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COMPARACION DE TRATAMIENTOS PRE Y POST SERVICIO PARA INCREMENTAR LA
FERTILIDAD DE VACAS REPETIDORAS EN SISTEMAS INTENSIVOS DE PRODUCCION
DE LECHE

RESUMEN

Se estima que la incidencia de vacas repetidoras en sistemas de produccion intensiva de leche
es actualmente de 10 a 25%. El objetivo del estudio fue comparar el efecto sobre fertilidad de
tratamientos previos o posteriores al servicio en vacas lecheras calificadas como repetidoras
(no gestantes con 4 0 mas servicios). Se utilizaron 115 vacas Holstein repetidoras de diferente
namero de parto pertenecientes a 2 establos de produccién intensiva de leche. En el
tratamiento pre-servicio se dejé pasar el estro en que la vaca calificaba como repetidora
(EREP) y posteriormente se control6 el desarrollo folicular hacia el siguiente estro mediante la
administracion de 17- estradiol (E2) y prostaglandina F2a (PG) (5 mg de E2 el d 6 post-estro +
500 pg de cloprostenol el d 10 e IA a estro detectado; PreS, n=30). En el tratamiento post-
servicio se IA en forma convencional en el EREP administrdndose progesterona suplementaria
durante % partes del diestro posterior (CIDR-B entre los dias 5 a 14 post-servicio; PosS; n=47).
Un grupo de vacas quedd como testigo inseminandose en el EREP (C, n=38). Se consideraron
como variables de respuesta asociadas al estro con servicio a la concentracién sérica de
progesterona en los d 0 (estro), 4, 5 y 6 post-servicio (P4; RIA en fase sélida), el diametro del
foliculo ovulatorio (DFO; ultrasonografia el d 0) y el porcentaje de fertilidad (FERT; diagndstico
de gestacion a 50 d post-servicio). El analisis estadistico se hizo mediante ANDEVA en el caso
de P4 (disefio de observaciones repetidas) y de DFO (disefio completamente al azar). El
porcentaje de FERT se analiz6 mediante la prueba de Xi-Cuadrada. El DFO fue influenciado
por el tratamiento (P<.01) siendo menor en las vacas PreS (16.01+ 1.09 mm) en comparacion
con las PosS (20.61+ 1.45 mm) y C (20.27+ 1.43 mm). La P4 en el dia 0 fue menor (P<.05) en
PreS (0.37+0.2 ng/ml) que en PosS (0.42 + 0.017 ng/ml) y C (0.45 £ 0.019 ng/ml). P4 durante
el dia 4 fue menor (P<.05) en los tratamientos PreS y PoS ( 0.58 + 0.051y 0.62+ 0.040 ng/ml)
que en el C (0.78+ 0.043) mientras que en los dias 5y 6 no se observaron diferencias (P>.05).
No se encontraron diferencias estadisticas entre tratamientos para FERT aunque
numéricamente ésta fue mayor en PreS (40%) que en PosS (34.78%) y C (31.57%). El
tratamiento de control del desarrollo folicular pre-servicio redujo el DFO y la P4 en el dia del
estro sin diferencia estadistica significativa sobre la fertilidad.

Palabras Clave: Vaca repetidora, diametro folicular, progesterona, fertilidad.



COMPARISSON BETWEEN PRE- AND POST SERVICE TO INCREASE FERTILITY
TREATMENTS FOR REPEAT BREEDER DAIRY COWS

ABSTRACT

It is estimated that the incidence of repeat breeder dairy cows in intensive milk systems
production is nowadays of 10 to 25%. The objective of the study, was to compare the effect
over the fertility of previous and following treatments to the service of dairy cows, qualified as
repeat breeders (not as pregnant with 4 services or more). There were 115 repeat Holstein
cows, used of different number of birth, belonging to 2 different herd of intensive production of
milk. In the pre- service treatment it was allowed to pass the estrous, in which the cow qualified
as repeat breeder (EREP), and after that the follicle development was controled to the following
estrous through the administration of 17-B estradiol (E2) and prostaglandine F2 (PG) (5 mg of
E2 of d 6 post-estrous + 500 mg of cloprostenol the d 10 e 1A to estrous detected ; PreS,
n=30). In the post-service treatment it was IA in conventional shape in the EREP administering
progesterone substitute during ¥ of the right back (CIDR-B between de day 5 to 14 of post-
service; PosS; n=47).

A group of cows was left as witness |A them in the EREP (C, n=38). They were considered as
variable of the associated answers to the estrous with service to the serum concentration of
progesterone in the d 0 (estrous), 4, 5 Y 6 post-service (P4; RIA in solid phase), the diameter of
the follicle (DFO; ultrasonicgraphic of d 0) and the percentage of fertility (FERT; diagnostic of
pregnancy to 50 d post-service). The statistic analysis was done by ANDEVA in the case of P4
(designed of repeat observations) and the DFO (a designed completely by chance). The
percentage of fertility was analized through the Xi-squared test. The DFO was influenced by the
treatment (P<.01), being a less number in the cows PreS (16.01+1.09mm) in comparison to the
PosS (20.61+1.45mm) and C (20.27+£1.43mm). The P4 in the day O was less (P <.01) in PreS
(0.37 0.2ng/ml) than in PosS (0.42 0.017mg/ml) and C (0.45 0.019mg/ml). P4 during the days
4,5, and 6 was no different between the treatments (P>.05). There weren't statistic differences
between treatments for FERT even if number was the highest in PreS (40%) that in PosS
(34.78%) y C (31.57%). The treatment of the development of the follicle pre-service was
reduced the DFO and the P4 in the day of the estrous without significant statistic difference in
the fertility.

Key Words: Repeat breeder cow, diameter follicle, progesterone, fertility.



l. INTRODUCCION

En el sistema de produccién de leche intensiva se ha observado que a medida que
se ha incrementado la produccion, la fertilidad por servicio se ha visto afectada de
manera considerable; asi en nuestros dias, nos enfrentamos al hecho de que esta
no sobrepasa 40% (Royal et al., 2000).

Aunado a lo anterior, se ha identificado un subgrupo de vacas las cuales a pesar
de haber superado el periodo critico de balance energético negativo, tener una
condicion corporal aceptable, no mostrar ninguna alteracion apreciable de aparato
reproductor y presentar ciclos estrales en forma y tiempo normal, han recibido por
lo menos tres servicios sin éxito. Estas son las vacas repetidoras, cuya incidencia
ha sido descrita del 10 al 25% (Barteltt et al., 1986; Stevenson et al., 1990;
Gustafsson y Emanuelsson, 2002) y que causan gran frustracion a veterinarios y
ganaderos asi como pérdidas econdémicas a la industria lechera.

Al problema de la vaca repetidora se le han atribuido diversas causas tales como:
genéticas, hormonales, retraso de ovulacién, desarrollo y maduracion deficiente
del ovocito, funcidn latea inadecuada y pobre desarrollo embrionario (Bage et al.,
2002; Maurer et al., 1985).

Hasta el momento se han propuesto diversas estrategias de tratamiento: la
administracion de hCG, GnRH (Archbald et al., 1993; Morgan et al., 1993) o bST
(Kirby et al., 1997b); al momento de la inseminacion; hCG o GnRH 5 a 7 dias
posteriores al servicio (Walton et al., 1990; Kendall et al., 2008) o insulina previa a
este (Selvaraju et al., 2002), sin embargo, los resultados han sido variables.
Estudios sobre dinamica folicular y niveles hormonales en las vacas repetidoras,
han evidenciado aspectos que pueden explicar por que se ve afectada la fertilidad
tales como: larga duracion de estro, retraso en el pico de LH, concentracion
suprabasal de progesterona durante el periodo peri-ovulatorio y menor nimero de
oleadas de desarrollo folicular durante el ciclo, causando esto Ultimo, un aumento
en la permanencia y tamafio del foliculo preovulatorio, (Bage et al., 2002; Pérez et
al., 2004). Se ha demostrado que foliculos con dominancia prolongada y diametro
aumentado tienen efectos negativos en la fertilidad (Fortune, 1994; Ahmad et al.,
1995; Revah et al., 1996; Mhim et al., 1994).



Por otro lado hay evidencias de que foliculos desarrollados en ausencia de
progesterona y bajo una mayor frecuencia pulsatil de LH, tienen una mejor
capacidad esteroidogénica (Wolfeson et al., 1999; Sirois y Fortune, 1990; Savio y
Fortune, 1993); ademds, el periodo del proestro es otro factor que tiene
repercusion en la fertilidad (Peters y Pursley, 2003; Mussard et al., 2007; Bridges
et al., 2009).

En base a esto influir sobre el desarrollo folicular puede ser una alternativa para
combatir el problema de vaca repetidora. Para lograr tal fin es posible utilizar
GnRH, o bien progesterona, sin embargo se han obtenido resultados mas
consistentes utilizando 17 beta estradiol en ganado de carne. Este, es capaz de
lograr que decaiga una oleada folicular independientemente del estadio de
desarrollo en el que se encuentre el foliculo dominante (Bo et al., 1994 y 1995) lo
cual sucede aproximadamente dentro de las 24 horas siguientes y iniciando una
nueva oleada en un periodo de 3 a 4 dias posteriores a su aplicacion (Bo et al.,
1994; Martinez et al., 2005)

Por otro lado, las vacas repetidoras presentan un retraso en el aumento de
progesterona asi como una concentracion menor posterior al servicio (Bage et al.,
2003; Pérez et al., 2004); tomando en cuenta que esta hormona es clave en el
desarrollo embrionario temprano y en el establecimiento de la prefiez, puesto que
actlia sobre el endometrio y sus glandulas favoreciendo dichos procesos (Starbuck
et al., 1999) el suministro de progesterona es otro tratamiento al cual se ha
recurrido para mejorar la fertilidad (Larson et al., 2007; Villarroel et al., 2004). En
estos casos, también los resultados han sido un tanto variables en funcién del
periodo durante el cual se ha llevado a cabo dicho suministro. Existen evidencias
de una ventana critica en la cual el aumento de progesterona es favorable para el
establecimiento de la prefiez (Stronge et al., 2005; Starbuck et al., 1999), puesto
gue su incremento en los dias 5-8 post-servicio ha sido relacionado positivamente
con la fertilidad y la secrecion de interferén tau por parte del embrion (Mann y

Lamming, 2001; Mann et al., 2006). Antes o después de este periodo el



tratamiento no tiene efecto o incluso llega a ser perjudicial (Beltman et al, 2009;
Mann et al., 2006).



1.1 OBJETIVO

Comparar el efecto de un tratamiento previo a la inseminacion artificial mediante el
cual se controle el desarrollo folicular asegurando que el foliculo se desarrolle en
ausencia de progesterona mediante la aplicacion de 17 beta estradiol y
prostaglandina, con el del suministro de progesterona posterior al servicio durante
la ventana critica del desarrollo embrionario, sobre la concentracion sérica de

progesterona, didmetro del foliculo ovulatorio y fertilidad en vacas repetidoras.

1.2 HIPOTESIS

El control del desarrollo folicular mediante la aplicacion de un tratamiento previo al
estro utilizando 17-B estradiol y prostaglandina F2a, asi como el suministro de
progesterona durante la ventana critica del desarrollo embrionario, mejoran la

fertilidad en el servicio de vacas repetidoras en sistemas de lecheria intensiva.



Il. REVISION DE LITERATURA

Fisiologia del eje reproductivo de la vaca

Ciclo estral

El ciclo estral es una serie de sucesos hormonales progresivos, repetitivos y
sincronizados regulados por el eje hipotalamo-hipoéfisis-gbnadas que causan
cambios internos, en el tejido del tracto reproductor principalmente, y externos que
se manifiestan en el comportamiento (Kilen et al., 1999)

Es importante tomar en consideracion que la manera en que el ciclo estral se
manifiesta actualmente es resultado, como tantos otros procesos, de la evolucion y
adaptacion; ademas se expresa de manera mas evidente que el resto y, aunque
presenta una gran variacion entre especies no pierde sus caracteristicas de
precision y ciclicidad.

En condiciones normales el ciclo estral de la vaca tiene una duracion de 17 a 25
dias (Stevenson, 2007) y con base en los eventos fisiolégicos de mayor
importancia se ha dividido en etapas bien definidas: proestro, estro, metaestro y
diestro

Durante el proestro (dia 19 hasta que ocurre el estro) el incremento en la
frecuencia de secrecion de Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH) en el
hipotalamo, estimula a la adenohipdfisis, la cual a su vez, secreta con un patrén de
igual frecuencia a la Hormona Luteinizante (LH), ésta causara la maduracion final
de el foliculo potencialmente ovulatorio; dicho foliculo ha pasado por fases de
crecimiento y seleccion puesto que ya habia iniciado su desarrollo inducido por la
Hormona Foliculo Estimulante (FSH) junto con otros foliculos que en ese momento
han quedado ya como subordinados. El foliculo dominante ya es capaz de
sintetizar estradiol en grandes cantidades causando cambios que externamente se
manifiestan con comportamiento de celo. Es justamente el momento cuando inicia
la etapa del estro que tiene una duracion de 12 a 18 (Stevenson, 2007) o hasta 30
horas (Driancurt et al., 1993) el cual es llamado Dia 0 del ciclo y se caracteriza por
cambios en el comportamiento tales como aumento de la actividad, inquietud,

monta a otras hembras, y receptividad al macho u otras hembras. El aumento en la



concentracion circulante de estradiol ademas causa la oleada preovulatoria de LH
responsable de la ovulacion. En el caso de los bovinos la ovulacion ocurre entre
las 24 y 30 (Diancurt et al., 1993) horas después, es decir ya en el periodo de
metaestro, momento en que la concentracion de estrogenos disminuye
drasticamente. La liberacién del ovocito deja el llamado cuerpo hemorragico y las
células tecales y de granulosa que formaban el foliculo comienzan un cambio en
su funcién ya que bajo la accién de LH secretan progesterona aumentando su
produccion de manera progresiva (niveles de concentracién por encima de 1
ng/ml) y forman el cuerpo lUteo; esta etapa tiene una duracion aproximada de uno
atres dias.

El diestro se caracteriza porque durante este periodo el cuerpo lateo alcanza su
méximo grado en tamafio y secrecion de progesterona (12 ng/ml) abarcando
aproximadamente los dias 4 a 18 del ciclo (Stevenson, 2007).

El diestro termina con la lutedlisis debido a la liberacion de prostaglandina F,Cpor
parte del utero, por lo que la concentracion de progesterona cae, permitiendo
nuevamente el aumento en la frecuencia de pulsos GnRH/LH y la repeticién del

ciclo

Eje hipotadlamo-hipodfisis-gbnadas

Una forma de regular las funciones del organismo es a través del control hormonal,
el SNC es quien lo realiza a través del hipotalamo. Bajo este esquema se maneja
el concepto de ejes endocrinos debido a que hay una comunicacion estrecha y
bien regulada entre el hipotalamo, la hipdfisis y otras glandulas y érganos de la
periferia.

Se sabe que la funcién reproductiva se encuentra bajo este régimen ya que las
g6nadas dependen del estimulo de las gonadotropinas (FSH y LH), hormonas
hipofisiarias que a su vez son controladas por el factor liberador de gonadotropinas
(GnRH), decapéptido producido por neuronas el hipotalamo; ambas secreciones
se ven afectadas por mecanismos de retroalimentacion por parte de las hormonas

gonadales.



El sistema porta hipotalamo-hipofisiario es vertiente de la carétida interna y consta
de un plexo primario que se encuentra en la eminencia media y uno secundario en
la hipofisis anterior, de esta manera las neurohormonas producidas en hipotalamo
son transportadas a sus células blanco que se encuentran en la adenohipdfisis,
gue en el caso de la GnRH son los gonadotropos.

El hipotalamo es una porcion del diencéfalo que se encuentra debajo del tadlamo
formando parte del piso del tercer ventriculo y sus limites son: en la parte anterior
la lamina terminalis, el quiasma éptico y la comisura anterior; en la posterior la fosa
interpeduncular y el cuerpo mamilar; en la parte superior el sulcus hipotalamico y el
talamo, y en la inferior el tuber cinereum. El hipotdlamo est& constituido por
nacleos que son conglomerados de neuronas que extienden sus dendritas y
axones a distancias considerables; algunos de los axones se extienden fuera de

los limites del hipotalamo, llegando a la eminencia media y a la neurohipofisis.

La hipdfisis se encuentra en la silla turca de la base del craneo; tanto
histologicamente como en el aspecto anatdbmico se distinguen dos partes: la
hipofisis posterior o neurohipodfisis a la cual llegan directamente axones de
neuronas hipotalamicas; y la hipdfisis anterior o adenohipéfisis constituida por
diversos tipos de células: tirotropos, corticotropos, somatotropos, lactotropos y
gonadotropos; éstos Ultimos presentan receptores para GnRH asi que sintetizan,

almacenan y secretan FSH y LH.

Factor liberador de Gonadotropinas (GnRH)

El GnRH es un decapéptido del cual se han identificado multiples isoformas en
vertebrados (Sherwood et al., 1993), aunque solo dos o tres son expresadas en
mamiferos (Herbison, 2006) Y de las cuales la GnRH tipo | tiene un rol
incuestionable en el control reproductivo pues controla la secrecion de
gonadotropinas en adenohipofisis

Las neuronas GnRH tienen una poblacién relativamente pequefa (alrededor de
800 en ratones y 2400 en el mono Rhesus), sus cuerpos celulares se encuentran

distribuidos en un patron semejante a la letra “Y” invertida que se extiende desde



el bulbo olfatorio, nicleo medial septal, banda diagonal de Broca y area preoptica;
en esta Ultima se encuentran en mayor proporcion. Algunos estudios han revelado
que del 50 al 70% de las proyecciones de las neuronas GnRH son dirigidas hacia
la eminencia media (Herbison, 2006). La poblacion de estas neuronas es pues
muy variada tanto en su localizacion asi como en su citologia pues se pueden
encontrar neuronas bipolares, con citoplasma liso o con protuberancias, situacion
gue segun observaciones se ve afectada por la pubertad asi como por la influencia
de los esteroides gonadales (Herbison, 2006)

La secrecién pulsatil de las neuronas de GnRH es regulada principalmente por los
esteroides gonadales, mas no de manera directa puesto que ellas no poseen
receptores intracelulares para andrégenos, estrégenos ni progesterona, aunque se
ha informado presencia de receptores no clasicos para estradiol denominados asi,
puesto que se encuentran en la membrana y por lo tanto pudieran estar ejerciendo
una accion rapida no gendmica (Losel et al., 2003 ).

Asi pues, las evidencias indican que su control es por vias inter neuronales donde
se involucran neurotransmisores tanto excitatorios como inhibitorios siendo los
mas importantes dentro de las vias generalmente identificadas como positivas
glutamato, oxido nitrico y kisspeptinas; con efectos negativos GABA, dopamina y
péptidos opioides y con efectos duales neuropéptido Y, noradrenalina y serotonina
(Terasawa y Fernandez, 2001; Clarke y Pompolo 2005; Herbison, 2006)

Como se comento anteriormente la diversidad de las neuronas de GnRH es
notable, sin embargo se observa una gran sincronia en la liberacion del
neuropéptido y para explicar dicho evento se han propuesto varios modelos que la
expliquen.

Uno de ellos indica que hay un subgrupo reducido de neuronas “lider” que dirigen
al resto. Otro modelo sugiere que no existe un grupo en especifico que dirija como
tal a las demas sino que aquélla que se repolarice o que alcance su estado de
reposo inicia un pulso nuevamente y afecta al resto, esto es regulandose a traves
del mismo GnRH. Un tercer modelo sugiere el hecho de que cada pulso de las
neuronas de GnRH sea dirigido exclusivamente por un grupo de neuronas ajenas
a estas a través de los neurotransmisores enunciados anteriormente (Herbison,
2006).



Aunque no se ha elucidado cual de estas propuestas sea la verdadera o si las
neuronas de GnRH actian bajo el influjo de las tres se debe tomar en cuenta que
la GnRH es indispensable para la reproduccién ya que el funcionamiento del eje

depende totalmente de su patrén de pulsatilidad.

Gonadotropinas

Los gonadotropos se encuentran en la adenohipofisis conformando del 3 al 15 %
de sus células totales (Childs, 2006) y expresan receptores para GnRH cuya
cantidad puede variar dependiendo de la etapa del ciclo estral, prefiez, lactancia
siendo regulados por la misma GnRH; dichas células se encargan de sintetizar,
almacenar y liberar las gonadotropinas las cuales ingresan al sistema circulatorio
para regular la funcibn de sus organos blanco, las gonadas, promoviendo
foliculogénesis, esteroidogénesis y funcion latea (Childs, 2006)

Como se ha mencionado a través del escrito las gonadotropinas hipofisarias son
dos: FSH (Hormona Foliculo Estimulante) y LH (Hormona Luteinizante),
glicoproteinas formadas por dos subunidades, la subunidad alfa que es comun y
ademas comparten con la tirotropina y una subunidad beta particular para cada
gonadotropina que les confiere especificidad biolégica (Bousfiel et.al., 2006).

La FSH es encargada de estimular el desarrollo folicular influyendo en los foliculos
antrales; las células de la granulosa poseen receptores para esta hormona y una
vez activados estimulan la aromatizacion de los andrégenos para producir
estrogenos.

La LH por un lado lleva al foliculo a su maduracion final y ovulaciéon y por otro
promueve, la luteinizacién de las células de la granulosa y de la teca interna para
la produccion de progesterona. Al inicio del desarrollo folicular las células de la
teca poseen receptores para esta hormona y producen andrdgenos,
posteriormente las células de la granulosa los manifiestan también coincidiendo

este hecho con la adquisicion de dominancia del foliculo.



Fisiologia

Es un tanto complejo el entender como una molécula de GnRH es capaz de
regular la sintesis y liberacién de otras dos por parte de los gonadotropos, LH y
FSH; por lo tanto una explicacion para esto es que el patron de sintesis y
secrecion de una u otra es influenciado tanto por la amplitud como por el patron de
frecuencias de los pulsos de GnRH, lo cual a su vez se ve afectado por la accion
de los esteroides gonadales.

Una baja frecuencia de pulsos (con un intervalo aproximadamente de dos horas
cada uno) es favorable para la biosintesis y secrecion de FSH, por el contrario una
baja amplitud pero alta frecuencia favorecen completamente a la LH;
aproximadamente el 93% de los pulsos de FSH corresponden a otro de GnRH bajo
ese patron de periodicidad. Esta discrepancia puede ser explicada por la accion
directa sobre los gonadotropos por parte de activinas las cuales favorecen la
liberacién de FSH o caso contrario inhibinas y folistatinas que la inhiben aunque
por otro lado se han encontrado evidencias de la existencia de un factor liberador
especifico para FSH (Padmanabhan y McNeilly 2001)

De manera contraria, la alta frecuencia de pulsos de GnRH son favorables para a
sintesis y liberacion de LH, ademas de que a diferencia de la FSH se ha
establecido que exactamente un pulso de LH es precedido por otro de GnRH
(Jeong y Kaiser et al., 2006)

La modificacién de los pulsos de GnRH es regulada por los esteroides gonadales
estrégenos y progesterona.

Las acciones de de las hormonas esteroidales son a través de receptores clasicos
los cuales se encuentran a nivel intracelular y se unen y activan factores de
transcripcion aunque también hay evidencias de que pueden actuar a través de
receptores que se encuentran en membrana plasmatica. Se han identificado dos
tipos de receptores para estrogenos, el original denominado ahora ER alfa y uno

de reciente descripcion denominado ER beta (Scott C. J., 2000)
La progesterona ejerce un efecto negativo sobre la secrecion de GnRH, de manera

gue durante la fase lutea del ciclo estral la frecuencia de pulsos se ve disminuida y

por consecuencia también los de la LH, a través de péptidos opioides como
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intermediarios puesto que, como ha sido sefialado lineas arriba, las neuronas
GnRH no poseen receptores para esteroides. Sin embargo, otro efecto importante
de la progesterona sobre el hipotalamo es que parece ser una sensibilizacion
previa para que por accion posterior de los estrogenos, por un lado se presente la
oleada preovulatoria de gonadotropinas y la ovulacion y por otro lado se manifieste
el comportamiento de estro; lo anterior es apoyado por el hecho de que una
exposicion a progesterona previa al ciclo resulta en una manifestacion de estro
mas intensa asegurando incluso una sincronizacion entre el estro y la oleada
preovulatoria (Goodman et al., 2006). Ademas se ha sugerido que un incremento
temporal de progesterona es necesario para el reestablecimiento del sistema
reproductivo al finalizar una etapa de anestro estacional o posterior al parto.

En el caso de los estrégenos se ha observado que pueden ejercer mecanismos de
accion tanto positivos como negativos.

Los bajos niveles de estradiol que son observados durante un anestro estacional o
incluso antes de la pubertad ejercen una influencia negativa sobre la secrecién de
GnRH.

Por otro lado una vez que la hembra ha pasado la pubertad o bien ha salido de
algun tipo de anestro los niveles de estrégenos que comienzan a aumentar durante
el proestro y llegan a mantenerse por varias horas a cierta concentracion actian
de manera positiva provocando la oleada preovulatoria de gonadotropinas y por
ende la ovulacion.

Parece ser que los efectos ejercidos por ambos esteroides sobre las
gonadotropinas no involucran la disminucién de la sintesis sino solamente en su
secrecion.

Los estrogenos influyen en la secrecion de GnRH por varias vias:

Aunque muchos experimentos han demostrado que las neuronas de GnRH
carecen de receptores para estrégenos, éstos se han realizado solo en animales
adultos por lo que es posible que durante la etapa de desarrollo los estrégenos si
puedan actuar de modo directo, la forma en que los estrogenos logran sus efectos
es a traves de neuronas intermediarias 0 modificando la posicion de células gliales

que rodean los cuerpos de las neuronas GnRH (Herbison, 1998).
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Puesto que la regulacion de GnRH es mas importante en su secrecion y su
sintesis se debe tomar en cuenta que ésta se almacena en granulos o vesiculas
secretoras que son transportadas hasta las terminales de los axones y se secretan

por exocitosis la cual es dependiente del calcio (Herbison 2006).

Existen otras moléculas que ejercen efectos sobre la sintesis y secrecion de las
gonadotropinas ademas de los esteroides gonadales. Estas son: activina, inhibina
y folistatina (Findlay et al., 1992; Jeong y Kaiser, 2006)

Las inhibinas y folistatinas consisten en diferentes combinaciones de las unidades
Alfa, Beta A y Beta B. Asi pues la dimerizacion de una subunidad Alfa con la
subunidad Beta A o Beta B da como resultado una inhibina A o B respectivamente.
En cambio la dimerizacién de dos subunidades Beta da como resultado Activina A
(Beta A, Beta A), Activina B (Beta B, Beta B) y Activina AB (Beta A y Beta B)
(Findlay et al., 1992).

Tanto activinas como inhibinas han sido encontradas en gonadotropos asi como
en extractos gonadales.

Numerosos estudios han demostrado que las activinas aumentan la sintesis de la
FSH Beta; parece ser que tiene varios mecanismos por los cuales logra este
proposito, por un lado no tiene efectos directos sobre la GnRH si no mas bien
sobre los gonadotropos ya que es capaz de inducirlos incluso en células que se
encuentran desensibilizadas a GnRH. Por lo tanto realza los efectos de esta Ultima
pues ademas parece favorecer la presencia de de los receptores para ésta; es
capaz también de alterar la poblacion de gonadotropos aumentando el numero de
aquéllos que secretan FSH.

En el caso de la inhibina su efecto es reduccion de sintesis de FSH, esto parece
ser que lo logra en parte siendo un antagonista de la activina puesto que tienen
ambas afinidad por los mismos receptores los cuales son de dos tipos; aunque
para la activina es dificil presentar un antagonismo como tal pues para el primer
tipo de estos receptores su afinidad es considerablemente mas baja.

En cuanto a la LH parece no estar muy claro el efecto que la inhibina pueda ejercer
sobre ella puesto que mientras algunos estudios reportan disminucion en la

concentracién basal durante el proestro otros en cambio no han encontrado
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alteracion en los patrones de secrecion que puedan ser explicados por la
presencia de esta molécula (Jeong y Kaiser 2006)

La folistatina es otra molécula que tiene actividad supresora sobre la FSH y efecto
aditivo a la inhibina; podria ser ademas una molécula clave en la diferenciacion del
efecto de GnRH sobre la producciéon de gonadotropinas puesto que una frecuencia

alta de sus pulsos favorecen su expresion

Desarrollo folicular

La duracién de la foliculogénesis partiendo de foliculo primordial hasta la ovulacion
es de aproximadamente 4-6 meses en bovino y ovino (Hunter, 2004). Durante
cualquier estadio a lo largo del periodo todos son susceptibles a sufrir atresia.

El primer signo que indica el inicio del desarrollo folicular a partir del estado
primordial es la transicion morfolégica de las células que se encuentran alrededor
del ovocito que de ser redondas toman una apariencia cuboidal; el diametro del
ovocito también aumenta asi como las capas de células de la granulosa, siendo
durante esta etapa el desarrollo independiente de gonadotropinas.

El foliculo en mamiferos consta pues de varias capas de células sométicas que
rodean al ovocito, las cuales se van multiplicando y diferenciando a medida que
avanza el desarrollo folicular y se forma el antro. Una vez llegado a esta etapa las
gonadotropinas se vuelven indispensables, las células de la granulosa, comienzan
a separarse y forman dos subtipos: el cimulus que rodean y tienen un contacto
mas estrecho con el ovocito y las células murales que limitan al foliculo en la vaca
y forman un epitelio estratificado con una lamina basal que separa a las células de
la granulosa de las células tecales (Eppig, et al., 1997).

Estas diferencias nos solo son anatomicas sino también funcionales, ya que las
células del camulus producen acido hialurénico y se expanden en repuesta al

estimulo de FSH, mientras que las células murales son mas activas
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esteroidogénicamente como lo indica la presencia de altos niveles de RNAmM de
enzimas como citocromo P450scc y citocromo P450 aromatasa (Li, et al., 2000)
Asi pues, las células del camulus juegan un papel importante en el crecimiento y
desarrollo normal del ovocito mientras que las murales son importantes en la
funcion hormonal y sostén durante la foliculogénesis.

Esta diferencia permanece aun después de la ovulacion pues mientras que las
murales cambian su rol endocrino al sufrir luteinizacion, las otras son liberadas
junto con el ovocito y tienen una contribucion importante en la reaccion acrosomal

del espermatozoide.

Origen del foliculo ovarico

Las células germinales primordiales que se desarrollan y diferencian durante la
embriogénesis derivan posteriormente en ovogonias en la hembra vy
espermatogonias en el macho; éstas se originan en el saco vitelino del endodermo
para luego emigrar hacia el risco gonadal donde tienen actividad mitética elevando
considerablemente su niumero hasta antes del parto.

Si la determinacién de sexo es a hembra las células germinales se diferencian a
ovogonias para luego iniciar su primera divisibn meiética dando lugar a los
denominados ovocitos primarios. Durante este periodo se expresan genes que
favorecen la expresion de componentes de zona pellcida y otros factores
involucrados en la organizacion de células pregranulosas que tienen una forma
aplanada y se localizan alrededor del ovocito el cual queda en un arresto meiotico

y junto con estas células forman a los foliculos primordiales.

Desarrollo Independiente de gonadotropinas

El desarrollo folicular temprano se refiere al crecimiento de un foliculo a partir de
su estadio primordial hasta la fase antral temprana; dichos eventos se llevan a

cabo sin apoyo de gonadotropinas.
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En bovinos estas fases se han clasificado en base a la configuracion de las células
de la granulosa asi como por el didmetro del ovocito; Braw-Tal y Yossefi (1997)
describieron la siguiente clasificacion: 1 foliculo primordial (una capa de células de
granulosa), l1a transitorio (las células de la granulosa se vuelven cuboidales), 2
foliculo primario (poseen de una a dos capas de células de granulosa cuboidales),
3 preantral pequefio (de dos a cuatro capas de células de granulosa y aparicion de
células de teca interna), 4 preantral grande (4 a 6 capas de células de granulosa),
5 antral temprano (mas de cinco capas de células granulosas).

Existen fuertes evidencias de que estas etapas estan reguladas por varios
factores. Se ha observado por ejemplo, que el SCF (Stem Cell Factor) asi como su
receptor c-kit (tirosin-cinasa) estan presentes tanto en el ovocito como en las
células de la granulosa e influyen en la transicion del foliculo primordial a primario.
(McNatty et al., 1999).

Los dimeros activina e inhibina aparecen en células de la granulosa
aproximadamente en foliculo transitorio y primario ya que parecen estar
involucrados en inhibir la expresion de receptores para FSH a la vez que
promueven el desarrollo para que el foliculo entre a etapa de preantral. (McNatty et
al., 1999).

La folistatina es otro factor del cual se tienen evidencias de que se presenta en
todos los estadios del desarrollo folicular, es posible que se una a otras proteinas
con el fin de evitar una maduracién prematura del ovocito.

Los factores de crecimiento tales como TGF beta (Factor de Crecimiento
Transformante beta) y FGF (Factor de Crecimiento de Fibroblastos) que se han
caracterizado estar presentes en células tecales y de la granulosa asi como en
epitelio, musculo liso y rodeando vasos sanguineos del ovario durante todos los
estadios parecen estar involucrados en proliferacion celular

En esta etapa independiente de gonadotropinas comienzan a aparecer mRNA
para el receptor de FSH (R-FSH) en las células de la granulosa durante el estadio
preantral. (McNatty, et. al., 1999 y Xu et al., 1995) y aunque no se considere este
evento regulado por gonadotropinas se ha observado in vitro que la
suplementacion con FSH favorece el crecimiento de foliculos preantrales (Lucy,

2007). Las células de la teca que comienzan a hacerse presentes en el primer
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estadio pequefio y en el siguiente, manifiestan mMRNA para receptores de LH
(Braw-Tal y Yossefi 1997, McNatty, et al,.1999)

La angiogénesis es también un evento importante para el desarrollo folicular asi
como la atresia esta relacionada con un decremento en la vascularizacion. Este
suceso es evidente a finales del estadio pre-antral y coincide con la adquisicion de
células de la teca, la vasculatura se desarrolla en ambas capas de estas células
aungue no penetra en la membrana basal, por lo que las células de la granulosa
permanecen avasculares (Hunter, 2004). Tal parece que el principal factor que
regula la angiogénesis en el foliculo es el VEGF (Factor de crecimiento Endotelial
Vascular) de el cual principalmente estimula la proliferacion y migracion de células
endoteliales microvasculares asi como la permeabilidad vascular. La principal
fuente de VEGF son las células de granulosa por lo cual es abundante en liquido
folicular asi como también FGF-2 (Factor de Crecimiento del Fibroblasto; Hunter,
2004)

La IGF-I parece ser indispensable para el reclutamiento de foliculo primordial asi
como el desarrollo de foliculos preantrales e interviene en la expresion de
receptores para FSH preparando al foliculo paran su transicion a la siguiente etapa
en la cual se vuelve dependiente de gonadotropinas (Monget et al., 2002); lo
anterior se ha demostrado en ratones knock-out los cuales no poseen ningun

foliculo antral e incapaces de llegar a la ovulacion.

Desarrollo dependiente de gonadotropinas

El reclutamiento no es un fendmeno aislado ni casual, por el contrario el hecho de
que este evento se manifieste en un grupo de foliculos a la vez sugiere que
reciben una sefal para continuar su crecimiento a partir de foliculos antrales, la
cual parece ser la FSH puesto que el citado evento coincide con su elevacion en
plasma y sugiere también que es a partir de ese estadio que el foliculo se convierte
en dependiente de las gonadotropinas (Fortune, 1999) y cuyo didmetro es
aproximadamente 3-4 mm en bovinos (Hunter, 2004) . El numero de foliculos

reclutados es generalmente mayor al que se convertird en ovulatorio, el cual a
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través de un proceso de seleccion sera el llamado foliculo dominante y al cual el
resto quedaran subordinados.

La seleccion del foliculo dominante a partir del grupo de foliculos antrales que
inician el reclutamiento es un proceso dindmico regulado por la interaccion de
gonadotropinas y factores intraovéaricos (Austin 2001); éste no solo continda con su
desarrollo sino que se diferencia de manera funcional con respecto a los demas
puesto que se prepara para la ovulacién y una posible fertilizacién y desarrollo
embrionario. La sintesis de estradiol es de suma importancia y requiere la
cooperacion de ambas gonadotropinas asi como de células blanco en el foliculo:
teca y granulosa. Mientras que las primeras poseen receptores para LH y
producen andrdgenos, las de la granulosa responden a FSH y aromatizan estos
para convertirlos en estrégenos; de vital importancia es tomar en cuenta que
durante las fases finales del desarrollo folicular las células de la granulosa
adquieren también receptores para LH, evento que por supuesto no sucede en los
ya foliculos subordinados. (Fortune 1999, Adams, 1999). En ese momento el
bovino posee un diametro folicular de 9-10 mm (Hunter, 2004). El foliculo
dominante adquiere ademas la capacidad de continuar su desarrollo sin el soporte
de FSH puesto que el aumento en la produccion de estradiol e inhibina tienen un
efecto de retroalimentacion negativa con respecto a esta gonadotropina
disminuyendo su concentracién y asi se logra que los subordinados ya no puedan
continuar el crecimiento puesto que les falta el aporte de FSH (inhibina, folistatina,
etc.). Se ha observado ademas que en el fluido folicular de los subordinados se
presenta mayor cantidad de IGFBP’s (Proteinas de unién a Factor de Crecimiento
Insulinico), las cuales secuestran a las IGF impidiendo de esta manera que
continien su desarrollo (Austin 2001). Existen evidencias ademas de que los
dominantes poseen un gran desarrollo vascular que les proporciona un mayor
suministro de gonadotropinas con respecto a los subordinados (Hunter, 2004). A
partir de este momento se pueden presentar dos escenarios: si durante la fase de
dominancia la concentracién de progesterona es elevada el patréon de pulsos de
LH sera muy poco frecuente lo cual no favorecera para que el foliculo logre su
maduracion final ni tampoco a su ovulacion, por lo que el foliculo iniciara un

proceso de atresia. Esto conlleva la disminucion tanto de estradiol como de
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inhibina lo que favorecera a un nuevo aumento en la concentracion de FSH y el
inicio de una nueva oleada de desarrollo folicular. En cambio, si la dominancia
coincide con la lutedlisis y la disminucion de progesterona se incrementara la
frecuencia de pulsos de LH, lo cual aumentara la capacidad de células de
granulosa de aromatizar andrégenos (Fortune, 1999) y la elevacion de estrégenos

causara la oleada de gonadotropinas que llevara al foliculo a la ovulacion.

Desarrollo del ovocito

El ovocito tal vez posea a simple vista una morfologia simple. Sin embargo es
complejo desde el punto de vista molecular, ya que cuando completa su
maduracién y ha llegado a ser fertilizado posee los componentes necesarios para
llevar a término la meiosis, entrar a division mitética e iniciar el desarrollo del
embrion de tal modo que éste a su vez sea competente para activar su genoma e
iniciar una transcripcion correcta (Zheng et al., 2005).

La calidad del ovocito tiene un impacto importante en el desarrollo y sobrevivencia
embrionaria en estadios tempranos. Esta calidad o capacidad competente del
ovocito es adquirida durante el proceso de foliculogénesis pues es precisamente
durante este periodo cuando se lleva a cabo no solo su crecimiento Sino su
maduracion (Krisher, et al., 2004), la cual no consiste Unicamente en que se
complete la meiosis o maduraciébn nuclear sino ademas la maduracion
citoplasmética que consiste en la expresion de RNAm especificos segun la etapa.
Es decir, aunque la meiosis se pueda llegar a completar hay una gran variedad de
procesos que ocurren en el citoplasma del ovocito y son requeridos para llevar a
término el desarrollo tanto del él mismo como de los procesos que ocurren
consecuentes a la fertilizacion, lo cual es independiente de la maduracion nuclear;
un ovocito que no ha logrado lo anterior correctamente es de pobre calidad e
inhabil para completar el desarrollo posterior del embrién por lo que se presentan
altas probabilidades de causar pérdida de la gestacion. (Zheng et al., 2005 y
Krisher, et al., 2004)

Maduracion citoplasmaéatica del ovocito
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La maduracion citoplasméatica del ovocito ocurre entre la transiciéon de foliculo
primario a pre-ovulatorio y su diametro incrementa de aproximadamente 15 a 100
mm, es decir incrementa 300 veces su volumen (Erickson et al., 1986). Como
referencia podemos tomar en cuenta que en un ratén el ovocito contiene 200
veces mas RNA y proteinas que una célula somatica normal (Wassarman et. al.,
1996). Al momento en que se lleva a cabo la meiosis la actividad transcripcional
cesa, sin embargo, el transporte de RNAmM contindia hasta los estadios finales de
esta (Heikinheimo y Gibbons 1998).

Asi pues durante el crecimiento del ovocito en el foliculo muchos genes son
expresados, algunos de sus productos tienen efecto sobre las células sométicas
foliculares, otros estan involucrados en el control de la meiosis, ya sea arresto o
continuacion, otros seran criticos después de la fertilizacion antes o después de
que se active el genoma del cigoto lo cual variar4 dependiendo de la especie, de
ahi la importancia de que el desarrollo se lleve a cabo de manera eficiente (Krisher
et. al. 2004).

Comunicacion entre células de la granulosa y el ovocito

El desarrollo del ovocito no se lleva a cabo por si solo o dependiente de las
sefales recibidas de él mismo, no se debe olvidar que durante el proceso este se
encuentra acompafiado de otras células somaticas: granulosa y tecales que
confieren el ambiente necesario para llevar al ovocito a un desarrollo competente.

Las interacciones entre estas células coordinan el desarrollo de los foliculos a
través de varias vias de comunicacién celular incluyendo endocrinas, autocrinas y
paracrinas asi como las uniones comunicantes. Esta coordinacion entre el ovocito
y las células somaticas foliculares asegura que éste sea realmente capaz de ser
fertilizado y consecuentemente llevar a cabo la embriogénesis.

Esta comunicacion es pues bilateral pues el ovocito a su vez promueve la
proliferacion, diferenciacion y funcion de las células de la granulosa (Li et al.,
2000). De hecho la formacién del foliculo parece ser coordinada por el FIG 4
(Factor en la linea germinal 4) que se expresa en el ovocito; el desarrollo folicular

temprano depende de miembros de la familia de factores de crecimiento como son
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GDF-9 (Factor de Crecimiento Diferenciado) y la BMP-15 (Proteina Morfogénica
del Hueso; Eppig, et al., 2002 y Erickson, 1986). Dichos factores que se producen
en el ovocito y que actian de manera paracrina, promueven la proliferacion y la
esteroidogénesis en las células somaticas y de manera local regulan a su vez la
expresion de otros genes en las células de la granulosa. Aunque no se han
caracterizado exactamente todos aquellos factores derivados de los ovocitos
muchos de sus efectos sobre las células de la granulosa pueden ser mimetizados
por TGF's y GDF-9; de hecho hembras con deficiencia de éste son infértiles ya que
se bloquea la foliculogénesis, ademas de que se ve disminuida las expresion de
RNAmM de activina b, folistatina y cyclooxygenasa 2 (COX-2; Li et al., 2000).

Una investigacion realizada por Eppig et. al., (2002) para cuestionar la hipétesis de
gue el ovocito controla el desarrollo folicular consistié en aislar los ovocitos de
foliculos secundarios de ratones con 12 dias de edad los cuales se combinaron
con células somaticas de ovarios pertenecientes a ratones neonatos y a su vez los
ovocitos de los neonatos fueron agregados a las células somaticas de ratones de
edad de 12 dias. Después de tres dias los ovocitos extraidos de los foliculos
secundarios se rodearon por una o dos capas de células de la granulosa, sefial
gue indica la transicién de foliculo primario a secundario, nueve dias después eran
ya foliculos antrales tempranos presentando células tecales; en contraste el control
aun nueve dias después no contenian foliculos avanzados a estadio secundario,
presentando una fuerte evidencia de que el ovocito dirige el desarrollo de las
células somaticas foliculares (Li et. al., 2000).

De igual manera también son importante las sefiales de las células del camulus
para lograr que este sea competente al momento de la ovulacién (Moor et. al.,
2001). Se ha demostrado en cerdos que el ovocito depende de la presencia de las
células foliculares para generar sefiales que coordinen su crecimiento y
maduracion; lo anterior derivd de la comparacion de ovocitos madurados en un
medio de células de la granulosa de raza Meishan que tiene una baja mortalidad
embrionaria con otros que fueron cultivados en un medio con condiciones
foliculares de Large White. De tal manera puede decirse que el crecimiento del

ovocito es regulado por proteinas derivadas de las células de la granulosa y a su
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vez el desarrollo de estas son reguladas por factores derivados del ovocito
(Krisher, 2004).

Oleadas de desarrollo folicular

La cinética del desarrollo folicular estéd bien caracterizada en bovinos quienes han
sido el primer modelo por el cual se ha introducido el concepto de oleadas asi
como los mecanismos involucrados en este (Adams, 1999)

El crecimiento y regresion de los foliculos ovaricos son continuos bajo un patrén de
emergencias durante el ciclo estral y, al paralelo de éste Ultimo cuyo periodo
normal es de 18 a 24 dias, se desarrollan generalmente de dos a tres oleadas
(Ghinter et. al., 1989; Fortune 1993) aunque también se han reportado ciclos con
una (Savio et al., 1993) y hasta cuatro (Rhodes et. al., 1995; Pérez, et. al., 2004).
En el caso de aquéllos que presentan dos oleadas foliculares, la primera emerge
justamente el dia de la ovulacion y la siguiente en el dia diez mientras que aquellos
ciclos con tres emergen en los dias 0, 9 y 16 (Ghinter et al., 1989). Asi pues, el
foliculo dominante de la ultima oleada coincide con la caida de progesterona y por
lo tanto es el que llega a ovular. El intervalo de la emergencia folicular a la
ovulacion serd mas corto en aquellos ciclos que presenten tres oleadas si se
compara con las de dos: 6 a 7 y 10 a 11 respectivamente, por lo tanto influye
también en la duracion del ciclo puesto que a mayor nimero de oleadas, el ciclo es
mas largo (Pérez et al., 2004). EI mecanismo que regula los patrones de desarrollo
folicular en ciclos estrales espontaneos sigue sin ser elucidado completamente
aunque hay evidencias que la nutricion puede ser un factor importante que influya
en esto (Lucy et al., 1992; Bleach et al., 2004)

El patrén de oleadas foliculares se refiere pues a una periodicidad y sincronia en el
crecimiento de un grupo de foliculos antrales, que en el caso de los bovinos son de
8-14 y que son detectados por ultrasonido presentando un diametro de 3-4 mm
(Ghinter et al., 1989; Savio et al., 1993; Fortune 1994). Durante los dos primeros
dias el crecimiento entre los foliculos es similar, sin embargo solo uno de ellos se
convierte en dominante, es decir, continuard con su desarrollo mientras que el

resto (foliculos subordinados) se convertiran en atrésicos. Bajo la influencia de
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progesterona el dominante también tendra un destino de atresia, sin embargo, si
coincide con el periodo de lutedlisis se convertird en foliculo ovulatorio y la
emergencia de la siguiente oleada sera hasta el dia del estro.

Cada oleada folicular es precedida por un aumento en la concentracién circulante
de FSH (Adams 1999, Fortune 1994), a medida que los foliculos crecen producen
estradiol e inhibina los cuales provienen principalmente del foliculo que se ha
convertido en dominante y tienen un efecto de retroalimentacion negativa con
respecto a FSH, previniendo por un lado la emergencia de una nueva oleada y por
otro que continde el desarrollo de los subordinados.

La seleccidén se refiere a la divergencia en el perfil de crecimiento de los foliculos;
el mecanismo de seleccion del foliculo dominante estd basado en la respuesta
tanto a FSH como a LH.

El momento de la seleccion coincide con la caida en la concentracion de FSH, esto
conlleva el hecho de que el foliculo dominante adquiere la capacidad de continuar
su desarrollo sin el soporte de esta hormona. Otro aspecto de importancia es el
cambio en su respuesta a LH (Adams 1999, Fortune 1994) puesto que las células
de la granulosa presentan también receptores para ésta, lo cual hara posible su
ovulacion en contraparte con los subordinados que no adquieren ninguna de las
dos caracteristicas, sin embargo estos pueden adquirir dominancia si se remueve
al foliculo dominante o si se suministra de manera exdgena FSH. El proceso de
seleccién no esta elucidado completamente, sin embargo se ha observado que las
concentraciones de IFG-BP 4 Y 5 son mas bajas en el foliculo dominante
aproximadamente a partir del dia tres después de la emergencia, esto es que la
actividad de las IGF's tienen un papel importante en este aspecto y ademas
precede al incremento de respuesta a LH por parte de las células de granulosa
(Rhodes et al., 1995).

El patron de la oleada folicular presenta un primer periodo de desarrollo
progresivo, posterior a este inicia una fase estatica en la cual no aumenta el
foliculo de tamafio, sin embargo el dominante continla su patrén de secrecién
causando el descenso de FSH; después de este periodo pueden suceder dos
eventos: si la concentracion de progesterona es alta como sucede durante el

diestro, esto causara que la LH se encuentre con patrones bajos de secrecion por
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lo tanto el foliculo dominante cesara su metabolismo e iniciara un periodo de
regresion o atresia, cual permitird un aumento de FSH y el inicio de una nueva
oleada, en cambio si la etapa estatica coincide con la regresion del cuerpo liteo y
el descenso de progesterona los pulsos de secrecibn de LH aumentaran
favoreciendo la maduracion final del foliculo, asi pues la concentracion alta de
estrdgenos que ocasionard la oleada de gonadotropinas lo conduciran a la

ovulacion (Adams, 1999) .

Foliculo ovulatorio persistente

La LH es pues como se describié lineas arriba de vital importancia en las etapas
finales del diferenciacion y desarrollo del foliculo dominante, la secrecion de esta
debe ser en patrones de baja amplitud y alta frecuencia (Jeong et al., 2006) y esta
condicion se presentara en ausencia de progesterona durante el proestro ya que
dicha hormona ejerce retroalimentacion negativa respecto a la LH.

Cuando se comenzaron a utilizar progestagenos como medio para sincronizar
estros, se observé una disminucion en la fertilidad; la concentracion de
progesterona bajo este esquema es mantenida a niveles intermedios entre la
luteal y la basal por periodo de tiempo prolongado. Debido a lo anterior la
frecuencia de pulsos de LH incrementa causando que el foliculo contindie con un
crecimiento lineal y la concentracién de estradiol en plasma se eleve durante un
periodo mas largo de lo normal; sin embargo, los pulsos de LH no son suficientes
para causar ovulacion. La informacion sugiere que una disminucion en la fertilidad
asociada con el uso de bajas dosis de progestagenos para sincronizar los ciclos
estrales del ganado resulta de un prolongado desarrollo del foliculo ovulatorio y de
la exposicién excesiva del ovocito y tracto reproductivo a niveles altos de estradiol.
(Fortune, 1994)

Hatler, et al.(2008), reportaron que aun niveles bajos de progesterona obtenidos
con los dispositivos conocidos como CIDR reutilizados, son capaces de causar
esta situacion e incluso no solo la formacion de un foliculo persistente sino que
este comience a adquirir condiciones de quistico ya que impide la ovulacién pero

sin lograr una condicion de atresia.
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Como se discutio anteriormente, las vacas pueden presentar patrones de dos, tres
hasta cuatro oleadas de desarrollo folicular durante su ciclo estral; se ha
observado que aquéllas que presentan dos o menos el tamafio del foliculo
dominante es mayor que aquel presente en vacas con tres, ademas el periodo de
dominancia es mas corto en este ultimo (Pérez et al., 2004,). Se piensa que menos
oleadas pueden llevar a que un periodo de dominancia largo cause que el foliculo
adquiera caracteristicas similares a uno persistente y por lo tanto tenga efectos
negativos sobre la fertilidad. Bleach, et al.(2004) reportaron que en ciclos estrales
espontaneos el periodo comprendido entre la emergencia y la ovulaciéon del foliculo
dominante tenia una correlacion negativa con respecto a la tasa de concepcion
encontrando también que aquellas vacas con dos oleadas presentaban periodos

mas largos y el didmetro del foliculo era mayor.

Reconocimiento de la gestacion

En rumiantes la oxitocina, la progesterona y el estradiol regulan la secrecion de
prostaglandinas por parte del endometrio para causar la lutedlisis (Goff, 2004). La
oxitocina proveniente tanto de la neurohipdfisis asi como del cuerpo luteo estimula
la sintesis de sus propios receptores en el endometrio, -hecho del cual existen
fuertes evidencias de que también es influenciado fuertemente por la accién de
estrogenos- para ocasionar la secrecion pulsatii de prostaglandinas. La
progesterona es un elemento importante durante este proceso ya que por un lado
promueve la acumulacién de acido araquidonico y ciclooxigenasa 2 (COX-2)
principalmente, necesarias para la sintesis de PgF2 alfa y por otro inhibe la
expresion de los receptores para oxitocina (OTR) y estrégenos, esto durante la
parte media de la fase Iutea; al final de dicha fase esta condicion se pierde
posiblemente por la disminucidon de receptores para progesterona y entonces se

adquieren receptores para estrogenos (Spencer et al., 2004) los cuales a su vez
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inducen que el endometrio responda a oxitocina, y consecuentemente la

prostaglandina comenzara a secretarse Yy iniciara la luteolisis (Goff, 2004).

En contraste, si el ovocito fue fecundado y se inicia el desarrollo embrionario, la
lutedlisis debe evitarse de modo que la secrecion de progesterona continle ya que
de lo contrario la gestacién seria imposible.

El reconocimiento de la prefiez en rumiantes requiere que el conceptus
(embrion/feto y membranas extraembrionarias) adquiera una morfologia elongada
y el trofoectodermo produce Interferon Tau (IFN tau), el cual es miembro de la
familia de Interferones Tipo | que actlan en endometrio y se encuentran
involucrados en el aumento de la expresion de genes (ISGs) que favorecen la
diferenciacion celular y la implantacién (Spencer et al., 2004). Esta sera pues la
sefial que evitara el mecanismo de lutedlisis, el cual resulta en el mantenimiento
del cuerpo luteo (Spencer et al., 2004). El interferon Tau es sintetizado y secretado
entre los dias 10 a 25 con méxima produccion entre los 14 a 17 (Niswender et al.,
2000) y parece ser que es el unico factor que indica la presencia del embrién. Sin
embargo no actla estabilizando la expresion de receptores para progesterona sino
mas bien actla sobre la epitelio glandular y luminal del endometrio suprimiendo la
expresion de receptores para estrégenos (ER alfa) y para oxitocina (ORT,;
Niswender et al., 2000), por lo que puede deducirse que no evita la sintesis de
PgF2alfa pues sus niveles asi como de la COX-2 son iguales en hembras no
prefiadas como en las que si lo estan (Spencer et al., 2004), por lo que mas bien

evita su secrecion.

Desarrollo embrionario temprano

Los receptores para progesterona se encuentran presentes en el epitelio luminal y
glandular asi como en el estroma del endometrio durante la fase litea temprana;
una continua exposicion de progesterona causa disminucion de estos receptores
aproximadamente los dias 11 a 13 de prefiez, sin embargo en miometrio y en
estroma siguen presentes durante la mayor parte de la gestacién (Spencer et al.,
2004). La regulacion funcional del estroma uterino es influenciada de manera

positiva por la progesterona de tal manera que expresa y/o activa moléculas
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importantes para el desarrollo del embrion como son Factores de Crecimiento del
Fibroblasto 10 (FGF-10), Factor de Crecimiento de Hepatocitos (HGF) cuyos
receptores se encuentran en el trofoectodermo, factores de transcripcion, factor de
crecimiento epidermal, proteinas ligadoras, morfogenes (Indian hedgehog),
proteinas de adhesion entre otras (Spencer et al., 2004).

El endometrio es secuencialmente influenciado por progesterona, estrogenos e
Interferon Tau los cuales activan y mantienen la funcion secretora del endometrio
asi como los cambios en su morfologia para que se lleve a cabo la implantacion
favoreciendo la expresion de receptores para Hormona de Crecimiento (GH) y
Prolactina placentarios (Spencer et al., 2004).

El epitelio glandular, también bajo la influencia de progesterona expresa UTMP
(Uterine Milk Proteins) miembro de una familia e inhibidores de proteasas que
comienza a aparecer aproximadamente en los dias 15 a 17 y su incremento es

paralelo al desarrollo fetal.

Causas que afectan el desarrollo embrionario temprano

Varios estudios han indicado que al menos el 25% de los embriones son perdidos
durante las primeras tres semanas de gestacion lo cual se atribuye a mdltiples
causas incluyendo baja calidad del ovocito, defectos o retraso de desarrollo en el
embrion, ambiente uterino inadecuado, asincronia entre el embrion y la madre
(Green et al., 2005).

El buen desarrollo embrionario esta relacionado con periodos de estro cortos ya
que influye en el intervalo entre inicio de estro y ovulacion asi como pico
preovulatorio de LH, y la consecuente concentracién de progesterona. Asi pues la
progesterona es una hormona esencial para la sobrevivencia y desarrollo
adecuado del embrién, por lo tanto su secrecion debe ser adecuada tanto en
tiempo como en concentracion. Existen muchas evidencias de esto y aunque hay
variedad en las especulaciones la mayoria coincide que el inicio del aumento de

progesterona debe de ser aproximadamente a partir del dia 3 (Maurer 1982;
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Larson et al., 2007) y la concentracion adecuada alcanzarse entre los dias 5 a 7 de
gestacion (McNeill et al., 2006).

Un embrion elongado produce una mayor cantidad de interferon Tau lo cual esta
positivamente relacionado con el aumento en la concentracién de progesterona.
Se ha observado que en aquellas vacas con un retraso en la ovulacion se
colectaron embriones menos desarrollados y el interferébn Tau no fue detectado,
por lo que el reconocimiento de la prefiez va de acuerdo al desarrollo embrionario
y la produccion de Interferon Tau lo cual a su vez es dependiente de un apropiado
ambiente hormonal por parte de la madre, en particular del patron de progesterona
después de la ovulacién (Mann et al., 2001).

El foliculo persistente es otra condicibn que parece afectar el desarrollo
embrionario; Ahmad et al., (1995) reportd6 que los ovocitos de estos foliculos
presentan cumulus expandido, cromatina condensada y algunas evidencias de
vesicula germinal rota debido al incremento de pulsos LH durante un periodo de
tratamiento de progesterona, suficiente para avanzar la maduracion del ovocito
mas no inducir la ovulacion. Lo anterior podria influir en la sobrevivencia
embrionaria, ya que es posible ademas que la meiosis se lleve a cabo de manera
prematura comprometiendo el desarrollo del embrion (Austin et al., 2001).
Concentraciones altas de E2 en plasma durante varios dias antes del estro se han
relacionado con embriones de mala calidad y por ende bajas tasas de concepcion,
esto se relaciona ademas con el hecho de que los foliculos persistentes producen
una mayor cantidad de estrogenos y por un tiempo mas prolongado (Ahmad et al.,
1995).

Infertilidad

La infertilidad o falla en la concepcion constituye uno de los problemas que tienen
mayor repercusion en la productividad de los hatos lecheros hoy en dia. Desde
hace ya varios afios, la cantidad de leche producida por vaca ha aumentado de
manera considerable hasta que en nuestros dias ésta es alrededor de 10, 000 kg
de leche por lactancia. Sin embargo a medida que aumenta la producciéon los

problemas reproductivos se han acentuado; en la actualidad es muy comun que
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los porcentajes de fertilidad en los establos no sobrepase valores del 40% (Royal
et al., 2000).

Aunque la fertilidad y la produccion de leche obviamente se encuentran ligados el
problema no esta directamente asociado con el proceso fisioldgico de lactopoyesis
como tal sino con los cambios metabolicos que sufre la vaca para producir una alta
cantidad, debido al monto de energia, requerido el cual no es posible cubrir con el
consumo, pues este a su vez se ve reducido en el periodo inmediato después del
parto causando un balance energético negativo.

El término de éste periodo es aproximadamente entre los dias 70-80 posteriores al
parto y para este tiempo las vacas han recibido ya por lo menos su primer
servicio. Aunado a este panorama de baja fertilidad en los hatos, se observa de
manera comun un subgrupo de vacas que pasado este periodo critico, han
recibido ya por lo menos tres inseminaciones artificiales y sin embargo, siguen sin
concebir aunque aparentemente no muestren ninguna alteracion en su aparato
reproductor, tengan buena condicién corporal y sus ciclos se presenten en tiempo

y forma normal.

Vaca repetidora

La vaca repetidora es aquella que ha recibido mas de tres servicios sin éxito, es
decir, la vaca no queda gestante, no muestra ningun tipo de anormalidad en su
aparato reproductor y sus ciclos estrales se presentan de manera normal tanto en
forma como en tiempo. Se ha descrito que la incidencia de este sindrome es de
10-25% (Barteltt et al., 1986; Stevenson et al., 1990; Gustafsson y Emanuelsson,
2002), causando pérdidas econdémicas y gran frustracion en el ambito de la
industria lechera.

Se le han atribuido diversas causas: genéticas, hormonales, retraso en ovulacion,
anormalidades en los gametos, inadecuada funcion latea, pobre desarrollo
embrionario, deficiencias nutricionales, errores en el manejo de los hatos como
pueden ser: carencias en la deteccion de estros, que la técnica de IA no sea

llevada correctamente; enfermedades, etc.,
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Vacas Repetidoras y muerte embrionaria temprana

Se ha observado que el 90% de los ovocitos son fecundados (Humblot, 2001) por
lo cual esto no constituye ningun problema para el establecimiento de la prefiez.
Consecuentemente lo que lleva a una vaca a convertirse en repetidora son
principalmente los eventos ocurridos previo a la ovulacidon como posteriormente a
la misma, esto es durante el desarrollo del embridn y las condiciones que presente
el ambiente uterino durante este periodo, lo cual esta influenciado, a su vez sin
lugar a la duda por el desarrollo folicular que lo antecede.

Es claro que el desarrollo del foliculo ovulatorio tiene suma importancia ya que
proporcionard embriones viables y un ambiente favorable para que se lleve a cabo
la gestacion. En estudios realizados sobre el porcentaje de viabilidad embrionaria
se establecié que al dia 35 las vaquillas normales presentan dicha viabilidad en un
porcentaje del 75-85 y del 69-70% en vacas normales mientras que las

repetidoras presentan 21-35% (Stevenson et al., 1990)

La muerte embrionaria temprana a la cual sin duda se le puede atribuir en gran
medida la presentacion del sindrome de vaca repetidora, es un tema sobre el cual
aun quedan muchos aspectos sin elucidar. Se han encontrado evidencias de que
el perfil hormonal, el desarrollo del embrion asi como el del foliculo ovulatorio es
diferente si se comparan vacas repetidoras con aquellas que no lo son. Estas
mismas discrepancias se han observado incluso en vaquillas repetidoras; por
desgracia aun no se conoce la primera causa que desencadena la pérdida
temprana del embrion.

En un estudio realizado con vaquillas repetidoras (Bage et al., 2002) en el cual
fueron comparadas con un grupo que nunca habia sido inseminado se reporté que
las diferencias més relevantes fueron las siguientes:

Las repetidoras presentaron un estro mas prolongado, un retraso en el pico de LH
y el foliculo preovulatorio tuvo una vida media mayor tal vez tomando
caracteristicas de un dominante persistente. En cuanto a la progesterona, su
concentracion aparecio un tanto elevada durante el estro, en cambio, el aumento
gque se espera posterior a la ovulacion fue retrasado y sus niveles se presentaron

mas bajos de lo normal.
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Tanto el estro prolongado como el retraso en el pico preovulatorio traeran consigo
gue el momento de la IA sea discorde con la ovulacion, situacion que por si misma
ya es desfavorable; aunado a esto, habra una asincronia del ambiente uterino con
respecto al desarrollo del embridn, el cual posiblemente ya presente alteracion o
retraso debido a una pobre calidad del ovocito que ha sido fecundado. Existen
fuertes evidencias de que un foliculo dominante persistente afecta la maduracion
final del ovocito con severos efectos en la fertilidad (Bage et al., 2002).

En un estudio realizado sobre dinamica folicular en vacas repetidoras se pudo
observar que en su mayoria presentaban patrones de dos ondas de crecimiento
folicular por ciclo y muy pocas presentaban tres o mas (Pérez et al.,, 2004).
Aquéllas que presentaron dos, tuvieron foliculos dominantes de tamafio mayor en
comparacion con los de tres; aunque en los primeros dias no se encontraron
diferencias significativas en niveles plasmaticos de progesterona entre vacas con 2
y 3 ondas, este si comenzd a mostrarse desigual a partir del dia ocho del ciclo.
(Pérez et al., 2004)

La progesterona es una hormona clave en el desarrollo embrionario y en el
establecimiento de la prefiez; sin embargo su perfil de concentracion debe
presentarse de una manera adecuada tanto en concentracibn como en tiempo, es
decir, altos niveles de esta durante el periodo preovulatorio asi como
inmediatamente después de que se lleva a cabo este evento no son favorables asi
como tampoco lo es que su aumento se de retrasado o que la concentracién sea
baja alrededor del dia 5 post-ovulacion (Larson et al., 2007; Starbuck et al., 1999).
Stronge, et al., (2005) relacioné la concentracion de progesterona en leche con la
sobrevivencia embrionaria observando que aquellas vacas con bajos o
excesivamente altos niveles de progesterona principalmente a partir del dia 5
sufrieron pérdida del embrion, coincidiendo con otros trabajos que presentaron
situaciones similares.

Las concentraciones de 7-8 ng/ml en el dia 5 han sido asociadas con maximos
porcentajes de prefiez, mientras que aquellas mas bajas o altas que esta se
relacionan con una fertilidad reducida, en cuanto a los dias 6 y 7 se han reportado
una maxima sobrevivencia a concentraciones de 13.2-16.8 ng/ml. (Starbuck et al.,
1999)
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El embrién debe tener la capacidad de producir el Interferon Tau aproximadamente
durante los dias 15 a 17 después de la inseminacion con el fin de evitar la lutedlisis
y la gestacién pueda ser establecida (Niswender et al., 2000), por lo que debe
haber una sincronia y “dialogo” estrecho entre el producto y el ambiente uterino
materno para que esto se lleve a cabo. Por lo tanto, si el desarrollo del embrion es
sub-optimo, la sefal no la dara en el momento adecuado ni mucho menos en la
cantidad requerida, si a esto se suma el hecho de que los niveles hormonales no
son favorables aumenta la probabilidad de una falla en la concepcion.

Se debe tomar en cuenta ademas que durante el desarrollo folicular intervienen
diversas de hormonas, no solo las clasicas reproductivas, que requieren ser
estudiadas para intervenir en la falla de la concepcion.

Tomando en consideracion estudios realizado en a base a lo que se conoce de
fisiologia se han propuesto algunas terapias hormonales para vacas repetidoras

gue se discuten a continuacion.

Terapias Hormonales Propuestas

GnRHy hCG

Como ya es sabido la GnRH es quien controla la secrecion de gonadotropinas y
esta bien establecido su papel determinante en el desarrollo folicular, la ovulacion
y posteriormente en el establecimiento del cuerpo lateo. En el caso de la hCG se
sabe que es una hormona luteotrépica por excelencia. Basados en las funciones
de cada una, se ha establecido su aplicacién en dos ocasiones: en el momento de
la inseminacion, utilizdndose para este caso de manera mas comun la GnRH y

durante los 5 a 7 dias posteriores a la IA, hCG.

En el momento de la IA

Como se apunté anteriormente las vacas repetidoras pueden presentar estros
prolongados y retraso en el pico preovulatorio causando una asincronia con el
momento de la inseminacién artificial (Bage et al., 2002); al aplicar GnRH al
momento del servicio se asegura que el pico de gonadotropinas esté mas cercano

a este evento evitando la situacion anterior.
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Ademas de esto es posible que contribuya a mejorar la funcion del cuerpo luteo,
aungue respecto a lo anterior en algunos estudios no ha observado tal beneficio
(Archbald et al., 1993; Morgan et al., 1993). Ademas parece ser que influye el
momento de la aplicacion puesto que tanto esta como la inseminacion artificial se
realizan en funcion de la deteccion de estros la cual aun hoy en dia es un tanto
deficiente, por lo que sus efectos no son claros o significativos (Archbald et al.,
1993).

En un estudio realizado en el que se comparé el efecto sobre la prefiez aplicando
GnRH al momento de la inseminacién sencilla o en la doble con un grupo que solo
recibié inseminacion doble y otro que fungié como control siendo inseminadas en
una sola ocasién como comuinmente se hace, se tuvo como resultado que en
aquellos grupos con el tratamiento hormonal aumenté el porcentaje de prefiez; sin
embargo, los resultados de esta terapia no son muy consistentes puesto que
existen otros estudios en los cuales la reaccién favorable no es significativa
(Stevenson et al., 1990).

Después de la IA

En vacas repetidoras se han evidenciado patrones de progesterona deficientes;
esto no solamente se refiere a que la concentracion es mas baja de la normal sino
que su ascenso comienza de manera tardia.

Si a este panorama se le afiade que el desarrollo del embrién presenta por si
mismo un retraso y no sera capaz de evitar la lutedlisis a tiempo vendra la
inevitable pérdida de la gestacion.

Ante este escenario se ha disefiado una terapia hormonal que mejore la calidad
del cuerpo luteo y de manera consecuente la concentracion de progesterona,
utilizando GnRH o hCG posterior a la IA.

Esta terapia se maneja entre los dias 5y 7, lo cual es un rango amplio y que da
resultados variables e inconsistentes puesto que las condiciones uterinas durante
este lapso van cambiando de manera significativa.

Este tratamiento hormonal tiene como finalidad lograr la ovulacion y luteinizacion
del foliculo dominante que pertenece a la primera oleada con el fin de aumentar los

niveles de progesterona (Walton et al., 1990). Sin embargo, al igual que la terapia
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anterior, aunque en algunos estudios se ha visto que esto favorece en gran medida
para la gestacion otros han presentado resultados en los cuales la diferencia no es
relevante (Kendall et al., 2008)

Progesterona

Como se ha hecho hincapié en el papel preponderante de la progesterona en este
problema nada resultaria mas sencillo que la aplicacién de la misma como tal
después de la IA, para esto se han utilizado principalmente dispositivos (PRID,
CIDR) a partir del dia 7 post- inseminacion y se retira aproximadamente 15 dias
después con intencion de cubrir la deficiencia de progesterona durante el periodo
critico de reconocimiento temprano de la prefiez ya que el CIDR mantiene 1.5
ng/ml adicional a la producida por el cuerpo liteo (Hatler et al., 2008). En un
estudio realizado por Villarroel et al., (2004) en el cual aplicaron dispositivos en el
dia 5 para después retirarlo en el dia 19 pudieron observar que el tratamiento
tendié a mostrar un efecto negativo en vacas con mas de 3 lactancias y un efecto
positivo aunque moderado en aquellas con menos lactancias, aunque si observo la
disminucién de abortos después del diagnéstico de gestacion en aquellas que
recibieron el tratamiento (4% versus 14%). Larson et al., (2007), reportaron
también que suplementacion con progesterona, mejora la fertilidad. Sin embargo
los reportes existentes han sido un tanto contradictorios puesto que mientras unos
observan una mejora en el porcentaje de gestacién, otros no han observado

diferencias significativas.

Somatotropina Bovina (bST)

La administracion de bST es principalmente con el fin de aumentar la produccién
lactea sin embargo se ha observado que tiene efectos negativos sobre el
comportamiento reproductivo aumentando los dias abiertos y disminuyendo el
porcentaje de prefiez en el hato, por lo tanto la mayoria de los investigadores han

concluido que es antagonista de la funcién reproductiva.
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Debido a que su incremento va a su vez acompafiado del aumento de IGF-1 el
indice mitético de las células granulosas se ve favorecido y aunque el desarrollo
folicular se acelera los ovocitos seran inmaduros. Otros efectos de la
somatotropina son: mayor reclutamiento de foliculos al iniciar la fase de desarrollo
antral, niveles de inhibina aumentados provocando que la concentracion sérica de
FSH sea 25% menos de lo normal, la manifestacion del estro se reduce a 8 h en
los animales que lo expresan y aumenta el nimero de animales en anestro (Kirby
et al., 1997).

A pesar de lo anterior existen reportes en los cuales la bST aplicada en el
momento de la inseminacion puede traer consigo mas bien efectos favorables
pues influye en la concentracion de progesterona y el peso del cuerpo luteo (Kirby
et al.,, 1997), lo cual consecuentemente favorecera el desarrollo del embrion;
ademas si aumenta la concentracion de IGF-1, ésta a su vez tendra un efecto
positivo sobre el Utero y oviducto, condiciones que coadyuvan también para lograr

la gestacion.

Insulina

No existe mucha informacion acerca del papel de la insulina en vacas repetidoras,
sin embargo se ha identificado que esta tiene un rol importante en el desarrollo
folicular, ya sea por si misma o a través de su accion favorecedora sobre la IGF’s,
las cuales se han identificado plenamente por estar involucradas en este proceso.
Los niveles aumentados de insulina posiblemente eleven el numero de foliculos
que respondan adecuadamente a las gonadotropinas y favorecen su desarrollo
optimo de ésta manera, seran capaces de producir progesterona en forma
adecuada cuando se luteinizen.

En un experimento realizado por Selvaraju et al., (2002) aplicaron insulina los dias
8, 9 y 10 del ciclo, provocando luego la lutedlisis el dia 12 para observar si se
habia favorecido el porcentaje de gestacién en vacas repetidoras a través de su
influencia en crecimiento folicular, calidad de ovocito y desarrollo embrionario
adecuado, ya sea por si misma o0 a traveés de otras hormonas. Sin embargo no

encontraron diferencias significativas con respecto al grupo control aunque el nivel



de progesterona se vio aumentada después del dia ocho en aquéllas que
recibieron el tratamiento deduciendo que tal vez tenga un efecto esteroidogénico
positivo.

A excepcion del uso de insulina, el resto de los tratamientos se llevan a cabo ya
sea al momento de la inseminacion artificial o posterior a ésta con el fin de corregir
una condicion que posiblemente esté influida por procesos que sucedieron mucho
antes en particular durante el desarrollo folicular.

Es posible que tratamientos anteriores a la inseminacion se conviertan en un
punto importante para futuros estudios pues se comenzaria a atacar un problema
desde el punto de el posible origen.
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Generales

El estudio se llevd a cabo en dos hatos con sistema intensivo de produccién
lechera “El Judio” y “El Tepetatillo” los cuales forman parte de la Empresa
Agropecuaria El Tepetatillo. Los hatos se conforman por un total de 1150 vacas,
Tepetatillo 370 y Judio 780, todas de raza Holstein. Estos se encuentran ubicados
en el Municipio de Lagos de Moreno, Jalisco cuyo clima es semiseco, con una
temperatura media anual de 17.4°C y una precipitacion pluvial media de 526 mm
(450 a 500 mm). El periodo de lluvias corresponde al verano y en el resto de las
estaciones se llegan a registrar precipitaciones aisladas de baja intensidad. El
régimen térmico mas calido se registra en mayo con temperaturas entre los 22 y
los 23°C, siendo el mes mas frio enero con temperaturas de 13 a 14°C; los
periodos de heladas van de 10 a 80 dias al afio, con mayor incidencia durante el

periodo que corresponde a los meses de noviembre a febrero.

En ambos hatos la frecuencia de ordefio es dos veces al dia con intervalo de 12
horas y el promedio de produccion de 27 litros/vaca/dia durante el periodo de

estudio que correspondié al afio 2008.

La alimentacion que reciben esta de acuerdo con los requerimientos nutricionales

de la NRC para vacas altas productoras (Cuadrol)

Los métodos utilizados para la deteccion de estros son: poddémetros, detector
Bovine Beacon, marcaje con crayon y observacion directa. El tiempo de
inseminacion se lleva a cabo conforme a la regla AM/PM y antes de realizarla se
corrobora el estro mediante la palpacion rectal por parte del técnico encargado.

En el Cuadro 2 se observan los promedios de los pardmetros reproductivos

registrados durante el 2008.
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De manera diaria tanto por la mafiana como por la tarde se identificaron las vacas

gue se reportaban con elevada actividad o presentaron signos de estro y cumplian

con las siguientes caracteristicas para calificarlas como repetidoras:

e Al menos tres servicios consecutivos sin resultado favorable.

e El estro se manifestaba de manera normal en forma y tiempo, esto Ultimo se
corroboré con las fechas de inseminacion anteriores.

e Aparentemente sanas

e Aparato reproductor sin anormalidades apreciables a la palpacion

e Condicion corporal entre 3y 3.5, segun la escala 1-5 (Phillips, 2001).

Una vez calificadas como vacas repetidoras se asignaron de manera aleatoria a

uno de los siguientes tratamientos:

Tratamiento pre-servicio (PreS; n=30): Las vacas de este grupo no recibieron
inseminacion artificial (IA) el dia del estro (Dia 0). Posteriormente se controlé el
desarrollo folicular hacia el siguiente estro mediante la administracion el dia 6 de 5
mg de 17B-estradiol (N° de Catalogo 250155-5G, SIGMA-ALDRICH) por via
intramuscular con el fin de lograr la terminacion de la onda folicular en desarrollo y
el inicio de otra a un tiempo conocido, el cual es de aproximadamente cuatro dias
més tarde (Bo et al.1994). El dia 10 se aplicd por via intramuscular 500 pug de
Cloprostenol (Boviprost®, Laboratorio Lapisa) para causar lutedlisis y se espero la

aparicion del estro para realizar la 1A (Figura 1).

Tratamiento post-servicio (PostS; n=47). Las vacas se inseminaron artificialmente
en forma convencional el dia del estro (Dia 0) y se les administré progesterona
suplementaria durante % partes del diestro posterior para lo cual el dia 5 se les
inserté un CIDR (Dispositivo intravaginal de liberacion controlada de droga; Pfizer

con 1.9 g de progesterona) mismo que se retir6 el dia 14 del ciclo (Figura 2).
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Tratamiento Control (C; n=38). Aquellas asignadas a este grupo, al igual que el
anterior recibieron también Inseminacion Artificial en forma convencional el dia del

estro (Dia 0; Figura 3).

En total se les asigno tratamiento a 115 vacas con numero de servicios promedio
de 5.5, 2.98 lactancias y 206.77 Dias en Leche (DEL).

3.2 Didmetro de foliculo ovulatorio

Se realiz6 ultrasonografia via rectal para determinar el didmetro del foliculo
ovulatorio durante el dia de la inseminacion artificial a 35 vacas (15 por
tratamiento) mediante un equipo Aloka® con transductor de 7.5 Mhz. Las
imagenes fueron capturadas e impresas en papel fotografico de 110 mm Sony®
tipo IV (UPP-110HA) por un equipo Sony® modelo UP-870MD, para

posteriormente realizar la medicién del didmetro del foliculo ovulatorio (DFO).

3.3 Concentracion de progesterona

Las muestras de sangre para determinar progesterona y estradiol se colectaron el
dia de lalA y los dias 4, 5y 6 post-IA, por puncién en la vena caudal de todas las
vacas que formaron parte del estudio. Las muestras se obtuvieron con tubos
Vacutainer con anticoagulante (143 USP Unidades de Heparina Sodica)
centrifugadas a 3000 gravedades por 15 minutos. El plasma fue transferido a
viales de 2 ml y congelados a -20° C hasta su proceso para la cuantificacion de

progesterona (P4). Para ello se us6 un estuche comercial de RIA en fase sélida

(Diagnostic Systems Laboratories, Inc). La sensibilidad minima de los ensayos fue
de 0.032 ng/ml y los coeficientes de variacidon intraensayo e interensayo fueron de
6 % vy 8.7 %, respectivamente.
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3.4 Fertilidad
El diagndstico de gestacion se llevé a cabo por palpacion rectal a partir del dia 50
posterior a la inseminacion; si antes de este periodo alguna vaca retornaba al estro

y se inseminaba nuevamente el resultado se dio como negativo a gestacion.

3.5 Andlisis estadistico

Se consideraron como variables de respuesta asociadas al estro con servicio a la
concentracion sérica de progesterona en los d 0 (estro), 4, 5 y 6 post-servicio, el
diametro del foliculo ovulatorio (ultrasonografia el dia del servicio) y el porcentaje
de fertilidad (diagnéstico de gestacion a 50 dias post-servicio).

Para la concentracion sérica de P4 se realizO un analisis de varianza con
observaciones repetidas en la vaca (Littel et al., 1998) y para el diametro del
foliculo ovulatorio un disefio completamente al azar. El porcentaje de fertilidad se

analizé mediante la prueba de la Xi-Cuadrada.
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IV. RESULTADOS

4.1 Didametro de foliculo ovulatorio

El diametro del foliculo ovulatorio fue afectado por el tratamiento (P<0.01) siendo
menor en el grupo de vacas en las cuales se aplico el tratamiento previo al servicio
(16.01+ 1.09a mm), en comparacion a las del tratamiento posterior a la
inseminacion (20.61+ 1.45b mm) y a las del grupo control (20.27+ 1.43b mm);
estas dos ultimas fueron estadisticamente similares (Cuadro 3).

Asimismo, se observé que el intervalo entre la aplicacion de estradiol a la
presentacion del celo fue de 8.9+2.05 dias y de 4.9+1.99 dias con respecto a la

aplicacion de la prostaglandina.

4.2 Concentracion de progesterona en plasma

También se observo un efecto del tratamiento sobre la concentracion plasmatica
de progesterona el dia del servicio (P<0.05; Cuadro 4), con una menor
concentraciéon en las vacas del grupo que recibio el tratamiento previo al servicio
(0.37£0.22 ng/ml), en comparacion a las del grupo control (0.45 £+ 0.019 ng/ml) y
las del tratamiento posterior a la inseminacion con un valor intermedio (0.42 +
0.017 ng/ml).

En este mismo cuadro se puede observar que durante el dia cuatro la
concentracion sérica de progesterona fue menor (P = 0.04) en los grupos de
tratamientos previo y posterior al servicio (0.58 + 0.05 y 0.62+ 0.04 ng/ml,
respectivamente), en comparacion a la concentracion observada en las vacas del
grupo control (0.78+ 0.04 ng/ml).

La concentracion de progesterona no fue afectada (P> 0.5) por el tratamiento

durante los dias cinco y seis (Cuadro 4).
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4.3 Fertilidad

No se observo un efecto estadistico del tratamiento sobre la fertilidad (P> 0.5). El
grupo que recibio el tratamiento previo al servicio presenté una fertilidad del 40%
mientras que las del tratamiento posterior a la inseminacion y el grupo testigo
34.78% y 31.57%respectivamente (Cuadro 5).
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V. DISCUSION

Al problema de la vaca repetidora se le han atribuido diversas causas, in embargo,
existen estudios sobre dinamica folicular y niveles hormonales que podrian explicar
de qué manera se ve afectada la fertilidad. Asi pues, se han descrito aspectos
asociados a el problema tales como larga duracién de estro, retraso en el pico de
LH, retraso en el aumento de progesterona posterior al estro y concentracion
suprabasal de esta hormona durante el periodo peri-ovulatorio. También se ha
observado en vacas repetidoras una mayor vida y tamafo del foliculo
preovulatorio, siendo afectados estos ultimos a su vez por el nimero y la duracién
de las oleadas de desarrollo folicular (Bage et al., 2002; Pérez et al., 2004).

Por lo anterior el presente estudio se disefié para comparar la fertilidad entre un
tratamiento que permitiera ejercer un control sobre el desarrollo de la oleada
folicular previa al servicio, con un tratamiento posterior al mismo mediante el
suministro exdgeno de progesterona en sincronia con el desarrollo temprano del
embrién. En el caso del primero se buscé que la oleada de desarrollo folicular
inducida por la administracion del 17 beta estradiol se diera en ausencia de
progesterona lo cual se logra al aplicar prostaglandina cuatro dias después del
tratamiento (Bo et al., 1995; Martinez et al., 2005). De tal forma el desarrollo
folicular se daria en condiciones de un patrén de secrecion de LH que podria
influenciar la velocidad de desarrollo, el grado de actividad estrogénica y el tamafio
ovulatorio del foliculo.

En el presente estudio el diametro del foliculo ovulatorio fue menor en las vacas
del grupo que recibio el tratamiento con 17 beta estradiol previo al servicio en
comparacion con las del tratamiento posterior a la inseminacion y a las del grupo
control las cuales fueron estadisticamente similares. En otros estudios se ha
observado que el tratamiento con 17 beta estradiol es capaz de lograr que decaiga
una oleada folicular independientemente del estadio de desarrollo en el que se
encuentre el foliculo dominante (Bo et al., 1994 y 1995), lo cual ocurre
aproximadamente dentro de las 24 horas siguientes (Garcia et al., 2001). Se ha
observado ademas que los niveles de estradiol se elevan 12 horas después de la
aplicacion y causan una disminucion en la concentracion sérica de FSH (Bo et al.,

1994; Martinez et al., 2005). En cuanto a los niveles de LH, también son
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modificados, inicialmente puede causar un pico en su concentracion y posterior a
esto un decremento notable (Martinez et al., 2005) por lo que aquellos foliculos
dependientes tanto de FSH como LH en el momento de la administracién de
estradiol se ven afectados y su desarrollo es suprimido (Bo et al., 2000). El inicio
de una nueva oleada es dependiente de un nuevo aumento de FSH; existen
reportes variados acerca de la ocurrencia de este evento el cual oscila entre 3y 4
dias posteriores a la aplicacién del estradiol (Bo et al., 1994); por lo que el inicio de
una nueva oleada en desarrollo es en ese mismo intervalo de tiempo
aproximadamente (Bo et al., 1995 a, Martinez et al., 2005), situacién que como se
comento anteriormente sugirid los momentos de aplicacion del estradiol y la
prostaglandina.

Se sabe que existen ciertas condiciones durante los ciclo estrales espontaneos
que influyen sobre el diametro del foliculo ovulatorio tales como el periodo
comprendido entre su emergencia y ovulacion, dias de dominancia y el nimero de
oleadas durante el ciclo, situaciones que a su vez estan asociadas a el porcentaje
de concepcion (Bleach et al., 2004; Pérez et al., 2004; Celik et al., 2005). Asi pues
se ha observado que a mayor didmetro del foliculo ovulatorio el porcentaje de
gestacion disminuye (Vasconcelos et al., 1999). Asimismo se ha observado que al
sincronizar estros con progestagenos los foliculos presentan una dominancia
prolongada llegando a convertirse en persistentes (Sirois y Fortune, 1990; Revah
et al., 1996; Stock y Fortune, 1993; Savio y Fortune, 1993).

Bajo condiciones de progesterona a un nivel sub-luteal, los pulsos de LH no se
encuentran totalmente inhibidos, sin embargo tampoco presentan un patrén de
secrecion adecuado para lograr el desarrollo final del foliculo. Por lo tanto, dichas
hormonas en tales condiciones son quienes llevan al foliculo a expresar una
dominancia prolongada (Stock y Fortune, 1993).

Foliculos en tal situacién presentan entre otras cosas un diametro aumentado: 17.2
mm o mas. (Ahmad et al., 1995; Revah et al., 1996).

Existen fuertes evidencias que la dominancia prolongada de un foliculo tiene
efectos negativos sobre la fertilidad por diversos factores: la exposicion excesiva
tanto del ovocito como del tracto reproductor a niveles altos de estradiol (Fortune,

1994), una maduracién prematura del foliculo pues presentan un cumulus



expandido, ovocito con cromatina altamente condensada y demas evidencias que
pueden indicar un posible reinicio de la meiosis. Este hecho es atribuido en parte a
gue los estrogenos inactivan a las moléculas inhibidoras de este proceso, y un
foliculo en tales condiciones se ve expuesto por largo tiempo a esta hormona
(Ahmad et al., 1995; Revah et al., 1996; Mhim et al., 1994) la cual también ejerce
efectos sobre el oviducto afectando el transporte de gametos o bien del embrion.

El nimero de oleadas durante un ciclo estral espontaneo influye en el periodo de
dominancia, intervalo de emergencia a estro y diametro folicular. Estos factores
aumentan a menor numero de oleadas y se ven reflejadas en un decremento de la
fertilidad (Bleach et al., 2004; Pérez et al., 2004; Townson et al., 2002).

Aunque no se sabe con exactitud que mecanismo determine la cantidad de
oleadas de desarrollo folicular por ciclo estral, si se ha observado que las vacas
repetidoras presentan en mayor porcentaje dos oleadas por ciclo (Pérez et al.,
2004). De igual manera se ha observado esta condicibon en vacas altas
productoras (Bleach et al., 2004).

Debido a lo anterior y con el afan de garantizar una mayor fertilidad, diversos
estudios han tenido como objetivo la disminucién del diametro del foliculo
ovulatorio mediante el control del desarrollo de oleadas, inducidas ya sea por
aspiracion o con tratamientos hormonales, como es el caso del presente. No
obstante, los resultados no han sido del todo adecuados puesto que en algunos
experimentos se han obtenido foliculos de 14 mm o menos, lo cual trae como
consecuencia una formacion de cuerpos liteos de menor tamafio, concentracion
subnormal de estradiol durante el proestro y el estro, ademas de retraso en el
aumento de progesterona posterior a la ovulacion (Busch et al., 2008; Ahmad et
al., 1995; Vasconcelos et al., 2001; Perry et al., 2007).

El didmetro del foliculo ovulatorio obtenido en el grupo de vacas con el tratamiento
pre-servicio de estradiol fue de 16.01+1.09 mm, tamafo que en otros estudios ha
sido encontrado como favorable para la fertilidad (Lopes et al., 2007; Vasconcelos
et al., 1999). Sin embargo, otros autores consideran a valores entre 11 y 15 mm
como o6ptimos (Perry et al., 2006). De igual manera, s6lo aquellos foliculos con
diametros menores a 11 mm han sido asociados con una baja fertilidad
(Vasconcelos et al., 2001; Perry et al., 2005; Busch et al., 2008).



En el grupo de vacas tratadas con estradiol previo al servicio se obtuvo un
promedio de 4.9+1.99 dias de intervalo entre la aplicacion de la prostaglandina y la
presentacion del celo. Se sabe que la caida de progesterona cuando se inicia la
lutedlisis por efecto de prostaglandina exdgena se presenta aproximadamente a
las 24 horas después de su aplicacion (Jackson et al.,, 1979; Waldmann et al.,
2006), asi pues, al administrar 17 beta estradiol y prostaglandina en el presente
estudio, se indujo un desarrollo de foliculo en ausencia de progesterona. Existen
evidencias de que el ambiente hormonal influye en la calidad del foliculo. Asi por
ejemplo, se ha observado en distintos estudios que una baja concentracion de
progesterona confiere una mayor capacidad esteroidogénica al foliculo dominante,
puesto que su desarrollo se lleva a cabo bajo una mayor frecuencia pulsatil de LH
(Wolfeson et al., 1999; Sirois y Fortune, 1990; Savio y Fortune, 1993). Lo anterior
estimula la produccién de androstenediona por las células tecales (Fortune, 1994;
Magoffin y Wietsman, 1994; Kinder et al.,, 1996), presentandose ademas un
aumento del RNAm de enzimas asociadas a la produccién de androstenediona en
estas células y de estradiol en el fluido folicular, sin afectar la actividad aromatasa
de las células de la granulosa (Tian et al., 1995). Por otra parte, Wolfenson et al.,
(1999) observaron una mejor capacidad de sintesis de progesterona por parte de
un cuerpo lateo desarrollado in vitro, cuando éste se derivo de la ovulaciéon de un
foliculo de la primera oleada desarrollado en ausencia de progesterona comparado
con uno derivado de la ovulacién de un foliculo de la segunda oleada.

Ademas de los aspectos ya mencionados, la duracion del proestro es importante
en el comportamiento reproductivo de las vacas, ya que se ha observado que
proestros de corta duracion afectan negativamente el porcentaje de prefiez (Peters
y Pursley, 2003; Mussard et al., 2007). Asi mismo, proestros largos implican fases
lateas de duracién normal, aumento en la concentracion de progesterona posterior
a la ovulacion, mayor concentracion de estradiol durante el desarrollo del foliculo y
mayor porcentaje de gestacién comparandolo con proestros cortos (Bridges et al.,
2009).



En cuanto a la concentracion de progesterona, se observo que durante el dia del
estro ésta fue significativamente menor en las vacas tratadas antes del servicio en
comparacion a la observada en las vacas repetidoras del grupo testigo.

En estudios realizados con vacas y vaquillas lecheras, se ha observado que las
repetidoras presentan valores superiores de progesterona durante el estro en
comparacion a las hembras mas fértiles (Bage, 2003; Waldmann et al., 2001).
Ademas se ha demostrado una marcada relacion entre la fertiidad y la
concentracion de progesterona y mayor probabilidad de que hembras con
incrementos de progesterona al servicio retornen nuevamente al estro (Waldmann
et al., 2001).

Una concentracion suprabasal de progesterona se presenta generalmente cuando
la vida media de foliculo preovulatorio es prolongada, situacion observada de
manera frecuente en repetidoras (Bage, 2002).

Experimentalmente, inducir concentraciones suprabasales de progesterona
durante el estro en vaquillas normales, da lugar a desérdenes reproductivos tales
como efectos negativos en el comportamiento de estro, retraso en la ovulacion y
alteraciones en la concentracion de hormonas y la dinamica folicular (Duchens et
al., 1994). Esto confirma, que aunque durante el estro los niveles de progesterona
son bajos, un aumento por encima de la concentracion promedio durante esta
etapa del ciclo estral afecta de manera negativa al sistema reproductivo. En
condiciones naturales, el origen de la excesiva cantidad de progesterona durante
el estro es aun desconocido, sin embargo, se ha relacionado con una dominancia
prolongada del foliculo. En estas condiciones, se ha observado alta concentraciéon
de progesterona intrafolicular y se ha sugerido que una luteinizaciéon prematura en
foliculos con dominancia prolongada podria ser un factor involucrado en el
decremento de la fertilidad en ovocitos provenientes de dichos foliculos (Bigelow et
al., 1998). Ademas hay informacién que indica que esta condicidon presenta un
microambiente alterado capaz de inducir una meiosis prematura del ovocito
(Revah et al., 1996).
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La concentracion de progesterona el dia 4 fue mayor en el grupo control que en el
resto de los tratamientos ademas estuvo por debajo de 1 ng/ml, lo cual indica que
el cuerpo lateo se encontraba en un estadio de desarrollo temprano.

Hay discrepancias en la literatura en cuanto a establecer el dia del ciclo estral en el
cual el aumento de progesterona es favorable para el desarrollo embrionario. Se
ha propuesto que ese incremento es importante entre los dias cuatro a ocho
(Villarroel et al., 2004; McNeill et al., 2006; Kendall et al., 2008 ), sin embargo,
otros autores han encontrado una asociacién negativa entre la concentracion de
progesterona al dia cuatro y la fertilidad la cual se vuelve positiva a partir del dia
cinco (Stronge et al., 2005). Por otra parte, en otro estudio con vacas repetidoras
que presentaron dos o tres oleadas durante el ciclo, la diferencia en el aumento de
progesterona entre las repetidoras y las que no lo eran se manifest6 a partir del dia
ocho posterior al servicio (Pérez et al., 2004).

No se logré aumentar considerablemente la concentracién de progesterona en el
tratamiento posterior a la inseminacion, puesto que no hubo diferencias durante el
dia 6 entre tratamientos, esto en discrepancia con Villarroel et al., (2004); Larson
et al., (2007) puesto que reportan en aumento de progesterona 12 horas después
de insertar el CIDR.

Se ha encontrado variacion en el aumento de la concentracion sérica de
progesterona posterior a la insercion del CIDR puesto que al parecer esto se
asocia a la capacidad para metabolizar la progesterona. Otro factor que influye es
la exposicién previa a progesterona y la presencia o ausencia de un cuerpo luteo al
momento de la insercidn, esto es manifiesto en animales ovariectomizados puesto
que presentan un aumento mayor que en vacas intactas.

En otro estudio con un esquema de trabajo parecido (Villarroel et al., 2004) se
observaron mejoras en fertilidad, particularmente en animales jovenes, asi como la
disminucion de abortos después del diagnéstico de gestacion (4% versus 14%). De
la misma manera, Larson et al., (2007), reportaron resultados similares con dicho
tratamiento, mejorando la fertilidad principalmente en vacas de primera y segunda
lactancia.

Por lo tanto, es claro que la fertiidad se ve afectada también por una baja

concentracion de progesterona proveniente de un cuerpo lateo temprano, situacion
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gque suele presentarse en vacas repetidora (Bage et al., 2002; Pérez et al., 2004;
Villarroel et al., 2004 ). La progesterona es indispensable para el apoyo de la
gestacion y su deficiencia en tiempo y forma afecta el ambiente uterino y el
desarrollo del embrién, limitando su capacidad de sefializar en el momento
adecuado para el reconocimiento temprano de la prefiez (Mann y Lamming, 2006).
Alteraciones en la concentracion de la progesterona sanguinea han sido atribuidas
a eventos que se presentan durante el desarrollo folicular, asociados a un periodo
de larga dominancia folicular derivando en un cuerpo liteo que no produce
progesterona en un perfil adecuado, ademas de la ovulacion de un ovocito de baja
calidad.

Asi pues, la concentracion de progesterona debe ser adecuada principalmente
durante los primeros dias de desarrollo embrionario, por lo que la suplementacion
debe realizarse durante este periodo critico. En la mayoria de los esquemas
propuestos para tratamientos de suplementacién de progesterona, se inician su
aplicacion entre los dias 5-9 del ciclo estral considerando a esta ventana como la
mas adecuada debido a la correlacion positiva con la sobrevivencia embrionaria
(Beltman et al., 2009; Mann y Lamming, 2006). Ademas, en vacas normales se ha
observado que logran éxito en la gestacion cuando durante este periodo se eleva
la concentracion de progesterona, aparentemente asociado a que el desarrollo
embrionario se encuentra en la transicion de morula a blastocito en ese momento
(Manny Lamming, 2001).

En base a lo anterior, en nuestro estudio se decidié que la permanencia del CIDR
fuera del dia 5 al 14. Es posible que los resultados contradictorios encontrados en
la literatura en cuanto al efecto sobre la fertilidad del suplemento de progesterona,
estén relacionados con diferencias en el momento del ciclo estral en que se inicia
la suplementacién de la hormona y en su duracion. En ese sentido se ha
observado que la suplementacién prolongada o iniciada en forma muy temprana
(inmediatamente después de la inseminacion), pueden ser detrimentales para la
fertilidad. Asi por ejemplo, cuando el tratamiento se inicia en el dia 3.5 no presenta
un efecto positivo sobre la fertilidad (Beltman et al., 2009). De igual manera, una

suplementacion tardia, como puede ser en los dias 12 a 16 no favorece el



desarrollo del embridn ni se relaciona con la secrecion de interferon Tau (Mann y
Lamming, 2001; Mann y Lamming, 2006).

Otro aspecto a considerar, es que la administracion de progesterona exdgena
durante el dia cinco influye en los niveles de estradiol, causando una disminucién
en su secrecion proveniente de los foliculos de la primera oleada. La posibilidad de
gue las mejoras en la fertilidad se deban en parte a la reduccion de la secrecion de
estradiol no puede ser descartada, puesto que esta hormona afecta el transporte
del embrion por el oviducto. En este sentido, hay que considerar que el 80% de
los embriones aun se encuentran en el oviducto el dia cinco del ciclo estral y el
cambio en el cociente estrégeno:progesterona puede favorecer su paso hacia el
utero (Green et al., 2005). Ademas, puede considerarse otra razon por la cual la
suplementacion tardia de progesterona no mejora la fertilidad, puesto que no
influye en la secrecién de estradiol y en el transporte embrionario hacia el utero
(Starbuck et al., 2009).
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VI. CONCLUSIONES

El esquema de control del desarrollo folicular para el tratamiento pre-servicio
permitié obtener foliculos de un didmetro dentro del rango que ha sido relacionado
con mayor fertilidad y concentraciones de progesterona durante el estro menores a
los presentados en vacas repetidoras, sin embargo, esto no repercuti6 en

diferencias estadisticamente significativas en fertilidad.
En el tratamiento pos-servicio no se logré el paradigma experimental dado que las
concentraciones de progesterona en los dias 5 y 6 fueron similares a los otros

tratamientos

En base a los resultados obtenidos se sugiere continuar la linea de investigacion

asociada a tratamientos pre-servicio para vacas repetidoras.
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VIII. APENDICE

Cuadro 1. Dieta proporcionada a vacas altas productoras en la
Empresa Agropecuaria “El Tepetatillo”

Ingrediente Cantidad kg/vaca/dia
Ensilaje de maiz 10 Kg
Ensilaje de alfalfa 7 Kg
Ensilaje de triticali 3 Kg
Heno del alfalfa .90 Kg
Concentrado marca comercial 11.2 Kg
Booster Judio 2.6 Kg
Semilla de algodon 1 Kg
TOTAL 35.7 Kg
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Cuadro 2 Parametros reproductivos obtenidos en la
Empresa Agropecuaria “El Tepetatillo” durante el afio
2008

Intervalo entre partos 13.79
Dias abiertos 120
Desechos 23.44 %
Dosis por concepcion 3.14
Gestantes 46.82 %
Inseminadas 26.96 %
Abiertas 26.23 %
Vacas problema* 13.94%
Deteccién de estros 56.24 %
Fertilidad 31.9%
Fertilidad a

1°" Servicio 33.45%

2° Servicio 40.21%

3% Servicio 30.09%
Dias a

1°" Servicio 64.74

2° Servicio 104.28

3* Servicio 136.88

* Vacas con mas de 150 dias en leche sin quedar gestantes
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Cuadro 3 Diametro de foliculo ovulatorio (DFO mm) en vacas lecheras calificadas

como repetidoras (no gestantes con 4 o mas servicios) que recibieron tratamiento

hormonal previo (PreS) o posterior (PostS) al servicio.

TRATAMIENTO DFO (mm)

PreS’ 16.01+ 1.09 a
PosS? 20.61+ 1.45b
c? 20.27+ 1.43b

! Se dejé pasar el estro en que la vaca calificaba como repetidora y posteriormente se

controld el desarrollo folicular hacia el siguiente estro mediante la administracion de 17-8 estradiol
(E2) y prostaglandina F2a (PG) (5 mg de E2 el d 6 post-estro + 500 pg de cloprostenol el d 10 e
IA a estro detectado).

% Se inseminé en forma convencional durante el estro en que la vaca calificaba
como repetidora administrdndose progesterona suplementaria durante % partes
del diestro posterior (CIDR-B entre los dias 5 a 14 post-servicio).

% Grupo de vacas testigo inseminadas en forma convencional.

a, b. Diferente literal dentro de la columna significa diferencias estadisticas

(P<0.01)
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Cuadro 4. Concentracion de progesterona en vacas lecheras calificadas como
repetidoras (no gestantes con 4 0 mas servicios) que recibieron tratamiento hormonal
previo (PreS) o posterior (PostS) al servicio.

CONCENTRACION DE  PROGESTERONA

(ng/ml)
Tratamient
0 Dia del servicio |Dia 4 Dia 5 Dia 6
Pres
130 0.37:0.22a 0.58+0.051 a |0.86:0.096 0.97:0.16
PostS’
NoAG 0.42+0.017ab  [0.62£0.040 a |0.84%0.076 1.410.12

3
CoMol 10450019  |0.78£0.043 b |0.78+0.083 1.02+0.14
P =0.0460 = 0.0357 = 0.6251 = 0.6743

! Se dejo pasar el estro en que la vaca calificaba como repetidora y posteriormente se

controlo el desarrollo folicular hacia el siguiente estro mediante la administracion de 17-8 estradiol
(E2) y prostaglandina F2a (PG) (5 mg de E2 el d 6 post-estro + 500 pg de cloprostenol el d 10 e

IA a estro detectado
> Se inseminé en forma convencional durante el estro cuando que la vaca
calificaba como repetidora administrandose progesterona suplementaria durante %

Eartes del diestro posterior (CIDR-B entre los dias 5 a 14 post-servicio

Grupo de vacas testigo inseminadas en forma convencional cuando que la vaca
calificaba como repetidora.
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Cuadro 5 Porcentaje de vacas gestantes calificadas como repetidoras (no

gestantes con 4 0 mas servicios) que recibieron tratamiento hormonal previo (PreS)

o0 posterior (PosS) al servicio

Vacas gestantes

Tratamiento NUmero (%)
Tratamiento previo al servicio (PreS) * 12/30 40.00
Tratamiento posterior al servicio (PosS)? 16/46 34.78
Tratamiento Control (C )° 12/38 31.57

- Se dejo pasar el estro en que la vaca calificaba como repetidora y posteriormente se

control6 el desarrollo folicular hacia el siguiente estro mediante la administracion de 17- estradiol
(E2) y prostaglandina F2a (PG) (5 mg de E2 el d 6 post-estro + 500 pg de cloprostenol el d 10 e

IA a estro detectado

> Se inseminé en forma convencional durante el estro cuando que la vaca
calificaba como repetidora administrandose progesterona suplementaria durante %
partes del diestro posterior (CIDR-B entre los dias 5 a 14 post-servicio

* Grupo de vacas testigo inseminadas en forma convencional cuando que la vaca

calificaba como repetidora.
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Figura 1 Esquema del tratamiento previo al servicio (PreS) que recibieron vacas
lecheras calificadas como repetidoras (no gestantes con 4 0 mas servicios).
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Figura 2 Esquema del tratamiento posterior al servicio (PosS) que recibieron
vacas lecheras calificadas como repetidoras (no gestantes con 4 0 mas servicios).
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Figura 3 Esquema seguido en vacas lecheras calificadas como repetidoras (no
gestantes con 4 0 mas servicios) que fungieron como grupo control.
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