
frecuencia de pulsos de LH y provocar el recambio def FDP en el 80% de las
vacas tratadas. En general tanto la progesterona como los progestagenos son
efectivos para causar el recambio de foliculos dominantes persistentes en
modelos de sincronizacion de estros con progestagenos a excepcion del MGA
(Kojima ef al., 1993)

E! tiempo de recambio folicular ocurrié 36 h después de la aplicacion del
norgestomet en el presente trabajo. En otra investigacion, McDowell ef al (1998)
después de la aplicacién de un nuevo CIDIR el FDP tenia 15 mm de diametro y el
recambio folicular se presentd a las 72 h. Anderson y Day (1994) después de Ia
aplicacién de 200 mg de progesterona, observaron el recambio folicular a las 192
h, y el promedio del foliculo dominante fue de 21 mm. Savio et af (1993} al aplicar
un implante nuevo de norgestomet en el dia 18 del tratamiento con progestagenos
en ausencia de un cuerpo liteo, obtuvieron recambio folicular a las 144 h y el
promedio del foliculo al momento del tratamiento fue de 25 mm A diferencia de
los trabajos anteriores el tiempo de recambio folicufar en nuestro frabajo se
presentd mas rapido posiblemente porque el foliculo dominante tenia en promedio
1076 mm + 242 mm el dia de la aplicacion del norgestomet im, asi el foliculo
subordinado alcanz6é mucho mas rapido al foliculo dominante persistente

Aungue no existe consenso del efecto que tiene la eCG en los tratamientos
de sincronizacion, se argumenta que estimula la ovulacidn en animales no

ciclando y la presentacion de estro mas compactos (Driancourt, 2000). Sin
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embargo, en nuesiro trabajo la aplicacion de eCG al final del tratamiento con
progestagenos no estimuld el crecimiento del foliculo ovulatorio (173 vs 1.63
mm/dia), ni el diametro del mismo el dia de la presentacion de estro. A nuestro
saber, no existen trabajos donde se han medido las caracteristicas del foliculo
ovulatorio con la aplicacion de eCG en programas de sincronizacién con
progestagenos Otros autores mencionan que la eCG solo estimula el desarrollo
de foliculos pequenos (Sheldon y Dobson, 2000) Monniaux et af (1984) aplicaron
2000 Ul de eCG vy encontraron que su aplicacién incrementa el numero de los
foliculos preantrales Otro efectc que encontraron de la eCG es que reduce el
indice de atresia de los foliculos antrales Al parecer la eCG solo actua como un
agente superovulatoric aumentando el humero de foliculos primarios que entran
en la fase de crecimiento protegiendo a los foliculos antrales de sufrir atresia
(Moor et al , 1984) y no actuando sobre el crecimiento del foliculo ovulatorio.

Otra de las caracteristicas que se le atribuyen a la eCG es gue estimula la
presentacion de estro (Drainacurt, 2000). Sin embargo, en el presente trabajo la
eCG no afectd el porcentaje de animales en estro (48.5 vs 5142 %) Sanchez et
al {2001) no encontré diferencia en la presentacion dei estro cuando aplicd 250 Ul
de eCG en un programa de sincronizacton con progesterona (CIDIR} Igualmente,
Pedroso y Roller, (1997) no encontraron diferencias en la presentacion del estro al
aplicar 250, 500 y 750 Ui de eCG en un programa de sincronizacién con
progestagenos Kastelic ef a/ {1999) encontraron diferencia en la presentacién del
estro entre las vacas que se les aplicod 500 Ul de eCG (75%) en comparacién a las
que no recibieron (44%). Sin embargo en este trabajo al principio del tratamiento
se aplicd valerato de estradiol (VE), es por esto que la presentacion de estro no
puede ser explicada por la aplicacién de eCG ya que el VE puede inducir la
presentacion de estro sin la ovulacion (Larson y Kiracofe ef af, 1995).

Como la eCG tiene efecto de FSH y LH (Ungerfeld, 1998), se ha utilizado
en programas de superovulacién en bovinos (Wang ef al,, 1995) y ovinos (Bland
et al, 1991). La eCG por su larga vida media se ha ulilizado en una sola

aplicacion (Wang ef al., 1995) También se ha utilizado al final del tratamiento con
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progestagenos con el fin de mejorar la respuesta en la presentacion del estro (Kerr
et al, 1991; Paez et al, 1999) y mejorar la fertilidad en vacas en anestro
{Narasimha et al, 1996) En nuestro trabajo el 44% de las vacas tuvieron un
cuerpo luteo y se puede especular que era el numero de vacas que se
encontraban ciclando el dia de la insercion del implante de norgestomet. No se
encontro diferencia en la presentacion de estro entre la apiicacion o no de eCG
Tampoco se observd diferencia en la presentacién del estro de las vacas del
grupo de eCG que tuvieron un cuerpo liteo Por lo anterior no se puede inferir que
la eCG estimuld la presentaron del estro de mejor manera en las vacas que se
encontraban en anestro en comparacion de las que se encontraban ciclando al
inicio del tratamiento

En cuanto al tiempo en que se presenta el estro despues de retirar el
implante y al aplicar eCG fue de 36 47 h y es similar a lo encontrado por Sanchez
ef al (2001) (37 40 h) Sin embargo, en este trabajo ni en el de Sanchez ef a/
(2001) se encontraron diferencias significativas en el tiempo de presentacion de
estros debida al tratamientc con eCG

La eCG ha sido utilizada con el proposito de mejorar Ia fertilidad en vacas
sincronizadas con progestagenos (Kerr et al, 1990, Paez et a/,, 1899). En nuestro
trabajo la aplicacion de eCG no mejord el indice de concepcidn entre los grupos
(P>005) Kastelic et al. (1999) no encontraron diferencia en la fertilidad al aplicar
eCG (82%) o no (67 .8%) en un programa de sincronizacién con norgestomet

Cuando se anaiizé el tiempo de presentacidn del estro en animales que
tuvieron o no recambio folicular no se observo efecto de éste Sin embargo, la
dispersién de presentacion de estro fue mayor en las vacas que presentaron
recambio folicular Esto puede interpretarse gque en vacas que no tuvieron
recambio folicular ya tenian un foliculo completamente desarrollado y maduro al
momento de retirar el implante, mientras que aqueilas vacas que tuvieron
recambio folicular el foliculo presente estaba en estadios de desarrollo temprano y
tardaron mas tiempo en madurar el foliculo Estos datos fueron consistentes con

los de Mata et al (2001) que al aplicar 3 mg de norgestomet para atresiar al FDP,

83



encontrd una mayor dispersién en el tiempo de presentacién de estro comparado
con el grupo testigo

Se sabe que la persistencia folicular altera de forma negativa la fertilidad
(Stock y Fortune, 1993; Anderson y Day, 1994) por las grandes cantidades de 170
estradiol secretadas por el FDP gque alteran el ambiente oviductual (Binelli et al,
1999) vy producen alteraciones en el oocito (Borchert ef af, 1959) Fike et al
(1997b), Anderson y Day (1984) y Mihm et al. (1994) han encontrado que la
fertilidad se mejora después provocar el recambio def FDP con la aplicacion de
progestagenos o progesterona. Mihm ef a/ (1994) determinaron que el periodo de
dominancia folicular que puede afectar la fertilidad es de 10 dias. En ei presente
trabajo, no se encontré efecto del recambio folicular sobre la fertilidad. Austin et af.
(1999) midieron la fertilidad después de controlar la dominancia folicular por 2, 4,
B, 8, 10 y 12 dias con un CIDIR en ausencia de un cuerpo luteo y encontraron que
ta fertilidad se disminuye entre un 10 a un 25% cuando el foliculo persiste por 2 y
9 dias y entre 35 a un 75% si el foliculo persiste por 10 a 12 dias  Inferimos que el
periodo de dominancia del FDP en el presente trabajo no afecté la fertilidad ya que
los foliculos se encontraban en distintas etapas de desarrollo y que no fueron
suficientes los 9 dias de dominancia folicular para que alteraran la fertilidad.

En el presente trabajo trabajo encontramos diferencia significativa del
efecto del estado de crecimiento del foliculo dominante persistente (meseta o
crecimiento) sobre la respuesta a la inyeccién de norgestomet. La aplicacion del
norgestomet causé el recambio de una mayor proporcion a los foliculos en etapa
de meseta (66%) en comparacién con la etapa de crecimiento (25%) Esto fue
similar a lo encontrado por Cavalieri ef al. (1998) en un modelo de persistencia
folicular de 18 dias, provocaron el recambio del FDP de mejor manera en los
foliculos en etapa de meseta (90.5%) que los que se encontraban en etapa de
crecimiento (14.13%) mediante la aplicacion de un CIDIR. La respuesta en el
recambio de los foliculos dominantes al tratamiento con norgestomet, tal vez
pueda ser el numero de receptores de LH presentes en los foliculos y la

dependencia de estos foliculos a LH para seguir desarrollandose. Rajamahendran
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y Manikan (1994) encontraron que durante los estados tempranos de crecimiento,
los foliculos son menos dependientes de LH para sobrevivir y entonces seran
menos dependientes o susceptibles a los tratamientos agudos con progesterona,
los cuales reducen la frecuencia de pulsos de LH. Estos resultados junto con los
del presente trabajo infieren que el estado de crecimiento folicular puede influir la
respuesta al tratamiento con progesterona y progestagenos para provocar el
reacmbio del FDP.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

1. La apiicacién de liquido folicular equino estimula el recambio folicular en
vacas Holstein con un foliculo dominante persistente sincronizadas con un
implante de norgestomet en ausencia de un cuerpo luteo, sin embargo, no se
puede considerar como una alternativa ya que puede causar reacciones adversas
después de su aplicacion

2. La aplicacidon de extracto ovarico suprime el desarrollo folicular cuando
es aplicado por 5 dias en vacas Hosltein.

3. La aplicacién de benzoato de estradiol estimula el recambio folicular por
causar la owvulacidn del foliculo dominante persistente en programas de
sincronizacién con progestagenos en vacas Holstein.

4 La aplicacién de norgestomet provocéd recambio del foliculo dominante
persistente en vacas Cebu/Holstein sincronizadas con implantes de norgestomet
en ausencia de un cuerpo luteo

5 La aplicacion de 1 8 mg de norgestomet es mucho mas efectiva cuando
se aplica en foliculos en etapa de meseta que en etapa de crecimiento

6. La eCG no tuvo ningun efecto en las caracteristicas del foliculo ovulatorio

ni en la presentacion del estro én vacas sincronizadas con norgestomet en vacas

Cebu/Holstein.
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