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INTRODUCCION

Los sistemas productivos pecuarios se basan en la produccién eficiente de
derivados de origen animal, que buscan satisfacer las necesidades nutricionales
de la poblaciéon mundial. En este contexto, se ha trabajado intensamente para que
los procesos productivos sean eficientes en los diferentes tipos de empresas
ganaderas; el desarrollo de la mejora genética, que busca que los individuos
expresen al maximo su potencial genético, en la medida que se les ofrece un
entorno adecuado, es la base para lograr un aumento real de la productividad
ganadera. Bajo estas consideraciones, la implementacién de procedimientos
biotecnoldgicos, para avanzar en la mejora genética, se ha constituido en una
herramienta que puede dar lugar a avances significativos en la capacidad
productiva de los sistemas ganaderos. No obstante, la aplicacion de estos
procedimientos biotecnologicos aun requiere conocer mas profundamente sobre
las condiciones y mecanismos de accion dentro de los diferentes procesos

fisiologicos reproductivos, para alcanzar mayores niveles de eficiencia.

La biotecnologia es la aplicacion de principios cientificos biolégicos con fines
industriales (Gorlach, 1999); al ser aplicada a la reproduccion se convierte en una
importante herramienta que permite aumentar la eficiencia reproductiva de los
animales, con el proposito de cumplir con los acometidos del uso eficiente y la

racionalizacion de los recursos (Palma, 2001).
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Si bien, con la biotecnologia reproductiva se ha avanzado en cuanto a las mejoras
productivas de los animales, es necesario determinar y conocer los factores que
afectan la eficiencia tras la aplicacion de cada una de estas técnicas. En Colombia
se ha producido un avance importante hacia la utilizacion de las biotecnologias,
asociadas a la reproduccion animal, con la difusidon de la inseminacion artificial
bovina; esta es una de las biotecnologias basicas, pero al ser utilizada en las
empresas ganaderas permite iniciar un mejoramiento genético importante debido a
que se ofrece al productor la posibilidad de contar con material seminal
proveniente de toros de excelente calidad, mejorando asi las caracteristicas de la
progenie en las diferentes empresas ganaderas, para obtener una mayor
eficiencia de los animales en los diferentes medios (Baruselli, 2005; Vasconcelos,

2006).

La técnica de TE esta ampliamente difundida alrededor del mundo. En Colombia,
como en otros paises del mundo, en donde la demanda de fuentes de proteina de
origen animal cada vez es mayor, se ha incrementado la aplicacidon de éste tipo de
técnicas biotecnoldgicas que mejoran de una manera agil las caracteristicas
productivas en determinados rebafios. Esto se ve reflejado por el aumento de
importaciones de embriones bovinos al pais; para el ano 2005 el numero de
embriones bovinos importados y declarados ante el Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA), para el primer semestre fue de 46 unidades, mientras que
para el 2006 se incrementd notablemente este numero de importaciones

declaradas, llegando a 1467 unidades (ICA, 2006).
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La TE es una técnica biotecnoldgica, que permite aumentar la descendencia de
animales de alto valor genético (Bo, 1996; Vasconcelos, 2006). La conciencia de
poder hacer un mejoramiento ganadero esta teniendo una difusién importante
entre los productores del medio, que buscan mediante la aplicacion de estas
técnicas, mejorar las caracteristicas productivas de los animales, para asi ofrecer
productos de mejor calidad al mercado por medio del cruzamiento de los animales
comerciales que se encuentran en las empresas ganadera con animales
genéticamente superiores. Los resultados positivos, representados en el niumero
gestaciones tras la aplicacién de dicha técnica, se ven afectados por la deficiente
seleccion de las hembras receptoras, las cuales van a recibir un embridn
alogénico en su utero desempefandose como “hembras vientre” para permitir el
desarrollo embrionario hasta que la prefiez llegue a término. Ademas de una serie
de parametros que deben ser evaluados en este tipo de hembras, es de gran
importancia hacer un seguimiento de las estructuras presentes en el ovario
durante la etapa previa a la transferencia del embrién, asi como durante el control
del ciclo estral (sincronizacién del estro). En el ovario, un buen desarrollo folicular
va a ser determinante para permitir la formacion de un cuerpo luteo que genere
unas concentraciones plasmaticas de progesterona suficientes para ofrecer un
medio ambiente uterino adecuado y de esta forma favorecer el desarrollo

embrionario (Kastelic, 1990; Vasconcelos, 2001; Sartori, 2002; Gonella, 2010).

Al encontrar el embrién un medio uterino adecuado va a eclosionar de la zona

pelucida que lo protege, iniciandose la sintesis y secrecion de una proteina
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sintetizada por las células trofoblasticas denominada Interferon Tau; esta es la
senal que informa a la hembra de la presencia del embrién, lo que va a producir
que se bloquee la activacion de los mecanismos luteoliticos que dan paso a un
nuevo ciclo estral (Rodina, 2009). De esta manera se va a permitir que el embridn
se adhiera a las paredes endometriales y se produzca el desarrollo gestacional

(Gordon, 1999; Palma, 2001; Spencer, 2007).

Ademas de la seleccion de los animales que ingresan a un programa de TE como
receptoras, los resultados 6ptimos tras la aplicacion de la técnica son afectados
por la raza de los animales a utilizarse, la seleccion de la hembra donante, el
manejo de las hembras, la respuesta de los animales a los tratamientos de control
del ciclo estral (sincronizacion), la técnica para realizar la TE, el dia en que se
efectue la transferencia del embrion, la calidad del embridn, la respuesta de la
receptora al embrion transferido y la interaccion embrion — hembra receptora,
entre otros. Estos factores han sido estudiados y se han tratado de estandarizar
para obtener mejores resultados una vez aplicada esta técnica (B6, 1996; Gordon,
1999; Gorlach, 1999; Spell, 2001; Barreto, 2002; Nigro, 2002; Baruselli, 2001;
Hasler, 2001; Merton, 2003; Gouveira, 2004; Lequarre, 2004; Leroy, 2005). Pero
sin duda uno de los factores de importancia, que afecta la obtencion de resultados
positivos, representados en prefieces y nacimientos, tras la aplicacion de la TE, es
la optima seleccion de la hembra receptora de embriones, de tal manera que
pueda brindarle unas condiciones que permitan su supervivencia, implantacion y

desarrollo embrionario (Spell, 2001; Vasconcelos, 2006). Por este motivo, es
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importante conocer los cambios que ocurren durante el ciclo estral y en las
primeras fases del desarrollo embrionario, para asi determinar claramente los
factores que van a incidir de una manera directa sobre la eficiencia en un

programa de TE (B6, 2003).

Los resultados obtenidos una vez aplicada la técnica de TE se ven afectados de
manera directa cuando en las hembras receptoras de embriones no se analizan
detenidamente algunos factores de importancia para esta practica biotecnoldgica.
El tamano del foliculo ovulatorio (Diametro Folicular), el desarrollo del cuerpo luteo
(Volumen del Cuerpo Luteo) y la secrecion de progesterona, son factores
relacionados al establecimiento y mantenimiento de la prefiez, lo que va a incidir
directamente en la eficiencia o no del procedimiento de TE (Baruselli, 2003; Mann,
2007), afectando el porcentaje de prefiez (Bridges, 2000; Spell, 2001;

Vasconcelos, 2001; Lequarre, 2004; Nogueira, 2003; Green, 2005).

El objetivo del presente trabajo fue generar informacion acerca de la relacién entre
las estructuras ovaricas y los niveles de progesterona plasmatica, sobre el
porcentaje de prefiez en un grupo de novillas receptoras de embriones bovinos, de
la raza Holstein Friesian, ubicadas en la Sabana de Bogota; el fin fue realizar
acercamientos hacia una seleccion eficiente de novillas que ingresan a un
programa de TE, permitiendo incrementar los porcentajes de prefiez en las
hembras a las que se aplican este tipo de biotecnologias reproductivas, para
buscar algun incremento en la eficiencia tras la aplicaciéon de la técnica de

transferencia de embriones.
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REVISION DE LITERATURA

1.1. Factores que afectan la eficiencia reproductiva en programas de TE en

Bovinos.

La TE es una técnica que consiste en seleccionar una hembra donante
genéticamente superior, en la que se realiza un control del ciclo estral, por medio
de tratamientos hormonales. A continuaciéon se induce una multiovulacion,
mediante el uso de gonadotropinas exdgenas, procedimiento que permite el
desarrollo de varios foliculos hasta el estado ovulatorio, para obtener un mayor
numero de oocitos viables. Se considera que existid respuesta al tratamiento
multiovulatorio cuando se producen mas de dos ovulaciones efectivas (Tribulo,
2002); estos oocitos son fecundados por medio de inseminacién artificial (1A);
proceso en el que se pueden realizar dos o tres IA, segun el protocolo de
superovulacion o multiovulaciéon (Baruselli, 2003). Finalmente los embriones son
recuperados del utero el dia 7 post inseminacion, cuando aun no se han adosado
a la superficie uterina (Gorlach, 1999; Stingfellow, 2000). Una vez colectados
estos embriones deben pasar por un proceso de clasificacion en el que se evalua
su estadio y calidad. Estas estructuras pueden ser transferidas a hembras
receptoras que reciben el embrién en el utero, las cuales van a servir como
madres substitutas ¢ vientre durante el periodo gestacional; pero también el

embrion puede ser sometido a conservacion criogénica para ser preservado de
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una manera segura (Gordon, 1999; Palma, 2001). Las hembras que van a recibir
un embrion en su utero, deben estar en el mismo periodo fisiolégico, post-estro,
que las hembras de las que se obtuvieron los embriones, por lo que se hace
necesario ejercer un control efectivo del ciclo estral en la hembra receptora, para
que también se encuentre en el dia siete post ovulacion; esta sincronia junto con
ciertas caracteristicas, sanitarias y de manejo, permiten obtener buenos resultados
después de efectuar la transferencia del embriéon a la hembra receptora

(Gonzales, 2001).

Antes de tener en cuenta cada uno de los factores de importancia en la técnica de
TE, es importante conocer los diferentes cambios que se presentan en la hembra
bovina a nivel reproductivo y entender como se produce el control hormonal que
desencadena el ciclo estral, asi como la dinamica folicular, formacién, desarrollo,
consolidacién y regresion del cuerpo luteo, ademas de tener claridad de como
transcurre la etapa temprana de desarrollo embrionario y los factores que afectan

la supervivencia del embrion. (Duica, 2007)

1.1.1. Ventajas y desventajas tras la aplicacion de la técnica de TE.

En el procedimiento de TE se presentan ventajas y desventajas como en cualquier
otro procedimiento biotecnoldgico. Las ventajas de esta técnica son basicamente
la obtencion de una descendencia genéticamente superior (Vasconcelos, 2006), la
disminucion del riesgo de contagio de enfermedades infecciosas, el mejoramiento

genético de un grupo de animales a corto plazo, la multiplicacion de las
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caracteristicas productivas deseables en determinada progenie, el rescate
genético de animales accidentados o enfermos permanentes de los que se
pudieran obtener embriones antes de que el animal muera, el chequeo genético
agil de un animal al que se le extrae material seminal probando éste en varias
hembras superovuladas para asi evaluar su descendencia, la facilitacién del
movimiento nacional e internacional de embriones de animales de alto valor
genético (importacion y exportacion), la maximizacion del uso de material seminal
de alto valor, la mejor planificacién de los cruzamientos, ademas de la produccion

de gemelos por micro manipulacion, entre otras (Tribulo, 2002).

De la misma forma en que se puede obtener progenies con caracteristicas
deseables, también pueden ser multiplicadas facilmente las caracteristicas
indeseables de animales que no son aptos para introducir en un programa de TE,
por eso es de suma importancia al aplicar este tipo de técnicas, contar con la
asesoria de personal idéneo para efectuar estos procedimientos. Dentro de las
desventajas que deben ser evaluadas antes de la aplicacion de esta técnica, se
tiene la variabilidad que se presenta en materia de resultados, la poca
disponibilidad de hembras receptoras, ya que existen pocas empresas ganaderas
especializadas en la produccion de éste tipo de animales en el pais lo que
incrementa substancialmente los costos. Otro factor limitante se debe a los altos
costos de los insumos, en particular de las hormonas utilizadas para ejercer
control sobre el ciclo estral y multiovulacion de las hembras durante estos

procesos; es importante también, contar con personal técnico altamente calificado
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para evitar malos resultados, ya que se pueden presentar diferencias en la
efectividad de la técnica entre equipos de trabajo (Bd, 2003). La variabilidad en la
calidad de los embriones es otra de las desventajas que acarrea la aplicacion de
esta técnica; es importante tener en cuenta que entre un 20 y 30% de hembras
donadoras de embriones no responden a los tratamientos hormonales, haciendo
que no se pueda recuperar ningun embrion transferible; esta variabilidad en la
respuesta puede depender de los factores individuales asociados a la dinamica
folicular en estos animales (Baruselli, 2003). Una gran parte de las desventajas
asociadas a la técnica de TE se presentan por el poco control o el
desconocimiento de los fendmenos fisioldgicos asociados con las estructuras
ovaricas y la produccion de hormonas que determinan el ambiente uterino
requerido para el adecuado desarrollo del embrion a transferir; el interrogante ¢ es
como se dan estos fendmenos en la hembra receptora que logra
satisfactoriamente el establecimiento de la prefez temprana? (Gordon, 1999;

Gorlach, 1999).

1.2. Aspectos asociados a la eficiencia en TE relacionados con las hembras

donantes.

La hembra donante de embriones ha sido uno de los puntos mas estudiados en
los programas de TE. Gran numero de investigaciones e importantes avances en
materia de seleccidon de este tipo de animales se han realizado, asi como en el

control del ciclo estral, las técnicas de multiovulacion y la IA a tiempo fijo (IATF).
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1.2.1. Seleccion de las hembras donantes en programas de TE.

Es importante hacer una adecuada seleccion de la hembra donante ya que ésta
interviene directamente en los resultados obtenidos tras la aplicacion de la técnica.
Ademas de la superioridad genética en las donantes, se deben tener en cuenta
factores como ciclos estrales regulares, precocidad reproductiva, si la vaca ha
tenido uno o dos servicios por concepcidon en gestaciones anteriores,
comportamiento individual superior a la media del grupo en caracteristicas de
importancia productiva (peso al destete, al afio y a los dieciocho meses, etc.), que
produzca crias superiores a la media del hato, especialmente comparado con las
hermanas de la hembra (descendientes del mismo toro), ningun problema al parto,
ninguna irregularidad reproductiva, asi como ningun defecto genético o de

conformacion detectable (Bo, 2002).

Las hembras donantes deben ser incluidas en un programa de nutricién
balanceada antes de efectuar el proceso de superovulacién, donde se debe
procurar administrar forrajes que brinden al animal los nutrientes necesarios para
que se cumplan las funciones reproductivas, ademas de la incorporaciéon de
productos que den al animal adecuados niveles energéticos en la dieta asi, como
es el caso de suplementos vitaminicos y minerales (Gordon, 1999; Gonzales,

2001).

En la TE se debe evitar el uso de animales obesos como donantes, ya que esta

condicién puede manifestarse directamente sobre la producciéon de los embriones
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(Palma, 2001). Todos estos factores acompafados de un excelente manejo
sanitario, permiten la obtencion de éptimos resultados al realizar la colecta de los

embriones.

Asi mismo, es necesario determinar qué tipo enfermedades estan presentes en la
hembra ya que los embriones ademas de transportar una valiosa informacion
genética, también pueden ser una fuente importante de diseminacién de
enfermedades reproductivas tales como las producidas por el herpes virus bovino
Tipo 1 (Rinotraqueitis Infecciosa Bovina IBR), el virus de la Diarrea Viral Bovina
(DVB), la Leucosis Viral Bovina; agentes bacterianos como Brucella abortus,
Campylobacter foetus Sub. Venerealis y Leptospira interrogans serovar hardjo y
de otras bacterias como Streptococcus agalactiae, Actinomyces pyogenes y E.
coli, ya que el agente infeccioso va a estar presente en las células embrionarias o
puede estar asociado con la zona pelucida (Stringfellow, 2000). En los mamiferos,
la zona pelucida se constituye como una matriz extracelular o “cubierta externa”
que rodea a los ovocitos pre y ovulatorios, y a los embriones jovenes hasta la fase
de blastocisto cuando inicia la eclosién, momento en el cual se fracciona esta
barrera, permitiendo que el embridn junto con sus membranas asociadas entren
en contacto directo con el endometrio uterino, proceso que ocurre entre los ocho y

los nueve dias de edad (Apelo, 1989; Gordon, 1999; Jiménez, 2005).

Ademas de estos puntos a tener en cuenta, debe verificarse también que a la
hembra donante se le brinde un periodo de descanso post-parto minimo de 60

dias, para garantizar una efectiva involucion uterina, acompafada por una buena
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ciclicidad reproductiva (Gonzales, 2001). Es importante retirar el ternero lactante
de la madre, para que asi el estimulo producido por la cria no afecte el
desempenfo reproductivo de ésta, logrando un mayor rendimiento de la hembra en

este proceso biotecnoldgico (Palma, 2001).

Gran parte de las investigaciones se han dirigido al estudio de factores como el
tipo de gonadotropina a ser utilizada en el protocolo de apoyo hormonal,
evaluando cual es mas efectivo para producir ovulaciones multiples con oocitos de
buena calidad que generen un embrion excelente después de la fecundacion. Un
factor importante en una superovulacién exitosa es el desarrollo y el numero de los
foliculos presentes en el ovario al momento de la evaluacion de la respuesta de la
hembra donadora al tratamiento hormonal (B, 2003), por eso es de gran
importancia hacer evaluaciones y seguimiento de los tamafos de las estructuras

ovaricas a lo largo de las diferentes etapas de la técnica de TE.

1.3. Aspectos asociados a la eficiencia en TE relacionados con la aplicacién

de la técnica.

El equipo técnico encargado de realizar los diferentes procedimientos durante
cada etapa de la técnica, interviene directamente en la obtencion de buenos
resultados tras la aplicacion de esta biotecnologia; por esto es de gran importancia
que esté compuesto por un personal idéneo. En un trabajo realizado por Bé
(2003), se evidencian diferencias en tasa de prefiez (P< 0.05), después de la

aplicacion TE por cuatro diferentes operarios que aplicaron esta técnica, teniendo
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en cuenta, adicionalmente, la calificacion de la transferencia (buena, regular, mala)
en un grupo experimental compuesto por 867 animales. De esta manera se
evidencia que la aplicacion de la técnica puede incidir en la eficiencia,

representada en prefieces, en un programa de TE (Bo, 2003).

1.3.1. Mecanismos para colecta de los embriones.

Después de treinta horas de llevarse a cabo la IA comienzan a producirse los
primeros clivajes del zigoto. Durante estas primeras horas de desarrollo, el
embrion utiliza el oxalacetato y el piruvato como substratos para su
mantenimiento. Después de transcurridas cerca de cien horas post-inseminacion,
se encuentran 16 células aproximadamente en el interior del embrién, momento en
el que comienza la migracion. El dia seis el embrion presenta ya entre 16 y 32
células aproximadamente en su interior y utiliza como fuente energética la glucosa
(Palma, 2001). Una vez transcurridos seis dias, el embridn se dirige hacia el utero,
y comienza a sufrir la compactacion de las células presentes en su interior; este
estadio recibe el nombre de moérula temprana. Durante esta etapa de
compactacion aumenta la presion entre las células lo que permite la formacién de
uniones fuertes entre éstas, para actuar conjuntamente como un organismo. La
acumulacion de liquido proveniente del metabolismo celular que hace que se
desplace el paquete celular para formarse un espacio al interior del embrién
llamado blastocele (Hernandez, 2008), este espacio permite observar una capa
celular interna y una externa que reciben el nombre de embrioblasto y trofoblasto

respectivamente. En este estadio comienzan a presentarse las anormalidades de
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tipo cromosomico las cuales pueden desencadenar pérdida embrionaria
(Hernandez, 1995). Para el dia siete el embridén se encuentra ubicado en el cuerno
uterino y se encuentra en el estado evolutivo correspondiente a blastocisto

(Lequarre, 2004; Araujo, 2005).

Al obtener los embriones provenientes de una hembra donante se espera que
estos se encuentren en la fase evolutiva correspondiente a los seis dias y medio o
siete dias de desarrollo, en estadio de mérula, mérula compacta o blastocisto
temprano (conservando aun su zona pelucida intacta), este es el momento

adecuado para realizar la colecta de estas estructuras (Stingfellow, 2000).

Las técnicas para colectar los embriones se basan en realizar un lavado de los
cuernos uterinos para de esta forma poder colectar en un medio nutritivo los
embriones, ya que éstos todavia no se han adosado al endometrio, esta practica
se efectua por via vaginal, introduciendo un catéter, mediante el que se instila un
medio enriquecido que es recuperado posteriormente por sifonaje en donde se
encuentran los embriones (Tribulo, 2002). Es importante la no manipulacion
excesiva de los tejidos uterinos ya que cualquier imprecision en el manejo de
estos causaria disminuciones en la obtencion de buenos resultados debidos a la

liberacion de prostaglandinas a nivel uterino (B6, 2003).

1.3.2. Clasificacién y manipulacién de embriones.

Después de la obtencién de los embriones son clasificados para descartar

estructuras que demuestren degeneramiento, que no coincidan con la edad, o
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ambos, lo que indicaria que en algun momento del ciclo evolutivo se detuvo el
desarrollo (Bo, 2003). La evaluacion visual de los embriones no es una ciencia
exacta sino una técnica subjetiva utilizada para evaluar un sistema biolégico en
desarrollo (Gorlach, 1999). En ese sentido, para obtener los mejores resultados en
la técnica es importante tener en cuenta el sistema de clasificaciéon basado en la
calidad y el estado de desarrollo del embridon que va a ser transferido. Segun la
Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones (IETS), los estados de
desarrollo estan clasificados asi: 1. No fecundado; 2. Dos a doce células; 3.
Morula temprana; 4. Mérula; 5. Blastocisto temprano; 6. Blastocisto; 7. Blastocisto
expandido; 8. Blastocisto eclosionado; 9. Blastocisto eclosionado expandido. Por
calidad los embriones son clasificados asi: Codigo 1. Excelente o bueno; Cdodigo

2. Regular; Cddigo 3. Malo; y Codigo 4. Muerto / degenerado (Stingfellow, 2000).

Después de ser clasificados, los embriones son criopreservados, utilizando un
medio que favorezca este proceso. En el estado de criopreservacion los
embriones son almacenados durante largo tiempo, desde que se cumplan ciertas
exigencias en cuanto a la temperatura de almacenamiento, la cual debe ser
cercana a los -197°C, mediante nitrégeno liquido. Los embriones también pueden
ser transferidos sin ser criopreservados (en fresco) a una hembra receptora
previamente seleccionada, a la que ha realizado un efectivo control del ciclo estral,
la cual debe encontrarse en el dia siete post-celo para que coincida con la edad
cronolégica del embridon que va a alojar en el utero (Gorlach, 1999); ya que la

asincronia entre las hembras donante y receptora afecta los resultados tras la
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aplicacion de esta técnica (Bo, 2003).

La técnica de transferencia de embriones se basa en la liberacion de un embrion
en la curvatura mayor del utero del cuerno ipsilateral al ovario que presente el
cuerpo luteo de mayor tamano; tratando de ejercer la menor manipulacion posible
a el utero, para asi evitar la liberacion de prostaglandinas que afectarian la
viabilidad del embrién durante este proceso (Gordon, 1999; Gorlach, 1999;

Gonzales, 2001).

1.4. Aspectos asociados a la eficiencia en TE relacionados con las hembras

receptoras.

Gran parte de la atencién en la investigacidon ha sido enfocado a la hembra
donante de embriones, a la que se han aplicado un sin numero de protocolos de
control del ciclo estral por medio de diferente apoyos hormonales, técnicas de
obtencidon, manipulacion y preservacion de los embriones, asi como de protocolos
de multiovulacion en los que se han utilizado varios tipos de hormonas que
desencadenan este efecto mediante el cual se obtienen ovulaciones multiples
(hormona foliculoestimulante FSH). Pero al obtener un embrion después de
realizar la clasificacion de éste, uno de los puntos de gran importancia que afecta
la eficiencia de esta técnica, estd asociado a todo el ambiente embriotrofico
presente en la hembra que va a recibir a éste en el utero (hembra receptora)
permitiendo el desarrollo; por esta razén es importante realizar una excelente

seleccion de ésta. La eficiencia tras la aplicacion de este tipo de programas se ha
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visto afectada debido a la utilizacion de hembras receptoras con deficiencias de
tipo nutricional, sanitarias, de manejo, reproductivas, comportamentales,
etiologicas entre otras (Vasconcelos, 2006); que hacia que los resultados
obtenidos no fueran los mejores. Pero actualmente el criterio de seleccién de
estas hembras, que van a ser tenidas en cuenta en un programa de TE, es mas
estricto por parte de los profesionales que ponen en practica ésta técnica
biotecnologia, para asi poder obtener mejores resultados (Palma, 2001; Duica,

2007).

1.4.1. Seleccion de hembras receptoras de embriones en un programa de TE.

En el éxito de un programa de transferencia de embriones influyen muchos
factores, uno de los mas importantes es la seleccion de las novillas receptoras
(Gonzales, 2001; Chagas, 2002; Sartori, 2004); éstas deben ser saludables y
reproductivamente sanas (Huertas, 1991), verificando la presencia de estructuras
que demuestren ciclicidad ovarica. El objeto de la exploracion y valoracién clinico-
reproductiva es rechazar animales con anormalidades reproductivas (6rganos
sexuales juveniles, hermafroditismo, ninfomania, infecciones uterinas, entre otros)
descartando también novillas que presenten sobrepeso (Gordon, 1999). Es
importante realizar un analisis sanguineo en busca de evidencia seroldgica de las
enfermedades infectocontagiosas desencadenadas por las mismas etiologias que
en las hembras donantes, ya que éstos son factores que afectan directamente el
desempefo reproductivo en la hembra receptora de embriones (Hafez, 2000;

Stringfellow, 2000; Jiménez, 2005).
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Las hembras que estan ciclando no deben ser expuestas a los toros y se debe
contar con un sistema de identificacion de los animales que sea simple, efectivo y
permanente, que permita llevar a cabo una de deteccion eficiente de calores

(Gordon, 1999).

Ademas de los factores individuales que afectan la efectividad en las novillas
utilizadas en un programa de TE, la nutricion y los niveles energéticos en la dieta
tanto de la donadora como de la receptora son puntos importantes para tener en
cuenta (Lopez, 2005). En Colombia, para obtener buenos resultados ante el
tratamiento hormonal, en vacas y novillas de la raza Holstein Friesian, se deben
satisfacer las necesidades nutricionales para mantener los niveles de glucosa en

sangre entre 70 y 90 mg/dl (Schroeder, 2005).
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1.4.2. Importancia de la evaluacion de estructuras ovaricas en hembras

receptoras de embriones.

En la evaluacion de las estructuras ovaricas en las hembras receptoras de
embriones, por medio de ultrasonografia trans-rectal, se ha podido determinar que
la estructura del foliculo preovulatorio afecta de manera directa el subsecuente
tamano del cuerpo luteo, observando que un foliculo preovulatorio de 1.3 cm da
paso a un cuerpo luteo que el dia siete mide 5 milimetros de diametro y produce
niveles de progesterona plasmaticos de 1.22 ng/ml y el dia 14 el mismo cuerpo
luteo mide 6 milimetros de diametro y genera concentraciones plasmaticas de
progesterona de 2.48 ng/ml. Asi mismo un foliculo preovulatorio de mayor tamano
(1.6 cms) ha dado paso a un cuerpo luteo que el dia siete mide 6 milimetros de
diametro y produce unos niveles de progesterona plasmaticos de 1.61 ng/ml y el
dia 14 el cuerpo luteo mide 9 milimetros de diametro y genera unas
concentraciones sanguineas de 3.05 ng/ml (P< 0.05). Al haber una mayor
produccidn de progesterona plasmatica se esperaria generar unas condiciones
uterinas mas favorables para el desarrollo embrionario temprano (Kastelic, 1990;
Bridges, 2000; Vasconcelos, 2001; Sartori, 2002). Por eso es importante
determinar el tamafo de las estructuras ovaricas antes de realizar la transferencia
del embrion a la hembra receptora, lo cual permite la obtencidn de mejores
resultados después de la aplicacion de la técnica de TE (Duica, 2007). Kastelic en
un estudio realizado en 1990 reporta que el tejido luteal y los niveles plasmaticos

de progesterona estan altamente correlacionados, afirmando que el andlisis del
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tamano del cuerpo Iluteo es una herramienta viable para predecir las
concentraciones en sangre de progesterona. Baruselli, 2001, en estudios
realizados reporté que al realizar ultrasonografia ovarica a un grupo de 140
animales, los cuerpos luteos de mas de dos centimetros de diametro produjeron
niveles de progesterona circulantes de 2.44 ng/ml, y una tasa de concepcion del
58% en hembras a las que se le transplanto un embrion el dia siete post—estro; las
hembras en las que se evidenciaron cuerpos luteos de 1.55 centimetros de
diametro produjeron niveles de progesterona circulantes de 1.75 ng/ml, y tuvieron
una tasa de concepcién del 41%; mientras que en las hembras que presentaron
cuerpos luteos menores de 1.5 centimetros de diametro se evidenciaron niveles
de progesterona circulantes de 1.19 ng/ml, y tuvieron una tasa de concepcion del
31% (P< 0.05). Spell, 2001, reporta que con un tamafno de cuerpo luteo de 2.36
centimetros se evidencié una concentracion plasmatica de 4.2 ng/ml con una tasa
de prefiez del setenta por ciento, en hembras receptoras de embriones a las que

se les fue transferido el embrion el dia siete post-celo.

1.5. Elementos referenciales del ciclo estral, desarrollo embrionario y

reconocimiento materno de la prefiez en hembras receptoras de embriones.

Para comprender lo que ocurre dentro del ciclo estral sincronizado por medio de la
utilizacion de terapias hormonales, es necesario comprender las diferentes etapas
y fases involucradas dentro de un ciclo estral en condiciones no controladas. Por
ese motivo se hace un acercamiento a los diferentes aspectos que enmarcan el

ciclo.
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El desarrollo reproductivo en el animal inicia en la fase fetal en la que se produce
la formacion de los organos reproductivos; pero éstos van a iniciar su actividad
completa hasta que el organismo presente un estado de desarrollo corporal
(madurez) que permita iniciar la pubertad. Durante el periodo pre y puberal
comienzan a desencadenarse una serie de cambios iniciados por accidn
hormonal, que tienen como finalidad producir la primera ovulacién efectiva,
evidenciando asi externamente el comportamiento sexual de la hembra bovina,
con el incremento de la concentracion sanguinea de hormonas gonadotrépicas y
su factor liberador (Hernandez, 2001). Esta etapa del desarrollo reproductivo del
animal depende de una serie de factores que lo afectan, como son la raza, el
estado nutricional, temperatura ambiental, la humedad relativa, el fotoperiodo, el
peso del animal, entre otros (Gordon, 1999; Gorlach, 1999; Hafez, 2000;
Gonzales, 2001; Palma, 2001; Baruselli, 2005). Durante el periodo prepuberal el
animal experimenta un bloqueo en la liberacion de gonadotropinas hipofisiarias, en
donde los pulsos de estas hormonas son de baja amplitud y baja frecuencia. La
inhibicion es producida, principalmente, por la accion de los estrogenos, que
generan un bloqueo en el eje hipotalamo-hipofisiario; a medida que el animal se
acerca a la etapa puberal, esta sensibilidad hacia los estrogenos va disminuyendo
progresivamente ya que el numero de receptores para estradiol en el hipotalamo
disminuye durante la pubertad. A continuacion, se inicia la liberacion de las
gonadotropinas hipofisiarias, permitiendo que se aumenten tanto la frecuencia
como la amplitud en los incrementos transitorios de liberacion de estas hormonas

(Hernandez, 2008). Los estrogenos también actuan estimulando la liberacion de
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sustancias de caracteristicas opioideas como las endorfinas-§3 las cuales suprimen
la liberacion del factor liberador de gonadotropinas, incrementando el bloqueo

hormonal durante la etapa prepuberal (Hernandez, 2001).

El control reproductivo neuroendocrino en la hembra bovina se produce por la
suma de varios factores que intervienen en el comportamiento y el
desencadenamiento de las etapas del ciclo estral. El ciclo estral es el conjunto de
sucesos ocurridos en la hembra bovina entre dos estros, el cual tiene una duracién

18 a 21 dias (Hafez, 2000; Senger, 2003; Hernandez, 2008).

Inicialmente el entorno juega un papel importante ya que va a tener un impacto
directo sobre la actividad estral de la hembra bovina (Bridges, 2000; Maldonado,
2005). Normalmente la hembra bovina presenta ciclos estrales en forma continua
durante todo el ano, razén por la que se clasifica como poliéstrica continua (Hafez,

2000).

Otro factor que incide de manera directa sobre el comportamiento reproductivo en
el animal, estd asociado con la nutricion, ya que al brindarle una alimentacién
balanceada a éste, va a expresar de manera efectiva su potencial genético; sin
desconocer la importancia adicional de mantener un excelente status sanitario y
un excelente manejo en las empresas ganaderas. La unioén de éstos factores va a
permitir que el animal presente un comportamiento reproductivo regular (Gorlach,

1999).

El ciclo estral de la hembra bovina esta dividido en dos fases, la folicular y la
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luteal; en cada una de las fases se encuentran presentes en el ovario estructuras
caracteristicas como el foliculo y el cuerpo luteo respectivamente. A su vez el ciclo
presenta cuatro estados, en los que el utero y los ovarios presentan una serie de
cambios caracteristicos, estos son el proestro, el estro, el metaestro y el diestro
(Senger, 2003). Todos los cambios presentes en las estructuras ovaricas y
uterinas, son controlados por mecanismos neuroendocrinos, que se
desencadenan en el encéfalo ya que el cerebro recibe sefiales nerviosas del
ambiente que rodea al animal; estos estimulos son enviados por los 6rganos
sensitivos que transforman la informacion obtenida en impulsos nerviosos, los
cuales son dirigidos a varias zonas del cerebro, en donde son codificados y
retransmitidos al hipotalamo, que integra el sistema neuro-endocrino. El
hipotdlamo es una estructura altamente especializada, ubicada entre el quiasma
optico y los cuerpos mamilares; a la que se dirigen estimulos del cerebro y envia
sefales de tipo hormonal y nervioso a una glandula bilobulada denominada
hipdfisis. La comunicacion entre estas dos estructuras se lleva a cabo por medio
del eje hipotalamo hipofisiario, por medio de hormonas encargadas de controlar un
gran numero de actividades fisiolégicas en el organismo (Rivera, 1992), las cuales

intervienen en cada una de las diferentes etapas del ciclo estral.

Dentro de las etapas del ciclo se encuentra el proestro, el cual es influenciado por
la accion de los estrogenos procedentes de los foliculos en desarrollo, este
incremento en los niveles desencadenan el aumento en la turgencia de las

paredes del utero, mientras que en la vagina se produce un mayor aporte
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sanguineo produciendo en las mucosas una coloracidn rosa; asi mismo comienza
a evidenciarse la presencia de moco cervical (Hafez, 2000); esta etapa tiene una
duracién cercana a tres dias; al iniciar este estado se encuentra el animal en el
final de la regresion del cuerpo luteo del ciclo anterior, el cual esta bajo influencia
de la PGF2a de origen uterino, que es un importante y potente agente luteolitico
(Niswender, 1994); también intervienen en este proceso otras hormonas como los
estrégenos, la oxitocina, la LH y la misma progesterona, ademas de péptidos
como la endotelina 1, proteinas como el factor de necrosis tumoral y células del
sistema inmune, entre otros; de esta forma, el cuerpo luteo sufre una la regresion
funcional en la que experimenta una rapida disminucion de peso y tamano de las
células que lo forman (Zeng, 1994). La liberacion de progesterona desciende al
inicio del estado de proestro, debido a la regresién estructural determinada por la
degradacion de las células que conforman el cuerpo luteo, (luteolisis) (Pate, 1994),
desencadenada por el aumento de la concentracion del Calcio intracelular, que
estimula las enzimas endonucleasas fragmentadoras del DNA (Niswender, 1994).
La regresidn del cuerpo luteo finalmente va a generar una estructura cicatrizal no
funcional llamada cuerpo albicans. Con la disminucion de los niveles de
progesterona se desactiva el efecto de retroalimentacién negativa ejercido en el
encéfalo, permitiendo el aumento en la producciéon y liberacion de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) en el hipotalamo; esto hace que se liberen
las gonadotropinas de sintesis hipofisiaria, produciendo un aumento en la
frecuencia de la liberacion pulsatil de LH y de FSH (Palma, 2001; Ineskeep, 2004).

Al aumentar la produccién de GnRH la adhenohipdfisis se sensibiliza cada vez
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mas aumentando la respuesta ante la accion de la hormona liberadora, lo que va a
permitir que se liberen mas hormonas hipofisiarias durante la fase folicular,
favoreciendo el desarrollo de las ondas de desarrollo folicular en el ovario (Kinder,
1991). A medida que se produce el desarrollo del foliculo, este aumenta la
produccion de estradiol, el cual va actuar en el encéfalo, generando una mayor
produccién de hormonas hipofisiarias, especialmente LH, pero también actua
sobre el tracto reproductivo, preparando a la hembra para el periodo del estro

(Palma, 2001).

El estro es un estado en el cual hay una fuerte influencia estrogénica; presenta
una duracién entre 4 y 24 horas (Senger, 2003). Durante esta etapa el estradiol
circulante produce cambios en el tracto reproductivo, encontrandose una marcada
turgencia a nivel uterino. La mucosa vaginal se va a encontrar altamente irrigada,
motivo por el cual se encuentra edematizada, congestionada y de color rojizo.
Dentro de los cambios presentes en el utero, en el cérvix se evidencia una
marcada dilatacion de esta estructura, y su zona externa se encuentra expuesta
hacia la mucosa vaginal; esta serie de cambios son regulados por la accién de la
oxitocina (Fuchs, 1996), la progesterona y la prostaglandina E2 durante el proestro

y el estro (Shemesh, 1997).

La produccion de moco cervical es también influenciada por accién estrogénica,
haciendo que se aumente la produccion, desencadenando la descarga hacia el
exterior del sistema reproductivo. EI moco se torna menos viscoso, hialino,

cristalino y se producen cambios en su conformacién ya que el sistema de
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arborizacion del moco al encontrarse bajo la influencia estrogénica, permite que
las moléculas de glucoproteina que lo conforman, abran espacios entre las fibras
permitiendo el paso de los espermatozoides, para el momento en que es

depositado el material seminal por parte del macho (Hafez, 2000).

El estro estda acompanado por una serie de conductas en la hembra como la
disposicion de ésta a recibir el macho, permitir que otras hembras la monten, esta
inquieta, levanta la cola, brama con frecuencia, disminuye su apetito, esta ansiosa.
En ese momento es inducido un mecanismo de retroalimentacién positiva que
estimula al hipotalamo para que se produzca la liberacion de GnRH,
desencadenando la liberacién de FSH y LH aumentando la amplitud y frecuencia
de los pulsos de estas hormonas (Palma, 2001). La liberacién de la hormona
luteinizante, continua incrementandose, hasta que se produce un aumento
transitorio (pico) en su liberacién, antes del evento de la ovulacion, que ocurre
entre el estro y el metaestro, denominado como pico preovulatorio (Bé, 2002;

Gong, 1995).

El siguiente periodo del ciclo estral una vez terminado el periodo de estro es el
metaestro, que tiene una duracion aproximadamente de seis dias, durante el cual
los niveles estrogénicos caen de una manera abrupta, mientras que los niveles
progestagenos comienzan a incrementarse; al inicio de este periodo se lleva a
cabo un importante evento en el ciclo estral de la hembra bovina, en el que el
foliculo se rompe liberando el liquido folicular y un oocito, el cual ha estado

adosado a la superficie interna del foliculo por el cumulus oophorus; Al producirse
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la ovulacion, que ocurre 10 a 20 horas después de terminado el estro en el caso
de la hembra bovina, un oocito es liberado para su proxima fecundacion

(Rodriguez, 2001).

A lo largo del ciclo estral la liberacién de hormonas presenta un comportamiento a
manera de elevaciones transitorias o picos, los cuales varian en amplitud y
frecuencia; al inicio del metaestro se produce un incremento en la liberacion de
hormona luteinizante (LH), llamado pico preovulatorio, mediante el cual va a
desencadenarse un incremento en la irrigacion sanguinea que se dirige al ovario
generando un proceso inflamatorio en el foliculo preovulatorio que es favorecido
por la accion de agentes vasoactivos (Espey, 1994); desencadenando un proceso
de edematizacion en las células que conforman los estratos celulares de la teca
interna y externa folicular; aumentandose la presion intrafolicular y favoreciendo el

mecanismo de ovulacion.

La liberacién de LH preovulatoria también genera una sefal que actua sobre la
membrana plasmatica de varios tipos de células presentes en el foliculo maduro,
produciendo su despolarizacion; lo cual altera la concentracion de liquidos intra y
extracelulares, propiciando la disminucién del espesor de la pared del foliculo
(Espey, 1994). Este paso de liquidos al interior del foliculo favorece la degradacion
del tejido conectivo presente en la pared externa folicular, induciendo la formacién
de un area de adelgazamiento de esta pared que recibe el nombre de estigma
folicular y se convierte en el sitio exacto para el rompimiento del foliculo

produciendo la ovulacién. Este proceso también es mediado por la accion de la
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hormona prostaglandina F2a, ya que ingresa a las células foliculares y produce el
rompimiento de los lisosomas de estas células, liberando enzimas que favorecen a
la formacion del area de ovulacién en la pared folicular externa, la PGF2a genera
la contraccion de toda la estructura folicular desencadenando la liberacion del
foliculo por el incremento de la presion intrafolicular, el cual queda libre en el
espacio periovarico en donde es captado por las fimbrias, las que por accién
hormonal en el momento de la ovulacion estan dispuestas hacia el ovario

captando el oocito y lo direccionan hacia el interior del oviducto (Senger, 2003).

A lo largo del metaestro, se incrementan los niveles de progesterona circulante;
después de la ovulacion y mediante la ayuda de esta hormona se genera una
disminucion de la accion inflamatoria que se presentaba en el foliculo
preovulatorio (Espey, 1994). Al liberarse el oocito y el liquido folicular que ejercian
una gran presion dentro de esta estructura; el gran espacio presente en la
superficie ovarica es llenado rapidamente de sangre, recibiendo el nombre de
cuerpo hemorragico; en este momento (en este punto) comienza a formarse una
intrincada red de capilares que invaden esta zona. A continuacion, las células de
la teca inician un proceso de hipertrofia, hiperplasia y migracién hacia las células
de la granulosa; este conjunto de células aumentan el numero de receptores de
membrana para hormonas hipofisiarias, pero en mayor numero para receptores de
LH. Las células que estaban presentes en el foliculo comienzan a transformarse
morfoldgica, endocrina y bioquimicamente, para convertirse en células luteales

desarrollando asi, siete dias después de presentado el celo, un cuerpo luteo
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totalmente funcional (Kastelic, 1990; Niswendender, 1994; Smith, 1994; Chabbert-

Buffet, 2000).

Estructuralmente el cuerpo luteo presenta dos tipos de células, las células luteales
grandes, que provienen de las células de la granulosa del foliculo y las células
luteales pequefas, derivadas de las células de la teca interna (Rivera, 1992;

Smith, 1994; Palma, 2001).

Una vez formado un cuerpo luteo totalmente desarrollado, consolidado y funcional
el animal alcanza el estado de diestro que tiene una duracion entre 10 y 14 dias.
El diestro se encuentra bajo la influencia del cuerpo luteo y la hormona que
presenta una mayor actividad en esta etapa es la progesterona. la anterior
hormona actua sobre el utero favoreciendo el desarrollo embrionario temprano ya
que permite un ambiente uterino adecuado (Grygar, 1997; Bridges, 2000;
Chabbert-Buffet, 2000). El dtero presenta una disminucion de la tonicidad
miometrial, caracteristica de esta etapa, que favorece la fijacion del conceptus
para asi prevenir pérdidas embrionarias tempranas (Ineskeep, 2004; Green,
2005). La mucosa vaginal se encuentra palida y seca, mientras que el cervix esta
contraido y sellado por un moco cervical que es escaso, denso en ocasiones
amarillento que tiene como funcién aislar el interior del utero del ambiente externo

(Hafez, 2000; Senger, 2003).

Durante el diestro se presenta una gran liberacion de progesterona, por parte de

las células luteales grandes y las células luteales pequefas debido a la activacion
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del AMP ciclico y la proteinquinasa A, proceso en el que interviene la hormona LH
que al llegar a las células luteales grandes permite la expresion del mRNA que
codifica para el factor | de crecimiento similar a la insulina (IGF — I) (Niswender,
2002); de la misma forma se aumenta la sintesis de receptores para este factor de
crecimiento, desencadenando el aumento en la produccion de progesterona
(Chabbert-Buffet, 2000). En el mecanismo de aumento de liberacion de la
progesterona también intervienen la PGI2, que estimula las células luteales
grandes, al incrementar el aporte sanguineo que se dirige al ovario,
desencadenando asi un estimulo positivo sobre la sintesis y secreciéon de

progesterona (Rivera, 1992).

Otra de las sustancias que intervienen en el proceso de secrecion de progesterona
es la noradrenalina, que al llegar al cuerpo luteo, estimula los 3-adrenoreceptores
que se encuentran en las células luteales pequefas, permitiendo la liberacion de
la hormona (Pesta, 1994). Si no fue fecundado el oocito y por ende no se
encuentra un embridn viable en el utero, entre los dias 16 a 19 del ciclo estral se
desencadena la activacion de los mecanismos luteoliticos, generando una
disminucion de los niveles de progesterona, mientras que los pulsos de LH
comienzan a aumentar su frecuencia (Hernandez, 2000; Palma, 2001). Una vez
iniciado el proceso de luteolisis se produce la estimulacion del epitelio luminal
glandular del utero (Pate, 1994), desencadenando la liberacién del principal
agente luteolitico como es la prostaglandina F2a (Gordon, 1999). Durante el
diestro la progesterona hace que se aumenten las reservas de fosfolipidos y la
actividad de la enzima prostaglandina sintetasa, necesaria para convertir el acido
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araquidonico en prostaglandina F2a, ya que la presencia de progesterona en los
primeros dias de dominancia luteal ademas de preparar el utero para una posible
prefiez (Ineskeep, 2004), también activa los mecanismos para la produccion
endometrial de prostaglandina F2a. La PGF2a llega finalmente al cuerpo luteo
haciendo contacto con los receptores de las células luteales y genera la
disminucion de la produccion de progesterona a través de una serie de eventos
intracelulares en los que se induce a la muerte celular o apoptosis, permitiendo la
regresion del cuerpo luteo presente para dar paso al inicio de un nuevo ciclo estral

(Rodriguez, 2001).

1.5.1. Desarrollo folicular.

Desde hace mas de 35 afos se esta investigando en el patron de desarrollo
folicular en la hembra bovina. Inicialmente se informé que la dinamica folicular se
presentaba en dos ondas de desarrollo, la primera iniciando el dia 3 y decreciendo
en la mitad del ciclo (dia 12), presentando un desarrollo y una subsiguiente
regresion; la segunda onda se iniciaba en la mitad del ciclo (dia 10 al 13) y
terminaba en una ovulacion efectiva (Gordon, 1999). Con la ayuda de las técnicas
de ultrasonografia se avanz6 en el entendimiento del desarrollo folicular ovarico
durante el ciclo estral bovino, evidenciandose que pueden presentar dos, tres y
rara vez cuatro ondas de crecimiento (Sirois, 1990; Fortune, 1993) este
comportamiento ha sido ampliamente estudiado por varios autores pero es clara
mente evidenciado en trabajos realizados por Sartori, 2004 en donde realizé un

completo seguimiento de la dinamica folicular en novillas Holstein (Figura 1).
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Figura 1. Modelo de los patrones de desarrollo folicular, luteal y perfiles de

progesterona durante el ciclo estral bovino.

204 Estrus Estrus [-12000

fmi|
-
—

10000

. v ov
[-8000
6000

4000

Follicle diameter (mm}

Serum progesterone (ngiml)
(pww) swnjos anssy pain

2000

|||||

Days of the estrous cycle (Ovulation = Day 1)

Estrus Estrus
204 112000

10000

Follicle diameter {mm}
Serum progesterone (ng/mi]
ES
S A T

(pluww) auwnjos anssy [eain

4 -2 0 2 4 6 8 101214 16 18 20 22 24 26
Days of the estrous cycle (Ovulation = Day 1)

(9]
S

204 12000
184 Estrus Estrus]
- 10000

Follicle diamater (mm)
Serum progesterone (ng/mil)

{huitu) awunjon anssy ey

4 -2 0 2 4 6 B 1012 14 16 18 20 22 24 26
Days of the estrous cycle (Ovulation = Day 1)

Linea negra con puntos blancos: Foliculos dominantes. Linea gris con puntos:
Desarrollo luteal. Area gris: Concentracion plasmatica de progesterona. A: Ciclo
estral con 2 ondas de desarrollo folicular y ovulacién sencilla. B: Ciclo estral con 3
ondas de desarrollo folicular y doble ovulacion. C: Ciclo estral con 4 ondas de

desarrollo folicular y doble ovulacién.

Fuente: Tomado de Sartori, R. 2004.

En cada onda de crecimiento folicular se presentan varias etapas. En la primera
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un grupo de foliculos comienzan a desarrollarse bajo la influencia de las hormonas
hipofisiarias (Crowe, 2008), llamada fase de reclutamiento, a continuacion se
describe una segunda etapa en la que el foliculo dominante comienza a crecer
mas que los otros foliculos de su grupo, los cuales se subordinan y recibe el
nombre de dominancia (Lopez, 2005); asi el foliculo dominante que es el de mayor
tamano, en esta etapa presenta un diametro de 10 o mas milimetros, inhibe el
crecimiento de los foliculos de la cohorte folicular que se encuentran en desarrollo
(Hafez, 2000, Sartori, 2004). En este foliculo se produce una mayor sintesis de
MRNA que codifica para receptores de hormona FSH, motivo por el que se
aumenta la densidad de estos receptores en la superficie de las células del foliculo
(Rodgers, 1999), permitiendo un mayor desarrollo del foliculo dominante. Los
niveles circulantes de esta hormona disminuyen y de esta manera se ve afectado
el crecimiento de los foliculos subordinados pero no del foliculo dominante.
Adicionalmente, durante este periodo se produce el incremento de la sintesis de
MRNA para la produccion de receptores para LH en la superficie del foliculo
dominante lo que permite que este continie con su desarrollo hasta la etapa de
foliculo ovulatorio (Ineskeep, 2004; Webb, 2004). Es importante tener en cuenta
que en estados iniciales del desarrollo folicular, cuando los foliculos miden menos
de 4 milimetros, no dependen del soporte gonadotrépico de origen hipofisiario,
mientras que los foliculos mayores de 4 milimetros necesitan de la accién de la
hormona FSH para continuar con su desarrollo y de los pulsos de LH que son
necesarios para continuar con el crecimiento del foliculo de mas de 9 milimetros

de diametro; al desarrollarse completamente el foliculo dominante se encarga de
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gran parte de la secrecidn de estrogeno ovarico durante el estro, esta secrecion
disminuye rapidamente al presentarse el pico de LH (Gong, 1995; Crowe, 2008)

(Figura 2).

Figura 2. Modelo de la dindmica folicular durante el ciclo estral bovino.
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Fuente: Tomada de Ireland, J. 2000.

Las ondas de desarrollo folicular son relacionadas estrechamente con la
produccién y secrecion de hormona foliculo estimulante, ya que se presenta una
elevacion en los niveles de esta hormona entre dos y tres dias antes de la
emergencia de una nueva onda de desarrollo folicular (Adams, 1992; Ireland,
2000). El patron de crecimiento folicular durante el ciclo estral, comienza con el
desarrollo de un grupo o cohorte de foliculos (3 a 6 foliculos) después uno de
estos alcanza el estado de foliculo dominante, haciendo que los demas foliculos
se subordinen, sufriendo atresia folicular, pero unicamente en la ultima onda del

ciclo el foliculo dominante continua su desarrollo hacia la ovulacién (Gonzales,
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2001; Lopez, 2005; Rosales, 2008). El inicio de las ondas se presenta entre los
dias 1 a4y 9 a 12 para los ciclos de dos ondas, mientras que en los ciclos de tres

ondas, la tercera inicia hacia el dia 16. (Hernandez, 2000) (Figura 3).

Figura 3. Modelo en el que se relaciona los incrementos transitorios de FSH
durante un ciclo estral bovino en el que se presentan tres ondas de

desarrollo folicular.
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El sistema de desarrollo folicular se encuentra bajo el control del sistema
endocrino y paracrino en el que intervienen las hormonas gonadotrépicas, las
citoquinas que actuan como mensajeros quimicos, los factores de crecimiento
(que favorecen varios procesos como la proliferacion celular), los esteroides y
otras moléculas reguladoras (Gordon, 1999). El foliculo ovarico experimenta una
rapida proliferacién celular durante su crecimiento temprano, el cual
aparentemente es independiente de las gonadotropinas circulantes, pero es

susceptible a la accion de los factores de crecimiento; es posible que los agentes
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ovaricos autocrinos y paracrinos regulen el crecimiento folicular (De Moraes,
1997). Los factores de crecimiento son sustancias de origen protéico que actuan
por mecanismos autocrinos y paracrinos interviniendo en la actividad mitética de la
célula, desencadenando una proliferacion y reorganizacion de los tejidos, como
ocurre en las estructuras transitorias presentes en el ovario. Estos factores pueden
clasificarse en grupos. Dentro del primer grupo estan los factores que promueven
la divisién y desarrollo celular, el factor | de crecimiento similar a la insulina (IGF —
1), el factor de crecimiento nervioso (NGF), factores de crecimiento epidérmicos
(EGF), las Inhibinas y las activinas. Dentro del segundo grupo se encuentran las
citoquinas, las cuales son producidas por los macréfagos y linfocitos, ayudando a

la regulacion del sistema inmune (Knight, 2001).

El desarrollo folicular inicia desde los foliculos primordiales. Estos son formados
en el ovario durante la etapa del desarrollo fetal, en donde se encuentran
aproximadamente 150.000 foliculos primordiales en el momento del nacimiento,
pero unicamente logran madurar aproximadamente 100 durante toda la vida de la
hembra, los demas son degenerados mediante el proceso de atresia folicular

(Gordon, 1999; Rosales, 2008).

En el desarrollo embrionario los foliculos primordiales se establecen en el ovario
durante la vida fetal de la hembra; estos estan compuestos por un oocito rodeado
de un estrato celular que forma el epitelio folicular escamoso, todos provenientes
de la especializacion de las células germinales primordiales que proliferan por

medio del mecanismo de replicacion celular 6 mitosis. Grupos de células se ubican
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en el interior de estroma ovarico formando un grupo de reserva de foliculos, que
desarrollan un intrincado sistema de comunicacion intercelular, formado por
proteinas (conexinas C32, C37, C43 y C45) las que permiten el paso de senales,
aminoacidos, glucosa, metabolitos y nucleotidos entre el oocito y las células que lo
rodean (Webb, 2004). Inmediatamente después del nacimiento gran parte de los
oocitos se estabilizan, una vez han pasado por los diferentes estadios de
desarrollo comprendidos dentro de la profase meidtica (preleptoteno, leptoteno,
zigoteno, paquiteno y diploteno), para asi entrar en un periodo de arresto meiético
(Fair, 2003). Los oocitos son rodeados por varias capas de células de la granulosa
(4-8 capas), que provienen de las células mesonéfricas 6 de origen mesotelial; una
vez alcanzado este nivel de desarrollo toma el nombre de foliculo primordial
(Fortune, 2003). El proceso de formacién del foliculo primordial es mediado por la
expresion un grupo de genes, como el c-kit y el Figla entre otros, que codifican
para la formacion de factores de crecimiento intraovaricos entre los que se
encuentran la familia de factores de crecimiento transformante  (TGF), proteinas
morfogénica del hueso (BMPs) y miembros de la familia de células-B
linfoma/leucemia -2 (bcl-2) (Fair, 2003). También se presenta la interaccion
neuroendocrina por medio de las neurotropinas y sus receptores, que favorecen el
desarrollo folicular en las primeras etapas, ya que en estudios realizados al tomar
ovarios que presentan foliculos en desarrollo se encuentra incrementado el mMRNA
que codifica para nuerotropinas (NGF, NT-3, NT-4/5, BDNF), como de sus

receptores (p75, trkA, trkB) (Fortune, 2003).
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Una vez se produce la proliferacién de las células de la granulosa del foliculo
primordial, se inicia la activacion de éste, permitiendo la sintesis de mMRNA que
codifica para la expresién de la proteina morfogénica del hueso 7 (BMP-7) y el
factor de crecimiento de queranocitos (KGF), promoviendo la divisién y
proliferacién de las células de la granulosa (Lee, 2001); también es mediada por la
accion del IGF-I, EGF, el factor de crecimiento basico del fibroblasto (bFGF), el
factor inhibidor de la leucemia (LIF) y la BMP-15, permitiendo asi la transicion del
foliculo primordial a foliculo primario (Fair, 2003; Crowe, 2008; Rosales, 2008).
Como el foliculo que pasa de primordial a primario aumenta su tamafo, es
desplazado hacia la zona central del ovario, momento en el que se produce una
diferenciacion de las células que forman el estrato celular que rodea al oocito; esta
etapa es influenciada por la accién de el factor de crecimiento y diferenciacion-9
(GDF-9), que hace parte de la familia del factor transformador de crecimiento tipo
B (TGF B), y por la proteina morfogénica del hueso; esta accién es mediada por el
receptor de la BMP-2 (BMPR Il) (Rodgers, 1999). Se ha propuesto que una de las
principales acciones del GDF-9 es promover el progreso de los foliculos primarios
a las etapas de foliculos preantrales tardios, ya que va a desencadenar la
estimulacion en la expresiéon de ligandos en las células de la granulosa, para este
factor, regulando el desarrollo folicular durante esta etapa (Fortune, 2003). Una
vez iniciada la activacion del crecimiento folicular, las células de la granulosa,
presentes en la periferia del oocito presentan una morfologia cubiodal (Hernandez,
2008); en el interior de estas células se presenta un incremento del volumen

mitocondrial y de los reticulos endoplasmaticos lisos y rugosos para permitir
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incrementar las reservas energéticas, asi supliendo las demandas del oocito (Fair,

2003).

El estadio de foliculo secundario es caracterizado por la formacion de nuevos
estratos celulares, asi como por la aparicion de un material de origen proteico
denso que rodea al oocito, denominado zona pelucida; ademas de la formacion de
granulos corticales en el citoplasma del oocito. A partir de este momento los
foliculos aumentan su sensibilidad de manera gradual a la estimulacion de las
gonadotropinas de origen hipotalamico, ya que inicia la sintesis de RNA por parte
del oocito (Fortune, 2004). La liberacion de gonadotropinas hipofisiarias, es
dependiente de la secrecién pulsatil de la GnRH en el hipotalamo, asi como de la
cantidad de receptores de GnRH presentes en la superficie de los gonadotropos y
de los efectos moduladores de los esteroides gonadales (estrégenos vy

progesterona) y péptidos (activina, inhibina y folistatina) (Padmanabhan, 2001).

La GnRH es liberada por un grupo de células especializadas ubicadas en el
nucleo arqueado del hipotalamo basal medio. Al producirse la llegada de la
hormona al sistema portal hipofisiario, ésta es conducida a la hipdfisis, en donde
se une a sus receptores ubicados en la superficie de los gonadotropos de la
adhenohipdfisis (Palma 2001; Senger, 2003). El receptor para GnRH pertenece al
grupo de receptores del tipo rodopsina acoplados a proteina-G (GPCR), que en su
estructura presentan siete hélices transmembranales expandidas, con extremo
amino-terminal extracelular, que pueden ser faciimente glicosilados. En el

citoplasma de los gonadotropos se encuentran los extremo carboxi-terminales,

50



estas estructuras estan asociadas a la formacion de ligandos, debido a la accién
de los aminoacidos presentes en éstas, que favorecen la interaccion con
diferentes substratos intracelulares, como las proteinas G, las cuales actuan como
reguladores del proceso gonadotropico (Padmanabhan, 2001). La GnRH al unirse
a su receptor permite la activacion de multiples sefales de transduccion por la
activacion de la fosfolipasa CB (PLCB), para producir la hidrélisis del
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato unido a la membrana (PIP2) a inositol 1,4,5-
trifosfatado (IP3) y diacilglicerol; estas moléculas permiten la movilizacién
intracelular de Calcio y activan a la proteinquinasa-C (PK-C), estimulando asi la
biosintesis y secrecion de las hormonas foliculoestimulante (FSH) y luteinizante
(LH), ya que se expresa el mRNA que codifica para la expresion del gen LHa y 3,
FSHpB y subunidades a de gonadotropinas, estas proteinas son transportadas al
aparato de Golgi de las células LBT2, en donde se produce la liberacién al
citoplasma de la FSH y LH, para después por mecanismos de exocitosis pasar al
espacio inter-celular y alcanzar finalmente a la circulacion sanguinea por medio de
la que se dirige a su 6rgano blanco. Esta cascada de eventos también favorece el
incremento en el numero de receptores de membrana para GnRH, por la

expresion el gen que codifica para la sintesis de estos receptores (Adam, 2005).

Una vez liberadas, las hormonas gonadotropinas son transportadas por la
circulacion y llegan al ovario en donde se encuentran los foliculos en desarrollo,
los cuales inician gradualmente su sensibilidad a la accion de estas hormonas; en

estos foliculos se distingue un oocito rodeado por la zona pelucida y en la periferia

o1



varios estratos de células de la granulosa ya desarrollados, los cuales comienzan
a avanzar a la etapa terciaria temprana del desarrollo folicular. En este momento
el oocito presenta un nucleo completamente activo con la capacidad de realizar el
proceso de transcripcion, debido al desarrollo completo del reticulo fibro-granular
nuclear. Este estadio es alcanzado por la acciéon de la FSH, que junto a la accion
de los factores de crecimiento, presentes también durante las etapas anteriores,
favorecen la mitosis de las células de la granulosa folicular. Durante esta etapa
ocurre una proliferacion, diferenciacion y especializaciéon de las células que rodean
el oocito, permitiendo evidenciar claramente las células de la teca interna,
externa, lamina basal y células del cumulus. Adicionalmente se genera un espacio
por el aumento de presion ejercida por el liquido folicular, ya que el plasma
periférico al foliculo comienza a ingresar por mecanismos de transudacién a través
de su lamina basal, haciendo que se aumente la presion intrafolicular; este
espacio recibe el nombre de antro folicular, cuya formacién es mediada por la
FSH, el EGF y el IGF-I, entre otros (Fair, 2003; Crowe, 2008). Este es un criterio
de clasificacion de los foliculos ovaricos, en preantrales y antrales (Hernandez,
2008). El liquido folicular es un transudado sérico, constituido por un serie de
sustancias importantes para el desarrollo del foliculo, como lo son las proteinas
(albumina, globulinas, inmunoglobulinas, fibrindgeno, lipoproteinas y péptidos),
aminoacidos (Aspargina, treonina, glutamina, glutamico, alanina y glicina),
carbohidratos (glucosa, fructosa, mucosa, galactosa y manosa), gonadotropinas
(FSH, LH), esteroides (colesterol, androgenos, progestinas, estrogenos),

prostaglandinas (E, | y F2a), minerales y sales (Na, K, Mg, Zn, Cu, Ca, S, CI, P),
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inmunoglobulinas (IgA, 1gG) (Webb, 2004). Los foliculos mas grandes, (mayores
de 9 mm) también acumulan en el liquido folicular sustancias no esteroideas como
el inhibidor de la maduracion de los oocitos, inhibidor de la luteinizacion, relaxina e
inibina. El liquido folicular favorece la maduracion nuclear y citoplasmatica del
oocito, regulando las funciones de las células de la granulosa, favoreciendo el
crecimiento folicular y el proceso de esteroideogenesis, ademas de intervenir en la
ovulacién y el transporte del ovulo al utero y se une con secreciones uterinas para
favorecer el ambiente de capacitacion espermatica y desarrollo embrionario
temprano, ademas de preparar el foliculo para la posterior formaciéon del cuerpo

luteo (Hafez, 2000).

La etapa preantral del desarrollo folicular puede dividirse en tres estados, la
activacion de los foliculos primordiales, la transicion de foliculo primario a
secundario y el desarrollo del foliculo secundario hacia la etapa periantral. Durante
la etapa antral del desarrollo folicular se evidencia una cohorte de foliculos en
crecimiento, que es regulada por los mecanismos de seleccion, dominancia y

atresia folicular (Fortune, 2003).

Es importante tener en cuenta que estos foliculos son completamente funcionales
ya que producen estrogenos, necesarios para inducir la liberacion hipotalamica de
GnRH, desencadenando la secrecion de FSH y LH (Ineskeep, 2004), necesarias
para continuar con el desarrollo folicular, asi como otros productos que intervienen
en el desarrollo como son la activina, inhibina, folistatina, entre otras; el

incremento en la secrecion de estrégenos de origen ovarico es decisivo para
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permitir el desarrollo folicular y la ovulacién (Markstrom, 2002).

La sintesis de esteroides ovaricos requiere la coordinacién entre las células
ovaricas y de sustancias como gonadotropinas, que activan una cascada de
reacciones intracelulares, que tienen como finalidad la secrecion de estrégenos.
Los foliculos antrales de gran tamano, presentan el aumento de mRNA que
codifica para los receptores de LH (LHr) en las células de la teca y de la granulosa
folicular (Webb, 2004), permitiendo asi un incremento en los receptores
membranales para gonadotropinas en estas células. Al llegar la LH y hacer
contacto con su receptor de membrana ubicado en la superficie de las células de
la teca folicular, activa la adinil-ciclasa para la produccion de AMPciclico, que
permite la reaccién en la que el colesterol, unido a lipoproteinas de baja densidad
(LDL), es metabolizado en progesterona, y luego a andrégenos (androstenediona
y testosterona) debido a la activacion de la sefial de transduccién de la protein-
quinasa A, asi como del aumento en el mMRNA que codifica para la enzima P450-
17a-hidroxilasa (P450 17a-OH) y la 3B-hidroesteroide deshidrogenasa (3B-HSD),
encargadas de esta biotransformacion. Los androgenos liberados a partir de las
células de la teca se difunden por las uniones intercelulares a las células de la
granulosa del foliculo; en estas células se ha presentado incrementos importantes
en la sintesis de MRNA que codifica para receptores de LH y FSH, lo que permite
que estas células presenten un numero mayor de receptores para gonadotropinas
en las células de la granulosa y de la teca en los foliculos seleccionados. Una vez

la FSH y la LH hacen contacto con sus receptores en las células de la granulosa
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se desencadena la sintesis de mMRNA que codifica para la enzima P450aromatasa
y para la proteina de regulacidén esteroideogénica (StAR). Estas convierten los
andrégenos, que ingresaron a las células de la granulosa, a estradiol gracias a la
aromatizacion de esta molécula; actividad mediada por la FSH; utilizando
adenosin monofosfato ciclico (CAMP) como substrato, previa activacion de la
adenilciclasa (Rosenfeld, 2001; Fortune, 2004). En el foliculo también es inducida
la sintesis de sustancias como la activina, la cual estd compuesta por las
subunidades BA y BB que se combinan para originar activina A, B 6 AB. Esta
presenta actividad intraovarica que favorece el crecimiento de los foliculos en
etapas tempranas. Al aumentar el desarrollo de los foliculos, la activina se
sinergiza con la hormona foliculoestimulante y el TGF-B, favoreciendo el
incremento del tamafno folicular y la secrecion de estradiol e inhibina la cual
bloquea los efectos estimulantes producidos por la FSH en los foliculos de menor
tamano (subordinados). Se presenta entonces la dominancia folicular, proceso en
el que se selecciona un solo foliculo que sera dominante, y se afecta el desarrollo
de los foliculos de menor tamafio (foliculos subordinados), por la disminucion en
los niveles de la FSH y por la accion de la inhibina que es producida en mayor
cantidad por el foliculo dominante (Fortune, 2004; Crowe, 2008). Es importante
tener en cuenta que durante las diferentes etapas del desarrollo folicular los
factores de crecimiento, gonadotropinas, y demas sustancias que interviene en
éste proceso no dejan de expresarse, lo que ocurre es que se presenta mayor
sintesis de las sustancias en determinados momentos para favorecer cada una de

las etapas mencionadas (Palma, 2001).
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La dominancia folicular es el proceso por el cual uno de los foliculos de la cohorte,
que estan presentando un desarrollo similar, aumenta su tamafio, convirtiéndose
en dominante con respecto a los otros foliculos que pasan a ser subordinados
(foliculos que sufren regresion); incluso los foliculos dominantes de las ondas
previas se subordinan ante la presencia del foliculo dominante de la ultima onda
de desarrollo folicular, que continua su diferenciacién y crecimiento, hasta llegar a
ser foliculo ovulatorio (Ineskeep, 2004; Sartori, 2004). Este foliculo presenta una
mayor densidad de receptores de gonadotropinas (FSHr y LHr) en la superficie de
las células de la granulosa, mayor produccién de enzimas y proteinas que
intervienen en la esteroideogenesis, asi como la mayor concentracion de estradiol
en el fluido folicular, motivo por el cual hay un incremento en el desarrollo del
foliculo dominante con respecto a los foliculos subordinados, también mediado por
los factores de crecimiento (Sanchez, 1993; Fortune, 2003). Uno de los principales
agentes asociados al proceso de dominancia folicular es el sistema del IGF,
compuesto por los dos ligandos IGF-I e IGF-II, los receptores tipo | y Il, y las
proteinas de union denominadas IGFBP-I, Il, Ill, IV, V y VI. Los IGFs favorecen la
estimulacion de la proliferacion celular y al actuar de manera sinérgica con las
gonadotropinas promueven la diferenciacion de las células foliculares,
favoreciendo el desarrollo para dar paso a la dominancia folicular (Webb, 2004;

Crowe, 2008).

Los foliculos subordinados inician el camino hacia la regresion, en la que

interviene el mecanismo de apoptosis celular, que es necesario para la
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homeostasis tisular y ocurre en todas las células de los organismos multicelulares
como un proceso fisiologico. En los foliculos en crecimiento la apoptosis puede
presentarse durante cualquiera de las etapas de desarrollo, en las que se
presentan cambios substanciales celulares en el citoplasma (sin un aumento
importante en el volumen citoplasmatico, ni la subsiguiente lisis, como se aprecia

en la necrosis) y en el nucleo (compactacion de la cromatina) (Markstrom, 2002).

El inicio del proceso de apoptosis es desencadenado en respuesta a la activacion
de genes proapoptoticos; estos codifican para las caspasas (procaspasas), que
son enzimas con una fuerte actividad proteolitica, y los genes de la familia Bcl-2,
dentro de los que se encuentran Bcl-XL, Bcl-w, Bid, Bax, Bik, Bcl-Xs. Las
caspasas estan activadas en forma de zimogenos que se encuentran inactivos y
deben ser activadas para actuar; por medio de la activacion de una caspasa por
otra, por la union de cofactores y coenzimas que producen la activacion; 6 por la
activacion generada por los receptores de muerte celular. De esta forma se
desencadena la actividad de un grupo de enzimas que degradan el DNA,
conocidas como DNasas, las cuales son endonucleasas que producen una
defragmentacion internucleosomal del DNA, haciéndolo perder su patron

caracteristico (Flores, 2005; Rosales, 2008).

Se han propuesto tres mecanismos de regulacion de la apoptosis. EI mecanismo
hormonal (gonadotropico y esteroidal) que junto con los factores locales 6 troficos
(EGF, FGF, IGF e insulina); cumplen un papel importante en la regulacion de la

apoptosis ya que favorecen la supervivencia celular, actuando como mecanismo
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anti-apoptotico, el cual es totalmente dependiente de la expresion de los
receptores, para estos factores en las células (Hacker, 2000; Markstrom, 2002;
Johnson, 2003). ElI segundo mecanismo de regulacion de apoptosis es
dependiente del gen p53, el cual es inducido por alteraciones y dafios presentes
en el DNA, que desencadena la activacion de los genes proapoptéticos como el
Bax, desencadenando la cascada de de reacciones apoptéticas (Burns, 1999;
Slot, 2006). Un tercer mecanismo de induccién de la muerte celular por apoptosis
se da por la induccién de la via Fas, la que hace parte de una serie de
mecanismos de tipo inmunoldgico, ya que al hacer contacto el Fas con su receptor
de membrana celular, permite la activacion de de los genes pro-apoptoticos
pertenecientes a la familia Bcl-2 (Porter, 2001; Johnson, 2002; Flores, 2005; Slot,

2006).

De esta manera se conocen agentes pro-apoptoéticos y anti-apoptoticos, los cuales
median de manera efectiva en la decisién celular a iniciar 6 no el proceso de
muerte celular programada; al no presentarse una concentracion adecuada de
receptores de membrana de agentes anti-apoptéticos como tirosinquinasa,
hormona de crecimiento, gonadotropinas, proteina G, hormonas esteroideas
acopladas a sus receptores nucleares, EGF, bFGF, IGF e insulina, acoplados a
sus receptores va a producirse la activacion alguno de los genes pro-apoptoticos
(familia Bcl-2), estos ya activados al interior de la célula van a dirigirse a la
mitocondria generando la liberacibn de agentes pro-apoptoticos, entre ellos,

citocromo-C en el citosol celular; el cual va a unirse a la proteasa apoptética
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activadora de factor 1 (APAF-1) y a la pro-caspasa 9 formando el complejo
proapoptosoma, el cual permite la activacién de la pro-caspasa 3 en caspasa 3
(Fenwick, 2002). Otra forma de desencadenar el mecanismo apoptotico se da
mediante la activacidon de los receptores celulares para muerte celular (como
CD95, Fas, Factor de necrosis tumoral y sus receptores, entreotros) los cuales al
internarse en la célula permiten la activacion del complejo de muerte inducida
(DISC), produciendo el reclutamiento de moléculas de pro-caspasa 8, las que van
a ser activadas a caspasa 8, con la ayuda de la union del DISC con la proteina
Fas-asociada para muerte celular (FADD) (Hacker, 2000; Slot, 2006; Rosales,
2008). Al estar activada la caspasa 8 en el citosol celular, va a producirse la
activacion de la procaspasa 3 en caspasa 3; esta molécula permite la exposicidon
extramembranal de la fosfatidil-serina, que debido al reducido espacio intercelular
va a permitir el contacto con otras células desencadenando el proceso de
apoptosis en las células vecinas que presenten receptores para muerte celular
programada. Motivo por el cual se produce el desencadenamiento de una
apoptosis masiva, acompafnada por la presencia de nucleos picnoticos y cariorexis
en las células de la granulosa y de la teca en los foliculos atrésicos (Markstrom,
2002; Johnson, 2003). Una vez activada la caspasa 3 genera la desestabilizacién
del complejo caspasa-activadorDNasa (CAD) y su factor inhibidor (Subunidad
inhibidora de caspasa-activadorDNasa ICAD), permitiendo la expresién de las
enzimas con actividad DNasa (endonucleasas), generando la defragmentacion
internucleosomal del DNA (Fenwick, 2002). En la activacion de las caspasas

participan mas de 100 substratos que participan en cada una de las reacciones asi
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como en la desnaturalizacion de las proteinas estructurales y del citoesqueleto,
generando encogimiento del nucleo y alteracion en la morfologia celular

(Markstréom, 2002).

1.5.2. Mecanismo de ovulacion.

Una vez el foliculo dominante presenta sus componentes completamente
desarrollados y libera las cantidades de estradiol necesarias para sus funciones
(estrégeno-activo), pasa a la etapa de foliculo preovulatorio, que es la etapa en la

que se prepara para el fendmeno de la ovulacién 6 liberacion del oocito.

La maduracién del foliculo preovulatorio depende de la interaccion de sustancias
como las gonadotropinas, hormonas esteroides, factores de crecimiento, entre
otros. Los incrementos plasmaticos de estradiol, preceden al incremento transitorio
en la liberacion de LH (Sanchez, 1993); como los foliculos preovulatorios
presentan un incremento en el numero de receptores para LH, éstos van a ser
susceptibles de esta elevacidn transitoria en la concentracion de LH en sangre,
proceso por el cual se produce la activacion de la adenilciclasa para producir
AMPciclico (AMPc) intracelular, activando la sefial de transduccion para la
proteina quinasa A (PKA). Ademas los receptores de LH ya conjugados con la LH
pueden utilizar un segundo mensajero como el inositoltrifosfatado y el Calcio para
producir la activacion de la proteinquinasa C (Rosenfeld, 2001). El incremento
transitorio de LH (pico preovulatorio de LH), genera el incremento en la sintesis de

MRNA que codifica para los receptores de progesterona, ciclooxigenasa-2 (COX-
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2) y factor regulador de crecimiento temprano (Egr-1) los cuales son
indispensables en el proceso de ovulacién, favoreciendo el rompimiento del
foliculo por un area especifica y la extrusion del oocito maduro (Richards, 2005;
Crowe, 2008). En la superficie del foliculo, en donde se produce la ovulacion,
pueden distinguirse varios estratos celulares, caracterizados por una capa
superficial simple de epitelio ovarico, la tunica albuginea (compuesta por tejido
conectivo) y la teca externa envuelta por una red colagena que provee firmeza a la
pared folicular, la teca interna y finalmente la capa de células de la granulosa

separada por la lamina basal del complejo cumulus-oocito (Ohnishi, 2005).

En el foliculo se inicia la expansién del complejo cumulus-oocito debido a la accion
de glicosaminoglicanos (acido-B1,3-N-acetilglucosamina  B-1,4-glucurdnico)
producidos en las células del cumulus y que tienen como funciéon aumentar la
presion intrafolicular (Richards, 2005). Ademas se desencadena la sintesis de
MRNA que codifica para el factor de necrosis tumoral-a, que permite la activacion
de una serie de proteinasas desencadenantes de los mecanismos proteoliticos en
la matriz extracelular (Hunter, 2004). Las proteinasas que intervienen en los
procesos proteoliticos son clasificadas asi: el primer grupo, estd compuesto por
las pertenecientes a la matriz de metaloproteinasas (MMPs) (aprox. 23 MMP); el
segundo grupo, esta conformado por serinas como es el caso del activador del
plasmindgeno y la plasmina; el tercer grupo, estd compuesto por desintegrinas y
trombospondinas; finalmente, esta el grupo de la proteina morfogénica del hueso-

1, la catepsina-L y las proteinas plasmaticas asociadas a la prefiez (Ohnishi,
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2005). Al activarse, éstas proteinasas van a actuar sobre los estratos celulares y la
red colagena que brinda soporte a los tejidos de la pared folicular, causando su
adelgazamiento y pérdida la tension. La activacion de las proteinasas que
componen la matriz de metaloperoxidasas entre ellas MMP-2, MMP-14 y MMP-23,
sintetizadas en las células de teca, producen la liberacion de colagenasas y
gelatinasas la cuales desencadenan el efecto proteolitico generando la ruptura de
la pared (Richards, 2005), esto sumado al proceso inflamatorio agudo que genera
un aumento en la despolarizacién en las células del foliculo y los cambios en la
concentraciéon en el citosol celular del calcio van a favorecer el proceso de

ovulacion (Spey, 2006).

Una vez se produce la ruptura del foliculo el oocito es liberado y es captado por
las fimbrias del oviducto, las cuales se encuentran dispuestas hacia el ovario,
gracias a la accion estrogénica. En el ovario, el espacio vacio del foliculo ovulado
llenado rapidamente de sangre, originando una estructura transitoria denominada
cuerpo hemorragico, como preambulo a la formacion y consolidacion del cuerpo

luteo (Hunter, 2004).
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1.5.3. Formacién y consolidacién del cuerpo liteo.

El cuerpo luteo funciona a manera de una glandula endocrina transitoria,
altamente irrigada, cuya principal accién es la produccién de la hormona
progesterona, la que favorece la formacion de un adecuado medio ambiente
uterino, permitiendo que ocurran las primeras etapas del desarrollo embrionario y
después desencadenar el reconocimiento materno de la gestacion (Kastelic, 1990;
Grygar, 1997; Bridges, 2000; Schams, 2004); al no producirse ésta interaccion
entre la madre y el embrién, se da paso a un nuevo ciclo estral debido a la
activacion de los mecanismos luteoliticos, que generan la involucion tanto
estructural como funcional del cuerpo luteo, permitiendo una nueva etapa de
dominancia folicular asi como la siguiente ovulacion (Starbuck, 2004; Hernandez,

2008).

Una vez liberado el oocito y el liquido que se encontraban en el antro folicular, se
inicia una llegada masiva de sangre al sitio de ovulacion; estos cambios
hemodinamicos locales intervienen en la remodelacion que ocurre durante la
transicion de estructuras ovaricas, ya que al formarse un cuerpo luteo va a
producirse una importante neovascularizacion (angiogénesis) y una diferenciacion
de las células que estaban presentes en el foliculo (luteinizacion), durante el pico
de LH y la formacion temprana del cuerpo luteo (Schams, 2004). Al inicio de la
luteinizacion las células de la teca folicular sufren un proceso de hiperplasia e
hipertrofia, para generar las células luteales pequenas; mientras que las células de

la granulosa folicular van a dar paso a las células luteales grandes, disminuyendo
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asi la capacidad para producir andrégenos y estrégenos al disminuir la sintesis de
MRNA que codifica para las enzimas P450 17a-hidroxilasa (17a-OH) y la 3B-

hidroesteroide-deshidrogenasa (33-HSD) (Acosta, 2003).

El cuerpo luteo bovino esta compuesto por células luteales grandes, pequefias,
varios tipos de células endoteliales, musculatura lisa, macréfagos, leucocitos y
ocasionalmente algunas células plasmaticas, cuya funcion es la secrecion de
progesterona, y en pequefias cantidades, estradiol, prostaglandinas y hormonas
peptidicas, como relaxina, oxitocina, neurofisina-l, vasopresina e inhibina (Grygar,
1997; Niswender, 2002; Sangha, 2002). EI mecanismo por el cual se produce la
remodelacién del componente celular folicular, incluye hipertrofia de las células
foliculares, hiperplasia de los fibroblastos que componen el tejido conectivo y
aumentos en el aporte sanguineo. Esta también acompanado por cambios en la
matriz extracelular, diferenciacién, mitosis y migracion celular; controlados por la
expresion de genes que codifican para dos familias de proteinas involucradas en
cada uno de estos procesos y factores de crecimiento como el EGF, bFGF, IGF, el
factor de crecimiento angiogénico (AGF), entre otros (Schams, 2004). Esta
remodelacién funcional y estructural de la matriz extracelular es claramente
influenciada por la accién de las metaloproteinasas y del plasmindégeno activador
de plasmina, activados por la disminucion en la sintesis de mMRNA que codifica
para las proteasas inhibidoras de estos factores, como la TIMP y la a2-
macroglobulina, una vez ocurrida la ruptura folicular (Acosta, 2004). Durante la

etapa final del desarrollo folicular se generan cambios hemodinamicos que
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disminuyen el aporte sanguineo ovarico pos-ovulacién; entre 2 y 5 dias después
de la ovulacién el flujo sanguineo se incrementa notoriamente correlacionandose
con el aumento del volumen lutea y las concentraciones sanguineas de
progesterona debido a la angiogénesis que se esta produciendo en el cuerpo
luteo, lo que genera la diferenciacion de las foliculares en células luteales

(Schams, 2004).

Una vez establecidas las células luteales grandes y pequefias se crean uniones
intercelulares que permiten el intercambio de elementos entre las células,
importantes para la regulacion del crecimiento, diferenciacion y regresion luteal;
estos canales son inducidos por la accion de las gonadotropinas hipofisiarias (FSH
y LH), asi como de sus receptores (Chabbert-Buffet, 2000). Las células luteales ya
formadas, incrementan su contenido de lipidos, colesterol y esteres; pero también
incrementan la actividad de las enzimas 5-3p-hidroxiesteroide-deshidrogenasa, asi
como de la succinato deshidrogenasa, glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa,
isocitrato-deshidrogenasa, malato-deshidrogenasa y fosfatasas, para poder
efectuar la biosintesis hormonal durante la fase luteal (Kotwica, 2002; Niswender,

2002; Acosta, 2004).

De esta manera, la LH llega por via circulatoria al cuerpo Iuteo que se encuentra
altamente irrigado. Las células luteales previamente han incrementado la sintesis
de mRNA que codifica para la los LHr, para asi poder ser estimulados por esta
molécula; al llegar la LH y unirse a sus receptores ubicados en la membrana

plasmatica de las células luteales, generan la activacion de la adenil-ciclasa y la
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proteina G, produciendo biosintesis de AMPciclico a partir de ATP, que es
utiizado en las reacciones como sustrato (Figura 4); de esta manera las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) y de baja densidad (LDL) provenientes de la
circulacion, asi como los esteres de colesterol hidrolizados y las moléculas de
acetato son biotransformadas en colesterol (1, 2 y 3 Figura 5) que es direccionado
a la mitocondria (Niswender, 1994; 2000). Al producirse la activacién de la
proteinquinasa A (PKA) y el AMPciclico favorecen el transporte de las moléculas
de colesterol al interior de la mitocondria de las células luteales, de esta manera
se genera un incremento en el MRNA que codifica para la produccion de la enzima
citocromo P450 clivasa de la cadena lateral (P-450scc) la que permite la liberacion
de pregnenolona en el citosol celular; una vez liberada la pregnenolona es
transportada al reticulo endoplasmatico liso en donde se produce la biosintesis a
progesterona mediante la accion de la enzima 3p-hidroxiesteroide-deshidrogenasa
(3B-HSD). Previamente se ha producido un incremento en la sintesis de mRNA
que codifica para la enzima (33-HSD) produciéndose su liberaciéon en el citosol de
la célula luteal esta enzima es direccionada hacia el reticulo endoplasmatico liso
para participar en este proceso de biosintesis de progesterona (Niswender, 1994;

2000; 2002), (4 y 5 Grafica 5).
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Figura 4. Modelo de la produccion de progesterona en las células luteales
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Fuente: Tomada de Niswender, G. 2000.

Durante este proceso continua sintetizandose mRNA que codifica para los
receptores de LH y por medio de granulos secretorios son transportados a la
membrana plasmatica por medio de exocitosis, permitiendo asi que la LH continte
haciendo contacto con los receptores para LH, desencadenando la produccion de

progesterona (Niswender, 2002; Sangha, 2002).
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Figura 5. Modelo de biosintesis de progesterona en una célula luteal.
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1.5.4. Reconocimiento materno post-trasplante y activacion de mecanismos

luteotrépicos.

La eficiencia en la técnica de TE, se ve afectada por muchos factores, entre ellos
los que estan asociados a la hembra receptora de embriones, por este motivo es
muy importante hacer un control eficaz de los factores que puedan causar
variabilidad en los resultados positivos tras la aplicacion de esta técnica,
representados en prefieces (Kastelic, 1990; Gonzalez, 2001; Spell, 2001;
Vasconcelos, 2006). Es importante hacer un seguimiento de las estructuras
ovaricas presentes en la hembra durante el protocolo de sincronizacién, ya que
evaluando los tamafios del foliculo y del cuerpo luteo, previos a TE, puede tenerse
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una idea clara de los niveles de produccion de progesterona para de esta forma
poder hacer una seleccidon de las hembras que van a ofrecer un 6ptimo medio
uterino al embridon que van a recibir (Kastelic, 1990; Bridges, 2000; Vasconcelos,

2001; Baruselli 2001; Spell, 2001; Sartori, 2002; Duica, 2007; Gonella, 2010).

Después de ser transferido el embridon, éste va a encontrar un ambiente uterino
que favorece su desarrollo o va a afectarlo de una forma directa; es entonces
cuando en el embridn, que se encuentra en estadio de moérula, debido a factores
de crecimiento (TGF-a y B, y PDGF, entre otros) y a los sustratos empleados por
el embrién (piruvato y oxalacetato) se estimula la mitosis generando una
compactacion de las células ubicadas al interior del embrion, etapa en la cual se
crean uniones intercelulares estrechas que permiten el paso de elementos entre
éstas actuando como un organismo (Bilodeau, 2006; Demmers, 2001). Las células
que rodean el paquete celular interno embrionario presentan un mecanismo activo
para el transporte de moléculas denominado bomba sodio-potasio ATPasa, la cual
en esta etapa genera un transporte i6nico estableciendo un paso de sustancias de
un gradiente a otro, permitiendo el ingreso de liquidos provenientes del
metabolismo celular (mitocondrial), para formar un espacio intra-embrionario que
recibe el nombre de blastocele. Este aumento de presion hace que las células se
ubiquen en la zona externa que conformaran el trofoblasto y se forme un paquete
celular interno que recibira el nombre de embrioblasto; ésta etapa del desarrollo
embrionario es denominado blastocisto (Spell, 2001; Hernandez, 2008). A lo largo

de esta etapa, el blastocisto continua con su desarrollo, en el que intervienen, de
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manera importante, los niveles de progesterona generados por el cuerpo luteo y
vertidos a la circulacién sanguinea, ya que al llegar esta hormona a las células del
epitelio luminal y glandular endometrial desencadena la sintesis de la histotropina;
esta proteina interviene en el crecimiento de manera directa, durante esta etapa

del desarrollo embrionario (Demmers, 2001).

Durante la etapa embrionaria temprana (antes de la implantacion del conceptus) el
embriéon migra a lo largo de la luz uterina, por lo que es importante que el epitelio
uterino no permita el adosamiento embrionario antes de tiempo; de esta manera,
desencadena la sintesis de mRNA que codifica para las proteinas antiadherentes
en las células del epitelio luminal uterino, asi se produce la expresién de las
glicoproteinas mucinas entre las que presentan una mayor accion las MUC-1 y
MUC-4, estas proteinas van a estar presentes en la superficie luminal uterina
hasta los dias 15-16 cuando los niveles de estas inician su descenso para permitir
que inicie la etapa de implantacién. Las mucinas 1 y 4 recubre las células de la
pared uterina para bloquear la unidon temprana entre el trofoectodermo y los
receptores de las proteinas de multiple adhesién como las integrinas, evitando que

se genere una implantacion temprana (Spencer, 2007).

Los mecanismos de mitosis celular ocurridos en las células, asi como el aumento
de la presion ejercida por el fluido contenido en el blastocele y la accion de las
enzimas que desnaturalizan la zona pelucida (barrera protectora embrionaria),
permiten que el blastocisto eclosione; es entonces cuando el conceptus (embrion

con sus membranas asociadas) comienza a tener contacto directo con el medio
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uterino, el cual es un periodo critico (Starbuck, 2004), ya que del dia 8 al 17 ocurre
aproximadamente un 30-40% de las pérdidas embrionarias (Thatcher, 1994). El
establecimiento satisfactorio del embrion es producto de la interaccion entre éste
con sus membranas asociadas y el endometrio de la hembra receptora, logrado
mediante el proceso denominado reconocimiento materno de la prefiez, el cual es
indispensable para el subsecuente mantenimiento de la gestacion; de lo contrario,
la madre rechazaria el embrién. El reconocimiento materno de la prefiez se
evidencia como el periodo critico en el que el embrion “envia sefales” de su
presencia a la madre antes de iniciarse el proceso de regresion del cuerpo luteo,
para asi mantener la integridad funcional y estructural del mismo,
desencadenando una serie de cambios uterinos que favorecen el establecimiento
de la gestacion, este mecanismo es generado por la sintesis y secrecion de
interferon Tau por parte del embrién, lo cual es considerado como un importante

factor luteotrépico (Rodriguez, 2001; Rodina, 2009; Tovio, 2010).

La supervivencia embrionaria temprana depende de la no reaccion de rechazo
inmunoldgico por parte de la madre al conceptus, de un medio ambiente uterino
favorable para el desarrollo embrionario, de la programaciéon genética intrinseca
de embridon (Hernandez, 2008; Tovio, 2010) y también es de gran importancia la
no presencia de microorganismos en el medio uterino que puedan generar
mortalidad embrionaria durante las diferentes etapas del desarrollo embrionario
(Jiménez, 2005; Tovio, 2010). Una vez eclosionado de su zona pelucida el

embridn junto a todas sus membranas sufren un desarrollo vertiginoso, en el que
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se elongan, ocupando gran parte de la superficie uterina, mecanismo que es
dependiente de una serie de factores de crecimiento entre los cuales se resalta el
TGF-B y el VEGF (Hernandez, 2008). Al tener contacto el conceptus, con el fluido
uterino presente en el espacio luminal uterino, compuesto por derivados del suero
sanguineo que aporta electrolitos, sustratos energéticos y productos especificos
que permiten aumentar la posibilidad de supervivencia del embrion durante la
etapa inicial del desarrollo embrionario (Hernandez, 1995); va a iniciarse la
produccién de la sefal primaria por parte del conceptus hacia la madre, que va a
tener un papel decisivo en el mecanismo del reconocimiento materno de la prefiez.
Al llegar el conceptus al dia décimo del desarrollo las células del trofoblasto inician
la secrecién la proteina trofoblastica bovina (Spencer, 2004), denominada también
Interferén Tau (Apelo, 1989), presentando una maxima produccion entre los dias

13 al 23 (Roberts, 2008).

Esta sefial embrionaria genera un efecto antiluteolitico paracrino en el endometrio
que bloquea la trascripcion del gen que codifica para los receptores estrégenos-a
(ER-a) en el epitelio glandular superficial y luminal, para asi inhibir la expresion del
gen ESR-1, afectando la sintesis de los receptores de oxitocina. Se inhibe la
sintesis de prostaglandina F2a, ya que afecta la expresion del gen PTGS-2 que
codifica para la produccion de ciclooxigenasa-2 (COX-2); ademas se incrementa la
produccidn de acido linoleico, que actua como inhibidor competitivo del acido
araquidonico al unirse a la ciclooxigenasa-2 (COX-2), afectando de manera

importante la produccidon de la PGF2a. De esta manera se favorece el
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mantenimiento del cuerpo luteo y la continuidad de la secrecién de progesterona
(Bilodeau, 2006; Hernandez, 2008), que es la principal promotora del
establecimiento y mantenimiento de la gestacion en mamiferos (Chabbert-Buffet,
2000; Spencer, 2004); ademas, el Interferon Tau favorece la sintesis de proteinas
uterinas durante la fase inicial de la gestacion, inhibiendo el desencadenamiento

del mecanismo luteolitico (Fazleabas, 1994).

El interferon Tau es una sustancia clasificada por la Sociedad Internacional de
Interferones, como perteneciente a la familia de los interferones tipo I; es una
proteina de caracteristica acida de 19.5 kDa, con una cadena de 172 aminoacidos,
con propiedades antiproliferativas, antivirales e inmunomoduladoras (Spencer,
1996; Hernandez, 2008). La expresion de interferéon Tau por las células del
trofoectodermo es controlada por dos regiones promotoras especificas. La primera
esta situada distal al sitio de inicio de transcripcion, aproximadamente a -358 a -
322 pares de bases (pb) y la segunda esta situada en la region proximal a
aproximadamente -91 a -69 pb, identificadas mediante electroforesis (Bazer,
1997). Al activarse el mecanismo de transcripcion para la produccion de los genes
estimuladores de interferones (entre éstos el gen estimulante de interferones-15)
se produce la sintesis de éstos y por accion de la 2°,5° oligoadenilato-sintetasa
(OAS), se desencadena la expresion de los receptores para los factores de
crecimiento, tirosin-quinasa y proteina-G presentes en las secreciones uterinas.
Estos factores al unirse a los receptores de membrana de las células del

trofoectodermo, permiten la activacion del proceso de transduccion para la
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expresion de genes que codifican para la produccion de interferon Tau y juegan un
papel importante en la diferenciacion endometrial (Rodina, 2009). Una vez
activado el proceso de transduccion se genera la combinacion y activacion de las
proteinas promotoras de expresion Ets2 y DIx3 en las células del trofoectodermo,
esta activacion es influenciada directamente por los niveles de progesterona en el
suero materno, por esto es de gran importancia que el cuerpo luteo genere niveles
apropiados de progesterona, para asi favorecer la secrecion del interferén Tau por
parte del conceptus (Roberts, 2008). Al presentarse la activacion de las proteinas
promotoras de expresion en las células del trofoectodermo, se produce la
liberacion de interferon Tau al liquido endometrial, que interviene en el
reconocimiento por parte de la madre al conceptus; el interferon al llegar a las
células del epitelio luminal endometrial, estimulan la sintesis de mRNA que
codifica para las proteinas Galectina 15 (LGALS-15), Catepsina-L y Cistatina-C
que son vertidas al liquido luminal, interviniendo de manera directa en la
regulaciéon del desarrollo del conceptus y en el mecanismo de implantacion

(Demmers, 2001; Spencer, 2007).

Es importante que se produzca una elongacion del conceptus para que se
presente el reconocimiento materno, ya que al haber una mayor superficie
trofoblastica, un numero mayor de células van a sintetizar una mayor cantidad de
interferon por accion de los genes para la sintesis de interferon (ISGs). De esta
manera, al desarrollarse el conceptus se incrementa la sintesis de mRNA que

codifica para interferon Tau, el cual hace contacto con los receptores para
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interferon (IFANAR) presentes en las células del epitelio glandular y luminal
uterino (Rodina, 2009) generando la fosforilacidon cruzada y activacion de
quinasas, que producen la activacion para sefial de transduccion y activacion de
transcripcion 1y 2 (STAT 1 y 2); por otra parte la estimulacion producida por la
union del interferon Tau a su receptor, interviene directamente en la expresion del
factor estimulante de transcripcion de interferon 3y (ISGF 3y), que favorece para la
sintesis e hiper-activacion de los elementos que responden a la estimulacion del
interferon (ISRE), como STAT1, STAT2, ISGF3G, B2M, ISG15, MIC, OAS, los
cuales intervienen en la sintesis de las proteinas que favorecen el mecanismo de

implantacion del conceptus (Roberts, 1999; Spencer, 2007).

Una vez ocurrida la fecundacion del oocito y activada la cascada de los
mecanismos luteotropicos del utero, se produce un aumento en la capilaridad
asociado a la produccion de progesterona; esto estimula a las células del epitelio
luminal y glandular endometrial para sintetizar varios tipos de moléculas, como
enzimas, factores de crecimiento, citoquinas, linfoquinas, hormonas, proteinas
transportadoras y otras sustancias histotropas (Spencer, 2004); entre las que se
evidencian los TGF-a, 1, B2, B3, PDGF, IGF tipo | y Il, factor endotelial de
crecimiento vascular (VEGF), factor estimulador de colonias (CSGF), EGF, FGF,
TNGF-q, interleuquina 1,3,6 (IL-1,3,6,), factor inhibidor de la leucemia, ademas de
un gran numero de proteinas como la proteina con reactividad cruzada con la
ubicuitina (PRC-U), la proteina 2 quimiotactica granulocitica, proteinas de la leche

uterina (UTMP), serpinas uterinas (US), osteopontinas (OPN), entre otras,
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(Demmers, 2001). Asi, los factores de crecimiento van a unirse al Heparan Sulfato
Proteoglican (HSPG) en el glicocalix del epitelio uterino para brindar unas
caracteristicas adecuadas a éste, que permiten favorecer un adecuado desarrollo
embrionario, reconocimiento por parte de la madre, implantacion, y mantenimiento
de la gestacion (Hernandez, 2008). Asi mismo, por accién hormonal se disminuye
el tono de la musculatura lisa uterina que facilita la adherencia del embridn,

previniendo pérdidas embrionarias tempranas (Bowen, 2000).
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1.5.5. Mecanismo de implantacién embrionaria.

Una vez dadas las condiciones uterinas y hormonales (que integran las senales
endocrinas y paracrinas) generadas por la madre y el conceptus, que favorecen la
activacion de los mecanismos luteotropicos; y después de producirse la
elongacion de la estructura embrionaria, con la subsiguiente liberacion de la
proteina trofoblastica bovina (sin generarse rechazo inmunolégico materno, ni
expresarse alteraciones genéticas embrionarias), se inicia el mecanismo de
implantacién embrionaria que termina con el adosamiento del conceptus al epitelio
uterino materno, generandose una comunicacion reciproca entre éstos (Denker,

1993; Guillomot, 1995).

Al producirse el acercamiento entre el trofoectodermo y la pared luminal uterina,
se desencadena el mecanismo de implantacién, en el cual se distinguen
claramente cinco eventos que terminan con la unién entre estas estructuras
(Spencer, 2007). Durante la primera etapa se produce la eclosion del blastocisto
de la zona pelucida la cual se produce aproximadamente el dia 8 post-fertilizacion.
Inmediatamente después (dias 9-11), se genera el precontacto y orientacién del
blastocisto, en esta etapa se produce un cambio importante en la morfologia del
conceptus, ya que cambia de forma esférica a tubular y migra hacia la region
media del cuerno uterino ipsilateral al cuerpo luteo; por lo cual es de gran
importancia la accion de las glicoproteinas antiadherentes mucina 1y 4 (MUC-1y
MUC-4), durante esta etapa. Ya para el dia 11, inicia la disminucion en la

secrecion de las mucinas, dando paso a la aposicion del trofoblasto elongado, a la
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pared uterina. Una vez producido el adosamiento entre estas estructuras, inicia la
sintesis de mMRNA que codifica para la sintesis de las integrinas, las cuales son
sustancias de origen protéico producidas en las células del epitelio uterino y en las
células del trofoectodermo que tienen por funcidén facilitar el proceso de
implantacion embrionaria (Bowen, 2000). Entre los dias 15 y 16 se inicia la cuarta
etapa del mecanismo de adhesion del conceptus al epitelio endometrial; durante
este periodo se inicia el proceso de transcripcidon de los genes que codifican para
las proteinas de multiple adhesion en las células del epitelio glandular endometrial,
entre las que presentan una mayor accion la molécula glicosilada para la adhesion
celular-1 (GLYCAM-1), la galectina- 15 (LGALS-15) y la fosfoproteina-1 (SPP-1)
también denominada osteopontina, CTS1, CTS3, CTSL, STCA1, fibronectina de
union, fibronectina oncofetal, vitronectina, tenascina, factores de Von Willebrand y
las serpinas, entre otras. La produccién de estas proteinas esta directamente
influenciada por accion progestagena, las cuales se unen a sus receptores de
membrana pertenecientes al grupo de integrinas y glicoconjugados presentes en
el extremo apical de las células del trofoectodermo y de las células del epitelio
luminal uterino, para facilitar la adhesion de estas estructuras, ademas de regular
el desarrollo del conceptus durante la fase de implantacion; las integrinas
presentes durante las etapas del proceso de implantacién presentan varias
subunidades como la B1, a3, a6 y avp3, entre otras, que intervienen favoreciendo

el adosamiento (conceptus-utero) (Bowen, 2000; Spencer, 2007).

Una vez ocurrida esta etapa, hacia el dia 20 a 25, se desencadena la quinta fase
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del mecanismo de implantacién, en la que se evidencia la invasion celular
endometrial, asi como la estimulacién de las células mononucleares del trofoblasto
para especializarse formando las células binucleadas gigantes, las cuales migran
y se fusionan con las células del epitelio luminal, transformando el estrato simple
del epitelio luminal endometrial en una placa sincitial de células hibridas feto-
maternas trinucleadas. Estas pueden unirse en grupos celulares, por medio de
uniones estrechas, para desarrollar los sitios de unién feto-maternas, permitiendo
el crecimiento del cotiledén en los placentomas, los cuales son indispensables
para el paso de sangre oxigenada, sustancias y nutrientes de la madre al feto pero
también para drenar del feto las sustancias de desecho (Spencer, 2007;

Hernandez, 2008).

Durante esta fase, llamada de invasion endometrial, las células experimentan una
serie de transformaciones, mediadas por la sintesis de mMRNA que codifica para
las sustancias activadoras de cada uno de estos cambios estructurales, entre las
que toma una gran importancia la hialuronidasa-2 (HYAL-2), intra y extra celular, la
cual es una proteina glicosilfosfatidilinositol de anclaje, que intracelularmente
interviene en la diferenciacion de las células trofoblasticas binucleadas, pero en el
componente extracelular se ubica en la superficie celular permitiendo la unién

celular durante la fase de implantacion embrionaria (Bowen, 2000; Spencer, 2007).

Las células binucleadas ademas de la formacion de los puntos de unién feto-
maternas, también se encargan de sintetizar y secretar proteinas y hormonas

esteroideas como la hormona somatomamotropica coridnica-1 (CSH-1), también
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conocido como lactdégeno placentario, las glicoproteinas asociadas a la prefez
(PAGSs) y la progesterona, las cuales se unen a sus receptores y a los receptores
de prolactina ubicados en las glandulas uterinas estimulando el crecimiento y
diferenciacion celular durante la gestacion (Spencer, 2004). A continuacién de este
proceso se sintetiza una mayor cantidad de receptores para prolactina en las
células del epitelio glandular endometrial, en las que al hacer contacto con el
respectivo ligando y bajo la accién de hormonas lactogénicas y somatogénicas, se
inicia un proceso de hipertrofia y diferenciacion de las células endometriales,
acompanado por la expresion de los genes para la produccién de proteinas
presentes en la leche endometrial, como el avf3 que codifica para una serie de
integrinas (heterodimeros), entre las que se encuentran la fibronectina de union,
fibronectina oncofetal, vitronectina, osteopontina, tenascina y factores de Von
Willebrand, entre otros estos que favorecen el crecimiento del conceptus, su
desarrollo e implantacién. De la misma forma una de las proteinas de mayor
secrecion uterina durante esta etapa es la osteopontina, la cual es una
fosfoproteina sintetizada por las células del epitelio glandular, gracias a la
estimulacion ejercida por la progesterona (Spencer, 2007); al ser liberada en el
lumen uterino, va a ubicarse en la superficie apical del epitelio luminal endometrial,
del epitelio glandular y también en la superficie del trofoectodermo. La
osteopontina se une a las integrinas presentes en la superficie del trofoectodermo
y también a las de la superficie de las células del epitelio luminal uterino
produciendo la unién entre éstas; ademas, la osteopontina puede formar puentes

bi-funcionales con las integrinas utilizando otros receptores superficiales en las
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células del epitelio uterino y del trofoectodermo, los cuales se estabilizan por
medio de la transglutaminacion de estas proteinas, consolidando la unién entre el
utero y el conceptus (Bowen, 2000). En este proceso también interviene de
manera importante la molécula glicosilada para la adhesion celular-1 (GLYCAM-1),
la cual pertenece al grupo de las mucinas, actuando como mediador en la
adhesidén celular endotelial; ya que actua como ligando especifico en los
receptores ubicados en las células del epitelio uterino y del trofoectodermo,
desencadenando la activacion de las proteinas de adhesién (integrinas),

produciendo una unién estable conceptus-epitelio uterino (Spencer, 2007).

1.5.6. Activacion de mecanismos luteoliticos.

Al no desencadenarse la cascada de mecanismos luteotropicos, mediados por el
interferon Tau, se inicia la activacion de los mecanismos luteoliticos que tienen
como finalidad la regresion funcional y estructural del cuerpo luteo. La interaccion
entre la progesterona, los estrégenos y la oxitocina, asi como de sus respectivos
receptores, entre otros factores, permiten que el epitelio endometrial sintetice el
principal agente inductor de la lisis del cuerpo luteo, que es la prostaglandina F2a.
Esta se dirige por via circulatoria al cuerpo luteo, para generar la accion luteolitica,
que consiste en desencadenar la apoptosis 6 muerte celular controlada de las

células que componen esta estructura (Barnea, 2000).

La accion de la progesterona en el endometrio durante el ciclo estral, es necesaria

para la produccién uterina de la prostaglandina F2a, ya que al disminuir las
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concentraciones plasmaticas de progesterona, se induce un aumento en los
niveles de fosfolipidos, asi como el incremento en la sintesis de la prostaglandina
sintetasa que es una de las enzimas que intervienen en la transformacién del
acido araquidonico en prostaglandina F2a (Schams, 2004). También el estradiol y
la oxitocina juegan papeles decisivos en la sintesis y liberacion de prostaglandina
(Hernandez, 2008). EI mecanismo por el que se produce la sintesis y liberacion de
prostaglandina F2a por el epitelio uterino depende de la interaccidn entre el cuerpo
luteo, los foliculos ovaricos, el utero, el encéfalo, asi como de una serie de
productos, entre los que se encuentran las hormonas, los factores de crecimiento,

entre otros (Hernandez Cerdn, 1998).

La regresion del cuerpo luteo se inicia con la disminucion en la sintesis de
progesterona, la cual recibe el nombre de regresién funcional. Durante el inicio de
esta etapa no de evidencian aun las alteraciones morfologicas de las células
luteales que ocurren durante la etapa de la regresion estructural del cuerpo luteo.
Hacia los dias 16 a 17 del ciclo estral, al no haber un estimulo luteotropico de
origen embrionario, van a desencadenarse una sumatoria de factores que
favorecen la secrecion de PGF2a, produciendo la regresion estructural del cuerpo
luteo (luteolisis), dando paso a un nuevo ciclo estral (Schams, 2004); dichos
factores se encontraban controlados, ya que la progesterona sintetizada y liberada
por el cuerpo luteo generaba un efecto inhibitorio sobre la secrecion de PGF2a,
que afectaba la sintesis del mMRNA que codifica para la sintesis de los receptores

de oxitocina (Hernandez Ceron, 1998; Goff, 2004).
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Por otra parte las ondas de desarrollo folicular continian a lo largo de la etapa
luteal. Asi, para esta etapa del ciclo estral los foliculos en crecimiento sintetizan y
liberan estradiol, el cual hace contacto con sus receptores hipotalamicos, ubicados
en el nucleo supradptico, produciendo la sintesis de la hormona oxitocina; esta
viaja por el eje hipotalamo-hipofisiario para ser almacenada en la neurohipdfisis,
en donde es liberada bajo la influencia del estradiol. Asi mismo el estradiol
estimula la sintesis de mRNA que codifica para receptores de oxitocina en las
células que componen el epitelio uterino, generando un incremento en el numero
de los receptores a este nivel, los cuales hacen contacto con su ligando para
permitir la sintesis de prostaglandina. Sumado a esto, el incremento en los niveles
de estradiol estimula las células del epitelio glandular y luminal uterino para la
sintesis de enzimas como la fosfolipasa A, C y cicloxigenasas, que tienen un
efecto primordial en la sintesis de la prostaglandina F2a. Al producirse la
fosforilacion enzimatica ejercida por la proteinquinasa C de las proteinas que
hacen parte del citoesqueleto, se genera la remodelacion de éste generando el
desplazamiento de granulos de oxitocina hacia la membrana celular, con la
subsiguiente liberacion de oxitocina, la cual favorece la sintesis de PGF2a

(Olivera, 2007).

Las prostaglandinas son moléculas de tipo eicosanoide, que presentan en su
estructura cadenas de 20 carbonos y acidos grasos polinsaturados, las cuales se
producen a partir de los fosfolipidos presentes en la membrana de las células. La

liberacion de prostaglandina se produce a manera de incrementos transitorios
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progresivos, que van a estimular la secrecion de la oxitocina de origen ovarico,

generando asi la franca regresion luteal (Hernandez, 2008).

Las enzimas fosfolipasas producen la hidrolizacién del los fosfolipidos de
membrana. Este grupo de enzimas comprende las fosfolipasas A2 pequefias que
son inducidas por la accién de las citoquinas proinflamatorias como la
interleuquina-1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y las fosfolipasas A-
2 del citosol. Estas se encargan de la regulacion de mediadores lipidicos una vez
producida la activaciéon celular, la translocacién y la unién de los fosfolipidos a la
enzima con el Calcio (Ca+); necesarios para la iniciacion de la sintesis del acido
araquidonico en el reticulo endoplasmatico y alrededor del nucleo de las células.
Una vez liberado el acido araquidonico, se desencadena la sintesis de la enzima
prostaglandina G/H sintetasa (PGHS), también conocida como cicloxigenasa
(COX), en la superficie luminal del reticulo endoplasmatico y en el interior y el
exterior de las membranas que rodean el nucleo, la cual transforma al acido
araquidonico en prostaglandina G2 (PGG2). Esta prostaglandina sufre un proceso
de oxidaciéon por accién de peroxidasas para biotransformarse en varios
prostaniodes, como prostaglandina D2 (PGD2), prostaglandina E2 (PGE2) y
prostaglandina H2 (PGH2). Estos procesos son mediados por la cicloxigenasa y

sus isoformas cicloxigenasas 1y 2 (COX 1y 2) (Goff, 2004; Hernandez, 2008).

Al sintetizarse y liberarse la prostaglandina D2, rapidamente actua sobre esta la
enzima prostaglandina-D11-ketorreductasa, que permite la formacién de la enzima

prostaglandina F sintetasa, la cual cataliza la reduccién del grupo de
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endoperéxidos 9a-11a y en presencia de NADPH se produce la sintesis de la
hormona PGF2a. Otra via para la produccién de la prostaglandina-F2a se produce
al sintetizarse la prostaglandina E2, por medio de la enzima prostaglandina E-
sintetasa; una vez liberada la PGE2, se genera la reaccion enzimatica mediada
por la prostaglandina E2 9-ketoreductasa que favorece la sintesis final de

prostaglandina F2a, siempre en presencia de NADPH (Goff, 2004).

Una vez es sintetizada y liberada la PGF2a de origen uterino, pasa a la circulacion
venosa, pero alcanza rapidamente la arteria ovarica ipsilateral al cuerpo Iuteo,
gracias a un intercambio de contracorriente; de esta manera ademas del aporte
sanguineo que se dirige al cuerpo luteo, es conducida la prostaglandina F2a.
Dicha hormona genera inicialmente un efecto constrictor de la vasculatura ovarica
y una marcada reduccion de la densidad capilar, produciendo una disminucién de
la tasa de perfusion ovarica. Al producirse la reduccion en el flujo sanguineo que
se dirige al ovario, en el que se encuentra el cuerpo luteo, se estimula el mMRNA
que codifica para la expresion de endotelina-1, la que genera una importante
vasoconstriccién arteriolar que conlleva a una hipoxia; produciendo de esta
manera la reduccion de la progesterona circulante, ademas de la disminucion de la
capacidad esteroideogénica en las células luteales y la degeneracion de las
células luteales endoteliales, o que abre paso la activacién del mecanismo de
apoptosis celular, asi como la regresién estructural luteal (Schams, 2004). El
aporte sanguineo ovarico luteal esta directamente relacionado con los niveles

periféricos de progesterona durante la regresion luteal (Niswender, 2000; Goff,
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2004).

La PGF2a se une a sus receptores que se encuentran presentes en la superficie
de las células esteriodeogénicas luteales grandes, los cuales pertenecen a la
familia de receptores acoplados a proteina G. al producirse la unién entre éstos y
su ligando (PGF2a), se activa la fosfolipasa C por medio de la proteina G,
permitiendo que ésta catalice la hidrdlisis del fosfatidilinositol 4,5 bifosfato en
inositol 1,4,5 trifosfatado (IP3) y 1,2-diacilglicerol. Al incrementarse la produccion
IP3, se une a los receptores presentes en el reticulo endoplasmatico liso
desencadenando la liberacion de Calcio intracelular, que estimula la actividad
catalitica de la proteinquinasa C, dependiente del Calcio, la cual genera una
accion antiesteriodeogénica por la modificacion postransicional de las proteinas
celulares que intervienen en la esteroideogenesis. También se afecta la
biodisponibilidad de colesterol intracelular y se altera la matriz extracelular de las
células luteales (Niswender, 2000). Asi mismo, al unirse la PGF2a con su receptor
puede activar la proteinquinasa C, por medio de esteres de forbol,
desencadenando la serie de reacciones luteoliticas que es mediada por las
fosforilaciones secuenciales de proteinquinasa activada por mitégenos, que
finaliza con la inhibicién de la trascripciéon del mRNA para la proteina reguladora
de la esteroideogenesis, afectando la sefializacion para la produccién de

progesterona (Olivera, 2007).

Los cambios estructurales en las células luteales grandes y pequefias comienzan

a evidenciarse después de 24 a 36 horas de la exposicion luteal a la
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prostaglandina, pero ya para esta etapa la actividad esteriodeogénica esta
ampliamente reducida; asi mismo las células endoteliales que conforman la
intrincada red de capilares del cuerpo luteo, son las primeras que presentan
importantes alteraciones morfoldgicas, produciendo la activacion del fenbmeno de

apoptosis celular (Goff, 2004).

La apoptosis, también conocida como “muerte celular programada” se produce por
una serie de cambios bioquimicos y morfoldgicos. Durante el proceso de apoptosis
se evidencia el encogimiento de la célula con presencia de fraccionamientos
citoplasmaticos y la aparicién de secciones nucleares que contienen cromatina
degenerada. Las fracciones citoplasmaticas, también Illamadas cuerpos
apoptoticos son rapidamente degradados por la accién de las células fagociticas

del sistema inmune (Stocco, 2007).

La iniciacion del proceso apoptoético es mediado por la coordinacién de un grupo
de genes que se activan, los que codifican para las procaspasas y caspasas
(enzimas con una fuerte actividad proteolitica) y por los genes de la familia Bcl-2,
mediados por el Calcio (Niswender, 2000), dentro de los que se encuentran Bcl-
XL, Bcl-w, Bid, Bax, Bik, Bcl-Xs (Rosales, 2008). Las caspasas estan presentes
intracelularmente en forma de zimogenos que se encuentran inactivos y deben ser
activadas por medio de otra caspasa por otra, por la union de cofactores y
coenzimas que producen la activacion 6 por la activacidn generada por los
receptores de muerte celular, de esta forma de desencadena la actividad de un

grupo de enzimas que degradan el DNA, conocidas como DNasas; las cuales son
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endonucleasas que producen una defragmentacion internucleosomal del DNA,

haciéndolo perder el patron caracteristico de éste (Flores, 2005).

En el mecanismo de apoptosis también intervienen de manera directa varios
factores, entre los que se cuentan las hormonas (gonadotropicas y esteroidales) y
los factores locales 6 tréficos; estas sustancias cumplen un papel importante en la
regulacién de la apoptosis, ya que favorecen la supervivencia celular, actuando
como mecanismo anti-apoptotico, que es totalmente dependiente de la expresion
de los receptores, para cada uno de éstos en las células. Asi mismo el proceso
apoptotico es regulado por la expresion de algunos genes de importancia en este
proceso. Es asi como el gen p53, que es inducido por alteraciones y dafos
presentes en el DNA, favorece la activacion de los genes proapoptéticos como el
Bax, desencadenando la cascada de de reacciones apoptdticas. La induccion de
la via Fas, permite la activacion de mecanismos inmunoldgicos que al hacer
contacto con su receptor de membrana celular, genera la activacion de de los
genes pro-apoptoticos pertenecientes a la familia Bcl-2 (Markstorm, 2002; Flores,

2005; Slot, 2006; Rosales, 2008).

Los agentes pro-apoptoticos y anti-apoptoticos, median de manera efectiva en la
decisioén celular al iniciar 6 no este proceso. Al no presentarse una concentracion
adecuada de receptores de membrana de agentes anti-apoptéticos como
tirosinquinasa, hormona de crecimiento, gonadotropinas, proteina G, hormonas
esteroideas acopladas a sus receptores nucleares, EGF, EGF, IGF e insulina,

acoplados a sus receptores, va a producirse la activacion de los genes pro-
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apoptoéticos (familia Bcel-2); éstos ya activados al interior de la célula van a dirigirse
a la mitocondria generando la liberacion de agentes pro-apoptoticos, como es el
caso del citocromo-C en el citosol celular; el cual va a unirse a la proteasa
apoptotica activadora de factor 1 (APAF-1) y a la pro-caspasa 9 formando el
complejo proapoptosoma, los que permiten la activacion de la pro-caspasa 3 en

caspasa 3 (Olivera, 2007).

El mecanismo apoptotico también puede ser desencadenado mediante la
activacion de los receptores celulares para muerte celular (como CD95, Fas,
Factor de necrosis tumoral y sus receptores, entreotros) los cuales al
internalisarse en la célula permiten la activacion del complejo de muerte inducida
(DISC), produciendo el reclutamiento de moléculas de pro-caspasa 8, las que van
a ser activadas a caspasa 8 con la ayuda de la union del DISC con la proteina
Fas-asociada para muerte celular (FADD). Al estar activada la caspasa 8 en el
citosol celular, va a producirse la activacion de la procaspasa 3 en caspasa 3
(paso anterior); esta molécula permite la exposicion extramembranal de la
fosfatidil-serina, que debido al reducido espacio intercelular va a permitir el
contacto con otras células desencadenando el proceso de apoptosis en las células
vecinas. Una vez activada la caspasa 3, se genera la desestabilizacion del
complejo caspasa-activadorDNasa (CAD) y su factor inhibidor (Subunidad
inhibidora de caspasa-activadorDNAsa ICAD), permitiendo la expresion de las
enzimas con actividad DNAsa (endonucleasas), generando la defragmentacion

internucleosomal del DNA. En la activacion de las caspasas participan mas de 100
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substratos que participan en cada una de las reacciones de activacion, asi como
en la desnaturalizacion de las proteinas estructurales y del citoesqueleto,
generando encogimiento del nucleo y alteracion en la morfologia celular (Markstrom,
2002). Durante la etapa final de la luteolisis la invasion del cuerpo luteo por células
del tipo polimorfonucleares, macrofagos, es debida a la accion de una sustancia
quimiotactica para los monocitos (proteina 1 quimioatrayente de los monocitos) y es

regulada por el factor inhibitorio de la migracion (Hernandez, 2008).

Una vez ocurrido el proceso de regresion funcional y estructural del cuerpo Iuteo,
sobre la superficie ovarica, exactamente en donde se encontraba la estructura
luteal se forma un cuerpo cicatrizal 6 vestigial que también recibe el nombre de

cuerpo albicans.

1.6. Factores que afectan la eficiencia reproductiva en la hembra receptora

en un programa de TE.

Existen una serie de causas que afectan la eficiencia reproductiva al aplicar
biotecnologias asociadas a la reproduccion durante la etapa embrionaria
temprana. Actualmente se estima que el porcentaje de pérdidas embrionarias
ocurridas antes del dia 17 es de aproximadamente entre el 30 y 40% (Araujo,
2005), en condiciones naturales, por eso puede pensarse que al intervenir en
estos procesos estas pérdidas pueden ser mayores. Las pérdidas embrionarias
deben ser identificadas y diferenciadas de las muertes embrionarias que ocurren

después del dia 17 de gestacion, ya que al ocurrir la pérdida embrionaria, antes
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del reconocimiento materno, la hembra retornara al estro en la misma fecha que
se espera que se presente el proximo estro, en ausencia de la gestacion
(Starbuck, 2004); mientras que las pérdidas embrionarias que se producen
después de producirse el reconocimiento materno van a hacer que el estro se
presente después del dia 25 post-IA. Esto permite pensar que el embrién o parte
del trofoblasto estaban vivos el dia del reconocimiento de la gestacion

(Hernandez, 2003).

Dentro de las causas de mortalidad embrionaria, también deben tenerse en cuenta
factores de tipo genético, los que pueden deberse a la presencia de defectos
heredados, alteraciones durante la meiosis celular, problemas durante la
fertilizacion, alteraciones cromosdémicas, que se constituyen como causas de
pérdida embrionaria, ya que en hembras superovuladas se considera que el 10%
de estadios de morula y blastocistos presentan este tipo de anormalidades
citogenéticas, siendo esta una causa directa de pérdida embrionaria (King, 1990;

Tovio, 2010).

Existe una serie de moléculas asociadas al proceso de implantacion que participan
activamente en este proceso (Martal, 1997). De esta manera cualquier alteracion
en los procesos de replicacion de la informacion genética va desencadenar falla
en la sintesis de proteinas, causando alteraciones en el desarrollo 6ptimo del
embrion y el éxito de la implantacién, produciendo una subsecuente pérdida

embrionaria en cualquiera de la etapas (Kawarsky, 1996).
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La heredabilidad es muy importante en la aparicion de algunos desoérdenes
reproductivos en vacas lecheras. Entre ellos se encuentran la retencion
placentaria, la presencia de locus anormales, endometritis, anestro y ovarios
quisticos. Todos estos factores, al no ser controlados, van a causar alteraciones
reproductivas que van a afectar directamente el desempefo reproductivo del

animal (Hernandez, 2003).

Es importante también tener en cuenta los factores de tipo ambiental, ya que estos
van a afectar directamente las condiciones de confort de la hembra bovina
afectando asi el desempeno de ésta (Sartori, 2004). Es asi como el control de la
temperatura corporal en el animal, es un proceso integrado, regulado por
mecanismos fisioldgicos en el hipotdlamo; los principales efectos del estrés
caldrico se observan en la vaca de leche, ya que es poco eficiente en mantener la
temperatura corporal debido a que la pérdida de calor depende de la evaporaciéon
por via respiratoria y en menor grado por la sudoracion, afectando de manera
directa el desempefo productivo y reproductivo de ésta (Ahmad, 1995;
Vasconcelos, 2006). La exposicion del animal a temperaturas elevadas induce a
que se presente mortalidad embrionaria, ya que experimenta un importante
incremento de la temperatura uterina de la hembra gestante, especialmente en
zonas tropicales (Ineskeep, 2004; Tovio, 2010). Los efectos del estrés térmico
sobre el embrién joven no son apreciables sino hasta las fases finales de su
desarrollo, lo cual se evidencia al someter embriones a temperaturas elevadas, in

vitro, ya que estos se alteran pero continuan con su desarrollo, produciéndose una
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pérdida embrionaria posterior durante la etapa de implantacion (Rizzo, 2007;

Tovio, 2010).

Existen razas que presentan una mayor adaptabilidad a condiciones de calor
extremo, como es el caso de los animales Bos indicus y sus cruces, en los que se
evidencia esta marcada resistencia a los efectos producidos por el estrés cal6rico
(Ineskeep, 2004; Torres, 2008). Diskin y Sreenan en 1980, sometieron un grupo
de hembras bovinas a temperaturas de 32°C por un espacio de 72 horas
inmediatamente después de la IA, al hacer la evaluacion se obtuvo un indice de
fertilidad de 0%, en comparaciéon con un grupo control que fue sometido a un
rango de temperatura entre 7 y 21°C, encontrandose una tasa de concepcion del
48%. Esto confirma la baja eficiencia reproductiva en épocas de aumento de
temperatura ambiental. El estrés inducido al animal por accién de las altas
temperaturas entre los dias 8 y 17 de prefez altera el medio ambiente uterino y
reduce en un 70% la secrecidon de proteina trofoblastica bovina, lo cual induce al
desencadenamiento del mecanismo luteolitico, afectando de manera directa la
viabilidad del embrién; de la misma forma las vacas con caracteristicas carnicas
expuestas a altas temperaturas entre los dias 8-16 de la gestacion, presentaban
una disminucién en el peso del conceptus y del cuerpo luteo (Biggers, 1987;

Mann, 2001).

Varios factores asociados a la proteccién del embridn contra el choque caldrico
pueden ser identificados, los cuales son generados por el zigoto desde que se da

el primer clivaje de sus células; por eso es de suma importancia que la hembra
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brinde al conceptus un ambiente embriotréfico que permita la expresion de genes

que codifican para estas moléculas (Al-Katanani, 2002).

Un importante factor que debe ser controlado de una manera efectiva esta
asociado a la nutricidon, ya que existe una influencia directa entre la nutricién y el
desempefno reproductivo del animal. Una nutricion desbalanceada genera un
balance energético negativo que trae como consecuencia la disminucion del peso
del animal y la disminucion de los niveles de glucosa sanguinea, necesaria para
brindar una fuente energética, que se requiere para llevar a cabo el desarrollo y
mantenimiento fisiolégico embrionario, y de las funciones reproductivas en la
hembra. Este desbalance energético produce una disminucién de la funcion del
eje hipotalamo-hipofisiario-ovarico produciendo alteraciones reproductivas, como
ovarios sin estructuras que demuestren ciclicidad y anestros prolongados (Palma,
2001). De la misma, manera van a evidenciarse disminuciones en la secrecioén de
GnRH con la subsecuente disminucion en la liberacion de FSH y LH; ademas de la
inhibicidn del metabolismo mineralocorticoide por una deficiente liberacion de
hormona ACTH, inhibicion del metabolismo basal, atresia folicular, escasa
liberacion de TSH, disminucién en la tasa de ovulacion, celo silente, muerte
embrionaria y anestro (Elrod, 1993; Schroeder, 2005). Otro factor importante a
tener en cuenta son las dietas ricas en proteinas degradables en el rumen, que
pueden generar alteraciones en el pH que afectan de manera directa el medio
uterino. Se producen alteraciones en los iones; puede afectarse la ionizacidon de

los sustratos energéticos para el embrién poniendo en peligro su sobrevivencia
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antes de producirse el reconocimiento materno de la prefiez, lo cual va a producir
una pérdida embrionaria temprana (Baxter, 1997). Los altos niveles de proteina
cruda también se relacionan con aumentos en el nivel de amonio ruminal, con el
consecuente incremento de los niveles de amonio sistémico, los cuales van a
pasar al utero de la hembra gestante causando mortalidad embrionaria

(Callaghan, 1999; Robinson, 1999).

La toxicidad es uno de los factores que al ser encontrados en el animal van a
causar alteracion de la funciones reproductivas asi como del desarrollo
embrionario. Esta toxicidad puede ser desencadenada en el animal por la
ingestién de fitoestrégenos, antiestrogenos y algunas sustancias bociégenas que
pueden causar alteraciones reproductivas ya que van a alterar los niveles
normales de las hormonas que intervienen en la reproduccion y por ende se
desencadena la muerte embrionaria. La toxicidad también puede ser producida
por varias especies de plantas como es el caso de las pertenecientes al género
Astragalus spp y Oxytropis spp (Conium, Nicotiana, Lupinus); al ingerir estas
plantas se van a producirse malformaciones fetales, modificaciones en el balance
de los fluidos fetales, muerte fetal y aborto espontaneo, lo cual se atribuye al
contenido de alcaloides pirimidinicos (Hernandez, 2003). De la misma forma,
algunas variedades de pino causan alteraciones hormonales y modificaciones en
el fluido sanguineo alterando en determinado caso el ambiente adecuado para

desarrollo y sobrevivencia embrionaria (Chebel, 2004).

Los factores del orden infeccioso asi como las toxinas generadas por estos
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microorganismos afectan de manera directa la reproduccion de la hembra bovina,
ya que estos presentan tropismo por el sistema reproductivo, generando
infertiidad. La infeccion causada por agentes como Leptospira spp,
Campylobacter fetus y la Trichomona fetus pueden causar muerte embrionaria y
generar problemas de repeticion de servicios en las hembras infectadas. En el
caso de infecciones causadas por el Haemophilus somnus se producen fallas en
la fertilizacion y mortalidad embrionaria (Jiménez, 2005). La accion de agentes
patdbgenos como Mycoplasma spp. y Ureoplasma spp. también estan asociada a
desérdenes reproductivos, ya que causan infertilidad en la hembra, incluyendo
mortalidad embrionaria (Vanroose, 2000). Los hemoparasitos también van a
generar un impacto importante en la reproduccién de la hembra bovina, ya que al
producir su principal efecto (lisis del glébulo rojo) van a alterar la capacidad para
conducir el suficiente volumen de oxigeno a las células, desencadenando abortos

y pérdidas embrionarias en las diferentes etapas.

Asi mismo, los agentes infecciosos de tipo viral afectan significativamente la viabilidad
de los embriones, como es el caso de los virus de Diarrea Viral Bovina, Rinotraqueitis
infecciosa y el virus de la lengua azul en los bovinos, los cuales se adhieren a la zona

pelucida, causando multiples alteraciones reproductivas (Jiménez, 2005).

Los factores asociados al control hormonal son importantes para generar
condiciones favorables que permitan brindar un ambiente uterino que garantice al
embrion un medio uterino adecuado para la supervivencia. El control endocrino

para la sintesis de proteinas uterinas durante el desarrollo embrionario temprano
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ha sido parcialmente aclarado en los bovinos; de esta forma, se reporta que la
progesterona es la responsable de los cambios cualitativos y cuantitativos de las
proteinas presentes en el medio ambiente uterino controlando la sintesis y
secrecion de un grupo importante de éstas, desde el punto de vista génico. De a
cuerdo a esto se deduce que deficiencias de progesterona pueden causar que el
endometrio llegue a ser deficiente en la produccion de los nutrientes necesarios
para la sobrevivencia del embrion (Grajales, 2001; Kimmins, 2001; Tovio, 2010).
La progesterona regula la produccion de las secreciones uterinas que nutren
durante las etapas iniciales al blastocisto, asi que cualquier alteracion en su
composicion puede comprometer la supervivencia embrionaria; estas secreciones
uterinas transportan substratos energéticos, iones, vitaminas, aminoacidos,
péptidos, hormonas, enzimas, entre otras sustancias. Por este motivo cualquier
alteracion en la composiciéon de la dieta en Ca, Mg, K, proteina total, y glucosa,
dan como resultado modificaciones del medio ambiente uterino y esto causa

embriones anormales y/o mortalidad embrionaria (Robinson, 1999; Lucy, 2001).

Una vez formada la placenta, brinda un bloqueo para que no sea atacado el embridn,
constituyéndose como el medio preferente de proteccidén del individuo en desarrollo
(Hafez, 2000; Hernandez, 2003). En el caso de la técnica de TE pueden presentarse
fallas en los mecanismos de aceptacion del embrién generando la muerte embrionaria,
ya que las vacas receptoras estan recibiendo una carga antigénica adicional, debido a
que el embrion es completamente extrafio para las hembras receptoras y el sistema
inmunolégico de la hembra puede desencadenar una respuesta inmune atacandolo y

generando una inminente pérdida embrionaria (Geisert, 1992).
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Es importante tener en cuenta que existen situaciones causantes de estrés en los
animales, ya que éstos son organismos vivos de comportamientos sociales; este
estrés puede desencadenar disturbios en el proceso de implantacion y en

consecuencia causar mortalidad embrionaria (Rizzo, 2007).

El periodo embrionario es la fase mas critica, durante la cual el conceptus necesita
condiciones optimas para su sostenimiento, sobretodo cuando realiza la adhesion
lenta y gradual a las paredes uterinas. Esta comienza hacia el dia 18 de la
gestacion, cerca al embridén, y el dia 36 aun no se ha realizado en toda la
extension del alantocorion. La implantaciéon se completa en toda la extension
mencionada, después del dia 70 de la gestacion (Hernandez, 2008). La
exploracion del tracto reproductivo por via rectal antes de los 60 dias de la prefiez,
puede causar pérdida embrionaria, teniendo en cuenta que la implantacion es un
proceso lento y gradual, en el que se produce la adhesién del trofoblasto al
endometrio y es débil en los estadios tempranos de la implantacién (Wathes, 1995;

Garret, 1998; Dunne, 2000; Hernandez, 2003).

98



1.7. Mecanismos de control del ciclo estral en un programa de TE: Aplicacion

de terapias hormonales.

Para poder obtener mejores resultados en cualquier técnica de reproduccion
asistida debe realizarse un control efectivo del ciclo estral de la hembra bovina.
Actualmente, se vienen desarrollando una serie de protocolos de sincronizacién
del estro, proceso por el cual se controla el ciclo estral de la hembra por medio de
la utilizacion de hormonas exdgenas que ejercen un directo control sobre el ciclo.
Estos procedimientos estan influenciados principalmente por la accion de la
prostaglandina F2a que produce la regresion de una manera precoz del cuerpo
luteo y por la accion de la progestagenos los que actuan en la hembra simulando

un cuerpo luteo (Palma, 2001).

La prostaglandina F2a es uno de los métodos utilizados tradicionalmente en
protocolos de control del ciclo estral. El inconveniente de ésta, es que es efectiva
unicamente durante la fase luteal del ciclo estral; una aplicacion de prostaglandina
F2a entre los dias 6 y 16 inducira la regresion de cuerpo luteo lo que permitira la
finalizacion de la fase luteal, dando paso al inicio otro ciclo. Al efectuar una
aplicacion de prostaglandina F2a, se encuentra que solo un 50 y 70% de animales
responderan al tratamiento entrando en calor. Si se administran dos aplicaciones
de prostaglandina F2a con un intervalo de 11 a 14 dias (Gémez, 2005), se
permitira que todas las vacas tengan una fase lutea presente en el momento de la
segunda aplicacion por lo que se logra la sincronizacion completa del ciclo estral,

realizando la deteccion del celo 5 dias después de la segunda aplicacion. Sin
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embargo la accién de prostaglandina F2a se ve limitada por que solo actua en
animales que se encuentren ciclando y que presenten un cuerpo luteo normal

(Hafez, 2000; Bo, 2002; Gouveira, 2004).

Otra manera para Sincronizar el ciclo estral de la hembra bovina es con la ayuda
de la progestagenos, por medio de la cual se trata de simular la fase luteinica del
ciclo estral, prolongandola (Gordon, 1999). El beneficio de este sistema de control
del ciclo estral, es que no se necesita que el animal presente un cuerpo luteo
funcional. Al encontrarse niveles de progesterona exdgena en el sistema del
animal va a generarse un bloqueo hormonal, debido a que éste simula la
presencia de un cuerpo luteo; pero es importante contar con un sistema en el que
los niveles de progesterona permanezcan por un espacio de tiempo determinado
en el cuerpo del animal, como pueden ser implantes subcutaneos, dispositivos

intravaginales, esponjas, entre otros (Barreto, 2002; Gomez, 2005).

Las nuevas aplicaciones de tratamientos hormonales muestran que la interaccion
de hormonas generan mejores resultados en el control del ciclo estral
(sincronizacion de celos). Asi se encuentra que existen varios protocolos como el
Ovsynch en el que se aplica GnRH + prostaglandina F2a + GnRH para después
de 16 a 24 horas post-aplicacion de la segunda dosis de GnRH proceder a
Inseminar a tiempo fijo (Bo, 2005; Gouveira, 2004). Al hacerse comparaciones
entre el método Ovsynch y una inseminacion artificial a celo detectado, Stevenson
(1996), encontré diferencias significativas (P< 0.05) ya que el porcentaje de prefiez

con el método Ovsynch fue del 35% mientras que al inseminar a celo detectado
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presentd un 26% de efectividad. En 1997, Pursley encontré diferencias
significativas (P< 0.05), ya que el porcentaje de prefiez con el método Ovsynch fue
del 39% mientras que al inseminar a celo detectado presentd un porcentaje de
prefiez del 36%. En 1998, De la Sota encontré diferencias significativas (P< 0.05)
ya que el porcentaje de prefiez con el método Ovsynch fue del 14% mientras que
al inseminar a celo detectado presentd un porcentaje de prefiez del 5%. En otro
estudio realizado, se encontraron diferencias significativas (P< 0.05) ya que el
porcentaje de prefiez con el método Ovsynch fue del 50% mientras que al
inseminar a celo detectado presento un porcentaje de prefiez del 40% (Colazo,
1996). De esta manera se evidencia un aumento en el porcentaje de prefez
después de la IA, mediante el uso del protocolo en el que se utilizan dos dosis de
GnRH y una dosis de prostaglandina F2a contra la IA a celo detectado

(Stevenson, 1999).

Para la aplicacion de las técnicas de sincronizacion del estro también se
encuentran protocolos en los que se emplean dispositivos de liberacion lenta de
progesterona. Esta hormona ha sido empleada hace aproximadamente cuarenta
afios para el control del ciclo estral (Wiltbank, 1965). Actualmente se esta
trabajando con estos dispositivos que al utilizarlos en el animal por via
intravaginal, al dia cero del protocolo sumado con la aplicacion de Benzoato de
Estradiol, va a producir un control del desarrollo folicular, ya que al aumentarse los
niveles de estradiol se estimula la secrecion de inhibina, pero genera un déficit de

los niveles de folistatina, lo cual genera una disminucion de la accion de FSH (Bo,
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2002).

El dispositivo de liberacion lenta de progesterona al ser utilizado solo, genera unos
niveles muy bajos de ésta y al estar presente estos niveles en el cuerpo del animal
se va a producir una sobremaduracion por la persistencia del foliculo lo cual hace
que cuando ovule este foliculo se obtenga un oocito alterado o envejecido
(Sanchez, 1995; Sartori, 2002). Al aplicar el dispositivo de liberacion de
progesterona junto con una dosis de estradiol se genera una retroalimentacion
negativa para la liberacion de GnRH actuando hipotalamo y suprimiendo el
desarrollo de los foliculos presentes en el ovario, como la vida media del estradiol
exdgeno es de aproximadamente 4 dias, el dia 4.3 caen los niveles de éste
haciendo que se produzca una liberacion de GnRH en el hipotalamo, la cual va a
la hipdfisis liberando FSH y LH, permitiendo que se inicie una nueva onda de
crecimiento folicular (B6, 1995; 2002; Tribulo, 2002). De esta manera combinando
la regulacion de la fase folicular con la de la fase luteal, es posible predecir el
surgimiento de una nueva onda de desarrollo folicular (Twagiramungu, 1995; B6,
1996). El dia 7 contado desde el inicio del protocolo de sincronizacién se retira el
dispositivo y se realiza una aplicacion de prostaglandina F2a (para inducir
luteolisis); el dia 8 se aplica Benzoato de Estradiol (para sincronizar el momento
de la ovulacion) y treinta horas después proceder a Inseminar a tiempo fijo
(Barreto, 2002), ya que la mayoria de los animales ovulan 66 horas después de
retirado el implante de liberacion lenta de progesterona (Acosta, 2004). La

variabilidad de resultados obtenidos mediante las diferentes técnicas de
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sincronizacién hace que se permita avanzar en los protocolos que controlan el
desarrollo folicular; de manera que los animales presenten un foliculo en
crecimiento, con capacidad de ovular en el momento del retiro del dispositivo de
liberacion lenta de progesterona y de la aplicacién de la prostaglandina (B6,

1991; Kastelic, 1996; Colazo, 1996).

Las ventajas del tratamiento para la sincronizacion del celo por medio de la
asociacion del dispositivo de liberacion lenta de progesterona, estradiol,
prostaglandina y GnRH, se evidencia por medio de trabajos realizados por B6
(1994), en el que a un grupo de hembras bovinas, n=34, se les sincronizo el estro
con el tratamiento descrito anteriormente, el cual fue comparado contra una
sincronizacion efectuada con dos inyecciones de PGF2a. Los resultados tras la
aplicacion de los tratamientos se reportaron asi, el 75% de las hembras
sincronizadas con el tratamiento P4, estradiol, PGF2a, GnRH presentaron una
ovulacién efectiva 72 a 84 horas después del tratamiento y un 40% de las
hembras sincronizadas con dos inyecciones de PGF2a ovularon en el mismo
tiempo, encontrando diferencias significativas entre estos tratamientos (P< 0.05).
De la misma forma se evidencia la efectividad de este tratamiento cuando
Anderson (1999), lo compard contra una sincronizacidon que consistia en una
inyeccion aplicada el dia cero de GnRH, una inyeccion de PGF2a el dia seis y se
insemina el animal 12 horas después de la observacion del celo. Los resultados
reportados al realizar esta comparacion, demuestran que el tratamiento en el que

se usa el dispositivo de liberacién lenta de progesterona generd un 64% de prefiez
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mientras que el otro tratamiento resulté en un 44% de prefiez; otra ventaja de la
utilizacion de este tratamiento es la posibilidad de efectuar una inseminacion
artificial a tiempo fijo (IATF). En otra fase del mismo estudio se sincronizaron 3145
para comparar el uso del tratamiento del dispositivo de liberacion lenta de P4
contra un control no tratado. Se reporté que los animales tratados con el
dispositivo de progesterona presentaron un porcentaje de prefiez del 60%

enfrentado con el grupo control que fue del 53%.

Asi mismo, se evaluaron las variaciones del protocolo en el que se emplea el
dispositivo progestageno CIDR-B; se aplico por 7 u 8 dias obteniéndose tasas de
prefiez del 60% (en el tratamiento CIDR-B) por 7 dias y de 50% (en el tratamiento
CIDR-B) por 8 dias (P< 0.05), encontrandose una mayor eficiencia en el

tratamiento de 7 dias (B6, 1995).

La alternativa mas efectiva para realizar un efectivo control del ciclo estral y de la
ovulacion resulté ser el tratamiento con el CIDR-B mas 17-Beta estradiol,
prostaglandina F2a y una aplicacion de GnRH. Se presentd un porcentaje de
prefiez del 77%. Este fue enfrentado contra la aplicacion del CIDR-B mas una
aplicacion de GnRH, el cual presentd un porcentaje de prefiez del 42% (P<
0.05%). Por este motivo actualmente se presentan 6ptimos resultados en el
control del ciclo estral mediante aplicacion de estas terapias hormonales en las
hembras bovinas tratadas con estos dispositivos de liberacion de progesterona
(Baruselli, 2001), inclusive en el trépico alto colombiano, se confirman estos

resultados haciendo las comparaciones entre estos métodos de control del ciclo
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estral (Celemin, 2003).

Adicionalmente a los anteriores protocolos utilizados para el control del ciclo estral
en las hembras receptoras de embriones para la técnica de TE, se estan
empleando en estos protocolos el uso de hormonas para favorece el desarrollo
folicular, asi como la luteinizacién que ocurre una vez producida la ovulacién; por
este motivo se ha vinculado el uso de hormonas como la Gonadotropina Coridénica
equina (eCG) en pro del incremento de la eficiencia tras la aplicacion de la TE. La
anterior hormona es aplicada buscando favorecer el crecimiento folicular durante
el ciclo sincronizado (Baruselli, 2005), asi como el proceso de especializacion de
las células foliculares durante la luteinizacion una vez producida la ovulacion
(Helmer, 1986). Lo anterior va a influenciar la formacion y consolidacién de un
cuerpo luteo funcional, que genere unas concentraciones plasmaticas de
progesterona que permitan el establecimiento de un medio uterino favorable para
el desarrollo, implantacion embrionaria y mantenimiento de la gestacion

(Niswender, 1994; Everton, 2003; Madureira, 2004)

La gonadotropina coridnica equina es una hormona glicoproteina, sintetizada y
liberada los calices endometriales en la hembra equina gestante entre los dias 40
a 130 (Bousfield, 2001). Esta sustancia presenta tropismo por los receptores
foliculares de las hormonas foliculoestimulante y luteinizante, presentes en el
foliculo; asi como por los receptores en las células del cuerpo luteo para la

hormona luteinizante; de esta manera se va a favorecer el incremento en la
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sintesis de RNA mensajero que codifica para receptores de hormonas
gonadotropicas en estas células, permitiendo el aumento de la densidad de este
tipo de receptores; lo anterior esta asociado a los fendmenos de dominancia
folicular, preparacion para la ovulacion y especializacion celular para el desarrollo

del cuerpo luteo (Murphy, 1991; Sartori, 2001; Baruselli, 2003).

Con la aplicacion de la gonadotropina coriénica equina durante el dia cinco, se
busca favorecer el desarrollo folicular, ya que esta hormona al interviene en la
sintesis de mRNA que codifica para los receptores de hormonas gonadotropicas
(FSH y LH) a nivel folicular, permitiendo que el foliculo dominante mantenga su
desarrollo (Evans, 1997). Adicionalmente a nivel de las células foliculares se
produce el aumento en la sintesis para la expresion de receptores de hormona
luteinizante, mediante este mecanismo se inicia el proceso de dominancia
folicular, la cual es influenciada por la accion de las hormonas LH y FSH (Sartori,

2001).

Las ventajas de hacer una sincronizacioén del ciclo estral por medio de ayudas
hormonales en la hembra bovina son: favorecer la presentacion de celo en las
vacas lactantes que no se han visto en celo a los 45 dias postparto, la reduccién
del tiempo necesario para la deteccion del celo, facilitar el empleo de la
inseminacion artificial en las empresas ganaderas, aumentando la efectividad en
programas de transferencia de embriones y otras biotecnologias, ayudar a las

hembras que estan en estado de anestro lactacional, entre otros (Cutaia, 2001).
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1.8. Uso de la ultrasonografia y del radioinmunoanalisis (RIA) como

herramientas en el técnica de TE.

Es importante hacer un control de las diferentes etapas durante la sincronizacion y
superovulacion de las hembras donantes asi como de las receptoras en un
programa de TE, ya que de esta forma se puede controlar de manera efectiva el
tamafo y morfologia de cada una de la estructuras que se encuentran en el ovario
durante las diferentes etapas de esta técnica. Los métodos de diagnodstico
utilizados en la practica veterinaria han aportado el uso de la ultrasonografia para
el diagndstico de gestacion en diferentes especies, pero es con el uso de esta
herramienta que se ha facilitado el estudio de los fendbmenos fisiologicos en la
reproduccion de una manera poco invasiva, en particular para la compresion de la
dinamica folicular y los cambios presentes en el ovario durante el ciclo de la
hembra bovina (Adams, 1992). Gracias a este tipo de avances hay una mejor
comprension de los mecanismos de control de las ondas foliculares lo que ha
permitido desarrollar y mejorar los protocolos de control del ciclo estral y
multiovulacion, para poder dar un enfoque con mayor productividad y eficiencia a
la reproduccion asistida en grandes animales (Burke, 1996; Pursley, 1997).
También se han desarrollado otras aplicaciones como sexaje fetal, seguimiento de
las estructuras ovaricas, foliculocentesis para aspiracion de los foliculos,
diagnostico de anormalidades reproductivas, monitoreo durante el tratamiento de
ovarios quisticos, seguimiento de la involucién uterina post-parto, evaluacion del

desarrollo fetal durante las fases de gestacion, entre otras aplicaciones
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(Edmondson, 1986; Ribadu, 1994; Jeffcoate, 1995).

La ultrasonografia permite observar los foliculos antrales como estructuras
ecogénicas que presentan en su interior un acumulo de liquido; al presentarse la
ovulacion y formacion de cuerpo luteo por medio de la ultrasonografia puede
observarse en el ovario una estructura redondeada la cual en algunos casos se
puede evidenciar un area no ecogénica central. Esto indica la presencia de un
cuerpo luteo cavitario que tiene una menor capacidad de secretar progesterona ya
que su area es menor que uno del mismo tamafo que no presente esta cavidad

(Kastelic, 1990).

Antes de cada proceso asociado a la técnica de TE debe hacerse un chequeo
ultasonografico de las hembras bovinas (Ribadu, 1999), ya que ademas de todos
los criterios de seleccion para las hembras receptoras, también debe tenerse muy
en cuenta los fendmenos fisiolégicos presentes en sus ovarios. Asi con la ayuda
de la ultrasonografia trans-rectal se permite determinar como afecta una estructura
como el foliculo preovulatorio de una manera directa al subsecuente tamafio que
pueda presentar el cuerpo luteo ya que al presentarse un foliculo preovulatorio
pequeno puede generar la formacion de un cuerpo luteo pequefio; mientras que
un foliculo preovulatorio grande, va a dar paso a un cuerpo luteo de mayor tamafo
y por ende unos niveles de progesterona mayores que generen unas condiciones
uterinas favorables para el desarrollo del embrion que ha sido transplantado. Por
eso es importante determinar el tamano de las estructuras ovaricas antes de

realizar la trasferencia del embrion a la hembra receptora con la ayuda de técnicas
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ultrasonograficas (Vasconcelos, 2001).

Para realizar las mediciones de progesterona en plasma se implemento la técnica
de Radioinmunoanalisis (RIA) en fase solida. Este es el medio para realizar
mediciones biolégicas por medio de radioisotopos, la cual tiene una alta
sensibilidad, especificidad y es facilmente aplicable a una gran variedad de
compuestos, como es el caso de los niveles de progesterona plasmatica. Esta
técnica se basa en la competencia entre una hormona marcada, por un limitado
numero de sitios de unién en la molécula del anticuerpo, para lo cual se pone a
reaccionar cantidades conocidas o iguales del anticuerpo con cantidades
conocidas de la hormona marcada (para progesterona se utiliza Yodo 125 como
isétopo marcador), variando solamente las concentraciones de la hormona
presente en la muestra a analizar y en los valores conocidos en la curva estandar.
Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se separan las partes y se realiza el
contaje de la radioactividad residual, en un equipo para RIA en fase sodlida, en el
que a mayor radioactividad residual la concentracién de la hormona en la muestra
estudiada es menor. La cuantificacion de la concentracion de la hormona presente
en la muestra se determina contrastandola con los valores conocidos de la curva

estandar.

En el campo de la reproduccion animal aplicada, la técnica de RIA se puede usar
para la determinacién de hormonas hipotalamicas y gonadales, para el estudio de
las interrelaciones del eje hipotalamo-hipdfisis-gbnadas, para estudiar el ciclo

estral, de los niveles hormonales durante la prefez, el periodo periparto y las
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alteraciones durante estas etapas. También para evaluar el comportamiento
ovarico del post-parto y pubertad y los factores que los afectan, evaluar la
eficiencia de la IA, evaluar las alteraciones ovaricas y luteales, realizar el
seguimiento del control reproductivo de los rebafios y de los resultados de los
tratamientos hormonales, asi como para estudiar las alteraciones del sistema

reproductivo (Rodriguez, 2001).
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Relacion entre Didmetro Folicular, Volumen del Cuerpo Luteo y niveles de
progesterona sobre el porcentaje de prefiez en hembras receptoras de
embriones en la Sabana de Bogota.

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue analizar la relacion entre las estructuras ovaricas
(diametro Folicular, volumen del cuerpo luteo) y los niveles sanguineos de
progesterona sobre el porcentaje de prefiez en un grupo de novillas de la raza
Holstein Friesian. Cuarenta novillas fueron seleccionadas en una central
especializada en la utilizacién de este tipo de animales para transferencia de
embriones; el grupo de animales fue incluido en un programa de control del ciclo
estral mediante un protocolo de TETF (Gorlach, 1999; Palma, 2001; 2003;
Baruselli, 2003). Durante este procedimiento se realiz6 un analisis de las
estructuras presentes en el ovario por medio de ultrasonografia el dia 5 (tomando
como dia cero el dia de inicio del protocolo de sincronizacion), una segunda
exploracion ultrasonografica se realizé el dia 9 para determinar el diametro del
foliculo preovulatorio (Bo, 2002). Adicionalmente, el dia 17 se realizdé un tercer
analisis ultrasonografico para determinar el volumen del cuerpo luteo (Kastelic,
1990; Vasconcelos, 2001, Sartori, 2002). Asi mismo, los dias 5, 9 y 17 del
protocolo de sincronizacidén se tomaron muestras sanguineas del grupo
experimental, por medio de puncién de los vasos sanguineos coccigeos, que
fueron procesadas para la determinacion de los valores de progesterona,
mediante técnica de radioinmunoanalisis (RIA) en fase sodlida. El dia 52 se realiz6

analisis del tracto reproductivo con el fin de diagnosticar la gestacion de las
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hembras. No se encontré efecto del diametro folicular (DF) evaluado el dia 9 del
ciclo estral sincronizado sobre el volumen del cuerpo luteo (VCL). ElI VCL,
determinado el dia 17, afecta positivamente los niveles plasmaticos de
progesterona para ese mismo dia; se establece una relacion positiva entre estas
dos variables, en la que por cada milimetro cubico que aumente el volumen luteal,
se aumenta en 0.00021ng/ml la secrecion de progesterona plasmatica, dentro del

rango de valores de VCL del presente estudio.

Se relaciond positivamente el efecto de la concentracion plasmatica de
progesterona evaluada el dia 17 y el porcentaje de prefiez determinado el dia 52 6
42 post ovulacion; de tal manera, al aumentar los niveles de progesterona
aumenta la probabilidad de prefiez positiva, dentro del rango de valores

encontrados en el estudio (2 — 10ng/ml).

El VCL afecta positivamente la concentracion de progesterona plasmatica al
momento de trasplantar un embrion; estos niveles de progesterona pueden ser
determinantes en la preparacion del medio ambiente uterino en el que se va a
desarrollar el embrién y afectar, probablemente de manera positiva, el porcentaje

de prefez tras la aplicacion del TE.
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INTRODUCCION

La utilizacion de técnicas biotecnoldgicas aplicadas a la reproduccion animal han
cobrado gran importancia ya que permiten generar un mejoramiento genético
acelerado (Bo, 1996; Vasconcelos, 2006), aumentando asi la eficiencia productiva

y un uso mas eficiente y racional de los recursos (Palma, 2001).

La inseminaciéon artificial ha sido considerada como uno de los pilares
biotecnoldgicos aplicados a la reproduccion bovina. A partir de la década de los
70’s, la técnica de transferencia de embriones experimentd un desarrollo
importante, al transferirse varios millones de embriones alrededor del mundo,
hasta considerarse como la segunda generacidon de las biotecnologias

reproductivas después de la inseminacion artificial (Thibier, 1992).

La eficiencia tras la aplicacion de estas técnicas se ve afectada por multiples
factores; por este motivo, es de suma importancia realizar un excelente proceso
de seleccion a los animales que van a ser incluidos en estos programas. Al
analizar los porcentajes de prefez reportados tras la aplicacion de la técnica de
TE en Colombia, que se encuentra entre el 50 y 60% (Rodriguez, 2007), uno de
los aspectos a considerar es que no se esta realizando eficiente seleccion de las
hembras receptoras, las cuales van a recibir un embridén alogénico en el utero, y
deben desempenarse como “hembras vientre”, permitiendo el desarrollo de éste

hasta que la prefiez llegue a término.

Esta ineficiencia reproductiva es de origen multifactorial, aunque de manera
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general, se considera que esta relacionada con algunos aspectos asociados a las
condiciones de las estructuras ovaricas de la hembra, lo que incide directamente
en las concentraciones de progesterona plasmatica (Chagas, 2005). Esta cascada
de eventos se inicia al presentarse un inadecuado control del ciclo estral, pobre
desarrollo folicular con un subsecuente bajo desarrollo luteal (Kastelic, 1990;
Vasconcelos, 2001; Sartori, 2002), afectando la funcion lutea, lo que genera unas
concentraciones plasmaticas de progesterona insuficientes, para ofrecer un medio
ambiente uterino adecuado al momento de transferir el embridn; ello,
desencadena pérdidas embrionarias, ya que se ven afectados los mecanismos de
establecimiento y mantenimiento de la gestacion (Chagas, 2002; Mann, 2007;
Lynch, 2010). Al transferirse el embrion en las anteriores condiciones va a
retardarse el proceso de sintesis y secrecién de la proteina trofoblastica bovina,
desencadenando la activacion de los mecanismos luteoliticos que abren campo a

un nuevo ciclo estral (Rodina, 2009).

El objetivo del presente trabajo fue generar informacion acerca de la relacion entre
las estructuras ovaricas (diametro foliculo ovulatorio y volumen del cuerpo luteo) y
los niveles de progesterona plasmatica sobre el porcentaje de prefiez en un grupo
de 40 novillas receptoras de embriones bovinos, de la raza Holstein Friesian,

ubicadas en la Sabana de Bogota.

2.1.1. Hipétesis de trabajo.

El Diametro Folicular, el Volumen del Cuerpo Luteo y los niveles de progesterona,

son factores relacionados al establecimiento y mantenimiento de la prefiez en las
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hembras receptoras de embriones bovinos.
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2.1.2. Objetivo.

Determinar el efecto de las caracteristicas morfométricas de las estructuras
ovaricas y los niveles de progesterona plasmatica sobre el porcentaje de prefiez
en un grupo de novillas receptoras de embriones bovinos de la raza Holstein

Friesian en la Sabana de Bogota.
2.1.3. Objetivos Especificos.

= Determinar la relacién entre el Diametro Folicular y el Volumen del Cuerpo
Luteo.

= Relacionar el Volumen del Cuerpo Luteo con los niveles plasmaticos de
progesterona.

= Evaluar como afectan los niveles de progesterona circulantes el porcentaje
de prefiez en la hembra receptora de embriones bovinos.

= Analizar las relaciones entre Diametro Folicular, Volumen del Cuerpo Luteo,
y niveles plasmaticos de progesterona y su efecto sobre el porcentaje de

prefiez en hembras a las que se les transplanta un embrién.
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MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Tipo de estudio.

Este es un estudio de tipo descriptivo, en el que se realizé un analisis de la
relacion existente entre las estructuras ovaricas y los perfiles plasmaticos de la
hormona progesterona. Estas variables fueron analizadas y relacionadas con el
diagnéstico de gestacion en el grupo de estudio. Asi mismo, se presenta un
componente descriptivo en el que se analizan las determinaciones de la hormona
progesterona durante varios dias del ciclo estral sincronizado, lo que permite
obtener informacion acerca de la influencia de las caracteristicas de las
estructuras ovaricas y los perfiles séricos de progesterona en la gestaciéon de las

novillas del grupo experimental al que se trasplantaron embriones bovinos.

2.2.2. Localizacion.

La fase de intervencién de los animales, se realiz6 en la Hacienda ganadera
Gaviotas, adscrita a la Central de Biotecnologia Reproductiva CGR, ubicada la
poblacion de Zipaquira, Cundinamarca, en inmediaciones de la Sabana de Bogota.
Esta empresa ganadera se encuentra a una altitud de 2.637 metros sobre el nivel
del mar, una temperatura anual promedio es de 14°C, precipitacion anual de 825

mm y una humedad relativa del 75%.

2.2.3. Grupo evaluado.
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En el estudio se evaludé un grupo de 40 novillas de raza Holstein Friesian, con
edades entre 18 - 26 meses de edad, pesos entre 300 a 420 Kilogramos y
condicion corporal entre 3 a 4 (tomando como referencia la escala de 1-5). Este
grupo de hembras se sometié una serie de evaluaciones del tracto reproductivo
por medio de ultrasonografia, en busca de las estructuras presentes en el ovario,
como foliculos y cuerpos luteos, que permitieron evidenciar ciclicidad reproductiva.
Las hembras se seleccionaron de una forma estricta, rigiéndose por las
recomendaciones de la Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones

(I.E.T.S.) (Stringfellow, 2000).

2.2.3.1. Descripcién del grupo evaluado.

Se obtuvieron datos de la edad, peso y condicion corporal de los animales, en los
que se llevaron a cabo analisis estadisticos descriptivos (Tabla 1); estos
cumplieron con los criterios de seleccion de las novillas receptoras de embriones
ya que estas deben presentar un peso mayor al 50% del promedio del peso con
respecto a los animales adultos (Bo, 2003), asi como una edad mayor a los 18
meses que cronoldgicamente coincida con el desarrollo reproductivo de las
hembras y una condicion musculo-esquelética (condicién corporal) acorde con un
animal bien nutrido en el que se garantice el desarrollo de las funciones corporales
(Gonzalez, 2001). Los valores promedio correspondientes a edad, peso y
condicién corporal de los animales utilizados para este estudio se asemejan a los
utilizados en trabajos que relacionaron el tamafo de las estructuras ovaricas y los

perfiles hormonales (Kastelic, 1990; Vasconcelos, 2001; Espafia, 2004; Sartori,
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2004); también asociando estas variables a la prefiez (Kastelic, 1990; Perry, 2006;
Siqueira, 2009). Igualmente estos valores podrian considerarse normales de
acuerdo al nivel de desarrollo y caracteristicas de la raza utilizada (Lopez, 2006),
es decir, novillas Holstein en sistema de producciéon de leche en el tropico de

altura Colombiano.

Tabla 1. Edad, peso y condicion corporal de la muestra total.

Variable N  Min. Max. Promedio?
EDAD (meses) 40 18 26 19.8 +2.2
PESO (Kg.) 40 300 420 384.5+24.8
CONDICION CORPORAL (1-5) 40 3 4 35+0.3

"Todos los resultados se expresan como promedio (media) + D.S. Los datos corresponde al grupo
animales que ingresaron al seguimiento.

De acuerdo con la informacion de la tabla los coeficientes de variacion para edad,
peso y condicion corporal son 11.11%, 6.45%, y 8.6% respectivamente. Estos

valores muestran una alta homogeneidad.

2.2.4. Condiciones de manejo

Los animales del grupo estudiado fueron manejados bajo semiestabulacion,
permitiéndoles pastorear en praderas sembradas con forrajes nativos (Pennisetum
clandestinum) y mejorados Ryegrass (Lolium Sp.); adicionalmente, se administré al

grupo experimental sal mineralizada y agua a voluntad.

2.2.5. Tratamiento para el control del ciclo estral de las hembras receptoras.
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Para poder tener uniformidad y concentracion de estros en el grupo experimental
(técnica necesaria para poder realizar la T.E.T.F.), se realiz6 una fase de control
del ciclo estral (sincronizacion de celos); este procedimiento favorece el desarrollo
folicular, la generacion un cuerpo luteo y, de esta manera, se logra obtener una
produccidon y secrecion adecuada de progesterona para el establecimiento y
mantenimiento de la prefiez (Niswendender, 1994; Palma, 2001; Vasconcelos,
2001; B6, 2002; Baruselli, 2003; Chagas, 2005, Lynch, 2010); se realizé6 una
supervision de los sintomas externos del estro generados con la finalidad de medir
la eficiencia de la respuesta del protocolo (B6, 2003). Los embriones que fueron
utilizados para TE fueron colectados de animales puros de la raza Holstein
Friesian, los cuales se obtuvieron, manipularon, clasificaron y preservaron segun

la reglamentacion de la IETS.

Protocolo de sincronizacion utilizado en el estudio, con los respectivos productos
comerciales utilizados: (se toma como el dia 0 cero el dia de inicio del protocolo de

sincronizacioén estro).

Figura 6. Protocolo de sincronizacidon, seguimiento ultrasonografico y

obtencién de muestras sanguineas aplicadas al grupo de trabajo.
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Ecografias y Muestreos sanguineos Confirmacién de prefiez

- Dia 0: DIB ® (Dispositivo intravaginal Bovino P4. 1gr) + 1ml de benzoato de
estradiol IM. (Estro - Zoo ® 5 mg.)

- Dia 5: Prostaglandina F2a 1.5 mg. IM. (PGFza) (Prolise® 2 ml) + Gonadotropina
Coribdnica equina (eCG) 400 Ul. (Novormon®).

- Dia 8: Retirar el DIB ® (Dispositivo intravaginal Bovino)

- Dia 9: 1ml de benzoato de estradiol IM. (Estro - Zoo ® 5 mg.)

- Dia 10: Observar Celos

-Dia 17: TE.

- Dia 52: Diagndstico de prenez.

A las hembras del estudio se les aplico un dispositivo de liberacion lenta de
progesterona sumada a la aplicacion de una dosis de benzoato de estradiol el dia
cero 0. La aplicacion inicial del dispositivo junto al estradiol genera la disminucion
de la produccion de gonadotropinas hipofisiarias (Bo, 2002). De esta manera se
busco que entre los dias 4 y 5 los niveles plasmaticos de estradiol disminuyeran y
se desencadenara una nueva onda de crecimiento folicular (B6, 2002; Baruselli,
2003). El dia 5 se aplicé prostaglandina F2a para de esta manera iniciar la lisis de

cualquier cuerpo luteo que se encontrase en los ovarios, proveniente de ciclos
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anteriores lo cual afectaria el desarrollo folicular y proceso de ovulacion (Bé, 1996;

Palma, 2001).

Adicionalmente, el dia 5 se aplicé gonadotropina coridnica equina (eCG) buscando
favorecer el desarrollo folicular durante la onda sincronizada, asi como el proceso
de luteinizacion una vez producida la ovulacion (Helmer, 1986); se ha observado
que al aplicar este apoyo hormonal después del inicio de una onda de crecimiento
folicular en un ciclo sincronizado (dia 5) se promueve desarrollo (B, 2003), ya que
puede favorecer la sintesis de mRNA que codifica para receptores de hormonas
gonadotropicas a nivel folicular; esto permite el aumento de la densidad de este
tipo de receptores a nivel de membrana en las células foliculares (Sartori, 2001), lo
cual esta asociado con el crecimiento folicular (Murphy, 1991; Sartori, 2001).
Ademas este soporte hormonal favorece la preparacion de las estructuras para la
formacion de un cuerpo luteo que genere una concentracion de progesterona
suficiente para favorecer en el mecanismo de implantacion y desarrollo del

embrién (Niswender, 1994; Smith, 1994; Baruselli, 2005).

Lo anterior debido al incremento en la sintesis de RNA mensajero que codifica
para receptores de las hormonas FSH y LH ubicados en la superficie de las
células foliculares, el aumento en la densidad de receptores de las hormonas
gonadotrdpicas en la superficie de las células de granulosa esta relacionado con el
fendbmeno de dominancia folicular, preparacion para la ovulacidon y especializaciéon

celular para el desarrollo del cuerpo luteo (Sartori, 2001).
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Al retirar el dispositivo intravaginal el dia 8, los niveles de progesterona decrecen
debido a que se inicia la disminucién del bloqueo 6 retroalimentacion negativa
(feedback) que por esta hormona se encuentra influenciado el hipotalamo; debido
a la presencia de un foliculo dominante que se encuentra en la fase final de
crecimiento, se presenta un incremento de la produccion y liberacién de
estrégenos, lo cual favorece la sintesis y secrecion de las hormonas
gonadotrépicas entre estas la LH la cual, al unirse con sus receptores, va a
estimular las células favoreciendo el mecanismo de ovulacién y especializacion

celular para la formacion del cuerpo luteo (Bo, 1995).

El dia 9 se realizd una segunda aplicacion de benzoato de estradiol con la
finalidad de favorecer una ovulacién mas sincronica, ya que al aplicarlo se espera
favorecer la produccion y liberaciéon de hormona luteinizante; esta descarga de LH
es conocida como pico preovulatorio, mediante el cual se busca sincronizar el
mecanismo de ovulacion (Bo, 2003). Durante el dia 9 en horas de la tarde y el dia
10, en la mafana y en la tarde, se realiza la observacién del grupo de animales
con la finalidad de analizar el comportamiento de estos ante la aplicacion del
tratamiento de sincronizacion, buscando evidenciar el reflejo de monta entre el
grupo de novillas, el cual es claramente influenciado por accién estrogénica

(Palma, 2001; B6 2002).

El dia 17 se procedid a transferir el embrion a la hembra receptora. Ya que el
embrion fue colectado el dia siete de la hembra donante, es importante que

coincida la edad del embrion con el dia post-estro de la receptora para asi obtener
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optimos resultados, ya que este es uno de los puntos criticos que afectan la
eficiencia de esta técnica biotecnolégica (Bo, 2003); estos embriones fueron
obtenidos, criopreservados y descongelados segun protocolos avalados por la

Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones (Stringfellow, 2000).

2.2.6. Aval del comité de ética para la experimentacion animal. El trabajo se
realizé bajo el aval del Comité de Bioética de la Facultad de Medicina Veterinaria y
de Zootecnia — UNAL Bogot4; igualmente, bajo los parametros de manejo animal
de la empresa ganadera Gaviotas, adscrita a la central de reproduccion animal

C.G.R.

2.2.7. Muestreos sanguineos y andlisis ultrasonograficos.

Al grupo de hembras se le colecté muestras sanguineas y se realizaron chequeos
ultrasonograficos los dias 5, 9 y 17, con respecto al inicio del protocolo de
sincronizacién. El diagndstico de prefiez se realizé el dia 52 por medio de
ultrasonografia del tracto reproductivo. Cada uno de los animales fueron
muestreados en tres oportunidades. El analisis ultrasonografico del tracto
reproductivo se realizé con la finalidad de cuantificar el desarrollo folicular
preovulatorio, asi como de las medidas del cuerpo luteo (B6, 1996), mediante un
equipo de ultrasonografia marca Esaote-Pie medical modelo Aquila-vet, con
transductor endorectal lineal de 8.0 Mhz. Asi mismo, se colectaron muestras
sanguineas, por medio de puncion de los vasos sanguineos coccigeos, en tubos

de vacio sin anticoagulante con capacidad para 6 ml. (Vacuette®, Greiner Bio-one,
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Monroe, NC 28110, USA). Una vez obtenidas las muestras sanguineas se
sometieron centrifugacién (2500 rpm durante 10 minutos) y congelacion (-20°C)
(Saumande, 1985), para conducirlas al Laboratorio de Hormonas de la
Universidad Nacional de Colombia, en donde se determinaron los perfiles de
progesterona (P4). El de analisis de las muestras se realizé en el Laboratorio de
Hormonas del Departamento de Produccion Animal de la Facultad de Medicina
Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia — Sede
Bogota, en el cual se cuantificaron y calcularon las concentraciones plasmaticas
de progesterona (P4) mediante técnica de Radioinmunoanalisis (RIA), utilizando un

equipo de marca Beckman® Gamma 500.

2.2.8. Medicion de variables.

Como variables respuesta se establecieron el Diametro Folicular (DF) el dia 9
(tomando como dia cero el inicio del protocolo de sincronizacion); Volumen del
Cuerpo Luteo (VCL) el dia 17; concentraciones plasmaéticas de progesterona
el dia 17 y porcentaje de prefiez en las hembras trasplantadas (%), establecido

por ultrasonografia el dia 52.

El diametro folicular (DF) fue determinado en milimetros por medio de

ultrasonografia ovarica.

Para realizar la evaluacion del VCL se aplicaron las siguientes formulas:

Radio = (Largo/2 + Ancho/2) /2
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Volumen Cuerpo Luteo = 4/3 x [ x R® (Grygar, 1997; Vasconcelos, 2001; Lépez,

2005).

9I= Valor constante equivalente a 3,1416

R3= El valor del radio elevado al cubo.

La unidad empleada para cuantificar la concentracion de progesterona en suero
sanguineo fue nanogramos por mililitro (ng/ml), determinadas por medio de la

metodologia RIA.

Antes de iniciar la aplicacion de tratamientos para el control del ciclo estral, se
realizé una clasificacion del grupo experimental, teniendo en cuenta el peso, edad,
status sanitario, manejo; asi, se determinaron los animales que ingresaron al
programa de TE como receptoras. A continuacién de esta clasificacion se realizo
la aplicacién del tratamiento de control del ciclo estral con la finalidad de favorecer
el proceso de TE, ademas de garantizar que los animales se encuentren en el
mismo estado post-estro (fase del ciclo estral influenciada por la accion de la
hormona progesterona) al momento de la TE y asi evitar las variaciones en el
momento del ciclo que puedan presentarse en las hembras receptoras (Gordon,

1999; Gorlach, 1999; Palma, 2001).

134



2.2.9. Andlisis estadistico de los datos.

Para las variables de interés en el estudio se llevaron a cabo analisis estadisticos
descriptivos que constaron de medidas de tendencia central, dispersién y
distribuciones de frecuencia, mediante los procedimientos MEANS y FREQ de
SAS. Adicionalmente se analizd, por medio de analisis de regresion, el efecto del
DF sobre el VCL; este analisis se realizé mediante el procedimiento REG de SAS,
en el que se incluyeron efectos lineal y cuadratico del DF. El modelo empleado fue

el siguiente:

VCL =g, + §,DFD + §,.DFD* + ¢

En donde VCL es el volumen del cuerpo luteo; ##;, #, y #; son los estimadores de
minimos cuadrados ordinarios del intercepto, efecto lineal y cuadratico del
diametro del foliculo dominante DFD respectivamente y € es el error aleatorio.

Mientras que

VCL ~ N(8y + 8, DFD + 8, DFD* a?), €~ N(0,5%), af corresponde a la varianza

del error.

Adicionalmente, se realiz6 un analisis de regresion mediante el procedimiento
REG de SAS, en el que se incluyeron efectos lineales y cuadraticos de cada una
de las variables independientes, empleando la metodologia FORWARD para
encontrar aquellas que tienen efecto significativo y por tanto deben incluirse en el

modelo, el cual se incluye a continuacion.
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CP417 = f,+ §,DFD + §,DFD* + f,VCL+ fVCE* + ¢

En donde &;, &, £, £5 ¥ f: son los estimadores de minimos cuadrados ordinarios
del intercepto y de los efectos lineales y cuadraticos del diametro del foliculo

dominante ZFE y volumen del cuerpo luteo VLL.
Los supuestos de distribucion son:
P4~ N(G,+ §,DPFD + §,DPFD* + §,VPCL + §,VECL?* + £, 6%}, € ~ N(0,a%), o

Debido a que el diagnodstico de prefiez no es una variable continua sino
dicotémica se realizé una regresion logistica mediante el procedimiento LOGISTIC
de SAS, en donde se model6 el diagndstico de prefiez al dia 52 (1 positivo, 0
negativo) en funcion del diametro del foliculo dominante DFD, volumen del cuerpo

luteo ¥E€L y concentracion sérica de progesterona el dia 17 CFP417.
P(DP = 1} = f(DFD,VCL,CP41T)

De esta forma se model6 la probabilidad de que el diagnostico de prefiez sea
positivo P(DP = 1), en funcion (f) del DFD para el dia 9 (PFP) volumen del

cuerpo luteo (VCE) y concentracion plasmatica de progesterona al dia 17 (€P417)
(Spell, 2001; Sartori, 2002). Para seleccionar las variables que se deben tener en

cuenta en el modelo se empled la metodologia Forward.
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RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1. Variables respuesta durante el primer muestreo (dia 5 con respecto al

inicio del protocolo de sincronizacion).

2.3.1.1. Diametro folicular.

Al observar las estadisticas descriptivas de los datos correspondientes al numero
de foliculos encontrados durante el primer muestreo (Tabla 2), puede pensarse
que se presentd una nueva onda de desarrollo folicular del ciclo sincronizado,
debido al numero y tamafio de los mismos (Adams, 1992; Gordon, 1999;
Gonzales, 2001; Palma, 2001). Mediante la aplicacion del protocolo de
sincronizacién, se generaron niveles sanguineos de las hormonas requeridas para
lograr la induccién de una retroalimentacién (feed-back) negativa, que afectd la
sintesis y secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas y alter6 el normal
desarrollo de los foliculos; lo que permite pensar que se indujo la regresion de los
foliculos en crecimiento (FSH-dependientes) y no se permitié el fenbmeno de la
ovulacion en los foliculos dominantes (LH-dependientes) (Adams, 1992; Taniguchi,

2007).

Entre el dia 3 y 4 (tomando como 0 el dia de inicio del protocolo de sincronizacion)
disminuyé el bloqueo presente en el hipotdlamo y se incremento6 la sintesis de
mRNA, que codifica para la GnRH; al sintetizarse y liberarse la GnRH, es
conducida por el sistema portal hipofisiario hacia la glandula hipdfisis, en donde
esta hormona se acopla con los receptores de membrana de los gonadotropos de
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la adhenohipoifsis (Palma, 2001; Senger, 2003), lo que estimula la sintesis y
secrecion de las gonadotropinas FSH y LH (Padmanabhan, 2001; Adam, 2005).
Una vez producida la liberacién de las hormonas, estas son conducidas por via
sanguinea hacia las estructuras del tracto reproductivo, y asi, la FSH, favorece el
establecimiento de una nueva onda de desarrollo folicular, entre los dias 4 y 5

aproximadamente (B6, 1995; Bo, 2002; Tribulo, 2002).

En relacion con los resultados obtenidos en este estudio, para el dia del primer
muestreo (dia 5), en cuanto al numero y tamafo de los foliculos, se espera que se
esté presentando el fendbmeno de reclutamiento, bajo la influencia de la FSH
(Gonzales, 2001). Al ser contrastados los resultados (Tabla 2), coinciden con lo
reportado por la literatura en cuanto al numero de foliculos (Gonzales, 2001;
Gordon, 1999; Palma; 2001) y con lo reportado en estudios adelantados por
Adams (1992), que en un grupo de novillas Holstein, para el dia 5 encontro, en
promedio 7 foliculos en etapa de desarrollo. En cuanto al diametro de los foliculos
que se encontraron durante esta etapa, el DF es menor al encontrado por Adams
(1992), que en promedio encontré DF de 12+1.2mm. De la misma forma, se
encontraron diametros inferiores a los reportados por Satrori (2004), quien para
animales de raza Holstein en vacas sincronizadas con un protocolo similar
(Progesterona, estradiol, prostaglandina F2a, estradiol), reporté valores promedio
de 13.3mm y para novillas valor promedio de 8.5mm de DF. Igualmente, se
reportaron DF mayores en trabajos realizados por Sakase (2006), quien para el
dia 5 desde el inicio del protocolo de sincronizacion encontr6 DF promedio de

7.5mm, en vacas tipo carne.

Los datos de DF encontrados en este estudio fueron numéricamente menores al
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compararlos con los encontrados por los autores citados, esta tendencia puede
deberse a la dieta que recibieron los animales, pues este factor incide sobre la
dinamica folicular en las novillas receptoras, ya que el grupo experimental en este
trabajo se encuentra en pastoreo sin suplemento adicional. Una fuerte interaccion
existe entre los factores nutricionales y la respuesta reproductiva. Al existir un
desbalance dietario se genera un efecto inicial en el hipotalamo y en la
adhenohipofisis, que afecta la sintesis y secrecion de las hormonas
gonadotropicas; de esta manera, al existir un déficit en el nivel circulante de
hormona foliculo estimulante se puede ver afectado el desarrollo del grupo de
foliculos en crecimiento (Rekwolt, 2004; Roche, 2006). Lo anterior permite pensar
aunque los animales del estudio presentaron un peso homogéneo y una condicién
corporal acorde con la requerida para ser incluidos en un programa de TE (Tabla

1), pueden presentarse carencias de algun elemento nutricional necesario.

Tabla 2. NOmero y tamafio de las estructuras ovaricas durante el primer

muestreo (dia 5).

Variable N Min. Max. Promedio?
Numero de foliculos 40 2 8 5+15
Numero de cuerpos luteos 40 0 1 1+04
Diametro folicular (mm) 40 3 5.2 43+01
Volumen luteal (mm3) 40 0 9190.6 1173.8 £420.2

Concentracion plasmatica de progesterona (ng/ml.) 40 0.9 13.4 47+0.5

'Los resultados diametro folicular, volumen luteal y concentracion plasmatica de Progesterona se expresan como promedio
(media) + S.E.M. mientras que los otros valores (nUmeros) se expresan como promedio + D.S.
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2.3.1.2. Volumen de cuerpo liteo y niveles de progesterona.

En los valores correspondientes al VCL y niveles de progesterona presentes en
suero sanguineo durante el muestreo realizado el dia 5; al observar los datos
(Tabla 2), se encuentran rangos de valores, entre minimos y maximos para éstas
variables, que pueden ser asociados a dispersion en los datos causada por la
irregularidad en las fases del ciclo estral en la que se encontraban las novillas del
grupo de estudio; posiblemente como consecuencia de la no pre-sincronizacion de
este grupo (B6, 2003; 2005). Lo anterior indica que dentro del grupo de animales
pueden encontrarse algunos con cuerpos luteos presentes al inicio del tratamiento
para el control del ciclo estral, asi como otros pueden no presentar estas
estructuras luteales en los ovarios. Por este motivo, para el dia 5 del protocolo de
sincronizacion, se encontré solamente el 20% (8/40) de los animales con un
cuerpo luteo detectable por medio de exploracion ultrasonografica realizada este
dia (Tabla 2), este porcentaje es menor al reportado en la literatura, en donde se
encuentra que aproximadamente el 50% de un grupo de hembras aptas para la
reproduccion podrian presentar estructuras luteales a nivel ovarico, al realizar una
exploracion reproductiva (Palma, 2001; Gordon, 1999). De la misma forma, al
existir algunos animales que no presentan cuerpo luteo es de esperarse que algun
porcentaje de los animales presenten niveles basales de progesterona (por debajo
de 0.3-0.5ng/ml) (Chagas, 2002; Gonzales, 2001); al analizar los resultados del
presente estudio, se constata que para el dia 5, se presentan concentraciones

plasmaticas de progesterona (Tabla 2), lo cual puede ser atribuible a la presencia
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del dispositivo de liberacion lenta, que favorece el incremento de la hormona
durante este periodo del protocolo para el control del ciclo estral (Baruselli, 2003;

B, 2003).

2.3.2. Variables de respuesta durante el segundo muestreo (dia 9 con

respecto al inicio del protocolo de sincronizacién).

Las variables de respuesta obtenidas durante el segundo muestreo
(correspondiente al dia 9 tomando como dia cero el inicio del protocolo de
sincronizacion) junto con algunas estadisticas descriptivas asociadas se presentan

en la tabla 3.

2.3.2.1. Diametro folicular.

Durante el segundo muestreo se presentd comportamiento reproductivo
homogéneo, ya que segun DF se presume que existe un foliculo completamente
desarrollado en etapa preovulatoria. Lo anterior se contrasta de manera esperada
con los niveles séricos de progesterona que son acordes con lo esperado en esta
etapa del ciclo estral sincronizado debido a la etapa de dominancia folicular (Tabla

3).

En el presente estudio, el total de las hembras presentd un foliculo preovulatorio
desarrollado (Tabla 3), que posiblemente se encontraba en fase de dominancia
folicular y podia presentar una alta capacidad esteroideogénica, con un diametro

folicular cercano a 10mm (Sartori, 2004; Senger, 2003), esta observacion coincide
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con lo reportado por Lynch (2010), quien en un grupo de novillas (Bos taurus), con
caracteristicas carnicas, al aplicar terapia para el control del ciclo estral, observo
que la totalidad de los animales presento desarrollo folicular; estos hallazgos son
similares a lo observado por Sartori (2002) y Perry (2005), los cuales observaron
desarrollo folicular en diferentes grupos de vacas y novillas, a las que sincronizo el
estro por medio de terapia hormonal, en animales raza Holstein y cruzados con

caracteristicas carnicas, respectivamente.

Durante el desarrollo folicular, en el ciclo sincronizado, participa de manera activa
la gonadotropina corionica equina (B6, 2003), la cual fue al aplicada durante el dia
5 del protocolo para el control del ciclo estral, buscando favorecer la sintesis de
MRNA que codifica para receptores de hormonas gonadotropicas a nivel folicular;
esto permite el aumento de la densidad de este tipo de receptores a nivel de
membrana en las células foliculares (Sartori, 2001), lo cual esta asociado con el

crecimiento folicular (Murphy, 1991; Sartori, 2001).

En estudios realizados al respecto se han encontrado diferentes resultados; entre
los cuales Baruselli (2001) reporta diferencias estadisticas para el numero
promedio foliculos y el DF aplicando eCG como apoyo hormonal durante el
protocolo de control de ciclo estral en hembras receptoras de embriones. De
manera contraria autores como Mamani, (2001); Machado (2006); Siqueira (2009)

no observaron esta tendencia al aplicar dicha hormona.

Los resultados obtenidos durante esta fase del experimento, en cuanto al DF
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durante el dia 9 del ciclo sincronizado, coinciden con los hallazgos reportados por
Machado (2006), quien al comparar tres protocolos para el control del ciclo estral
reportd diametros foliculares para el dia 9 de 9.6+1.7mm (protocolo 1), 9.5+0.6mm
(protocolo 2) y 9.8+£0.6mm (protocolo 3) en hembras cruzadas (Bos taurus x Bos
indicus). De la misma forma, Perry (2007) al sincronizar un grupo de animales
para aplicar inseminacion artificial a tiempo fijo, buscando relacionar la fertilidad y
muerte embrionaria con los tamafos de foliculos preovulatorios y los niveles
circulantes de estradiol, reporta valores para foliculos preovulatorios de
12.2+02mm en novillas cruzadas (Bos taurus x Bos indicus). Sartori (2002),
reportd para el dia 9 de seguimiento, en un grupo de animales de la raza Holstein,
DF preovulatorios promedio de 13.3+0.2mm, en un estudio en que se relacionan
las estructuras ovaricas y los niveles hormonales circulantes en novillas, vacas
lactantes y vacas secas, sincronizadas durante temporadas de invierno y verano.
De igual forma, en un trabajo que analiza el DF y su relacion con la prefiez
realizado por Perry (2005), reporta DF preovulatorio promedio de 14.8+0.3mm en
grupos de animales a los que se les aplico terapias de apoyo hormonal. En otro
estudio, Sartori (2004), al comparar la funcidén ovarica y los niveles sanguineos
hormonales de vacas vs. novillas raza Holstein, reporta para vacas un DF de
16.8£0.5mm y para novillas 14.9£0.2mm de DF durante en un ciclo estral no
inducido. Asi mismo, Vasconcelos (2001), en dos grupos de vacas lactantes de la
raza Holstein, a las que aplicé tratamientos hormonales para control del ciclo
estral, reporta un DF asi: grupo 1. 13.0£0.3mm y grupo 2. 15.8£0.2mm. Martinez

(2000), al comparar 4 protocolos de control del ciclo estral en novillas cruzadas
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con caracteristicas carnicas, reporta DF de 12.7£0.4mm. Un hallazgo similar
reportd Taniguchi (2007), en vacas cruzadas (Bos taurus), las cuales recibieron
terapia hormonal para control del ciclo estral; en estos animales, se reportaron

valores promedio de DF en etapa preovulatoria de 12.2+0.6mm.

Los datos reportados por los anteriores autores, al ser comparados con los valores
obtenidos durante este estudio, para el dia 9, presentaron valores numéricos
menores en cuanto a los promedios de los valores, ya que los rangos
correspondientes al diametro folicular inician desde los 7mm (Tabla 3), lo cual esta
por debajo de los valores propuestos para foliculos preovulatorios (=10mm)
(Sartori, 2004; Senger, 2003). Al analizar el porcentaje de animales que
presentaron foliculos preovulatorios el dia 9, con DF menores a 10mm,
correspondiente al 35% (14/40), debe tenerse en cuenta que estas mediciones se
realizaron por medio de exploracién ultrasonografica de los foliculos en la mafana
del dia 9 del ciclo estral sincronizado; una vez realizado el examen, cada animal
recibio una dosis de 1ml de benzoato de estradiol IM. (5 mg.) con la finalidad de
estimular la sintesis y descarga de hormonas gonadotrépicas al torrente
sanguineo; este incremento transitorio (pico) de gonadotropinas (FSH y LH)
prepara al ovario y al foliculo, favoreciendo el desarrollo final folicular asi como la
ovulacion (Spey, 2006; Baruselli, 2005). Después de esta aplicacion de estradiol
se inicio la observacién del grupo de animales durante la tarde del dia 9 y mafiana
- tarde del dia 10 para observar el comportamiento de monta de los animales y asi

confirmar el celo manifiesto de estos. Como el analisis ultrasonografico de los
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foliculos se realizé en la mafiana del dia 9, antes de la aplicacion del benzoato de
estradiol, posiblemente no se habia completado la etapa de desarrollo final del
foliculo preovulatorio, en la que por la accion de las hormonas gonadotropicas,
este incrementa su diametro final, motivo por el cual puede pensarse que los
rangos inferiores de los DF encontrados en este estudio, para el dia 9, se
encuentren por debajo de los valores de referencia al compararlos con otras
investigaciones (Sartori, 2002; 2004; Perry, 2005; 2007; Vasconcelos, 2001). Lo
anterior, sumado a que los animales utilizados en el estudio fueron novillas,
conduce a pensar que las estructuras que se pueden encontrar en el ovario
presentan DF menores si se comparan con animales adultos o con animales
multiparos, como es el caso de los utilizados en algunos estudios anteriormente

citados.

Tabla 3. Niumero y tamafio de las estructuras ovaricas durante el segundo

muestreo (dia 9).

Variable n Min. Max. Promedio?
Ndmero de foliculos 40 1 1 1
Diametro foliculo dominante (mm) 40 7 19 116+ 0.5
Concentracién plasmatica de progesterona (ng/ml.) 40 0.02 0.8 0.28 + 0.04

'Los resultados didmetro foliculo dominante y concentracidn plasmatica de Progesterona se expresan como promedio (media) + S.E.M.

2.3.2.2. Volumen del cuerpo liteo y niveles de progesterona.

En la tabla 3 no se reportan valores en relacion al VCL el dia nueve de muestreo,
ya que al aplicar durante el quinto dia del tratamiento prostaglandina F2a por via

intramuscular, para el control del ciclo estral, se busca desencadenar la cascada
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de eventos que terminan con la regresion funcional (rapida disminucion de la
sintesis y liberacién de progesterona) y estructural del cuerpo luteo (apoptosis del
CL) (Ontani, 1998; Barnea, 2000). Por este motivo, al realizar la exploracion
ultrasonografica ovarica, correspondiente a este dia del experimento, no se
encontraron estructuras compatibles con cuerpos Iluteos. Lo anterior, es
corroborado al observar las concentraciones de progesterona plasmatica de los
animales en seguimiento (Tabla 3), ya que al no encontrarse estructuras luteales
en los ovarios es de esperarse que los niveles sanguineos de progesterona se
encuentren muy cercanos a niveles basales: < 0.3ng/ml (Ohtani, 1998), entre los

dias 9 y 10 del ciclo sincronizado.

Los hallazgos durante etapa del estudio (dia 9), en cuanto a concentraciones de
progesterona en sangre, coinciden con los reportados por Kastelic (1990), quien
en un grupo de novillas de la raza Holstein relaciono las medidas del cuerpo luteo,
obtenidas por medio de ultrasonografia, con las concentraciones plasmaticas de
progesterona, obteniendo como resultado para el dia 9, una maxima caida en los
niveles de progesterona: < 0.3ng/ml. Asi mismo, Chagas (2002), en un grupo de
novillas receptoras de embriones de la raza Holstein, a las que aplicé tratamiento
para el control del ciclo estral, reportd durante el dia de maximo descenso en los
niveles de progesterona (dia 9), valores en el grupo de hembras gestantes de
0.2240.01ng/ml y en el grupo de hembras no gestantes 0.21+0.02ng/ml. Perry en
2005, en un grupo de vacas cruzadas con caracteristicas carnicas, a las que

aplicod terapia hormonal para sincronizar el ciclo estral (GnRH, PGF2a, GnRH),
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reportd valores de concentracién de progesterona de 0.2ng/ml, tanto para el grupo
de hembras gestante como para el grupo de no gestantes. De la misma forma,
Sakase (2006), en un trabajo en el que comparé 3 protocolos para el control del
ciclo estral, reporté como valores minimos de progesterona plasmatica, en el
primer y tercer tratamiento, de 0.09ng/ml y en el segundo de 0.08ng/ml, durante el
noveno dia del ciclo estral sincronizado. Igualmente, se report6 el descenso de los
niveles plasmaticos de progesterona, en el trabajo realizado por Ohtani (1998), en
el que en un grupo de vacas Holstein, a las que se sincronizo el estro, se
reportaron valores de 0.3ng/ml, para los dias de maximo desarrollo folicular (9 y

10) del seguimiento.

Los anteriores hallazgos, obtenidos por diferentes autores en grupos de animales
a los que aplicaron terapias hormonales para el control del ciclo estral, son
acordes con los datos arrojados por el presente estudio, ya que se presentaron
tendencias numéricas que permiten observar que el dia en que se presento
maximo DF, los niveles de progesterona plasmatica caen a niveles basales
(Kastelic, 1990; Ohtani, 1998; Chagas, 2002; Perry, 2005; Sakase, 2006). Esto
estd asociado a la aplicacion de prostaglandina F2a (el dia 5 del ciclo
sincronizado), la cual favorece la dramatica disminucion de la irrigacién sanguinea
que va al ovario, desencadenando la cascada de mecanismos luteoliticos; de esta
manera, para el dia 9 se espera que se encuentre un cuerpo cicatrizal (albicans)
en el lugar en que se desarrollo el cuerpo luteo, acompanado de niveles basales

de progesterona en la circulacién sanguinea (Niswender, 2000; Schams, 2004);
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mientras que en esta misma etapa se encuentra en el ovario un foliculo
completamente desarrollado, que presenta una alta actividad esteroideogenica en

la etapa previa a la ovulacién.

2.3.3. Variables de respuesta durante el tercer muestreo (dia 17 con respecto

al inicio del protocolo de sincronizacion).

Las variables respuesta obtenidas durante la tercera fase de muestreo
(correspondiente al dia 17, tomando como dia cero el inicio del protocolo de
sincronizaciéon y 10 el dia de ovulaciébn) se presentan junto con algunas

estadisticas descriptivas asociadas en la tabla 4.

2.3.3.1. Diametro folicular.

Durante el tercer muestreo correspondiente al dia 17, es importante tener en
cuenta que entre los dias 9 - 10 se produjo la ovulacion de la onda de desarrollo
folicular sincronizada; por este motivo, es de esperarse que se inicie una nueva
onda de desarrollo folicular entre los dias 4 - 5 posterior a la ovulacién (14 y 15
tomando como dia cero el inicio del protocolo de sincronizacion y dia 10 ovulacion)
(Martinez, 2000); esto se corrobora con el numero de foliculos y DF hallados
durante el muestreo 3 (dia 17) (Tabla 4), que indican que hay foliculos en etapa de

reclutamiento (lreland, 2000).

Adams (1992), observo en un grupo de novillas Holstein, a las que administro

terapia hormonal en diferentes dosis para controlar el ciclo estral, que durante la
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segunda onda de desarrollo folicular se presenté en promedio el desarrollo de 6
foliculos y los foliculos presentaban DF promedio de 5.0+0.9mm. Asi mismo,
Taniguchi (2007), en un grupo de vacas (entre 5 y 10 afos), tratadas
hormonalmente para controlar el ciclo estral, buscando establecer diferencias
entre el dia de inicio de la aplicacion de protocolos hormonales en el desarrollo
folicular, reporta DF para el dia 17 de 9.6+0.2mm para un tratamiento y de
9.2+3.8mm para el segundo. Al comparar los datos reportados en los anteriores
estudios con los valores obtenidos para numero de foliculos y DF durante el tercer
muestreo (dia 17), se encontraron valores menores a los reportados por Adams

(1992).

En cuanto a los DF, los valores encontrados en los anteriores trabajos coinciden
con los rangos minimos y maximos hallados en el muestreo del dia 17 (Tabla 4),
pero son superiores a los valores promedios; esto puede deberse a que en el
segundo experimento Taniguchi (2007) incluyé en el grupo experimental vacas
adultas, las cuales presentan mayor tamafo en las estructuras ovaricas (Sartori,
2004). Por este motivo, los valores para DF reportados por Adams (1992), para el
dia 17 (grupo de novillas) son mas cercanos a los hallados en este estudio, ya que
en los dos estudios se utilizaron novillas. Lo anterior, sumado al analisis de la
comparacion de resultados del primer muestreo, haciendo referencia al DF (Tabla
2), en donde se comento que la disminucion del numero y DF en desarrollo, puede
deberse al efecto de la dieta sobre la dinamica folicular en las novillas, ya que al

no adicionarse a la dieta fuentes nutricionales a manera de suplemento, puede

149



jugar un papel importante en el desarrollo de las estructuras ovaricas en este
grupo de hembras (Rekwolt, 2004). Por esto es importante resaltar que este grupo
de animales no solo el dia 5, sino también el 17, presentaron valores por debajo
de los encontrados por diversos autores en cuanto al desarrollo folicular; ademas
de esto, solamente el 40% (16/40) del grupo de animales presenté foliculos en

desarrollo en la segunda onda de desarrollo folicular (Tabla 5).

Tabla 4. NUmero y tamafio de las estructuras ovéaricas durante el tercer

muestreo (dia 17).

Variable N  Min. Max. Promedio?
Numero de foliculos 40 0 4 111
Numero de cuerpos luteos 40 1 1 1
Diametro folicular (mm) 40 0 10.1 26 £05
Volumen luteal (mm3) 40 614.8 16443.6 5402.7 £ 531.4
Concentracion plasmatica de progesterona (ng/ml.) 40 2.0 10.1 518+0.3

'Los resultados diametro folicular, volumen luteal y concentracion plasmatica de Progesterona se expresan como promedio
(media) + S.E.M. mientras que los otros valores (numero de foliculos y de cuerpos luteos) se expresan como promedio + D.S.

2.3.3.2. Volumen del cuerpo liteo y niveles de progesterona.

Al analizar los datos obtenidos en el tercer muestreo, se observa que el 100%
(40/40) de los animales del grupo experimental durante la etapa del diestro
desarrolld un cuerpo luteo consolidado y funcional que genera niveles de
progesterona (Tabla 4), para de esta forma provocar cambios en el medio
ambiente uterino, favoreciendo el desarrollo embrionario, asi como la sintesis y
secrecion de un grupo de proteinas uterinas especificas que intervienen en este

mecanismo (Hernandez, 1995). Una vez determinados los datos correspondientes
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a las medidas de las estructuras ovaricas y obtenidas las muestras sanguineas, en
cada una de las novillas del grupo estudiado, se dispuso un embrion en el utero, el
dia séptimo post-ovulacién (17 desde el inicio de ciclo estral sincronizado). Este
embrion fue manipulado siguiendo cada uno de los protocolos consignados en el

manual de la IETS (Stingfellow, 2000).

Los datos obtenidos para el presente estudio, correspondientes al dia 17, son
analizados en dos componentes. Primero, se analizaran los valores reportados por
otros autores referente al VCL y a continuacion se hace referencia a los valores
que representan las concentraciones plasmaticas de progesterona (CPP4) para

éste dia.

Machado (2006), reporta valores de VCL para el dia 7 post-ovulacién (17 desde el
inicio del ciclo sincronizado), comparando tres protocolos de tratamiento para el
control del ciclo estral (Tto 1, 2 y 3), obteniendo para el Tto. 1: VCL:
7117.2+£25.5mm?® y CPP4: 6.20+1.6ng/ml, para el Tto. 2: VCL: 5437+40.5mm?® y
CPP4: 4.49+0.5 y para el Tto. 3: VCL: 6927+05.8mm? y CPP4: 6.13ng/ml, en
hembras cruzadas (Bos taurus X Bos indicus). Otro punto de referencia es Sartori
(2004), quien en dos grupos compuestos por vacas y novillas de la raza Holstein,
reporta para el dia 17 (7 post-estro) volumenes luteales de 5300+30.8mm?3; CPP4:
7.3£0.4ng/ml para novillas y VCL: 8450+67.8mm?3, CPP4: 5.8+0.5ng/ml para
vacas. Asi mismo, Siqueira (2009), en un grupo de hembras cruzadas (Bos taurus
X Bos indicus), bajo el control del ciclo estral con un protocolo para control del

ciclo estral en el que utilizé BE, dispositivo de progesterona, prostaglandina, eCG
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y segunda aplicacién de BE; al analizar los factores que afectan la tasa de prefiez
relacionados con el cuerpo luteo, reporté los VCL promedio y CPP4 en el grupo de
hembras prefiadas de VCL: 5425.2+620mm?; progesterona de 5.9+0.5ng/ml. Y, en
el grupo de no prefiadas, VCL: 4849+341mm?; progesterona de 4.4+0.2ng/ml.
Kastelic (1990), en un grupo de novillas Holstein relacionando las medidas de
cuerpo luteo con los perfiles sanguineos de progesterona, reportd para el dia 17
VCL: 7830.3mm3 y CPP4: 12.2ng/ml. Asi mismo, Chagas (2002), en un grupo de
novillas receptoras de embriones de la raza Holstein, a las que aplicé tratamiento
para el control del ciclo estral, report6 para el dia 17 concentraciones de
progesterona de 6.0tng/ml en el grupo de hembras prefadas. Spell (2001), en un
grupo de vacas de la raza Angus, al que sometiéo a tratamiento hormonal para
realizar transferencia de embriones a tiempo fijo, para tratar de analizar varios
factores que afectan la tasa de prefiez, reportd valores en el grupo de hembras
prefiadas un VCL: 7100 mm?3; CPP4: 4.1ng/ml y en el grupo de hembras no
prefiadas un VCL: 6800mm?3; CPP4: 3.9ng/ml. Perry (2005), en dos grupos de
vacas posparto cruzadas, con caracteristicas carnicas, analizando el tamafo de
las estructuras ovaricas y su relacion con la prefiez, aplicé terapias hormonales
para el control del ciclo estral, reportando valores para CCP4: 2.4ng/ml para el
grupo de hembras no prefiadas y de 3.6ng/ml de la hormona, para el grupo de
hembras prefiadas. Rodriguez (2007), en hembras cruzadas (Bos taurus X Bos
indicus) con caracteristicas carnicas, a las que se aplicé terapia hormonal para el
control del ciclo estral, buscando analizar ciertas caracteristicas del embrion a

transferir y de las hembras receptoras, reporta rangos que van de 0.5 a 12.6ng/ml
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para el grupo de hembras prefiadas (obteniendo como promedio 6.55ng/ml) y 0.3
a 9.1ng/ml para el grupo de no prefadas (obteniendo como promedio 4.7ng/ml),
durante el dia 17 del ciclo estral sincronizado para TETF). Mann (2009), al buscar
la relacién entre el tamafio del cuerpo luteo y los niveles sanguineos de
progesterona, en un grupo de vacas adultas Holstein, a las que aplico terapia
hormonal para control del ciclo estral, reportd valores promedio de progesterona
para el dia 17 de 7.31£0.3ng/ml. Sartori en 2002, reporté en un grupo de animales
de la raza Holstein, en las que se relacionan las estructuras ovaricas y los niveles
hormonales circulantes en novillas, vacas lactantes y vacas secas, sincronizadas,
para el dia 17 de seguimiento, los siguientes valores VCL: 5515.24273mm?3 y
CPP4: 3.0+£0.1ng/ml. Asi mismo, Vasconcelos (2001), en dos grupos de vacas
lactantes de la raza Holstein, a las que aplicé tratamientos hormonales para
control del ciclo estral diferentes, reporta para el dia 17 los siguientes valores VCL.:
5887+569mm?3; CPP4:2.4+0.2ng/ml para el grupo 1 y para el grupo 2 VCL:
7100£439mm3; CPP4: 3.0+£0.1ng/ml. Adams (1992), buscando establecer el efecto
de la progesterona sobre el desarrollo folicular y los niveles de esta hormona, en
novillas raza Holstein, sincronizadas, reporta valores de 9.7ng/ml para el dia 17
del ciclo, cuando se evidencia un cuerpo luteo desarrollado. Taniguchi (2007),
utilizando vacas cruzadas (Bos taurus), entre 5 y 10 afos de edad, las cuales
recibieron terapia hormonal para control del ciclo estral, reporta valores, para el
dia 17 de 9.0ng/ml de progesterona. De la misma forma, Nasser (2004) en un
grupo de novillas cruzadas (Bos taurus X Bos indicus), en las que aplico terapia

para control del ciclo estral, reportdé la presencia de un cuerpo luteo
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completamente apreciable por ultrasonografia en la totalidad de animales del
grupo de trabajo al que se aplico eCG el dia 5 y presentaron niveles de P4 de

2.08ng/ml para el dia 17.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, referentes a los VCL (Tabla 4),
comparados con los hallazgos que han sido reportados por los autores
anteriormente relacionados, son consecuentes, ya que estos datos son muy

cercanos a los valores promedio del estudio (Tabla 4).

Al analizar los rangos de los VCL, se presentd una tendencia numérica que
permite pensar en la dispersién de este conjunto de valores, ya que van desde
614 a 16443mm?3; por este motivo, se analizan los datos de los animales que
resultaron gestantes, para establecer si los que presentaron valores bajos de
foliculo preovulatorio (con respecto a los demas animales del estudio),
presentaron valores de volumen de cuerpo luteo bajo y también niveles de
progesterona plasmatica baja y coinciden o no con un diagndstico de prefiez
negativa y viceversa (caso positivo); ya que el porcentaje de prefiez hallado en

este estudio es del 75% (29/40) (Tabla 5).

2.3.4. Niveles de progesterona durante el ciclo estral sincronizado.

Al observar los niveles sanguineos de la hormona progesterona, presentes en los
animales del grupo de estudio durante los dias de muestreo (dias 5, 9, 17), se
observa un patron de comportamiento, en el que durante los muestreos inicial y

final (dias 5y 17), tiende a observarse dispersion en el rango de datos (Figura 7).
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Lo anterior es de esperarse durante estos dias, ya que en el dia 5 es posible que
se encuentren a nivel ovarico cuerpos luteos provenientes de ovulaciones
anteriores y, adicionalmente, a que hasta el dia 5 se aplico la prostaglandina F2q,
buscando producir la lisis de cualquier cuerpo luteo que afecte el desarrollo
folicular final del ciclo sincronizado (B6, 1996; 2002). Después del dia 5 se inicio
una caida en los niveles de progesterona sanguineos (luteolisis funcional)
acompafada por la disminucién en el tamafo del cuerpo luteo (luteolisis

estructural) (Barnea, 2000; Baruselli, 2005).

El dia 17 del ciclo sincronizado, cuando se espera encontrar un cuerpo luteo
desarrollado y funcional, los niveles de progesterona plasmatica tendieron a la
dispersion, tabla 4. Debe tenerse en cuenta que esta diferencia en los niveles de
progesterona es consecuente con la diferencia en los tamafios de los cuerpos

luteos (expresados para este caso en VCL) reportados en el grupo de animales.

Al observar y analizar las curvas de los niveles de progesterona plasmatica del
total de los animales del grupo de trabajo (Figura 7), es importante resaltar que la
diferencia manifiesta entre el primer y tercer muestreo (dias 5 y 17) radica en que
durante el muestreo del dia 5 puede haber o no presencia de un cuerpo luteo
como se observo en lo reportado en la tabla 2; esto se corrobora con los niveles
cercanos a 0.9ng/ml que se presentaron en la figura 7(resaltado circulo rojo
muestreo dia 5), lo que permite pensar que estos bajos niveles de progesterona
puedan deberse a los liberados por el implante que esta siendo utilizado durante

este periodo (Anderson, 1999; Barreto, 2002, B6, 2003). Lo anterior demuestra la
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eficiencia del tratamiento para el control del ciclo estral empleado para este
estudio, ya que éste puede ser iniciado durante cualquier etapa del ciclo estral,
debido a que va a inducir la regresién de los foliculos que se encuentren presentes
en el ovario, sin importar su estado de desarrollo, gracias a la supresion en la
sintesis y secrecién de gonadotropinas (Taniguchi, 2007), ademas de generar la
induccion de la luteolisis, al realizar la aplicacion de prostaglandina F2a el dia 5.
Es por este motivo que no se empled la técnica de presincronizacion del ciclo
estral.

Comparando con lo anterior (lo observado durante el dia 5), en el muestreo
correspondiente al dia 17, en el 100% (40/40) de los animales se observd un
cuerpo luteo (Tabla 4); esto se corrobora con lo graficado en la Figura 7 (resaltado
circulo rojo muestreo dia 17), en donde los niveles de progesterona plasmatica de
los animales presentan valores minimos cercanos a 2ng/ml (Tabla 4); ésto permite
pensar que en el ovario se encontraba un cuerpo luteo de volumen bajo (con
respecto a la media del volumen encontrado para este dia de muestreo) que
generaba bajos niveles de hormona progesterona (Figura 7). La anterior
observacion coincide con reportes en los que, para dias acordes con los del
presente estudio, algunos animales presentaron cuerpos luteos de tamafo menor
al de la media del grupo animal, generando niveles de progesterona de 2.48 y

1.19ng/ml (Vasconcelos, 2001; Baruselli, 2003), respectivamente.

Figura 7. Niveles plasmaticos de progesterona del total de los animales

durante los tres muestreos (dias 5,9y 17).
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En cuanto a los niveles promedio de progesterona presentados por los animales
del grupo experimental durante los tres muestreos (Figura 8), se observa
inicialmente (dia 5) niveles promedio aumentados de progesterona plasmatica, lo
cual permite pensar que se debe a la alta dispersiéon en los datos evidenciados
durante el primer muestreo del estudio; la explicacién a esta tendencia en los
valores de la hormona presente en sangre para este dia, se asocia al hecho de no
haber realizado un control previo del ciclo estral sincronizado en los animales del
grupo, por lo que es de esperarse que en algun porcentaje de animales se
encontrara, para ese momento, uno o varios cuerpos luteos, el o los cuales
generaran incrementos en los niveles de progesterona en sangre para este dia de
muestreo, mientras se encontraba en desarrollo la onda folicular sincronizada.
Esta presencia de estructuras luteales es controlada, en este ciclo sincronizado,
por medio de la aplicacion, el dia 5 (inmediatamente después de los muestreos),

de una dosis de prostaglandina F2a que desencadene efectivamente el proceso
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de luteolisis, para asi no alterar los procesos asociados al desarrollo final del
foliculo de mayor tamafo de la onda sincronizada; como pueden ser la
sobremaduracion (envejecimiento) del oocito y retardos en la ovulacién, entre
otros que afectan la eficiencia reproductiva de la hembra (Adams, 1992; Ohtani,

1998; Sartori, 2002; B6, 2003).

Para el dia 9 de muestreos se observa una caida de los niveles promedio de
progesterona; este descenso es completamente esperado ya que ésta se
constituye en uno de los pilares del proceso de control del ciclo estral al que se
sometieron los animales del grupo experimental. Al ser aplicada la prostaglandina
F2a durante el dia 5 se espera el inicio de la activacidon de mecanismos luteoliticos
que generan la apoptosis de cualquier cuerpo luteo proveniente de ondas
anteriores a la sincronizada (Baruselli, 2003; Tribulo, 2002); adicionalmente, el dia
8 del ciclo sincronizado, es retirado el implante de liberacién lenta de
progesterona, lo cual favorece a la disminucion de los niveles progestagenos que
experimentan los animales durante el dia del segundo muestreo; esto es
plenamente evidenciable en la figura 8. Lo anterior coincide con lo reportado por
Kastelic (1990) y Ohtani (1998), quienes reportaron en grupos de novillas niveles
promedio de progesterona de 0.3ng/ml, para el dia de mayor desarrollo del foliculo
preovulatorio (9 del ciclo sincronizado). De la misma forma, estos valores son muy
cercanos a los reportados por Chagas (2002) y Perry (2005), los cuales reportan
niveles de esta hormona para el dia 9, de 0.2ng/ml. Al desencadenarse la

ovulacién y producirse la formacién del cuerpo luteo, inicia el incremento de la
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sintesis y liberacion de progesterona, el cual va a incrementarse hasta que se
presenta un completo desarrollo Iuteo, lo cual se espera que se produzca hacia el
dia en que se realiza la transferencia del embrion al grupo de hembras del estudio
(dia 17); esto ocurre 7 dias después de la ovulacién. Ya para este dia se
encuentra una estructura luteal completamente desarrollada, con una alta
capacidad esteroideogénica, la cual va a permitir el incremento de los niveles
sanguineos de progesterona en sangre (Figura 8); este incremento,
experimentado durante esta etapa, va a generar un aumento en la capilaridad de
los diferentes estratos celulares (epitelios luminal y glandular) que componen el
utero, en donde se incrementa la sintesis de moléculas como enzimas, factores de
crecimiento, citoquinas, linfoquinas, hormonas, proteinas transportadoras y otras
sustancias histotropas (Spencer, 2004), que permiten establecer un medio
ambiente uterino acorde con las necesidades del embrion en formacion,
garantizando asi, favorecer un adecuado desarrollo embrionario, reconocimiento
por parte de la madre, implantacion y mantenimiento de la gestacién (Hernandez,
2008). Asi mismo, por accion hormonal, se disminuye el tono de la musculatura
lisa uterina que facilita la adherencia del embrién, previniendo pérdidas

embrionarias tempranas (Bowen, 2000; Gonella, 2010).

Durante esta etapa del ciclo sincronizado se realizé la transferencia del embrién a
las hembras receptoras; es muy importante tener en cuenta una correcta
coordinacion entre el momento en que es obtenido el embrion de la hembra

donante y el dia del ciclo sincronizado en que se encuentra la receptora,
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adicionalmente a la etapa evolutiva en la que se encuentra el embrion (Bo, 2003),
ya que si la hembra receptora presenta alguna asincronia con la donadora, ésta
no puede garantizar un medio ambiente uterino que favorezca el desarrollo del
embrion; ademas de la importancia de unos éptimos niveles de progesterona, es
importante verificar que no se presenten retrasos en el incremento post ovulatorio
de progesterona, ya que se afecta el desarrollo embrionario temprano, asi como la
sintesis, por parte del conceptus, de la sefial que activa los mecanismos
luteotrépicos, conocida como proteina trofoblastica bovina 6 interferéon Tau, lo cual
afecta la posibilidad de que ocurra el establecimiento y mantenimiento de la

gestacion afectando las tasas de concepcion (Darwash, 1998).
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Figura 8. Niveles plasméticos de progesterona promedio en los animales

durante los tres muestreos (dias 5, 9y 17).
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Al observar la dinamica de los niveles promedio de progesterona del grupo
estudiado, durante el segundo y tercer muestreo (dias 9 y 17, respectivamente),
en el grupo de hembras que presentaron o no gestacién (Figura 9), la cual fue
verificada el dia 52 (dia O el inicio del protocolo de sincronizacion y dia 10, dia de
ovulacion), se aprecia una tendencia numeérica que indica, que en el grupo de
hembras no gestantes, se presentd un menor descenso en los niveles de
progesterona al comparar este promedio con los que presentaron las hembras
gestantes durante el dia 9 (maximo desarrollo folicular); pero estadisticamente no

se presentaron diferencias (P>0.05) (Figura 9).

Al observar la tendencias numéricas de los niveles de progesterona de los grupos
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de hembras gestantes y no gestantes (Figura 9), debe tenerse en cuenta la
importancia del “suficiente” o “adecuado” descenso en los niveles de progesterona
plasmatica para el dia de maximo desarrollo del foliculo preovulatorio, ya que la
concentracion que se dé y el tiempo que permanezca su accion en esta etapa,
aparentemente  influyen en el mantenimiento o no del “bloqueo de Ia
progesterona”, modulando el grado de sensibilidad a los estrégenos (cambio de
retroalimentacion negativo a positivo) y con ello el modelo de liberacion de
gonadotropinas (particularmente LH), afectando el fendmeno de luteinizacion del
foliculo ovulatorio. Esta alteracién en el modelo de liberacion de la LH causa una
demora en el proceso de ovulacion, generando un foliculo de mayor tamafio y un
oocito “sobremadurado” o “envejecido” (Palma, 2001), posiblemente afectando la
luteinizacion del foliculo ovulatorio y con ello la estructuracién o programacién del
vida del futuro cuerpo luteo y las sefiales apropiadas que se espera deben darse
en la etapa del reconocimiento de la prefiez. De esta manera, los niveles de
progesterona presentes durante la fase preovulatoria, aparentemente promueven
la alteracion en la secuencia de los eventos fisioldgicos, que afectan la eficiencia
reproductiva de la hembra, ya que también retrasan el aumento post ovulatorio de
progesterona, alterando el medio ambiente uterino y el desarrollo del conceptus, lo

que incide en el establecimiento de la gestacién (Darwash, 1998; Gonella, 2010).

En cuanto a lo observado en la figura 9, correspondiente a los niveles de
progesterona durante el dia 17, y comparar estos niveles entre los grupos de

hembras gestantes y no gestantes se presentaron diferencias significativas
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(P<0.05). El grupo de hembras gestantes presenta valores promedio superiores a
los observados en las hembras no gestantes. Lo anterior podria esta ligado a la
asociacion existente entre los niveles de progesterona y la gestacién, ya que al
encontrarse, en el ovario, un cuerpo luteo que genere unos niveles de
progesterona adecuados, para garantizar un medio ambiente uterino el cual
favorezca la sintesis de proteinas y otras moléculas necesarias para el desarrollo
embrionario e implantacion, va a favorecerse el proceso de mantenimiento de la

gestacion (Niswender, 2000; Gonella, 2010).

Los niveles de progesterona observados durante el segundo y tercer muestreo
(Figura 9), son acordes a los de estudios que reportan concentraciones de
progesterona plasmatica durante los dias de maximo desarrollo del foliculo
preovulatorio (dia 9), asi como de la etapa en la que se presenta un cuerpo luteo
desarrollado (dia 17), en grupos de hembras gestantes y no gestantes. De esta
forma, Perry (2005), reporta valores de progesterona para el dia 9 del ciclo
sincronizado para el grupo de no gestantes de 0.2 y en gestantes de 0.2ng/ml.
Mientras que en el dia 17, para el grupo de no gestantes fue de 2.4 y en gestantes
fue de 3.6ng/ml. Asi mismo, Siqueira (2009), mostré valores para el dia 9 del ciclo
sincronizado, en el grupo no gestantes de 0.4 y en gestantes de 0.2ng/ml.
Mientras que en el dia 17, para el grupo no gestantes de 4.4 y en gestantes de
5.9ng/ml. Puede observarse que los animales de los estudios revisados
anteriormente, presentaron niveles similares de progesterona durante el dia 9 en

los grupos de no gestantes y gestantes; no obstante, durante el presente estudio,
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en las hembras no gestantes, se observé una tendencia numérica a un mayor
nivel de progesterona para el dia de maximo desarrollo folicular ovulatorio (Figura
9), presumiéndose que la segunda aplicacién de benzoato de estradiol, que tenia
como finalidad la sincronizacién de la ovulacién, aparentemente no controlo el
efecto del nivel suprabasal de la progesterona, o que pudo haber determinado,
como ya se indico, una posible alteracién del modelo de liberaciéon de la LH y con
ello de la subsecuente luteinizacion del foliculo ovulatorio, causando posibles
alteraciones en la formacion del cuerpo luteo (Tribulo, 2002; B6, 2003; Baruselli,
2005), lo cual es consecuente con el menor valor numérico en el VCL que se
observa en las hembras no gestantes (menor sintesis y liberacion de
progesterona?) durante el muestreo del dia 17 (Figura 9), la que puede haber

llevado a una posterior falla en el mantenimiento de la gestacion (Knobil, 2006).

Figura 9. Comparaciéon de los perfiles plasméaticos promedio de
progesterona durante el segundo y tercer muestreo (dias 9 y 17) de los

animales prefiados y no prefiados.
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Durante el analisis realizado para el dia 17 se encontraron diferencias en cuanto al
nivel de progesterona, en los grupos gestante y no gestante (P<0.05), lo cual
coincide con lo reportado por los autores comparados (Perry, 2005; Siqueira,
2009). Al analizar este comportamiento se refuerza la hipétesis que existe una
relacion entre el nivel de progesterona circulante durante la fase luteal y el
porcentaje de prefiez (Niswender, 2000; Vasconcelos, 2001), lo cual coincide con

lo reportado en la figura 11.

2.3.5. Relacion entre estructuras ovéricas, perfiles de progesterona y

porcentaje de prefiez.

Una vez analizados estadisticamente los valores obtenidos durante el estudio, se
establecen las relaciones existentes entre estos datos, en cada uno de los niveles

propuestos como objetivos del trabajo.

2.3.5.1. Efecto del diametro del foliculo sobre el volumen del cuerpo lateo.
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Al analizar estadisticamente el efecto del DF (muestreo realizado el dia 9) sobre el
VCL (dia 17 del ciclo sincronizado), los resultados indican que no existe efecto

significativo de DF al dia 9 sobre VCL al dia 17 (P>0.05).

Los resultados estadisticos obtenidos en los que se indica el no efecto de DF
sobre VCL, coinciden con lo reportado por Lynch (2010). Este autor, que hace
referencia a tamano del foliculo preovulatorio, no encontré relacién entre éste y el
cuerpo luteo subsecuente en las novillas del grupo experimental, las cuales
recibieron tratamiento para el control del ciclo estral. Asi mismo Lynch (2010),
refuerza lo encontrado al analizar los niveles de hormonas circulantes, ya que
sugiere que no hay relacién entre la concentracion de estrégenos durante el
periodo periovulatorio y los niveles de progesterona presentes durante el dia 7
post ovulacién, lo que le permite comentar que la capacidad esteroideogénica del
cuerpo luteo no estd asociada con la capacidad esteroideogénica de foliculo
dominante del cual se formé. Adicionalmente Vasconcelos (1999), muestra bajos
porcentajes de sobrevivencia embrionaria en hembras que presentan foliculos
preovulatorios por encima de la media del grupo y el autor clasifica como grandes.
Esto permite pensar que al presentarse foliculos grandes durante el momento de
ovulacion podria generar una cavidad ovulatoria, haciendo que se presenten
cuerpos luteos cavitarios; los cuales van a presentar una menor cantidad de
estroma luteal y menor cantidad de células luteales productoras de progesterona
(Kastelic, 1990), afectando asi la sobrevivencia embrionaria y la tasa de

concepcion (Grygar, 1997; Lynch, 2010).
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2.3.5.2. Efecto del volumen del cuerpo lUteo sobre la concentracién de

progesterona plasmatica.

Es importante tener en cuenta que la relacion entre las variables VCL y
concentracion de progesterona plasmatica, se evalué durante el dia 17 del ciclo
sincronizado; siete dias después de la presentacion de la ovulacion. En la figura
10 se muestra la funcion estimada mediante el analisis de regresion la cual resulto

significativa (P<0.05).

Este es un hallazgo esperado ya que como ha sido comentado, el cuerpo luteo se
constituye como una glandula transitoria, cuya principal funcién es la secrecién de
la mayor parte de la progesterona durante la fase luteal. Esta relacion entre el VCL
y los niveles de progesterona depende de la cantidad de superficie real
(descontando cavidad luteal) de estroma luteal, ya que este tejido estd compuesto
principalmente por células luteales grandes y pequefias, cuya funcion es la

sintesis y liberacién de progesterona (Niswender, 2000).

De esta manera al analizar la relacion estimada del nivel plasmatico de
progesterona en funcion del cuerpo luteo, evidenciados durante el dia 17 del ciclo
estral sincronizado, segun la ecuacion planteada, es posible predecir que por cada
milimetro cubico de tejido luteal que aumenta el VCL, también aumenta la
concentracidon de progesterona plasmatica para este dia en un 0.00021ng/ml, para
este grupo de hembras y bajo las condiciones que se encuentran enmarcadas en

el estudio.
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Los resultados evidenciados, acerca de la relacién entre el VCL y los niveles de
progesterona plasmatica durante el dia 17 de muestreo, coinciden con los
hallazgos reportados por varios autores, quienes establecieron relaciones
positivas entre los volumenes luteales y las concentraciones de progesterona
plasmatica en los animales estudiados. De esta forma, Espafia (2004), propone
que el area luteal podria asociarse con el estado reproductivo del animal; ya que
ésta se puede relacionar con los niveles de progesterona plasmatica y esta a su

vez, con el diagnostico de gestacion.

Kastelic (1990), reporta que el “area de tejido luteal” y la concentracion de
progesterona plasmatica estan relacionadas positivamente; por eso el autor
comenta que la valoracion por medio de ultrasonografia de los cuerpos luteos se
convierte en una alternativa viable para la determinacién de las concentraciones
de progesterona por la valoracion de la funcién luteal en novillas raza Holstein.
Mann (2008), reporta que a partir del dia 5 post ovulacion (dia 15 desde el inicio
de ciclo sincronizado), se evidencié una fuerte relacion positiva entre el “peso del
cuerpo luteo” y la concentracion plasmatica de progesterona, en un grupo de
vacas Holstein a las que se les aplicé terapia hormonal para el control del ciclo
estral. Sartori (2002), evidencid correlacion positiva entre el VCL y los niveles
sanguineos de progesterona en novillas, vacas lactantes y vacas secas de la raza
Holstein, lo cual fue analizado durante el dia 7 post ovulacion (dia 17 desde el
inicio del tratamiento para el control del ciclo estral). De la misma forma Spell

(2001), reporta una relacion positiva entre el VCL y las concentraciones de
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progesterona plasmatica en hembras con caracteristicas carnicas, a las cuales se
aplico terapia hormonal para realizar la transferencia de embriones a tiempo fijo
(TETF). De esta manera, los hallazgos reportados por los anteriores autores, los
cuales coinciden con los datos evidenciados en el presente estudio, permiten
pensar que al presentarse un cuerpo luteo desarrollado, se podria encontrar en
sangre niveles de la hormona progesterona que favorezcan la preparacion de un
medio ambiente uterino adecuado para el desarrollo del conceptus y las
subsiguientes etapas de la implantacion y mantenimiento de la gestacion (Gonella,

2010).
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Figura 10. Relacién estimada del nivel plasméatico de progesterona en

funcion del volumen del cuerpo luteo.
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2.3.5.3. Efecto del DF, VCL y concentraciones de progesterona plasmatica
sobre el evento de presentacion de la gestacion.

El analisis realizado revel6 que solamente la variable concentracion de
progesterona plasmatica al dia 17 tiene un efecto significativo sobre la
probabilidad de prefiez positiva (P<0.1). Para esta variable se trabajé con un nivel
de significancia de 0.1, ya que la prefiez es una caracteristica influenciada por un
gran numero de factores (dificiles de controlar), por este motivo se decidi6
aumentar a dicho nivel.

De esta manera puede afirmar que solamente la variable concentracion sérica de

progesterona tiene un efecto significativo sobre el diagndstico de prefez.

La siguiente es la funcion logistica estimada que describe la probabilidad de que el

diagnostico de prefiez sea positivo en funcidn de la concentracion de progesterona

170



para el dia 17 (CP417).

1
1+ exp [—(—0,7785 + 0,3515CP4P17)]

P(DP =1) =

La figura 11 muestra la funcion logistica estimada via maxima verosimilitud para el

dominio de los datos del estudio.

El incremento en la probabilidad de prefiez se presenta hasta el maximo valor de
concentracion de progesterona observado en el estudio (10 ng/ml) dicho valor
corresponde a 0.939 o en porcentaje 93.9%, valor que se obtiene al evaluar el
maximo valor de progesterona en la funcion logistica estimada. Es importante
resaltar que este incremento en la probabilidad de prefiez aumenta hasta el nivel
de 10ng/ml, para el grupo de animales del estudio, en el rango de valores
encontrados; este resultado no se puede generalizar, asumiendo que esta
relacion se repita en todos los casos, ya que no siempre se podra esperar que un
incremento en el valor de progesterona se obtendra una mayor probabilidad de
prefiez (Melanie, 2004); esto llega ser independiente de la afirmacion que indica
que los niveles de progesterona en sangre y el medio ambiente uterino durante la
fase luteal favorecen el establecimiento y mantenimiento de la gestaciéon (Schams,

2004).

Esta relacién positiva evidenciada en el presente estudio entre el nivel plasmatico
de progesterona y el diagnostico positivo de prefiez (Figura 11), coincide con lo
reportado por Diskin (2002), quien reporta una relacion positiva entre las

concentraciones plasmaticas de progesterona y la tasa de sobrevivencia
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embrionaria en un grupo de novillas a las que se aplicé terapia hormonal para el
control del ciclo estral. Asi mismo, Chagas (2002), concluye que las bajas
concentraciones de progesterona plasmatica al momento de transferir el embrion
(dia 7 post ovulacion), pueden afectar negativamente la sobrevivencia embrionaria
en hembras de la raza Holstein a las que se aplico terapia hormonal para el control
del ciclo estral, dentro de un protocolo para transferencia de embriones a tiempo
fijo. Asi mismo, Moore (2005), concluye que las pérdidas embrionarias pueden

evitarse incrementando los niveles de progesterona plasmatica en vacas.

Figura 11. Relacién estimada para el diagnéstico de prefiez positivo en

funcién de la concentracion plasmatica de progesterona.
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P(DP=1) Se refiere a la probabilidad de que el diagnéstico de prefiez sea positivo 6 igual a 1.

Spell  (2001), afirma que las concentraciones de progesterona plasmatica
menores de 0.5ng/ml y mayores de 16ng/ml, no presentan diferencias en la
presentacion de prefiez, ya que estos valores son tenidos en cuenta como los

rangos minimos y maximos para los niveles de progesterona plasmatica asociada
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a gestacion positiva; asi mismo, este autor reporta que las concentraciones
plasmaticas Optimas para que se estableza la prefiez estan entre los 2.0 y
5.0ng/ml en hembras con caracteristicas carnicas, a las cuales se aplicé terapia
hormonal para realizar la transferencia de embriones a tiempo fijo (TETF). El
anterior rango de valores propuestos por Spell (2001), se encuentran por debajo
de los valores que se obtuvieron en el presente estudio, ya que para el grupo de
hembras no gestantes, a las que se observd los niveles de progesterona
plasmatica durante el dia 17 (Figura 12), el 73% (8/11) de estas hembras
presentaron valores por debajo de 4ng/ml (resaltado en rojo figura 12); puede
pensarse que para este grupo de animales los niveles de progesterona plasmatica
inferiores a este valor no fueron compatibles con la gestacién. Por otra parte, en la
figura 12, se presenta el 27% (3/11) de los animales del grupo de hembras no
gestantes, las cuales presentan valores de progesterona plasmatica para el dia 17
(tercer muestreo) superiores a 4ng/ml; estos valores tienden a ser numericamente
similares a los presentados por los animales del grupo de gestantes. Por lo
anterior, puede pensarse que estos tres animales presentaron diagnostico
negativo de prefiez atribuible a otros factores y no a los niveles plasmaticos de
progesterona observados el dia de la trasferencia del embrion, ya que la prefiez es

un evento regulado de manera multifactorial (Rodriguez, 2007).
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Figura 12. Concentracién plasmética de progesterona del grupo de hembras

no gestantes, durante el dia 17 (tercer muestreo).

Concentracion plasméatica de progesterona dia 17 grupo no gestante

Concentracién de progesteronang/ml

En la tabla 5 se muestra la estimacion del Odds (disparidad) y su respectivo
intervalo de confianza; de esta manera se propone que si el intervalo contiene al 1,
no existe mayor probabilidad de que se presente el evento 1 (prefiez positiva); si
este no contiene al uno y su limite inferior es mayor que uno, se concluye que es
mas probable que se dé el evento favorable (es decir que la variable respuesta y
valga 1), si el intervalo de confianza no contiene al uno y su limite superior es
menor a 1, entonces es mas probable que se presente el evento 0 (no prefiez en

este caso). El intervalo de confianza que se obtuvo fue del 95%.

En la tabla 5 se muestran algunos ejemplos en los cuales se comparan perfiles de
progesterona (en ng/ml) mediante la razén de los Odds. Por ejemplo, al comparar

una vaca con una concentracion de progesterona de 7 ng/ml (perfil 1), con una
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vaca con una concentracion de progesterona de 5 ng/ml (perfil 2), se encuentra un
valor de la razén de los Odds de 2.01, lo cual indica que es 2.01 veces mas
probable que la vaca con el perfil 1 quede prefiada, comparada con la vaca con el
perfil 2. confirmada por medio de exploracion ultrasonografica del tracto uterino

durante el dia 52.

Tabla 5. Tabla de contrastes entre perfiles de progesterona plasmética dia 17

y probabilidad de gestacion (dia 52).

Concentracidn de progesterona

Probabilidad
Perfil 1 Perfil 2
7 5 2,01
5 2 2,87
8 3 5,8
6 3 2,87

Los datos de los perfiles 1 y 2 se presentan en ng/ml.

2.3.5.4. Porcentajes de prefiez.

A los 42 dias de realizada la TE, por medio de analisis ultrasonografico del tracto
reproductivo, se determino si el grupo de animales se encontraban gestantes 6 no.
El anterior examen permiti6 observar que el 72.5% (29/40) se encontraban
gestantes; estos hallazgos se encuentran por encima de los observados por
Peixoto (2007), quien reporto tasa de prefiez del 63.7%, a los 53 dias después de
realizar el procedimiento de transferencia de embriones, en hembras cruzadas
(Bos taurus X Bos indicus). Asi mismo, Spell (2001), observo tasas de prefiez en

hembras con caracteristicas carnicas del 70% (172/245) dentro de un protocolo de
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TETF, después de transferir el embrion el dia 7 post ovulacién. Hasler (2007),
reportd tasas de prefiez en hembras sincronizadas después de aplicar
transferencia de embriones a tiempo fijo (TETF), cercanas al 58%. Tribulo (2002),
observo tasas de prefiez en grupos de hembras a las que se controla el ciclo
estral, mediante un protocolo similar al utilizado en el presente estudio, de 69,4%
(60/72). Al observar los resultados de autores que evaluaron la tasa de prefiez al
aplicar la biotecnologia de transferencia de embriones, se presentaron tendencias
numéricas similares a los obtenidos durante el presente estudio, pero deben ser
vistas con cuidado este tipo de comparaciones, ya que en varios de los trabajos
comparados, los grupos experimentales y el manejo pueden diferir en cuanto al
numero de animales, las épocas del afo, la suplementacion de los animales, las
edades de los animales, el entorno en que estos se encontraban, las condiciones
ambientales y otros factores que pueden afectar los resultados positivos ante la

aplicacion de este tipo de técnicas biotecnoldgicas (Tribulo, 2002; Bo, 2003).

2.3.6. Patrén de comportamiento de las estructuras ovaricas, niveles

plasmaticos de progesteronay su relacién con la gestacion.

Una vez observadas individual y grupalmente las diferentes variables respuesta
propuestas para este estudio, es pertinente realizar una observacién global en el
que se tengan en cuenta los valores obtenidos durante los tres muestreos y ver la
tendencia numérica promedio de los animales que resultaron gestantes y no
gestantes. Debe tenerse en cuenta que este es un analisis de tipo descriptivo, en

el que se observan las tendencias numéricas de los promedios en una serie de

176



datos y se establecen patrones de comportamiento en los animales gestantes y no

gestantes (Figura 13).

177



Figura 13. Comparacién entre grupos gestante y no gestante en cuanto a
Diametro Folicular (dia 9), Volumen del Cuerpo Luteo (dia 17) y nivel de

Progesterona (dia 17).

COMPARACION ENTRE HEMBRAS GESTANTES Y NO GESTANTES

8.0 | ™ Hembras No Gestantes

P ® Hembras Gestantes
6.0 -

20 7

20 7

A

Foliculodia 9 Cuerpo Luteodia 17 Progesteronadia 17

Niveles Foliculo dia 9 Cuerpo Luteo dia 17 Progesterona dia 17
Hembras No Gestantes 10.6mm 3930.0mm3 3.4ng/ml
Hembras Gestantes 12.0mm 5194.7mm3 5.6ng/ml

De esta manera, se observa en las hembras que presentaron gestacion positiva el
dia 52 (desde el inicio del protocolo de sincronizacién), una tendencia numérica en
la que se observa el incremento en el promedio de los valores de DF evaluado el
dia 9, el VCL evaluado el dia 17 y la concentracion plasmatica de progesterona
evaluada el dia 17, con respecto a los animales que fueron diagnosticados como
negativos despues de la exploracién ultrasonografica realizada el dia 52 (Figura
13). Esta relacion manifiesta, fue estadisticamente significativa en los casos de la
relacién entre el volumen del cuerpo luteo (dia 17) y los perfiles plasmaticos de
progesterona (dia 17) e igualmente fue significativa para la relacion entre el

volumen plasmatico de progesterona y la gestacion.
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CONCLUSIONES

No existe efecto del diametro folicular evaluado el dia 9 del ciclo estral
sincronizado sobre el volumen del cuerpo luteo (dia 17), para el grupo de

animales analizado durante este estudio.

El VCL, determinado el dia 17, afecta positivamente los niveles plasmaticos de
progesterona para ese mismo dia; se establece una relacion positiva entre
estas dos variables, en la que por cada milimetro cubico que aumente el
volumen luteal, se aumenta en 0.00021ng/ml la secrecion de progesterona

plasmatica, dentro del rango de valores de VCL del presente estudio.

Se relaciond positivamente el efecto de la concentracion plasmatica de
progesterona evaluada el dia 17 y el porcentaje de prefiez determinado el dia
52 6 42 post ovulacion; de tal manera, al aumentar los niveles de progesterona
aumenta la probabilidad de prefiez positiva, dentro del rango de valores

encontrados en el estudio (2 — 10ng/ml).

Unicamente la concentracién plasmaética de progesterona, al momento de
transferir un embrién (dia 17), present6 efecto sobre el diagnostico de prefiez,
confirmado el dia 52; los niveles de progesterona pueden ser determinantes en
la preparacion del medio ambiente uterino en el que se va a desarrollar el
embrion y afectar, probablemente de manera positiva, el porcentaje de prefiez,

tras la aplicacién de la TE.
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RECOMENDACIONES

Es importante realizar trabajos en los que se evaluen las diferentes hormonas
utilizadas en el protocolo para el control del ciclo estral en la hembra receptora de
embriones, con el fin de realizar ajustes para la incrementar la eficiencia, ya que
un porcentaje de animales del presente estudio, asi como de los trabajos

consultados no responden de forma efectiva a el tratamiento de sincronizacion.

Se deben realizar trabajos que permitan conocer mas acerca de los efectos de los
niveles suprabasales y la residualidad de la progesterona durante la fase folicular
en los animales a los que se controla el ciclo estral; ya que este fenomeno podria
ser un punto critico que afecta la eficiencia reproductiva en la hembra receptora de

embriones.

Es necesario continuar ampliando el conocimiento acerca de los patrones
fisiologicos y respuestas a los tratamientos hormonales para control del ciclo estral
en diferentes grupos raciales, asi como en cruces de estos, diferentes etapas
fisioldégicas, condiciones de manejo, entre otros; para de esta forma direccionar la

seleccion hacia animales eficientes.

Es pertinente realizar trabajos en los que se profundice acerca de los factores
determinantes para el desarrollo de cuerpos luteos, que generen niveles
suficientes de progesterona, para el establecimiento de un medio ambiente uterino

que favorezca el desarrollo embrionario asi como el mantenimiento de la prefiez.
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