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Resumen y Abstract IX

Resumen

Se evalla el efecto de la aplicacion al dia 5 u 8, de 400Ul de Gonadotropina Corionica
Equina (eCG), en un protocolo de sincronizacion para transferencia de embriones, sobre
desarrollo folicular (dia 9), desarrollo luteal (dia 17), concentracién de progesterona “P,”
(dias 9 y 17) y porcentaje de prefiez (dia 52), en 70 novillas raza Holstein. Se analizan
independientemente a los tratamientos de eCG, las relaciones entre diametro del foliculo
dominante (DFD) “dia 9” y el volumen luteal (VL) “dia 17”7, el VL (dia 17) y concentracion
de P, (dia 17). Se relacionan los tratamientos de eCG, el DFD (dia 9), el VL (dia 17) y
concentracion de P, (dia 17) frente al procentaje de prefiez. No hubo efecto (P>0.05) del
dia de aplicacion de eCG sobre numero de FD, pero si (P<0,05) en cuanto a DFD. No
hubo efecto (P>0.05) del dia de aplicacion de eCG para numero de cuerpos luteos, VL,
concentracion de P,, (dias 9y 17) y prefiez. No hubo relacion (P>0.05) entre el DFD y
VL; pero si existio (P<0,05) entre el VL y niveles de P,. Al analizar la relacion entre los
tratamientos, el DFD, el VL y la concentracion de P, (dia 17) frente a prefiez, se observé
gue solamente existio relacion positiva (P<0,1) entre esta Ultima (prefiez) y la
concentracion de P,. El dia de aplicacion de eCG (dia 5 u 8) afecta solamente el DFD. La
prefiez es afectada por la concentracion de P, la cual tiene relacion con el VL.

Palabras clave: eCG, Cuerpo liteo, Foliculo Dominante, Progesterona, Transferencia

de embriones.

Abstract

The application effect of the 400 IU Equine Chorionic Gonadotrophin (eCG) was
evaluated through a synchronization protocol for embryo transfer on days 5 and 8 within a
population of 70 Holstein heifers. Measurements of follicle and corpus luteum
development were taken on days 9 and 17 respectively. Similarly progesterone P,
concentration was measured on days 9 and 17, as well as, the pregnancy rate on day 52.
Were analyzed independently of eCG treatments, the relationships between dominant
follicle diameter (DFD) "Day 9" and luteal volume (VL) "Day 17"; the VL (day 17) and
concentration of P, (day 17). Relate eCG treatments, the DFD (day 9), VL (day 17) and
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concentration of P, (day 17) with the percentage of pregnancy. There was no effect (P>
0.05) the day of eCG on the number of FD, there were differences (P <0.05) in terms of
DFD. There was no effect (P> 0.05) the day of eCG for number of corpus luteum, VL, P4
concentration (9 and 17) and pregnancy. There was no relationship (P> 0.05) between
the DFD and VL, but there was (P <0.05) between the VL and P, levels. Analyzing the
relationship between treatments, DFD, VL and the concentration of P, against pregnancy,
it was noted that only existed positive correlation (P<0.1) between the pregnancy and
concentration of P, The day of eCG administration (Day 5 or 8) affects only the DFD. The
pregnancy is affected by the concentration of P, which is related to the VL.

Key words: eCG, Corpus luteum, Dominant Follicles, Progesterone, Embryo Transfer
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Introduccidén

Innumerables factores intervienen en los resultados de los programas de transplante
embrionario (TE) en bovinos, siendo relevantes los que tienen relacién con las hembras
receptoras (Revisado por Tovio et al., 2008); esto se evidencia en las bajos porcentajes
de eficiencia, ya que normalmente en los nucleos de receptoras tratadas con protocolos
tradicionales de sincronizacion hormonal de ciclo estral, solamente del 40 al 50 % de las
hembras clasifican para él TE, el otro 50 0 60% son descartadas por su baja o inexistente
respuesta a los tratamientos de sincronizacion (Nasser et al., 2004). Considerando un
porcentaje de concepcion del 40% del total de animales aprovechados, se obtendra

apenas 20 % de gestaciones al final de todo el proceso (Thibier, 2002; B4, 2003).

Indudablemente existen numerosos factores endocrinolégicos, celulares y moleculares
entre otros, que determinan el mantenimiento o la pérdida de la prefiez en etapas
iniciales, pero aun no han sido completamente aclarados (Spencer et al., 2004).
Teniendo en cuenta lo anterior, es fundamental mejorar los elementos de
fundamentacion cientifica que puedan aclarar los diferentes procesos que encaminan el
desarrollo, reconocimiento y mantenimiento de la prefiez en los programas de TE (B6,
2003). De acuerdo a esto Ultimo, se evidencia que las secreciones hormonales
especificas interactian con determinados factores para desencadenar el desarrollo del
embrion; especialmente se destaca la progesterona (P,), hormona secretada
principalmente por el cuerpo lateo (CL), el cual tiene una duracion activa y prolongada,
rasgo caracteristico de la prefiez en los mamiferos (Revisado por Tovio et al., 2008).

La P, actia en el atero estimulando y manteniendo funciones necesarias para el
desarrollo embrionario temprano; esto con la finalidad de llevar a cabo la implantacién,
placentacién y el exitoso desarrollo fetal (Spencer et al., 2004). De acuerdo a esto, se
afirma que el control endocrino para la sintesis de proteinas uterinas durante el desarrollo
embrionario temprano, lo tiene principalmente la P,, la cual es la responsable de los
cambios cualitativos y cuantitativos en el medio ambiente uterino, controlando la sintesis
y secrecion de un sin nimero de sustancias (entre 1000 a 5000) como son factores de

crecimiento, citoquinas, proteinas etc. (Hafez, 2000); segun esto, se asume que
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deficiencias de P, podrian causar que el endometrio llegue a ser poco eficiente en
cuanto a la nutricion histotrépica, la cual es la primer fuente disponible para el
crecimiento, mantenimiento y supervivencia del conceptus (Revisado por Tovio et al.,
2008).

Las deficiencias de P, causan alteraciones de origen endocrino, que contribuyen a
aumentar los niveles basales de mortalidad embrionaria (ME), probablemente asociados
a una seleccién natural ineludible, la cual busca la eliminacibn de genotipos poco

competentes (Rodriguez, 2001; Gouveia et al., 2004).

Alrededor de 25 al 40% de pérdidas embrionarias se han podido detectar durante los
primeros dias de gestacion en hembras receptoras de embriones bovinos (Santos et al.,
2004); se observa que la mayoria de estas hembras retornan a celo en la fecha prevista,
a los 20 — 22 dias, manifestando un ciclo sexual normal y completo (vacas repetidoras)
(Palma, 2008), por lo que se sugiere que la ME pudo originarse entre los dias 7y 17, es
decir, el periodo comprendido entre el TE y el reconocimiento materno de la prefiez
(RMP) (Binelli et al., 2001).

En cuanto a las pérdidas de prefiez que suceden entre el dia 28 y 98 (cuando ya ha
ocurrido el RMP), se han calculado porcentajes que oscilan entre el 7y 33 % (Silke et
al., 2002).

De acuerdo a lo anterior, se sugiere que durante el establecimiento de la prefiez se
presenta un "periodo critico” muy definido entre los dias 15 a 17 (Binelli et al., 2001); se
podria pensar que la biologia durante este periodo es multifactorial y compleja, en donde
el endometrio puede estar recibiendo una sefial antiluteolitica poco adecuada, que no
causa el bloqueo de la produccion de Prostaglandina F,, (PGF,,) endometrial, lo que
desencadena la lisis del CL (el mantenimiento de la prefiez es dependiente de la
funcionalidad del CL) (Santos et al., 2004). La sefial antiluteolitica es generada por el
embrion en las células mononucleadas del trofoblasto, las cuales secretan interferén tau
(IFN-7), blogueando de esta manera la sintesis de PGF,, producida a nivel endometrial

(Binelli et al., 2001; Revisado por Grajales y Tovio, 2009). Esto dltimo sugiere que las
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pérdidas del embrién podrian estar ocurriendo por una sefial débil o inadecuada por parte
de éste para la inhibicién de la sintesis de prostaglandina uterina (Palma, 2008).

La naturaleza critica alrededor del periodo de reconocimiento, aposicion y adhesion del
embrién al endometrio uterino durante la implantacion, determina la necesidad de un
estricto sincronismo entre el embrion transferido y su receptora, enfatizando la
importancia tanto del medio uterino como de las sefiales del conceptus que dan lugar al
RMP (Binelli et al., 2001), sefiales que deben ser emitidas en el momento y
concentracion precisa, de tal manera que se garantice el mantenimiento de la estructura
y funcionalidad del CL, que genere una continua produccion de P, para el mantenimiento
del ambiente embriotréfico que apoye el normal desarrollo del conceptus (Revisado por
Grajales et al., 2011).

La comunicacion entre el conceptus y el Utero, no siempre tiene éxito, lo que
desencadena grandes pérdidas embrionarias (Binelli et al., 2001). Por eso mismo se
plantean estrategias que buscan minimizar el efecto luteolitico el cual desencadena la
pérdida temprana del embrién, acontecimiento mas facilmente evidenciado en los
programas de transplante embrionario, ya que con éstos se asegura la presencia del
embrion vivo desde el dia 6 a 8 momento en el cual éste es trasplantado (Baruselli et al.,
2005).

Conocida la influencia de la P, en determinados eventos relacionados con el
mantenimiento de la prefiez desde estadios tempranos y la influencia de la PGF,, para
causar lutedlisis, se ha propuesto y desarrollado una serie de estrategias hormonales
con la finalidad de mantener la prefiez. Estas se basan en hacer més eficiente la
capacidad secretora de P, por parte del CL, y que esta secrecién ocurra en el momento
oportuno, garantizando de esta manera un ambiente uterino adecuado para el desarrollo
del embrion transplantado a hembras receptoras bovinas; todo esto encaminado a

incrementar la tasa de prefiez en los programas de TE (Thatcher et al., 2001).

La relacién entre el porcentaje de prefiez y la concentracion plasmética de P, de acuerdo
al tamafio del CL en receptoras de embriones bovinos Bos Indicus y Bos Taurus, ha sido

objeto de controversia en varios estudios realizados. Algunos investigadores han
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verificado la correlacién positiva entre estas variables, encontrando que a mayor area del
CL mayor es la concentracion de P, plasmatica y consecuentemente mayor es la tasa de
prefiez en diferentes razas (Thatcher et al.,, 2001; Vasconcelos et al., 2001; Bo et al.,
Mantovani et al., 2002; Baruselli et al., 2005; Lopes et al., 2007). Con estos resultados se
podria evidenciar que los incrementos en la concentracién de P, durante el "periodo
critico" (Binelli et al., 2001), estimulan la secrecion de los agentes antiluteoliticos con lo
cual se hace eficiente el RMP (Vasconcelos et al., 2001). Igualmente en diferentes
reportes se observa que el aumento en las concentraciones plasmaticas de P, durante el
diestro se correlaciona positivamente con la capacidad del embrién en secretar IFN-r,
provocando asi un aumento en las tasas de prefiez (Thatcher et al., 2001; Mann et al.,
2009).

Segun los estudios se podria sugerir gue a mayor concentracién de P, plasmatica mejor
sera el ambiente uterino para el conceptus en vias de desarrollo (Figueira et al., 2011).
Esto se entiende si se tiene en cuenta que cualquier variacion en la concentracion de P,
es determinante en la modulacion de la expresidbn y secrecion de factores de
crecimiento, citoquinas y proteinas, que condicionan el medio uterino para los procesos
de receptividad endometrial y de viabilidad embrionaria (Revisado por Pefia et al., 2007).

De acuerdo a lo anterior, se podria sugerir que al brindar fuentes directas o indirectas de
P, a hembras durante los primeros dias de prefiez, el porcentaje de perdidas
embrionarias disminuye, ya que se mejora el ambiente uterino en donde el conceptus
tendra un desarrollo adecuado evidenciando mejor la sintesis y secreciéon de IFN-t, pues
esta secrecion esta influenciada por el estado de desarrollo embrionario (Kebler et al.,
1997; Siqueira et al., 2009; Revisado por Tovio et al., 2010).

Con la finalidad de aumentar las tasas de prefiez se han utlizado tratamientos
hormonales en hembras receptoras de embriones bovinos, utilizado Gonadotropina
Corionica Equina (eCG) en protocolos de transplante de embriones a tiempo fijo (TETF)
(Baruselli et al., 2005).

La eCG (antes conocida como Gonadotropina Sérica de Yegua Prefiada PMSG) es una
hormona glicoproteica con peso molecular de 45 kDa. y promedio de vida de 3 dias,
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producida por los célices endometriales en la yegua prefiada entre los dias 40 a 130
(Bousfield y Butnev, 2001). Se compone de dos subunidades a-y B (la subunidad a es&
codificada por un gen comun en todas las glicoproteinas, mientras que estas hormonas
difieren en el gen que codifica para subunidad -, la cual confiere la especificidad
hormonal) (Palma, 2008; Forcada et al., 2011).

Esta hormona se vincula a los receptores foliculares de FSH y de LH, y a los receptores
de LH del CL, creando de esta forma condiciones de crecimiento folicular, ovulacién y
luteinizaciéon (Murphy and Martinuk, 1991 Baruselli et al., 2003; Filho et al., 2004; Filho et
al., 2010); pero su accion predominante es de FSH, lo que daria a lugar a la formacion de
cuerpos lateos accesorios caracteristicos de la yegua gestante (Fuentes y de la Fuente,
2007; Forcada et al., 2011).

La aplicacion de eCG en el momento esperado de una nueva onda de crecimiento
folicular, ha demostrado eficiencia en cuanto a superovulacion (de acuerdo a la
dosificacion) y/o desarrollo de un foliculo dominante de mayor dimetro, determinando de
esta forma un mayor nimero de cuerpos lateos o0 un CL grande (Baruselli et al., 2005).
Esto va acompafiado de mayores concentraciones plasmaticas de P, y mejor porcentaje
de utilizaciébn (hembras transferidas/hembras sincronizadas*100), concepcion y de
prefiez frente a tratamientos sin aplicacién de esta hormona tanto en ganado Bos Indicus
como Bos Taurus y sus cruces (Santos et al., 2001; Marques et al., 2003; Everton and
Baruselli, 2003; Madureira et al.,, 2004; Rodrigues et al., 2004; Baruselli et al., 2005;
Mamani et al., 2007; Pita et al., 2009; Sousa et al., 2009; Figueira et al., 2011).

Se ha verificado que con la aplicacién de eCG el dia 8 dentro de un protocolo de
sincronizacion en hembras receptoras (Bos Indicus/Bos Taurus) de embriones bovinos se
consiguen cuerpos luteos Unicos de mayor tamafio frente a la aplicacion de la misma
hormona el dia 5, pero esto no ha determinado diferencias entre la concentracion
plasméatica de progesterona producida, ni en los porcentajes de prefiez obtenidos entre
tratamientos (Nasser et al.,, 2004). Igualmente en otros reportes al respecto se ha
verificado que el porcentaje de utilizacion (hembras transferidas/hembras

sincronizadas*100), ha mejorado cuando la aplicacion de eCG se suministra hacia el dia
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8 dentro de un protocolo para transplante de embrién a tiempo fijjo a receptoras Bos
Indicus (Quezada y Ortiz 2007).
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1.Revision de literatura

1.1. Algunos aspectos relacionados al transporte y

regulacion hormonal

1.1.1. Transporte hormonal

Después de la secrecién por parte de células especializadas, las hormonas pueden
encontrarse en el torrente circulatorio libres o unidas a transportadores proteicos. En
general, las hormonas proteicas y peptidicas, asi como las catecolaminas, por su caracter
hidrosluble circulan en forma libre. Por el contrario las hormonas tiroideas y los esteroides
se unen a proteinas transportadoras. Esta forma de transporte tiene también un gran
significado fisiol6gico, ya que por ejemplo, evita las pérdidas de esteroides por filtracién
glomerular. La cantidad de hormona libre y la unida a proteinas se encuentran en equilibrio,
pero solamente la hormona libre es la que produce las acciones fisiologicas (Driancourt et
al., 2000).

Existen varios transportadores de esteroides, como la transcortina o globulina ligante de
cortisol (CBG), la cual une con alta afinidad los corticosteroides y la P,. El estradiol y la
testosterona se unen a la globulina ligante de hormonas sexuales (SHBG). Es conveniente
saber que ademas existen sustancias que pueden influir en los niveles sanguineos de
estas proteinas transportadoras, asi como en su afinidad por los ligadores; por ejemplo, los
estrébgenos aumentan los niveles de SHBG; en cambio, los andrégenos los disminuyen.

Esto constituye otro mecanismo de regulacion de la acciéon hormonal (Toosi et al., 2010).

1.1.2. Regulacién hormonal
La secrecion hormonal se relaciona con el papel que desempefian en el mantenimiento de
la homeostasis. El mecanismo de regulacion dominante es el llamado de retroalimentacion

negativa; este es el caso tipico observado por la accién de la hormona gonadotréfica
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foliculo estimulante (FSH), la cual actda en asocio con la hormona luteinizante (LH) sobre
las células del foliculo ovarico estimulando su crecimiento y la sintesis de estradiol (Sartori
et al. 2002); a su vez las células de la granulosa del foliculo en desarrollo produciran
principalmente otras dos hormonas, estradiol e inhibina; un aumento de estas dos
hormonas en sangre actuaran sobre el hipotalamo y la hipéfisis para suprimir la secrecién
de FSH (Rabiee et al., 2001).

Ocasionalmente se observa retroalimentacion positiva cuando un producto de la accion de
las hormonas estimula, en principio, secrecién hormonal adicional. Este mecanismo de
regulacion se observa principalmente en la fase preovulatoria del ciclo estral bovino. En
este momento del ciclo y cuando no hay niveles circulantes de progesterona se va a
producir un aumento de los niveles circulantes de estrégenos (producido por el foliculo
preovulatorio). Este pico preovulatorio de estrégenos actuara a nivel del hipotadlamo para
producir una descarga preovulatoria de hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y

consecuente con esto el pico preovulatorio de LH (Starbuck et al. 2004).

La regulacion por retroalimentacion, ya sea positiva 0 negativa, se puede ejercer en todos
los niveles de la funcion celular endocrina, es decir, en la sintesis de las hormonas y en la
liberaciéon de la hormona almacenada. Existen pautas de liberacién hormonal integradas
gue son dirigidas por ritmos circadianos, fases de suefio, variaciones estacionales y fases
del desarrollo (fetal, neonatal, puberal o de la vejez). Ademas, el dolor, las emaociones, el
terror, las lesiones y el estrés pueden desencadenar la liberaciéon de hormonas a través de

complejas vias neurales (Rabiee et al., 2001).

1.2. Mecanismo de acciéon hormonal

Las células del organismo necesitan comunicarse entre si con el fin de regular y coordinar
su desarrollo, diferenciacién, division y accién. Las hormonas casi nunca actlan
directamente en la maquinaria celular sino que primeramente se deben unir a receptores
especificos, los cuales casi siempre son proteinas muy grandes, encontrandose alrededor
de 2.000 a 100.000 receptores aproximadamente en cada célula, los cuales son altamente
especificos para una determinada hormona. (Littgenau et al., 2011).

La ubicacion de los receptores en la célula blanco van a estar directamente relacionados

con la naturaleza quimica de las hormonas y su capacidad para atravesar la membrana
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celular. Cuando las moléculas son de naturaleza hidrosoluble (proteinas, péptidos y
catecolaminas), los receptores se van a encontrar en la membrana celular; en cambio,
cuando las moléculas son de naturaleza liposoluble los receptores se encontraran dentro
de la célula. Dentro de estos ultimos, hay receptores que se encuentran en el citoplasma
como lo son los receptores de las hormonas esteroideas; otros receptores estan en el
nucleo, como lo son los receptores de las hormonas tiroideas (David and Michael, 2000).

La reaccién entre hormona y receptor proporciona la especificidad y determina la magnitud
inicial de la accion hormonal, la cual esta regida por la cantidad de receptores ocupados
por la hormona; esta magnitud va a aumentar cuando el receptor tiene una alta afinidad por
la hormona, cuando la célula se expone a concentraciones mayores de hormona y cuando

el nimero de receptores es muy alto (McDonald’s, 2003).

Es notable en algunas ocasiones en que la cantidad de hormona unida al receptor no
suele limitar la velocidad, pudiendo observarse respuestas biolégicas maximas con sélo
una pequefia parte de los receptores disponibles ocupados por la hormona; las hormonas
peptidicas podrian presentar este sistema de ahorro de receptores (Ritindra, et al., 2001).

Las moléculas de los receptores se sintetizan, se trasladan a las zonas de asociacién con
las moléculas hormonales y se degradan continuamente a tal punto de que el nimero de
receptores en una célula blanco no es constante de un momento a otro (Ritindra, et al.,
2001). En estos procesos pueden influir las respectivas hormonas especificas, las cuales
disminuyen la cantidad de sus propios receptores 0 ejercen sobre ellos una
desensibilizacion limitando asi su accion sobre la célula. Este proceso se denomina
regulacién hacia abajo “Down regulation”; durante este fenémeno disminuye la respuesta
del tejido blanco a la hormona en forma proporcional al grado de disminucién del nUmero
de receptores. Este proceso es especialmente observado con las hormonas peptidicas
(David and Michael, 2000).

Si la concentracidon en sangre de la hormona permanece elevada durante periodos
prolongados (dias, semanas), los complejos hormona — receptor de la membrana
celular reaccionan con un movimiento lateral (migracion lateral) que los ubica en
una region especial de la membrana denominada “coated pit” (4rea cubierta). Asi
mismo, en caso de exceso cronico de hormonas se produce una concentracién de

complejo hormona receptor (formacién de racimos) en determinadas regiones de la
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membrana celular, que reaccionan formando una invaginacion que les permite
internalizar los complejos hormona - receptor en forma de endocitosis para seguir

metabolizandolos en el interior de la célula (David and Michael, 2000).

Tras el efecto prolongado por el exceso de hormona peptidica, las células diana
pueden hacerse totalmente insensibles a ella porque han internalizado todos los
receptores. La disminucién por la densidad de receptores en las células diana
también podria ser un motivo por el cual las hormonas peptidicas se segregan con
un ritmo pulsatil (Intervalos). El incremento y la disminucion del numero de
moléculas peptidicas segregadas impide que la hormona provoque el “Down-

regulation” de sus propios receptores en la célula diana (Palma, 2008).

Otras hormonas reclutan sus propios receptores, amplificando asi la accién de la hormona
sobre la célula. Este proceso se le conoce como regulacion hacia arriba “Up — regulation”,
en donde la hormona estimulante induce a la sintesis de mas moléculas receptoras en la
célula blanco. En este caso, el tejido blanco se vuelve gradualmente mas sensible a los

efectos estimulantes de la hormona (Rabiee et al., 2001).

1.2.1. Receptores de membrana

Especialmente las hormonas polipeptidicas, poseen receptores ubicados en la
superficie de la membrana celular, reconociendo las sefiales reguladoras del
exterior para después transmitirlas y amplificarlas. Los receptores de membrana se
subdividen a su vez en tres clases dependiendo principalmente de mecanismos de
transduccién (una hormona puede activar mas de un mecanismo de transduccion).
La especificidad de las hormonas peptidicas se debe a la estructura de receptores
especiales en la membrana celular de las células diana, donde ejerce un efecto que

induce una sefial que sera transmitida hacia el interior de la célula (Palma, 2008).

1.2.1.1. Receptores que provocan cambios de permeabilidad de

la membrana

Practicamente todas las sustancias neurotransmisoras, que son hormonas locales, se
combinan con receptores en la membrana post sinptica; esto provoca un cambio de la

estructura proteica del receptor y causa la apertura o cierre los canales para uno o mas
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iones de Na+, otros para iones de K+, otros para iones de Ca++, etc.; posteriormente el
movimiento de estos iones a través de los canales causa los efectos subsiguientes en las

células post sinapticas (David and Michael, 2000).

1.2.1.2. Receptores acoplados a una proteina G

En este caso la interaccion entre el receptor y el efector estd mediada por una proteina
con capacidad para unir e hidrolizar el nucle6tido guanosina trifosfato (GTP). Estos
receptores activan una cadena compleja de acontecimientos que alteran la concentracion
de uno 0 mas mensajeros intracelulares (Ritindra, et al., 2001). El mas descrito de estos
mensajeros (llamado segundo mensajero, ya que no es la hormona quien produce
directamente los cambios intracelulares, sino el cCAMP quien sirve como mensajero para
causar estos efectos) es el adenosin monofosfato ciclico (cCAMP), el cual causa varios

efectos al interior de la célula para controlar su actividad (King et al., 2003).

1.2.1.3. Receptores cataliticos

Estos receptores al ser activados directamente por las hormonas operan como enzimas.
La mayoria de ellos son proteinas de transmembrana con un dominio citoplasmatico que
funciona como una Tirosin Cinasa, como el factor de crecimiento epidérmico (REGF). Un
ejemplo es la insulina y los factores cuya estructura es similar a la insulina (IGF) (Gerardd
et al., 2006). En este caso cuando la hormona se une con la porcién externa del receptor
de membrana produce un cambio en la estructura de la molécula receptora, causando a
su vez que la porcién interna de la molécula se convierta en una cinasa activada. Luego
esta cinasa provoca la fosforilaciéon de varios sustratos proteicos dentro de la célula que

resulta en la respuesta celular (Roberts, 2007).

1.2.1.4 Mecanismos del segundo mensajero para comunicar

funciones hormonales intracelulares

El principal medio por el cual las hormonas que no pueden atravesar la membrana ejercen
acciones intracelulares es a través de la formacion de una sustancia llamada segundo
mensajero. Este mensajero inducird casi todos los efectos intracelulares de la hormona. De
esta manera, el Unico efecto directo que tiene la hormona sobre la célula es activar su propio

receptor, ya que el segundo mensajero hace el resto (Ritindra et al., 2001).
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El cAMP no es el unico sistema utilizado como segundo mensajero, otros de especial
importancia son los iones de calcio (Ca++), la calmodulina y productos de fosfolipidos de

la membrana (David et al., 2000).

1.2.1.4.1. Mecanismo del sistema segundo mensajero cAMP

La hormona estimulatoria o inhibitoria se une a su receptor especifico en la superficie de
membrana de la célula blanco. La especializacién del receptor determina qué hormona
afectara a la célula. La union de la hormona receptor activara la enzima adenil ciclasa a
través de un transductor denominado proteina G (estimulatoria o inhibitoria) (Scott And
Pawson, 2000).

La adenil ciclasa causa conversion inmediata de gran parte del ATP citoplasmatico en
cAMP (mensajero intracelular — transmisor mas habitual utilizado), que es el compuesto
3", 5" - adenosina monofosfato ciclico. Una vez formado el cAMP dentro de la célula,
activa una enzima forforilante llamada proteina cinasa cAMP dependiente o simplemente
cinasa A. La activacion de la cinasa A ocurre cuando el cAMP se une a la subunidad
reguladora de la cinasa A y queda libre la subunidad catalitica; entonces la cinasa A
activa puede usar el ATP como fuente de grupos fosfatos de alta energia para fosforilar
otras proteinas celulares y de esta manera se constituye la respuesta celular
(McDonald’s, 2003).

Este mecanismo tiene la particularidad de que cada reaccion generalmente activa una
cascada de enzimas. Es decir, una primera enzima es activada y luego esta activa otra
enzima, que a su vez activa una tercera enzima y asi sucesivamente. La importancia de
este mecanismo es que solo unas pocas moléculas de adenil ciclasa activada pueden
causar que mas moléculas de cAMP sean activadas y esto a su vez generar la activacion
de muchas mas moléculas de la proteina cinasa A y asi sucesivamente. De esta manera,
una minima cantidad de hormonas actuando en la superficie de la célula puede iniciar una

cascada muy poderosa con la fuerza para activar toda la célula (Campbell et al., 2006).

La accion especifica que se produce en respuesta al CAMP en cada tipo de célula blanco
depende de la naturaleza de la maquinaria intracelular ya que las células varian en

cuanto a las enzimas que poseen; por lo tanto, se activan distintas funciones en las
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células blanco. Estas funciones pueden ser: iniciar la sintesis de quimicos intracelulares
especificos, causar la contraccién o relajacion muscular, alterar la permeabilidad de la
célula, y otros efectos. Las hormonas de la reproduccion que actlan utilizando
principalmente el cAMP como segundo mensajero son la FSH y la LH (Cunningham and
Klein, 2009).

1.2.1.4.2. Lipidos de membrana como segundos mensajeros

Algunas hormonas se unen a sus receptores y el complejo hormona receptor a su vez
activa (via una proteina G estimulatoria) una enzima fosfodiesterasa (PDE) llamada
Fosfolipasa C o fosfodiesterasa. Esta enzima causa que algunos de los fosfolipidos en la
membrana celular se dividan en sustancias més pequefias que tienen efectos
intracelulares de segundo mensajero muy difundidos. Una de las hormonas que actla a

través de este mecanismo es la GnRH (Ritindra, et al., 2001).

Uno de los fosfolipidos de membrana que se rompe de esta manera es el Fosfatidil
Inositol Bifosfato (PIP2). Los productos mas importantes que sirven como segundos
mensajeros son Inositol Trifosfato (IP3) y Diacilglicerol (DAG). El IP3 moviliza los iones
de Ca++ desde la mitocondria y el reticulo endoplasmico, luego los iones de Ca++
producen sus propios efectos de segundo mensajero como la contraccion de muasculos
lisos, cambios en la secrecion de las células secretoras, cambios en la accion ciliar, etc.
Por su parte el DAG, el otro lipido segundo mensajero, activa la enzima proteina Cinasa
C (Campbell et al., 2006). Esta activacion se intensifica con el aumento de iones de Ca++
que se han liberado en respuesta al IP3. Llegado el momento, la proteina Cinasa C
activada tiene un papel especialmente importante en la division y proliferacién celular. Es
importante hacer notar que la porcion lipidica del DAG es el &cido araquidénico el cual es

precursor de las prostaglandinas (Filmore, 2004).

1.2.1.4.3. lones de calcio y la Calmodulina como sistema de

segundo mensajero

Otro sistema de segundo mensajero opera en respuesta al ingreso de iones de Ca++ en
las células. El ingreso de Ca++ puede iniciarse por cambios en el potencial eléctrico de la

membrana que abren los canales de Ca++ en las membranas, o por hormonas que
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interactan con los receptores de la membrana que también abren canales de cat++
(Ritindra, et al., 2001).

Al entrar en la célula los iones de Ca++ se unen a una proteina llamada calmodulina.
Esta proteina tiene cuatro sitios de de unién al Ca++, separados; cuando tres o cuatro de
estos sitios se han unido con Ca++, ocurre un cambio conformacional que activa la
calmodulina produciendo efectos multiples dentro de la célula de la misma manera que
funciona el cAMP. Por ejemplo, activa un conjunto de enzimas (diferentes de aquellas
activadas por cAMP), causando a su vez un conjunto adicional de reacciones
metabdlicas intracelulares. Una de las funciones especificas de la calmodulina es la de
activar la miosina cinasa que luego actia directamente sobre la miosina del muasculo liso

para causar la contraccion de este (Chin and Means 2000).

La concentracion normal de iones de Ca++ en la mayoria de células del cuerpo es de 10-
7 a 10-8 moll/litro, lo cual no es suficiente para activar el sistema de calmodulina, pero
cuando la concentracion de iones Ca++ se eleva hasta 10-6 a 10-5 mol/litro, hay
suficientes uniones para que ocurran todas las acciones intracelulares de la calmodulina.
Esta es casi la misma cantidad de iones Ca++ que se requiere para activar la troponina
C, la cual causa la contraccion de los musculos del esqueleto. Esta troponina C es muy
similar a la calmodulina tanto en su funcién como en su estructura proteica (Campbell et
al., 2006).

1.2.2. Receptores intracelulares

Varios tipos de hormonas, especialmente las esteroideas y las tiroideas, se unen con
receptores proteicos no en la membrana celular sino dentro de la misma célula. Las
hormonas esteroideas son solubles en el medio lipidico de la membrana celular
(liposolubles) y por lo tanto difunden a través de la membrana celular por difusién pasiva
(Cunningham and Klein, 2009).

Las proteinas receptoras de esteroides son asimétricas presentes en un nuamero de
3.000 a 100.000 copias por célula efectora. Las respuestas son proporcionales al nUmero
de receptores con hormona esteroidea unida, sugiriendo que no hay segundos

mensajeros intermediarios como el caso de las hormonas polipeptidicas. EI complejo
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hormona receptor activado luego va a dirigirse al nucleo celular donde se une y activa
puntos especificos para formar el ARNm; por lo tanto, en estos casos pasa un tiempo
desde que la hormona ha ingresado en la célula hasta que las proteinas recién formadas
aparecen en la célula y pasan a controlar las funciones celulares nuevas o aumentadas
(Senger, 2005).

La secuencia y mecanismos de accion de las hormonas esteroideas podria resumirse de
la siguiente manera: La hormona entra en el citoplasma en donde se une a la proteina
receptora especifica, por lo cual se ocasiona una alteracion fisica en el receptor de modo
que se va a unir fuertemente a la cromatina en el nicleo; mientras el receptor no esté
unido a nada, estos puntos de union de la cromatina se inactivan mediante proteinas de
choque térmico que van asociadas con la molécula receptora; estas proteinas de choque
térmico se sintetizan en mayor cantidad en situaciones de estrés como por ejemplo calor
y ayudan en determinadas funciones fisiol6gicas como en la regulacién de la actividad de
los factores de unién al ADN (Peres, 2005). Luego se presenta una combinacion activa
en el proceso de transcripcion de genes especificos para formar el ARN mensajero
(ARNm), el cual se difunde en el citoplasma, donde conduce el proceso de traduccion en

los ribosomas para formar nuevas proteinas (McDonald’s, 2003).

La accion de una hormona esteroidea solo dura mientras el complejo hormona receptor
esta unido a la cromatina. La actividad bioldgica dependera de la tasa de disociacion de
la hormona esteroidea de su receptor y por otro lado, la actividad biolégica dependera de
la semivida del complejo hormona receptor con su dominio de la union a la cromatina
(Ritindra, et al., 2001).

1.3.Aspectos sobre dinamica folicular y hormonal

Rajakoski en 1960, propuso la existencia de dos ondas de crecimiento folicular en las
vacas, las cuales comenzaban a evidenciarse entre los dias 3 a 12 y 13 a 0 del ciclo
estral bovino. Posteriormente con el uso de la ultrasonografia como método efectivo para
realizar el seguimiento y evaluacibn de la  actividad folicular ovarica diversos
investigadores confirmaron la presencia de estas ondas de crecimiento y patrones de

desarrollo de foliculos antrales (Buratini et al., 2000; Gintherg et al., 2001).
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El nimero de ondas de crecimiento folicular presentes en cada ciclo varia de 1 a 6;
presentandose en la mayor parte de las hembras 2 a 3 ondas. En un ciclo con 2 ondas,
la maduracién del segundo foliculo dominante coincide con la regresion del cuerpo liteo
y culmina con la ovulacién del mismo. En otros casos se presentan 3 ondas de
crecimiento folicular y coincide con un ciclo estral de mayor duracién, debido a que se
posterga el celo al no ovular el segundo foliculo dominante y en consecuencia, el tercer
foliculo requiere de un tiempo para madurar y poder ovular (Martinez et al., 2000; Peres,
2005).

En un estudio realizado por Cardozo et al., (1994), con novillas Holstein en la Sabana de
Bogot4a, se hallé que el 20% de ellas presentaban constantemente ciclos de 25 dias de
duracion, presumiblemente con tres ondas de crecimiento folicular.

Durante el crecimiento de una onda folicular se podrian describir claramente cuatro

fases:

- Reclutamiento

Durante el CE un grupo de 3 a 6 foliculos (de 2 a 5 mm.) comienzan a desarrollarse a
partir de una cohorte de foliculos antrales pequefios que comienzan a madurar bajo un
aporte adecuado de Gonadotropinas, especialmente por un pico transitorio de FSH, que
le permiten avanzar en su desarrollo (Palma, 2008). Los niveles circulantes de FSH antes
del reclutamiento de un grupo de foliculos aumentan transitoriamente y esto se
caracteriza por la expresion de mRNA que codifica para la elaboracion de las aromatasas

P450arom y P450scc en las células foliculares (Revisado por Grajales, et al, 2011).

El desarrollo folicular desencadena el inicio de la primera onda de crecimiento folicular,
estimulada por el segundo pico de FSH el cual ocurre posterior a la ovulacién (Liu et al.,
2007).

Existe un claro patrén durante el crecimiento de la primera onda folicular; los foliculos
exitosos responden al incremento transitorio de FSH aumentando su crecimiento y la
sintesis de estradiol, asi como una elevacién en la produccién de inhibinas de alto peso
molecular y activina, mientras que la folistatina y el dimero de inhibina de bajo peso

molecular se mantienen en bajas concentraciones. A pesar de esto los dos mayores
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competidores por la dominancia no se pueden distinguir hasta después de ocurrida la
selecciéon (Mihm et al., 2000; Austin et al., 2001)

Frecuentemente al momento del reclutamiento los diferentes foliculos de la cohorte son
desiguales; los mas pequefios son ricos en EGF y mas sensibles al efecto inhibitorio de
la EGF en la diferenciacion celular. Por tanto, el efecto estimulatorio de la FSH sobre la
actividad aromatasa es mas marcado en los foliculos més grandes de la cohorte
(Safdarian et al., 2006).

Se ha reportado que se establece una competencia por la dominancia entre los foliculos
reclutados en cada onda folicular, por lo cual solamente un foliculo de la cohorte adquiere
un desarrollo funcional y estructural, lo que le permite seguir su crecimiento en un
ambiente bajo en concentraciones de gonadotropinas, al tiempo en que sus comparferos

de cohorte sufren atresia (Revisado por Montafio y Ruiz, 2005).

- Seleccién

Durante los dias 2, 3 y 4 del ciclo estral, se detectan por medio de ultrasonografia uno o
varios foliculos (provenientes de la etapa de reclutamiento) de un tamafio promedio de 6
a 9 mm., con lo cual la fase seleccién comienza a ejercerse (Avila et al., 2005). A medida
gue los foliculos maduran, comienzan a depender de la LH, lo cual puede ser parte del
mecanismo de seleccion del foliculo dominante (Mihm et al., 2000; Fortune et al., 2001).
Los cambios en el patron de expresion del mRNA para los receptores de la
gonadotropinas y enzimas esteroidales dentro de las células foliculares, parecen estar
muy ligados a las modificaciones en las concentraciones sanguineas de gonadotropinas
(Rubianes, 2000).

La seleccion se relaciona con la interferencia del foliculo mas grande sobre la capacidad
de los foliculos mas pequefios de recibir un adecuado soporte gonadotrépico. Esto podria
ser llevado a cabo mediante dos vias. La via pasiva por la cual el foliculo mayor inhibe
indirectamente el crecimiento de los foliculos menos maduros reduciendo las
concentraciones de FSH por debajo del umbral necesario para mantener a los otros
foliculos. En la via activa, el foliculo mayor inhibe directamente el crecimiento de los
demas foliculos secretando en la sangre sustancias que reducen su sensibilidad a la FSH
(Recabarren et al., 2003).
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- Dominancia

La fase de dominancia, es el proceso por el cual el foliculo seleccionado ejerce un efecto
inhibitorio sobre el reclutamiento de una nueva cohorte de foliculos. Para el
establecimiento de esta dominancia se requiere que se presente divergencia o
desviacion, que corresponde al tiempo en el cual el foliculo dominante y el (los)
subordinado (s) més desarrollado (s) crecen a una tasa diferente, antes de que el

subordinado manifieste atresia (Revisado por Montafio y Ruiz, 2005).

Los estimulos hormonales durante esta etapa se dirigen hacia el foliculo dominante con
lo cual aumenta su irrigacion sanguinea. La maduracion de este foliculo se relaciona con
los niveles altos de proteina reguladora esteroidogenica aguda (StAR), sintesis de
receptores para FSH y LH (principalmente de receptores de LH — LHR), asi como la
elaboracion de proteinas y enzimas aromatasas necesarias para la elaboracion de
androgenos y progestagenos (Axel et al., 2002).

El foliculo dominate alcanza un tamafio marcadamente superior a los demas (didmetro
mayor a 10 mm) y es responsable de la secrecion de estradiol (Belkys et al., 2005). Esta
actividad estrogenica esta relacionada con el incremento en la expresion de genes para
aromatasas (P450 arom y P450 17 — a hidroxilasa), 3B-hidroxi-esteroide deshidrogenasa
(3BHSD) y receptor de FSH, mgomo la adquisicion de receptores para LH en las
células de la granulosa (Meduri et al., 2008). Igualmente esta actividad estrogénica se
correlaciona negativamente con las cantidades intrafoliculares de IGFBPs (IGFBP2,
IGFBP4 y IGFBP5) < 40 kDa (Mazerbourg et al., 2001).

Una vez el foliculo dominante ha sido seleccionado la IGFBP 4 y IGFBP 5, se mantienen
en niveles bajos, y el foliculo dominante incrementa la biodisponibilidad de IGF (Austin et
al., 2001).

Se ha encontrado que el IGF-I esta presente en altas concentraciones en los foliculos de
mayor tamafo y su concentracion se va incrementando paralelamente con el incremento
en la receptividad de las células de la granulosa a IGF-I, lo cual estimula el proceso de
aromatizacion asi como el incremento de los receptores de LH en las células de la
granulosa (Meduri et al., 2008). De acuerdo a esto, se ha encontrado que la expresion de

genes que codifican para PAPA-A esta relacionada con la expresion de aromatasas y
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receptores para LH en las células de la granulosa; esto podria ser importante para las

etapas finales de seleccién del foliculo dominante (Mazerbourg et al., 2001).

Bodensteiner et al. (1996), realizaron un estudio en donde marcaron radiactivamente y
contaron los receptores para FSH (FSH-R) y LH (LH-R) en células de la granulosa de
foliculos dominantes y subordinados los dias dos y cuatro de la onda, encontrando que el
dia dos no se presentaron diferencias en el nimero de FSH-R y LH-R por célula y por
foliculo, pero el dia cuatro las diferencias entre ambos tipos de foliculos eran altamente
significativas para FSH-R vy significativas para LH-R en favor de los foliculos dominantes.
Sin embargo, Xu et al. (1997) no encontraron diferencias en los niveles de expresion
génica para FSH-R en células de la granulosa de foliculos bovinos que median entre 0.5
y 14 mm de diametro y solo hallaron expresion de genes para LH-R en foliculos mayores
de 9 mm, lo cual sugiere que los FSH-R no limitan el establecimiento de la dominancia

(Revisado por Henao y Trujillo, 2000).

Se sugiere igualmente que el mismo aumento de los receptores (LHR), posiblemente
incrementan la actividad aromatasa en respuesta a las gonadotropinas, o posiblemente
provoca un cambio de dependencia de FSH a LH; esto aumentaria o0 mantendria la
capacidad del foliculo dominante para producir mas estradiol que los foliculos

subordinados (Revisado por Montafio y Ruiz, 2005).

La respuesta diferencial a la FSH es fundamental en la seleccién del foliculo dominante y
por tanto las acciones intrafoliculares de factores de crecimiento ovaricos inducidos por la
FSH juegan un papel importante en la modulacion de la respuesta de la cohorte folicular
a las gonadotropinas. Cambios en las cantidades intrafoliculares de proteinas
pertenecientes a la familia inhibina e IGF podrian ser marcadores predictivos de la
sobrevivencia folicular durante la caida de la FSH (Mihm et al., 2000), en donde las
inhibinas que abundan en el fluido folicular las cuales tienen diferentes formas diméricas
(subunidades a y B) con distintos pesos moleculares ejercen su accion supresora de esta

gonadotropina (Knight y Glister, 2001).

Para explicar la causa por la cual el foliculo dominante de las primeras ondas (1 de 2
ondas, 2 de 3 ondas y 3 de 4 ondas) sufre regresion, se ha propuesto que se deberia a

una disminucion en la frecuencia de los pulsos de LH debido a los altos niveles de P,
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circulante (Revisado por Montafio y Ruiz, 2005). Ello provocaria una menor sintesis de
andrégenos y en consecuencia de estradiol. Manikkam y Rajamahendran (1997)
sugierieron que la atresia del foliculo dominante estaria relacionada con una menor
actividad de la enzima aromatasa en las células de la granulosa y no por falta de sustrato
(andrégenos). El autor concluye que puede existir un aumento de IGFBPs (Proteina
fijadora de Factor de Crecimiento Similar a la Insulina) con una consecuente disminucion
en la disponibilidad de IGF — 1y Il, lo cual provocaria una disminucién de la actividad de
la enzima aromatasa y en consecuencia una menor sintesis de estrégenos.

Durante la fase de crecimiento el foliculo dominante mantiene bajos niveles de IGFBPs
de bajo peso molecular, mientras que la pérdida de dominancia estd acompafiada por el
incremento de estas, dando lugar a apoptosis de las células de la granulosa (Revisado
por Olivera et al., 2007).

En foliculos preovulatorios se incrementan las concentraciones de IGF-I, asi como la
actividad estrogénica, mientras que las cantidades intrafoliculares de IGFBPs 2, 4y 5 se
encuentran reducidas o indetectables. Incrementos de IGFBPs 2 y 5 se han observado
en foliculos preovulatorios después del pico de gonadotropinas y justo antes de la
ovulacion, cuando la P, intrafolicular se eleva y la produccion de estradiol y androgenos
disminuye (Knight y Glister, 2001).

- Atresia
La gran mayoria de los foliculos presentes al nacimiento degeneran a través del proceso
conocido como atresia (clausura u obliteracion de un orificio o conducto del cuerpo), la

cual ha sido descrita para diversas especies mamiferas (Huanca, 2001).

La fase de atresia, consiste en la desaparicion de los foliculos que no son seleccionados
como dominantes, o del foliculo dominante el cual no llega a ser ovulatorio (cuando la

lisis del cuerpo luteo no coincide con la dominancia folicular) (Braw-Tal y Roth, 2005).

Se debe aclarar que la atresia se presenta en cualquier estadio del desarrollo folicular,
aunque es mas frecuente en foliculos antrales y su incidencia esta directamente
relacionada con el tamafio de los foliculos; los mas grandes presentan un indice
proliferativo mayor, que hace a sus células mas susceptibles a la muerte por apoptosis y

por lo tanto a la atresia (Ranferi et al., 2010).
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Cuando los foliculos sufren atresia cesa la sintesis de estradiol y las concentraciones de
P, intrafolicular aumenta. Igualmente durante este proceso, se destacan algunos cambios
morfologicos e histoldgicos, como son: ndcleos picnoéticos y fragmentacion nuclear en las
células de la granulosa, desprendimiento de las células de la granulosa por la pérdida de
la matriz intercelular, desprendimiento del complejo cumulus-ovocito y en algunos casos
hipertrofia de las células de la teca (Sharma, 2000). Ademas, ocurren procesos
biogquimicos como la reduccién en la sintesis y por ende en la cantidad de ADN en
células de la granulosa (Rosales et al., 2000; Olhagaray 2004), pérdida de uniones
comunicantes, pérdida de receptores a gonadotropinas (Ranferi et al., 2010), asi como la
disminuciéon en la sintesis y expresion de mRNA para aromatasas y receptores a

gonadotropinas (Sharma, 2000).

Es importante resaltar el aumento en la expresiéon de varios genes, entre ellos, el de las
proteinas de union del Factor de Crecimiento Isulinico (IGBPs) (Pascual-Leone 2001), el
de la Glicoproteina -2-Sulfatada (TRPM-2) (lgwebuike, 2010), el de una Aspartil
Endopeptidasa, la Catepsina-D y el del receptor para la Angiotensina Il (Hastie and
Haresign, 2006). Ademas, en la atresia participan enzimas lisosomales (Fosfatasa Acida
y Glucosaminidasa), con actividad Anti-Tripsina (Rosales et al., 2000), las involucradas
en la remodelacion tisular como Colagenasas, Gelatinasas, Pz-Peptidasa (Shimizu et al.,

2008) y el activador del Plasmindgeno entre otras (Hastie and Haresign, 2010).

La presencia de nucleos picnéticos y cariorrexis en las células de la granulosa y teca de
foliculos atrésicos (Hastie and Haresign, 2008), asi como estudios bioquimicos
posteriores que demostraron la fragmentacion internucleosomal del ADN en estas
células, han permitido conocer que la apoptosis es el tipo de muerte preponderante en la

atresia (Igwebuike, 2010), aunque no el tnico (Rosales-Torres et al., 2010).

1.3.1. Factores que controlan el desarrollo folicular

1.3.1.1. Factores endocrinos

Los mecanismos de seleccién folicular no son aln completamente claros, pero se conoce
gue involucran complejas relaciones entre esteroides intrafoliculares, péptidos ovaricos,

factores de crecimiento y gonadotropinas hipofisarias (Katagiri and Takahashi, 2006).
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El contenido del fluido folicular tiene una serie de factores secretados por las células de
la granulosa y de la teca. Estos factores probablemente interactian constantemente, asi
el balance entre la accion estimuladora e inhibidora dentro del foliculo en sus diferentes

estadios determinara el desarrollo o la atrésia folicular (Rosales et al., 2010).

Estudios reportados por Ireland et al., (2000), sugieren la existencia de factores que se
encuentran en el fluido folicular, especialmente factores de crecimiento, tales como
inhibina, activina, factor insulinico de crecimiento (IGF) y sus proteinas transportadoras,
gue juegan un papel importante en la regulacién del crecimiento, diferenciacién y funciéon
folicular. La variacion entre ellos determinaria cual es el foliculo dominante en cada onda

folicular.

Mihm et al., (2000), hallaron que los futuros foliculos dominantes producen mas cantidad
de E2 y P4, mientras las concentraciones de proteinas transportadoras de IGF fueron
bajas, siendo estos marcadores bioquimicos para determinar que foliculo de una cohorte
de similar tamafio se volvera dominante. Los niveles intrafoliculares de P, inhibina,
activina, folistatina y proteinas transportadoras para IGF fueron similares en todos los

foliculos de la cohorte.

Campbell (1999), estudi6 los factores que pueden incrementar o atenuar la accion de las
gonadotropinas para estimular el desarrollo folicular. Usando modelos In vitro, observé
como el factor insulinico de crecimiento (IGF) estimula la proliferacion y la produccion de
hormonas por parte de las células de la teca y de la granulosa. Igualmente observé “in
vivo” el estimulo para desarrollo folicular en el ovario y la secreciéon de andrégenos y
estradiol; mientras que el Factor Transformador de Crecimiento a (TGF a) y el Factor
Epidérmico de Crecimiento (EGF) inhibi6 la diferenciacién de las células de la teca y de
la granulosa. Estos reportes coinciden con los de Lucy (2000), al respecto de que el IGF
actla en la diferenciacion, crecimiento y proliferacion de las células foliculares, siendo la
mas importante funcion el sinergismo con las gonadotropinas para cumplir variadas
funciones, entre ellas la mitogénesis y la esteroidogénesis. Este sinergismo es logrado
gracias a la habilidad del IGF para incrementar el nimero de receptores para las
gonadotropinas y el incremento de receptores de los segundos mensajeros. Al mismo

tiempo las gonadotropinas incrementan la expresion de receptores para IGF y pueden
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incrementar la sintesis de IGF en las células de la granulosa. (Padmanabhan et al.,
2002).

La emergencia de una onda folicular precedida por un pico de FSH coincide con el cese
de crecimiento del foliculo dominante, el cual posee concentraciones mas altas de
estradiol que los foliculos subordinados; por lo tanto, un incremento rapido en los niveles
de estradiol es una caracteristica crucial del foliculo dominante (Fortune et al., 2004).

El incremento en las concentraciones de FSH que preceden a la emergencia de la onda
ovulatoria se atribuyen a la declinacion de las concentraciones de sustancias inhibitorias
(estradiol, inhibina, folistatina y otras sustancias) (Fortune, et al., 2004; Donadeu y
Ginther, 2002). Este pico de FSH culmina cuando el foliculo dominante o mas grande
esta alrededor de 5 mm en hembras bovinas y 13 mm en yeguas (Ginther et al., 2003).

El Control endocrino de la maduracion folicular se basa en las células de la granulosa y la
teca. Si los foliculos alcanzan su fase de desarrollo reactivo a las gonadotropinas, las
células de la granulosa presentan receptores para FSH y las células de la teca presentan
receptores para LH. La LH en su segregacion en cantidades basales en la adenihipofisis,
al llegar y unirse a los receptores de las células de la teca estimula la sintesis de
androgenos por mediacion del cAMP. Los andrégenos sintetizados en las células de la
teca a partir del colesterol en donde intervienen las enzimas P450scc (enzima de clivaje
de la cadena lateral de colesterol) y 3B — hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD),
pasan a través de la membrana basal hacia las células de la granulosa en donde sucede
una aromatizacién causada por el citocromo P450 arom (aromatasa) y P450 17 — a
hidroxilasa, de esta manera se convierten los andrégenos en estrégenos, proceso el cual
se presenta por la estimulacién hecha por la FSH la cual cuenta con sus receptores en
dichas células. (Niswender et al.,, 2000). La pérdida del proceso de aromatizacion
descrito, el cual es causado por enzimas especificas marca el inicio de la luteinizacion
(Murphy, 2000).

El nimero cada vez mayor de células de la granulosa provoca la sintesis continuamente
creciente de estrogenos y la secrecion del foliculo en fase de maduracién (Rosales et al.,
2010). Estos estrégenos segregados tienen dos efectos muy importantes a nivel folicular
e hipofisiario. A nivel folicular inducen la invasion de vasos sanguineos (angiogénesis)
por la teca interna; asi este foliculo recibe mas cantidad de sangre que el resto de

foliculos de su oleada de desarrollo (Beg et al, 2002). A nivel de hipdfisis, la
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concentracion creciente de estrégenos junto con el aumento simultaneo de inhibina
(segregada por las células de la granulosa) impide que siga incrementandose la
secrecion de FSH (feed back negativo) (Guinther et al.,, 2003). Esto mejora las
probabilidades de desarrollo del foliculo que llegara a ser dominante frente a los otros
foliculos competidores de la cohorte, y ejerce una dominancia pasiva sobre ellos,
impidiendo que a sus receptores se una la FSH cada vez mas escasa, gracias a su mejor
riego sanguineo y a su numero mucho mayor de receptores (Revisado por Jiménez y
Hernandez, 2000).

El incremento del estradiol esta asociado con un incremento en la expresién de genes
en células de la granulosa para receptores de aromatasa y receptores para FSH y LH
(Garverick et al., 2010).

En la fase final de la maduracién (desarrollo preovulatorio), los estrogenos ejercen un
tercer efecto significativo sobre el foliculo, puesto que se induce la formacién de
receptores de LH en las células de granulosa (Crowe et al., 2001). De esta forma el
foliculo preovulatorio dispondria de los puntos de unién hormonal para reaccionar a la

secrecion de LH que provocara la ovulacion (Murphy, 2000).

El mRNA para receptores de LH en las células de la granulosa ha sido detectado en
foliculos > 8mm, mas no en los foliculos subordinados. Se ha reportado recientemente
gue el mRNA para proteina receptora de LH es cerca de 8 veces mayor en el foliculo
mas grande que en el segundo durante el dia del inicio de la desviacion. Por tanto, la
induccién de receptores de LH en las células de la granulosa es uno de los eventos que

determinan la seleccion de un foliculo dominante (Beg y Ginther, 2006).

La frecuencia alta de los pulsos de LH es necesaria para mantener la dominancia durante
la onda folicular, mientras que una frecuencia reducida pero de mayor amplitud marca la

pérdida de la dominancia (Perera et al., 2005).

La expresion de enzimas esteroidogénicas y de los genes receptores de gonadotropinas
desciende en los foliculos preovulatorios después del pico de LH, esto acompafiado con
descenso en la concentracion de androstenediona y de 17 8 estradiol y con el incremento

en la concentracion de P, en el fluido folicular. Este aumento después del pico
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preovulatorio de LH estaria relacionado con el inicio de la luteinizacion de las células
tecales y de la granulosa o con la reduccidon en la conversion de progestinas a

androgenos (Fike et al., 2004).

Al comienzo el numero de receptores de FSH de una célula de la granulosa son
limitados, de manera que un foliculo en crecimiento solamente puede multiplicar hasta
cierto punto los receptores de FSH de una célula de la granulosa, ya que su
retroalimentacion seria limitada. A medida del crecimiento del foliculo se va aumentando
el nimero de células de la granulosa, lo que le permite aumentar rapidamente el nimero
de receptores de FSH. Puesto que el estrogeno sintetizado tiene un efecto mitdgeno
(estimulante de la mitosis), el destino final del foliculo dependera de si es capaz de
sintetizar estrogenos en cantidad suficiente para aumentar el nUmero de sus células,
aumentando asi indirectamente el nUmero de receptores para FSH. Solamente cuando
es capaz de convertir los andrégenos procedentes de la teca en estrégenos, consigue
mantener un microambiente impregnado de estrogeno. Si no lo consigue sufre una

transformacion andrégena y la consecuente atresia (Murphy, 2000; Hafez, 2000).

1.3.1.2. Factores exégenos

Existen factores que aunque son independientes de la funcién ovarica pueden llegar a
alterar de manera directa su normal funcionamiento. La nutricibn juega un papel
importante en la reproduccién. Se establece que el 80% de las vacas en lactancias
tempranas tienen un balance de energia negativo; pierden peso, disminuyen la

produccion lactea y deprimen la funcién reproductiva (Gwazdauskas et al., 2000).

Las vacas con severo estrés nutricional fallan en la ovulacién del primer foliculo
dominante, posiblemente debido a que la frecuencia en el pulso de LH es reducida para
estimular la suficiente secrecion de estrdgenos por parte del foliculo dominante e inducir
el pico preovulatorio de LH. En novillas de carne se evidencia que la restriccion
nutricional aguda actda tanto a nivel ovarico como del eje hipotalamico — hipofisiario,
disminuyendo la tasa de crecimiento del foliculo dominante que parece estar suprimida

por la declinacién en la concentracién de IGF (Mackey et al., 2000).
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La condicion corporal (CC) es un factor el cual se puede ver afectado ya sea por
condiciones en el periodo posparto, lactancia, estrés caldrico (descenso en ingesta de
alimento), nutricionales, patoldgicas etc. Las vacas que sufren pérdida de CC desde el
parto hasta el servicio tienen los indices de concepcion mas bajos (Wiltbank, 2001). En
relacion con lo anterior, se puede decir que el balance de energia esta directamente
relacionado con la CC y esta a su vez con el nimero de foliculos pequefios presentes en el

ovario, siendo mayor en niumero en vacas con CC entre 3y 5 (Gwazdauskas et al., 2000).

Las vacas que mantienen el peso y la condicién corporal presentan mayor concentracion
de LH basal y gran liberacién de LH inducida por la GnRH comparadas con aquellas con

menor condicion corporal (Mackey et al., 2000).

La leptina una citoquina que recientemente se ha propuesto como modulador del eje
hipotalamico — hipofisiario, es secretada por los adipositos y su concentracion plamatica
se relaciona con pérdida de condicion corporal, evidenciandose que en restriccion
nutricional incrementa la expresion de receptores de leptina en el nicleo hipotalamico
(Amstalden et al., 2000).

Las concentracion de leptina en plasma disminuye durante el balance energético
negativo, puesto que el consumo de nutrientes influye sobre las cantidades de mRNA

para leptina en grasa (Amstalden et al., 2000).

El hipotalamo convierte las sefiales de la leptina en respuestas neuronales sobre el
consumo de alimento. ElI Neuropéptido Y (NPY) el cual es un neurotransmisor que se
encuentra en el nacleo Arquato y que afecta la secrecion de las hormonas hipofisiarias
especialmente la LH, parece ser importante en la regulacion del consumo. La leptina
inhibe las sefiales del NPY afectando en baja el consumo de alimento (Jang et al, 2000).
La administracidon de leptina también estimula la produccién de gonadotropinas en la
hipdfisis por medio de estimulaciéon de GnRH en el hipotadlamo (Zieba et al, 2003). En
rumiantes, la administracion de leptina recombinante ovina en vacas de carne adultas
sometidas a ayuno estimuld la secrecion de LH (Amstalden et al, 2000). En vacas de
leche ovariectomizadas afectd la secrecion de LH en relacion directa con la dosis
aplicada (Zieba et al, 2003).
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Durante la prefiez los niveles de leptina son altos y disminuyen rapidamente luego del
parto. Esta caida es debida a los costos energéticos de la produccién de leche (Block et
al, 2001). El estimulo de la lactancia por si mismo no parece influenciar la disminucién de

las concentraciones de leptina (Zieba et al, 2003).

1.4. Aspectos relacionados al ciclo estral de la vaca

El ciclo estral (CE) se ha definido como el intervalo entre la presentacion de un celo,
estro o calor (receptividad sexual) y la aparicién del siguiente, cuyo rango de duracién
esta entre 17 y 21 dias, dependiendo de factores como la raza entre otros (Revisado por
Grajales y Tovio 2009).

El ciclo estral est4 controlado por la interaccion del eje hipotalamo — hipdfisis — ovario —
Utero, lo cual se enmarca un sistema jerarquico, en cuya cima estaria el hipotalamo, en el

centro la hipéfisis y en la base los ovarios y Utero (Beltmana et al., 2011).

El hipotalamo es una estructura que se encuentra estrechamente unida a la parte inferior
del cerebro. Entre sus neurosecreciones se encuentra la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH), la cual se sintetiza béasicamente en las células que se
encuentran en el ndcleo arqueado, y de alli se secreta al sistema portahiposifisiario. Esta
hormona es un pequefio péptido de 10 aminoacidos (decapéptido), el cual tiene
funciones autécrinas y paracrinas, posee una semivida de apenas 2 a 4 minutos, por lo
que se entiende que el mantenimiento del ciclo estral depende de la secreciéon
permanente de esta hormona. La importancia de la GnRH radica esencialmente en la
estimulacion para la secrecion simultdnea de otras hormonas, la luteinizante (LH) y
foliculoestimulante (FSH) (Cattle et al., 2011).

La secrecion de las moléculas de GnRH de las neuronas del ndcleo arqueado esti
sometida a una regulacién muy fina, influida por la propia GnRH, por las gonadotropinas
segregadas y por las hormonas esteroides del ovario, las cuales siguen un bucle largo de
retroalimentaciéon (long feed - back loop) (Webb et al., 2004). Puesto que las neuronas
productoras de GnRH no tienen receptores para estrogenos, esta sefial hormonal
esteroidea se transformara en un mediador de dopamina, adrenalina y endorfina antes de

ser transmitida a una neurona productora de GnRH (Findlay et al., 2004).



32 Efectos de la aplicacion de eCG (Dia 5 u 8) sobre el desarrollo del cuerpo liteo, nivel de
progesterona y tasa de prefiez en hembras receptoras de embriones bovinos

La GnRH se libera de una manera pulsatil y continua debido a multiples comunicaciones
de retroalimentacion. Esta forma de secrecion impide entre otras que las células diana
del I6bulo anterior de la hipdfisis internalicen sus receptores de la membrana celular lo
gue provocaria que la molécula de GnRH perdiese su actividad. Seguido a su liberacién,
la GnRH pasa hacia los capilares del sistema porta hipofisiario y de alli a las células de la
hipofisis en la porcién anterior (adenohipofisis), en donde se une al receptor de la célula
gonadotrofa ubicado en la membrana celular para producir cambios moleculares (Crowe
et al., 2001).

En la adenohipoisis se producen varios tipos de hormonas, entre la cuales la LH y la FSH
cumplen papel importante en la regulacidbn neuroendocrina del ciclo estral. Su
mecanismo de accién se ejerce a traveés de la union de la hormona a receptores ubicados
en la membrana celular de las células diana y estimulacién del adenilato ciclasa como

segundo mensajero (Canty et al., 2006).

Las gonadotropinas hipofisiarias FSH y LH, reducen su propia sintesis y secrecion
mediante un bucle corto de retroalimentacion (Short feedback loop) que inhibe la
secrecion de la GnRH; y finalmente la GnRH segregada reduce su propia sintesis al

retroalimentar a sus propias neuronas (ultra — short feedback loop) (Webb et al., 2004).

Cuando las moléculas de GnRH alcanzan las células gonadotrofas de la adenohipdfisis,
estas segregan FSH y LH, las cuales se almacenan en forma de granulos en el
citoplasma de la célula gonadotrofa (la sintesis y almacenamiento van variando durante
el ciclo).Tras recibir la sefial de la GnRH a través de los receptores, se transportan hasta
la membrana plasmaética a través de la cual se segregan los granulos, es decir, ademas
de la sintesis también la secrecién de gonadotrofinas esta regulado por el control de la
GnRH; si el suministro de GnRH a la adenohipdfisis es insuficiente, no solamente se

reducira la secrecion, sino también la sintesis de gonadotropinas (Palma, 2008).

La GnRH es capaz de sensibilizar su propia célula diana, y solamente se consigue esta
sensibilizacién de las células de la adenohipdfisis cuando aumenta la concentracion de
estrdgenos en plasma sanguineo; con lo cual se consigue secrecion de grandes

cantidades de LH lo que provoca la ovulacion (Austin et al., 2001).
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En las primeras fases foliculares cuando la concentracién de estrégenos aun es baja, se
almacena y segrega poca cantidad de FSH y LH (retroalimentacién negativa). A medida
gue aumenta la concentracion de estrogenos, la secrecion de FSH y LH aumenta
lentamente asi como su almacenamiento. En esta fase del ciclo, el estr6geno, incluso a
bajas concentraciones, tiene un efecto positivo sobre la sintesis y el almacenamiento de
gonadotropinas. SimultAneamente el efecto negativo de los estr6genos sobre la
secrecion de la FSH y LH impide que las gonadotropinas almacenadas se segreguen

antes de hora (Stocco et al., 2007).

A medida que va avanzando la fase folicular, la mayor concentracion de estrogenos
sensibiliza las células gonadotropas a los pulsos de GhRH que se producen con mayor
intensidad. Cada impulso de GnRH no solamente provoca la secrecion de los granulos
gue en ese momento se encuentran junto a la membrana, también se activa la reserva
intracelular de granulos de gonadotropina para el siguiente pulso. Este proceso también
se apoya con la multiplicacion de los receptores de GnRH, lo cual también es
dependiente de los estrégenos (Webb et al., 2004).

A medida que avanza la maduracién folicular, la concentracion de estrégenos en sangre
aumenta hasta alcanzar un umbral critico que se mantiene durante un periodo también
critico. En este periodo aumenta también la frecuencia y amplitud de GnRH. A cada pulso
gue va llegando se responde con mayor intensidad que el anterior, por que se dispone
de més cantidad de FSH y LH almacenada. Todo el sistema se apoya en el efecto
positivo de los estrogenos sobre la movilizacién de los depédsitos de gonadotropinas y la
sintesis adicional de receptores de GnRH. Por tal motivo se observa la secrecién de

grandes cantidades de LH (Revisado por Grajales y Tovio 2009).

El foliculo en fase de maduracion sigue produciendo estrégenos y adicionalmente
inhibina; estas dos, inhiben la secrecion de FSH (retroalimentacion negativa), por lo que
se observa que durante la secrecion preovulatoria de gonadotropinas se segrega
esencialmente LH (retroalimentacién positiva). De esta forma se puede pensar que el
propio foliculo determina mediante su concentracion de estrogenos si ovula o no (Palma,
2008).
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1.4.1 Implicacion de las hormonas esteroides durante el ciclo estral

No solamente son producidas por las gonadas, las glandulas suprarrenales y la placenta
secretan igualmente esteroides. Estas hormonas se dividen en tres grupos de acuerdo al
namero de atomos de carbono que presentan: andrégenos, estrdgenos y progestagenos;
el ovario puede sintetizar estos tres tipos de hormonas, las cuales poseen un nucleo
basico conocido como anillo ciclopentanoperhidrofenantreno (Stevenson, 2001). Un
esteroide de 18 carbonos tiene actividad de estrégeno, uno de 19 carbonos tiene
actividad de andrégeno (esteroide de 19 carbonos con un hidroxilo o un oxigeno en las
posiciones 3 y 17 y un enlace doble en la posicion 4) y uno de 21 tiene actividad de

progestageno (Knight and Glister, 2003).

En el transcurso de la hormogénesis esteroidea del ovario, el nimero de atomos de
carbono de la estructura del colesterol o de cualquier otra hormona esteroidea puede
reducirse, pero nunca aumentarse. De alli se entiende que todos los estrdgenos ovaricos

se producen a partir de precursores androgénicos (Stocco et al., 2007).

La sintesis de todos los esteroides depende del transporte del colesterol (esteroide de 27
carbonos) a la mitocondria y de la membrana mitocondrial externa a la interna, en donde
el complejo enzimético rompe la cadena del colesterol para separar la cadena lateral
convertida en pregnenolona la cual tiene 20 carbonos, que a su vez se convierte en
andrégenos y en estrégenos (Niswender, 2002).

Bajo condiciones normales la mayoria del colesterol es sintetizado en el higado y
transportado a los tejidos esteroidogénicos (corteza adrenal, foliculo, cuerpo liteo) en
forma de lipoproteinas de alta y baja densidad (HDL y LDL), las cuales son la fuente mas
comun del colesterol utilizado por el CL para la produccién de hormonas esteroides
(Knight and Glister, 2003).

El consumo de lipoproteinas de baja densidad por parte de las células luteales se
presenta bajo el esquema de endocitosis mediada por receptores; el mecanismo por el
cual las células luteales captan lipoproteinas de alta densidad alin no es conocido

claramente (Stocoo et al., 2007).
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El paso limitante en la via esteroidogénica parece ser el transporte de colesterol de la
membrana mitocondrial externa a la interna, este paso también parece ser el principal
sitio de regulacion positivo y negativo de la esteroidogénesis por el sistema de segundos

mensajeros (Stocco et al., 2007).

Se ha propuesto que la proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR),
receptores mitocondriales de benzodiacepina y sus ligandos enddgenos, al parecer son
requeridos para el transporte normal del colesterol desde la membrana mitocondrial
externa a la interna en donde sucede la ruptura de la cadena del colesterol (Niswender et
al., 2000).
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Figura 1. Algunos genes implicados en la sintesis de progesterona, y estradiol
(Tomado de Stocco et al., 2007).

Las vias biosintéticas en todos los 6rganos endocrinos que producen hormonas
esteroides son similares, solamente se diferencian por los sistemas enziméticos que
contienen. El ovario se distingue de las glandulas adrenales en que carece de 21 —
hidroxilasa y 11 — B hidroxilasa; por tal motivo el tejido ovarico normal no puede sintetizar

glucocorticoides ni mineralocorticoides (Niswender, 2002).
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1.4.1.1. Vias implicadas en la sintesis de estrégenos

De todos los esteroides, los estrogenos producidos por los foliculos ovaricos tienen el
rango méas amplio de funciones fisioldgicas. Entre estas se destaca la accion sobre el
sistema nervioso central para inducir signos de celo, la accién en el Utero para aumentar
la amplitud y frecuencia de las contracciones potencializando los efectos de la oxitocina y
la PGF,a y la participacion en el desarrollo caracteres secundarios femeninos y control
de retroalimentacion negativa y positiva en la liberacion de LH y FSH a través del

hipotadlamo (Sartori and Barros 2011).

En el modelo que explica su sintesis se observa que la LH interacciona con su receptor
ubicado en las células de la teca interna productoras de androsteniediona a partir de la
progesterona y ésta a partir del colesterol, fenbmeno en el cual intervienen las enzimas
P450 scc (Enzima de clivaje de la cadena lateral de colesterol — la cual tiene accién
20,22 desmolasa: por lo cual rompe los dobles enlaces y reduce la molécula del
colesterol) y 38 — hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD). La androsteniediona pasa a
través de la membrana basal a las células de la granulosa en donde es aromatizada a
partir de las enzimas P450 arom (Tiene accion aromatasa - interviene en el paso de
andrégenos a estrégenos) y P450 17 — a (Tiene accon 17 -hidroxilasa y 17,20 liasa),
convirtiéndose de esta forma en estradiol. Este estrogeno pasa al liquido folicular y de alli
a la circulacion general para posteriormente llegar a su 6rgano blanco y ejercer mdltiples
efectos (Mollo et al., 2007).

A medida que el foliculo dominante sigue creciendo la FSH ademas de muchos efectos
inducira la sintesis de receptores para la LH en la célula de la granulosa, aumentando
aun mas la produccion de andrégenos que luego son transformados en estrégenos por
parte del foliculo dominante (Rosales y Guzman, 2008; Revisado por Olivera, et al.,
2007).

Los estr6genos son transportados por proteinas de enlace en la circulacion, como la
globulina fijadora de las hormonas sexuales (SHBG), (especificamente 1832 -globulina)
para poder llegar a los 6rganos blanco, entre los cuales se encuentra, el sistema nervioso
central (SNC), la vulva, la vagina, el Utero y el oviducto. En el SNC se estimula la

conducta de celo y en el hipotalamo ejercen un ““feed back™ negativo sobre el control de
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la actividad tonica y positivo sobre la actividad ciclica. En la vulva y vagina se produce un
aumento de flujo sanguineo (hiperemia), congestion y aumento de color, como también
extravasacion de liquido (agua y sales) al espacio extracelular con la consecuente
aparicion de edema. En el Gtero los estrogenos actiian como hormona del crecimiento
produciendo proliferaciéon de las células y glandulas endometriales las cuales aumentan
su secrecion. En el miométrio se observa hipertrofia de la capa muscular circular y
longitudinal y se sensibilizan sus células a la accién de la oxitocina, por lo que se
favorece la contractilidad y conductibilidad de las mismas. En el cérvix se produce
relajacion, aumenta su diametro y aparece abundante secrecibn mucosa, filante y
transparente. En el oviducto se incrementa la actividad del musculo liso y de la secrecion
de un liquido seroso junto con estimulacién de la division celular (Fernandes et al., 2001).
Durante la fase folicular, los estrégenos ejercen efectos de retroalimentacion positiva en
el control de la liberacibn de LH y FSH en la adenohipdfisis, esto ocurre por la
estimulacion ejercida por esta hormona esreroidea en el hipotalamo para la liberacién de
la GnRH. Durante la fase luteal, es decir cuando tenemos un CL funcional y por lo tanto
altos niveles de P4 circulante, se causa inhibicion en la secrecion de GnRH (Stocco, et al.,
2007).

Existen efectos no reproductivos causados por los estrégenos en los cuales se incluye la
estimulacion de la asimilacién del calcio y la osificacion de los huesos, causan
maduracion del cartilago intersticial de los huesos largos e inhiben su crecimiento.
También originan un efecto anabdlico de ganancia de peso y de crecimiento; el posible
mecanismo de accidén de este fendmeno parece estar basado en la estimulacién por los
estrdgenos de la liberacion adicional de hormona de crecimiento a partir de la hip&fisis
(Palma, 2008).

1.4.1.2. Vias implicadas en la sintesis de progesterona

La P4 es el progestageno natural mas importante, el cual es secretado por la placenta,
las glandulas suprarrenales y por las células luteales; estas Ultimas por estimulo de la
actividad luteotrépica de la LH y en menor proporcion por otras hormonas como la GnRH,

la prolactina, GH y la catecolamina (Revisado por Olivera et al. 2007).
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Durante el pico preovulatorio de la LH, las células de la granulosa adquieren la capacidad
de producir progesterona y pierden la capacidad de producir estrogenos debido a la
inhibicibn de la enzima aromatasa P450 arom y P450 17 - a, este febmeno de
diferenciacién celular es conocido como luteinizacién (Rosales y Guzman 2008).

El mecanismo por el cual se estimula la secrecién de P, involucra la union de la LH a su
receptor (receptor con siete segmentos transmembranales — receptores acoplados a
proteina G), con lo cual se activa el sistema adenilato ciclasa, lo que convierte el ATP en
AMP ciclico (AMPc), por lo cual se activa el sistema proteina kinasa A (PKA), con lo cual
se desarrolla la fosforilacion de las enzimas involucradas en la esteroidogénesis como la
colesterol-esterasa, lo que mejora el transporte de colesterol desde el citoplasma a la
membrana mitocondrial externa (el colesterol no pueden difundir libremente en el citosol
y llegar a la mitocondria sin antes unirse a proteinas transportadoras como la proteina
transportadora de esteroles - SCP-2), y de alli a la membrana mitocondrial interna de las
células luteales pequenas (Niswender et al., 2000). En este sitio por accion de la enzima
P450 scc, la adrenodoxina y la adrenodoxina reductasa, ocurre la ruptura de la cadena
lateral del colesterol para producir pregnenolona, la cual es transportada al reticulo
endoplasmético liso que estd asociado a la mitocondria, en donde la 33 -
hidroxiesteroide deshidrogenasa (3B-HSD) participa en la conversion de pregnenolona a
P, (Barros et al., 2009); esta ultima es liberada de la célula mediante un proceso de

difusion (Rosales y Guzman 2008).

Estudios en bovinos han evidenciado que el IGF-1 y la GH incrementan la secrecion de P,
por parte de los tejidos luteales. Referente a ésto se ha encontrado mRNA que codifica
para receptores de GH en el tejido luteal de bovinos. Esta hormona puede tener un
efecto directo en la funcién luteal a través de la unién a su receptor y la activacién de la
enzima tirosina kinasa asociada a membrana (JAK2). Igualmente la GH podria
influenciarla funcién lutea indirectamente por el incremento en la expresion del IGF-I, el
cual estimula la secrecion de P, a través de la modificacion del citoesqueleto y puede
estar involucrado en la prevencion de la muerte celular ayudando a mantener el peso
luteal (Niswender et al., 2000; Schams and Berisha, 2004).

Se ha sugerido que las prostaglandinas | y E (PGI, PGE) se producen en mayores

cantidades durante la fase luteal temprana y podrian jugar un papel importante en el
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desarrollo luteal. Estas prostaglandinas aumentan los niveles de AMPc, el cual activa la

PKA, por lo cual se aumenta la sintesis de P, (Niswender et al., 2000).
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Figura 2. Biosintesis de la Progesterona. (Tomado de Niswender, 2002)

Posterior a su sintesis la P4 es transportada en la sangre por una globulina de enlace de
hormonas sexuales (SHBG), especificamente la globulina fijadora del cortisol (CGB). Su
accion se observa después de que el tejido blanco ha estado expuesto durante cierto
tiempo a la estimulacién de los estrogenos. A nivel de hipotdlamo ejerce un efecto de
“feed back” negativo sobre el control de la actividad tonica de la secrecion de GnRH
(Hafez, 2000). En el endometrio causa aumento de espesor del epitelio (Columnar y
alto) y las glandulas uterinas alcanzan su méaximo desarrollo (largas, enrolladas vy
ramificadas). Las glandulas son activamente secretoras; producen un liquido formado por
proteinas séricas y especificas del utero, glucoproteinas y minerales, los cuales son
esenciales para la nutricion del embrién durante la fase de preadhesion. En el miometrio
inhibe las contracciones permitiendo que se lleve a cabo la gestacion y en el cérvix se
produce la formacién de un tapdn mucoso formado por una sustancia densa, opaca y de
poca cantidad, esto practicamente transforma y convierte al Gtero en una camara de

incubacién (Palma, 2008).



40 Efectos de la aplicacion de eCG (Dia 5 u 8) sobre el desarrollo del cuerpo liteo, nivel de
progesterona y tasa de prefiez en hembras receptoras de embriones bovinos

Resumiendo la accion principal de la P, se sabe que prepara el endometrio para la
implantacion embrionaria y mantenimiento de la prefiez, actia en relacion con los
estrogenos para inducir el comportamiento estral, desarrolla tejido secretor (alveolos) en
la glandula mamaria y en concentraciones mayores a 1ng/ml inhibe el estro y la oleada

ovulatoria de LH (Kayser et al., 2006).

1.4.2. Fases del ciclo estral

- Proestro
Se caracteriza por comenzar con la regresion del cuerpo lateo (CL) del ciclo anterior y
finaliza con los primeros signos que se manifiestan durante el celo. Su rango de duracion

es aproximadamente de 3 dias (Knobil, and Neill, 2006)

Si la vaca no llega a quedar prefiada, hacia los dias 10 y 15 del ciclo estral comienza a
disminuir la produccion de progesterona (P4) y aumenta la produccion de estrégenos (E»)
(producidos por los foliculos en crecimiento), lo que induce a su vez la produccion de
oxitocina (OX) (producida en las células del hipotalamo y del cuerpo liteo (Wilthank,
2001); tal situacién estimula el clivaje de acido araquidénico, el cual se transforma bajo
complejidad de mecanismos en PGF,,, la cual es producida en el epitelio endometrial y
en menor proporcion por el cuerpo luteo (Niswender et al. 1994). Esta hormona es vertida
a la vena uterina, de donde por difusién pasa a la arteria ovarica y por un mecanismo de
contracorriente alcanza al CL, en donde se une a receptores ubicados en las células
luteales grandes y causa aumento del mMRNA que codifica para la prostaglandina
sintetasa — 2 (PGHS - 2), necesaria para la produccion de PGF,a luteal, posiblemente
necesaria para completar el proceso de la luteolisis (La oxitocina luteal y Prostaglandina
uterina estan interrelacionadas mediante un doble “Feed back” positivo el cual permite
desencadenar la luteolisis) (Carvalho etal., 2008). Alli en las células luteales, gracias a
eventos intracelulares (Disminucion en la fluidez de las membranas, disminucién de
antioxidantes, aumento en la formacién de radicales superoxidos y aumento en de la
actividad de la fosfolipasa y enzimas proteoliticas), se presenta la muerte por apoptosis
de las células mediante el desencadenamiento de cascadas de sefalizacion que
involucran hormonas como la prolactina; citoquinas como el Factor de Necrosis Tumoral
alpha (TNFa), el Interfetbin gamma (IFNy) y el Fas ligando (FasL); especies reactivas de

oxigeno (ROS), endotelina-1(ET-1) (Péptido vasoconstrictor de 21 aminoacidos
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producido por las células endoteliales el cual aumenta luego de inyectar PGF2 en el CL
en regresidn y en las venas ovaricas, inhibiendo la secrecién de P, de las células luteales
cultivadas in vitro), la proteina HSP70 de choque térmico y macrofagos, los cuales
podrian estar involucrados en un proceso de fagocitosis (Olexikova et al. 2010;

Rosenkrans et al., 2010).

Hehnke — Vagnoni etal., (1995) propusieron que el factor de necrosis tumoral (TNFa)
interviene en la remocién de desechos y células degeneradas, participando de esta forma
en la ultima fase de la disminucion de la P,. Al ingresar células productoras del TNk
(Leucocitos y macrofagos) en el CL podria explicarse el aumento de TFque ocurre
durante la regresion luteal (Sartorelli et al., 2005).

Girsh et al., (1996), encontraron que la PGF,a. estimula la expresion del mRNA para ET—
1 en cultivo de células endoteliales derivadas de la microvasculatura del CL bovino,
dando base a la hipétesis que la ET — 1 luteal es un mediador promotor luteolitico local

en el proceso de regresion lutea.

Al proceso de luteolisis se ha asociado un aumento en la expresion de la Proteina 1 —
Quimiotactica para Monocitos (MCP — 1) y la infiltracibn de monocitos/macrofagos
(Niemann et al., 2003). Benyo y Pate, (1992) observaron una rapida induccién de mRNA
para el MCP — 1 después de un tratamiento con PGF,a, lo que podria inducir un
reclutamiento de las células inmunes involucradas en la remocién de células no
funcionales durante la regresion del CL. Estas células inmunes secretan citoginas, las
cuales disminuyen la esteroidogenesis de las células luteales y su viabilidad, en
consecuencia se produce una regresion funcional caracterizada por una disminucién de
P, y una regresion estructural determinada por la degradacion de tejido (Sangsritavong
et al., 2002). En el primer caso, el efecto antiesteroidogenico estaria mediado por el
sistema del segundo mensajero de la proteina quinasa C (PQC); en el segundo, el
efecto luteolitico (Perdida de tejido luteal) estaria mediado por el aumento de la

++

concentracion del Ca libre intracelular (En el momento de la regresion luteal se
presenta una rapida disminucién en el peso del cuerpo lateo, en el contenido de ADN y
en el tamafio de las células). (Wiltbank, 2001). Este calcio estimularia endonucleasas que
fragmentan el ADN, mecanismo comun en los procesos de apoptosis e importante en la

regresion del CL en la vaca y en la oveja (Hussein, 2005).
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Se ha sugerido que la LH podria estar participando también en el proceso de luteolisis,
ya que se han detectado sitios de fijacion para esta hormona en el endometrio bovino y
un aumento en la secrecién endometrial y luteal de PGF,a en respuesta a esta hormona
durante el periodo luteolitico (Juengel et al.,, 1993). Igualmente se han detectado
receptores para la LH en la vena uterina los cuales se evidencian por un aumento en la
expresion de la ciclooxigenasa y la produccion de PGF,a y E2 por la vena en respuesta a
la LH (Shams y Berisha, 2004).
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Figura 3. Cascada luteolitica en la vaca (Tomado de Shams and Berisha 2004)

La disminucién de la P, a niveles inferiores a 1 ng./ml., suprimen el “feed back” negativo
sobre la secrecién de gonadotropinas. Consecuentemente se produce un aumento en la
frecuencia pulsatil en los niveles de LH y en menor magnitud de FSH. Por otro lado la
hipdfisis aumenta la respuesta a GnRH. El aumento en la frecuencia pulsatil de las
gonadotropinas durante la fase folicular del ciclo estral estimula el desarrollo de un
foliculo ovérico; a medida que este se desarrolla, se produce un aumento de los niveles
de estradiol que podrian provocar una disminucién de los niveles basales de FSH y un
estimulo en la secrecién de LH. Los niveles de estradiol contindan aumentando y cuando
se alcanza cierto nivel se estimula la receptividad al macho y comienza el periodo de
estro (Thatcher et al., 2002).
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- Estro
Esta etapa involucra todos los cambios que permiten la ovulacion y el comienzo de la

formacion del CL.

Cuando la GnRH es liberada, pasa hacia los capilares del sistema porta hipofisiario y de
alli a las células de la hipofisis en la porcion anterior (adenohipofisis), en donde se une a
receptores ubicados en la membrana celular de las células gonadotrofas para producir
cambios moleculares que contribuyen a la produccién de las hormonas LH y FSH, las
cuales cumplen un papel importante en la regulacién neuroendocrina del ciclo estral.
Estas dos hormonas se almacenan en forma de granulos en el citoplasma de la célula
gonadotrofa y de alli posteriormente se segregan tras seguir recibiendo la sefial de la
GnRH; es decir, ademds de la sintesis también la secrecion de gonadotropinas esta
regulada por el control de la GnRH. Si el suministro de GnRH a la adenohipdfisis es
insuficiente, no solamente se reducird la secrecién, sino también la sintesis de
gonadotropinas, las cuales regulan el desarrollo folicular, con lo cual comienza a

aumentar la concentracion de estrogenos (Shams y Berisha, 2004).

En las primeras fases foliculares cuando la concentracién de estrégenos aun es baja, se
almacena y segrega poca cantidad de FSH y LH (retroalimentacién negativa). A medida
gue aumenta la concentraciéon de estrégenos, la secrecion de FSH y LH aumenta
lentamente asi como su almacenamiento. En esta fase del ciclo, el estrégeno incluso a
bajas concentraciones, tiene un efecto positivo sobre la sintesis y el almacenamiento de
gonadotropinas (Revisado por Grajales, 2011).

Con el aumento gradual de concentracién estrogénica comienzan a aparecer los
primeros signos de celo, estro o calor. Durante esta etapa, los estrégenos en altas
concentraciones provocan un pico de la GnRH y en consecuencia un pico preovulatorio
de LH, este es el resultado del aumento en la frecuencia y amplitud de los pulsos de
dicha hormona (Revisado por Grajales y Tovio, 2009).

La FSH disminuye su secrecidn consecuencia del “feed back” negativo estrogénico y de
la inhibina. Posteriormente del pico de LH, 4 a 12 horas se produce incremento en la
concentracion basal y amplitud de los pulsos de FSH, relacionandose esto con la primera

onda de crecimiento folicular. Luego de 12 a 24 horas de comenzado el celo, el sistema



44 Efectos de la aplicacion de eCG (Dia 5 u 8) sobre el desarrollo del cuerpo liteo, nivel de
progesterona y tasa de prefiez en hembras receptoras de embriones bovinos

nervioso se torna refractario al estradiol y cesan todas las manifestaciones psiquicas del

mismo (Shams y Berisha, 2004).

El estro se caracteriza por la receptividad de la hembra hacia el macho, dejandose
montar por éste y por otras hembras (conducta homosexual). Esta etapa tiene un rango
de duracién de 2 a 24 horas, en donde actua la hormona estradiol, la cual conlleva a que
la vaca presente cambios en el tracto reproductivo y alteraciones de conducta,
destacandose entre estos la inquietud, ansiedad, pérdida de apetito, descarga vaginal de
moco con minima viscosidad formado por filamentos de diferente grosor que forman una
estructura tridimensional en forma de red cuyo olor atrae al macho, la vulva se
edematiza, se produce aumento de tono miometrial en el Utero y el canal cervical sufre
ablandamiento y apertura, lo cual es regulado por la oxitocina y la P,. En referencia a
esto ultimo, Fuchs et al., (1996) comenta que las prostaglandinas E2 y E1 podrian estar

involucradas también en el mecanismo de reblandecimiento cervical.

- Metaestro

El metaestro corresponde al periodo inmediatamente posterior al estro, cuyo promedio de
duracion es de 6 dias. Durante esta etapa ocurre la ovulacion (ruptura de la pared
folicular y salida del ovocito con la finalidad de ser fecundado por el espermatozoide), lo
gue desencadena en la formacion del llamado cuerpo hemorragico, que posteriormente
se convierte en cuerpo liteo y cuerpo liteo funcional, estructura fundamental en muchos
de los procesos reproductivos y en cada etapa fisiolégica, incluyendo la ovulacion, la
duracion del ciclo estral, el reconocimiento de la prefiez y la sobrevivencia embrionaria en
la mayoria de las especies mamiferas (Revisado por Grajales y Tovio, 2009).

El foliculo en fase de maduracion sigue produciendo estrégenos y adicionalmente otra
hormona llamada inhibina, las cuales, suprimen la secreciéon de FSH (retroalimentacion
negativa), por lo que se observa que durante la secrecién preovulatoria de
gonadotropinas se segrega esencialmente LH (retroalimentacion positiva). De esta forma
se podria pensar que el propio foliculo determina mediante su concentracion de

estrogenos si ovula o no (Revisado por Olivera et al., 2007).

El pico preovulatorio de LH es una sefial que causa despolarizacién de la membrana
plasmatica de uno o més de los tipos celulares presentes en el foliculo ovarico maduro. A

medida que el foliculo avanza hacia su ovulacion, se produce una inflamacion mas
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aguda, aumenta la despolarizacion de las células foliculares y se generan potenciales de
accion y cambios en la concentracion de Ca++ citosélico que contribuirian a la actividad

degradativa que disminuyen el espesor de la pared folicular (Carvalho et al., 2008).

Poco antes de la ovulaciéon, durante el pico preovulatorio de la LH, las células de la
granulosa que recubren el foliculo preovulatorio adquieren la capacidad de producir P, a
partir de colesterol y pierden la capacidad de producir estrégenos debido a la inhibicion
de los factores necesarios para tal fin como lo son las enzimas aromatasas (Revisado por
Olivera et al., 2007).

Con la luteinizacion se producen cambios endocrinoldgicos y bioquimicos que permiten
gue las células foliculares se transformen en luteales. La membrana basal, ubicada entre
las células de la granulosa y de la teca interna, pierde su funcionalidad y los capilares
invaden y forman una red en el antro folicular. Las células de la teca se hipertrofian,
hiperplasian y migran hacia el interior de la cavidad folicular, dispersandose entre las

células de la granulosa luteinizadas. (Hafez, 2000).

Las células foliculares sufren una reprogramacion irreversible que las van sometiendo al
proceso de luteinizacion, en el cual dejan de dividirse y comienzan a expresar un nuevo
conjunto de moléculas que le permiten a las células sobrevivir en un ambiente hormonal
nuevo. Por lo tanto, la funcibn de estas células depende de una determinada
combinacién de genes que codifican para proteinas reguladoras y de sefalizacion,

receptores y factores de transcripcién (Stocco et al., 2007).

La ovulacion es un proceso que ocurre de 10 a 20 horas despoés de la terminacion del
celo, y es desencadenado por el pico preovulatorio de la LH, lo que provoca como primer
evento un aumento en el flujo sanguineo en el foliculo ovulatorio, mediado posiblemente
por agentes vasoactivos tales como histamina, quininas, prostaglandinas vy
lipooxigenasas. Posterior a la ovulacién se produce edema en las células de la teca
interna y externa, se disocia el cimulos oophorus, se interrumpe la inhibicién de la

meiosis y se elimina el primer corpusculo polar (Hafez, 2000).

Posterior a la ovulacion, la cavidad antral del foliculo se llena de sangre, por tal razén a la

estructura se le denomina cuerpo hemorragico, de alli se forma el CL a partir de la
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hipertrofia de las células de la granulosa y de la teca que por su cambio morfologico
comienzan a denominarse células luteales grandes y células luteales pequefias,
respectivamente. El 6rgano formado tiene una estructura maciza y puede o no presentar

una cavidad central no luteinizada (Niswender et al, 2000; Rathbone et al., 2001).

Entre dos a tres dias post-ovulacion, el CL desarrolla una intensa angiogénesis
(formacion de vasos sanguineos), lo que lo convierte, proporcionalmente, en uno de los
organos mas vascularizados del organismo (Revisado por Olivera, et al., 2007). La
intensidad de los procesos angiogénicos dentro del CL alcanzan su pico 2 a 3 dias
después de la ovulacion, asi la mayoria de las células esteroidogénicas del CL maduro
estan en contacto con uno o mas capilares sanguineos los cuales se multiplican para dar
soporte al desarrollo de nuevas células luteales, lo cual parece ser potenciado localmente
por la angiotensina Il y por factores de crecimiento que inducen angiogénesis como el
VEGF; FGF y IGF, con lo cual se da soporte a la sintesis de P4 en las células luteales
(Acosta and Miyamoto, 2004; Berisha and Schams, 2005).

Este CL es considerado como una glandula endocrina transitoria, cuyo principal producto
de secrecion es la P,, la cual participa en multiples procesos como el reconocimiento, la
adhesion e implantacién del conceptus, el mantenimiento de la gestacion en sus estadios

tempranos y la regulacion de la dinamica folicular (Revisado por Olivera et al., 2007).

A medida que aumenta el proceso de ovulacion, aumenta la actividad de las enzimas,
activador del plasmin6geno, kalicreinas y colagenasas. Por ultimo se produce la ruptura
del foliculo, lo cual seria dependiente de la activacion de los fibroblastos en el tejido
conectivo de la teca del foliculo maduro. La PGF,a podria estar produciendo
contracciones ovaricas que provocaria la ruptura, el foliculo se contraeria bajo el mismo
efecto de la prostaglandina y asi se liberaria el ovocito (Revisado por Grajales et al,
2011).

La actividad degradativa durante este proceso se caracteriza por un aumento de la
actividad de la colagenasa la cual provendria de los fibroblastos de la teca externa. Es
probable también que eosinéfilos y macréfagos migren por medio de un efecto
guimiotactico hacia el tejido ovarico inflamado y contribuyan con su actividad hidrolitica.

Ademés el aumento en la actividad de sustancias similares a las kalicreinas que ocurre
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en el foliculo ovulatorio contribuiria a la degradacion del tejido conectivo folicular. Las
Kalicreinas generan kalidina y kininas las cuales como se mencioné provocan la
respuesta vascular caracteristica de los tejidos inflamados y estimulan a las colagenasas
latentes. A medida que avanza el proceso de degradacion del tejido conectivo que
separa el foliculo de la superficie ovarica se inicia la formacion del estigma (Area

extremadamente delgada del apice folicular (Hafez, 2000).

Otras sustancias involucradas en el proceso ovulatorio son los acidos grasos derivados
del &cido araquidénico por la via enzimatica de la lipoxigenasa (leucotrienos) o de la
ciclooxigenasa (prostaglandinas). La prostaglandina E2 estimula el activador del
plasminégeno que permite el paso del plasminégeno, ubicado en el fluido folicular y en el
edema extracelular a plasmina. Esta ejerce su efecto sobre la colagenasa latente
transformandola en colagenasa. La PGF,a. provoca ruptura de los lisosomas con la
liberacion de las enzimas contenidas en su interior, las que sumadas a la actividad de las

plasmina, culminan con la formacion del estigma (Acosta and Miyamoto, 2004).

En la regulacion de la sintesis de las prostaglandinas participan la testosterona y la Py,
sintetizadas en las células luteales. Esta uUltima se ha determinado que solo es necesaria
en la primer mitad del proceso ovulatorio (Acosta and Miyamoto, 2004).

Por ultimo se produce la ruptura del foliculo, lo cual seria dependiente de la activacion de
los fibroblastos en el tejido conectivo de la teca del foliculo maduro. La PGF,a podria
estar produciendo contracciones ovaricas que provocarian la ruptura, el foliculo se
contraeria bajo el mismo efecto de la prostaglandina y asi se liberaria el ovocito

(Revisado por Tovio y Grajales, 2009).

- Diestro

Este periodo tiene un rango de duraciébn de 10 a 12 dias. Se caracteriza por la
consolidacion del cuerpo luteo funcional, el cual comienza a producir concentraciones
altas de P4, con la finalidad de provocar cambios cualitativos y cuantitativos en el medio
ambiente uterino, controlando la sintesis y secrecion de proteinas, por lo cual se
mantienen las funciones necesarias para el desarrollo embrionario temprano; esto con la
finalidad de llevar a cabo la implantacion, placentacion, y el exitoso desarrollo fetal
(Rathbone et al., 2001).
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De acuerdo a lo anterior se asume que deficiencias de P, podrian causar que el
endometrio llegue a ser deficiente en cuanto a la nutricion histotrépica la cual es la
primera fuente disponible para el crecimiento, mantenimiento y supervivencia del

conceptus (embrién con todas sus membranas asociadas) (Revisado por Gonella, 2010).

Durante el diestro temprano la P, proveniente del CL recientemente formado estimula la
acumulacion de fosfolipidos en las células del epitelio del lumen endometrial y el epitelio
glandular superficial que pueden liberar acido araquidénico para la posterior sintesis y

secrecion de PGF2a (Spencer et al., 2004,).

Durante la fase luteal media la LH se secreta en menor frecuencia pulséatil y mayor
amplitud comparada con la fase luteal temprana (Castilho et al., 2007). En la regulacién
de su secrecion interviene la P, estradiol y los neuropéptidos opioides, los cuales
combinan sus efectos para suprimir la frecuencia pulsétil de dicha gonadotropina. Esta
hormona interviene en el desarrollo y mantenimiento del CL, y su secrecién pulsatil es
necesaria para mantener los niveles de P, durante los primeros 12 dias del ciclo estral,
(Revisado por Grajales y Tovio, 2009). Posteriormente esa secrecion pulsétil no seria
necesaria y seria regulada por bajas concentraciones de LH o por mecanismos
independientes de dicha hormona (Wiltbank, 2001).

El pico preovulatorio de LH provoca la luteinizacion de las células de la teca y granulosa,
y altera la via esteroidogénica para que la P, sea la principal hormona esteroide

producida por este tipo de células (Niswender et al., 2000).

El mecanismo por el cual la LH estimula la secrecion de P, por parte de las células
luteales pequefias involucra la formacion de AMPc y la activacion de la proteina quinasa
A. En el caso de las células luteales grandes éstas incrementan su tamafio, pero se
mantienen constantes en cantidad; ain no es claro el mecanismo de accion utilizado por
la LH en estas células. Se sabe que estas células expresan mRNA para IGF — | y tienen
receptores para IGF — |. También se conoce que responden al estimulo extremo de IGF

— | con un aumento en la secrecién de P4 (Wiltbank, 2001).
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Se plantea que varios tipos de genes son inducidos debido al pico de LH, los cuales
intervienen en la ovulacion y la induccién hacia la luteinizacién. Entre estos genes se
encuentran los que codifican para receptores de P, (Spencer et al., 2004"), potenciador
vinculante de proteina 3 (C/EBP B), factor de crecimiento de respuesta temprana (Egr-1)
(también conocido como NGFI-A) (Revisado por pefia et al., 2007; Espey et al., 2000),
receptor nuclear 77 (Nur77) (también conocido como NGFI-B) (Park et. al., 2001),
ciclooxigenasa 2 (COX-2) (Lim et al., 1997), P450arom y P450scc. Esta ultima se
mantiene expresada mucho tiempo después del comienzo de la luteinizacién, mientras
que la COX-2 y P450 arom declinan varias horas después del pico de LH (Burkhart et al.,
2010).

De acuerdo a lo anterior se ha sugerido que C/EBP B, da lugar a cuatro isoformas de
proteinas; proteina enriquecida activadora del higado — LAP (de 38 y 34 kDa
respectivamente) y proteina enriguecida inhibidora del higado LIP (21 y 14 kDa
respectivamente), esta Ultima actia como inhibidor de la accion de la LAP, ejerciendo
funcién supresora transcripcional en las células para la expresion de COX-2 y P450
arom; esto sucede solamente durante el proceso de luteinizacién, lo cual sugiere que
este proceso no estd involucrado en el mantenimiento de la funcion latea (Wiltbank,
2001).

La FSH y la Prostaglandina 12 (PGI2) también podrian estar interviniendo de cierta forma
en la sintesis de la P4,. La FSH se uniria a receptores ubicados en el CL y provocaria un
aumento en la secrecion de P,4. La PGI2, por su parte, estimularia a las células luteales
para la sintesis de P, y aumentaria el flujo sanguineo en el ovario con un estimulo

positivo sobre la sintesis y secrecion de dicha hormona (Burkhart et al., 2010).

El cuerpo liteo no solamente sintetiza progesterona, otras hormonas y factores son
producidos por esta estructura ovarica, incluyendo la oxitocina, relaxina, factor de
crecimiento insulinico (IGF) - 1, y prostaglandinas entre otros. (Revisado por Tovio y
Grajales, 2009).

Se ha encontrado que la noradrenalina estimula la secrecion de oxitocina y P, en la mitad

de la fase luteal mediante beta adrenoreceptores ubicados en el CL del bovino,
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especificamente en las células luteales pequefias. No obstante la secrecion de oxitocina

ocurriria por parte de las células luteales grandes (Dos Santos et al., 2009).

Si la vaca llega a quedar prefiada, se presenta hacia el final de la mitad de la fase luteal
del ciclo estral disminucion de los receptores de progesterona (P,4) en el Gtero, por lo cual
comienzan a disminuir la concentracion de esta hormona (regulacibn en baja),
desencadenando los factores necesarios para causar luteolisis (lisis del cuerpo luteo)
(Gabriel et al., 2011). En ese momento el interferén tau (IFN-t) producido por las células
mononucleares del trofoblasto embrionario, desencadena el bloqueo de la expresion de
los factores necesarios para evitar la produccion de estrégenos y oxitocina, impidiendo
de esta forma el desencadenamiento del mecanismo endometrial luteolitico (PGF,,).
Sucedido esto, la vaca entra en un estado de anestro por prefiez, el cual cesara posterior
al parto, con la finalidad de continuar con el desarrollo del ciclo estral con sus etapas
completas (Bilby et al., 2004).

15. Factores relacionados con el desarrollo embrionario

Los factores que comprometen el desarrollo embrionario y el subsiguiente crecimiento
fetal son complejos ya que involucra procesos como la proliferacion celular, el desarrollo
y mantenimiento del CL, las funciones del oviducto y del utero, la implantacion y

vascularizacion del embrion entre otros (Thatcher et al., 2001).

Durante los primeros estadios de division celular desde una célula hasta el blastocisto
temprano alrededor del dia 7 - 8, el embridon se encuentra encerrado en la llamada zona
pelacida, donde sus requerimiento para mantenimiento se basan en el piruvato y
oxalacetato (Araujo et al., 2005). En estas primeras etapas antes de la fertilizacién, se ha
evidenciado la presencia de factores de crecimiento (FC) como el transformador alfa
(TGF-a), el transformador beta (TGF-B) y el derivado de plaguetas (PDGF), lo cual
sugiere que estan involucrados en el proceso de desarrollo temprano del ovocito
(Thatcher et al., 1997).

Entre el tercer y cuarto dia posterior a la fertilizacién (fase de 8 a 16 células), el embrion
migra del oviducto hacia el cuerno uterino en donde la glucosa es utilizada como sustrato

energético (Gomez y Diez 2000). El IGF-I podria estar involucrado en este proceso de
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descenso embrionario, ya que el ARNm que codifica para IGF-I ha sido encontrado en el

oviducto bovino durante esta fase de migracion (Kimura et al., 2008).

A los 5 o0 6 dias de vida embrionaria (fase de 16 a 32 células), se lleva a cabo el proceso
de compactacion celular, formandose contactos que desarrollan uniones firmes entre las
células (Thatcher et al., 2004). En esta etapa el embrién comienza a funcionar como un
organismo llamado mérula, el cual es relativamente independiente del ambiente uterino y
su supervivencia parece depender de su programacion genética. Durante este estadio
se expresan las anormalidades cromosémicas procedentes del padre, lo que podria

desencadenar en mortalidad embrionaria (ME) (Araujo et al., 2005).

El desarrollo de uniones intracelulares estrechas en el estadio de morula durante la
compactaciéon, es seguido de la acumulacién de liquido formando una cavidad central
gue recibe el nombre de blastocele, la cual también acumula liquido proveniente del

metabolismo mitocondrial (Araujo et al., 2005).

La localizacion de la bomba sodio—potasio (Na+/K+) activa en la membrana basal del
trofoblactodermo para transporte ibnico activo, esto establece un gradiente que induce
movimiento de liquido hacia adentro del blastocele, provocando expansién que hace que
las células de la mérula compactada se ubiguen hacia la zona externa o interna de las
vesiculas llenas de liquido, con lo cual se forma una capa celular externa que recibe el
nombre de trofoblasto y una masa celular interna llamada embrioblasto, originAndose de
esta manera el estadio de blastocisto (Pereira et al., 2008); el cual alrededor de los 8 dias
de vida posee aproximadamente 120 células asociadas con la masa celular interna
(embrioblasto) (25%) y el trofoblasto (75%) (Thatcher et al., 2002).

Aproximadamente al 9° o 10° dia de vida (fase de 160 células) el blastocisto eclosiona de
la zona pellcida por combinacion de acciones fisicas y enzimaticas de la vesicula en
expansion (Johnson, 1979). Esta liberacién podria involucrar sintesis de prostaglandinas
por parte del embriébn ya que la P, estaria evitando la expansion y liberacion del
blastocisto (Thatcher et al., 2001). Las enzimas plasmina y tripsina activan al blastocisto
lo cual causa reblandecimiento de su zona matriz permitiendo la expansion y ruptura a lo
largo del plano ecuatorial para la salida de la masa celular (Brayman et al. 2004).

Inmediatamente se establece el primer contacto del embridn y el epitelio uterino materno,
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lo cual desencadena un intercambio de nutrientes y prepara el ambiente para un estado
de preimplantacién embrionaria (Pereira et al., 2008). Tras la liberacién el embridn
comienza a cubrir fisicamente parte del endometrio para poder comenzar a regular la
produccion de PGF,, uterina la cual cumple funciones de lutedlisis (Kaplan, 2002).

El estado de preimplantacion embrionaria “in vivo”, estaria regulado por factores de
crecimiento de origen materno y embrionario, como el TGF-a, TGF-1, PDGF-a, IGF-I,
IGF-Il, TGF-B2, TGF-B3, CSF-1, Interleucina 3 (IL-3) e IL-6; ademas citoquinas como el

factor inhibidor de la leucemia (LIF) (Revisado por Pefia et al., 2007).

La regulacién de la receptividad del Utero a la implantacion del blastocisto, podria estar
ejercida por una glucoproteina transmembranosa denominada Musina 1 (Muc-1), la
cuales expresada en la superficie de gran parte de epitelio del tracto reproductivo
(Brayman et al. 2004). Esta glucoproteina es abundante en la fase no receptiva y se
reduce notablemente o puede estar ausente para el momento de la implantacion, con lo
cual se abre paso a la cascada de adhesion del trofoblasto embrionario, accion regulada
por las integrinas en el lumen del epitelio endometrial, donde se involucran proteinas
como la LGALS15, SPP1 y la fibronectina oncofetal en el caso de ovinos (Johnson et al.,
2003; Brayman et al., 2004).

Como la sintesis epiteliar de Muc-1 esta regulada por la P,, la perdida de receptores
nucleares para esta hormona en el epitelio uterino (dia 8 — 10) reduciria la produccion de
Muc—1 y se abriria un estado receptivo para la adhesion del embrion. Para el dia 10 se
reduce la produccién de la P4 lo que conlleva igualmente a la reduccion de la
concentracion de Muc-1 (Spencer et al., 2007). Esta reduccion permite la interaccion y
contacto entre factores adhesivos como las integrinas y sus receptores, acercando el
embrion a la superficie uterina y formando un tipo de placentacion epiteliocorial (Spencer
et al., 2004%).

Johnson et al., (1999) reportan la expresion de integrinas en rumiantes, las cuales son
secretadas por las glandulas endometriales y detectadas a lo largo de la superficie del
lumen uterino hacia los dias 19 a 21 de prefiez (periodo temprano de adhesién con

puntos visibles entre cartnculas y cotiledones).
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Se sugiere que la avpB3 es una de las méas versatiles integrinas capaz de vincular
proteinas como la fibronectina, fibronectina oncofetal, vitronectina, tenascina, galactina -
15 y osteopontin de la cual se reporta que el epitelio glandular de ovejas prefiadas
expresa su mRNA (Yang y Liu, 2003; Gray et al., 2004; Spencer et al., 2004?).

También se ha observado que la expresion endometrial de esta proteina es regulada por
la P,y no por el IFN-t (Johnson et al., 2000). En vacas se reporta especificamente la

expresion de subunidades de integrinas B1, a3, a6 y avp3 (Spencer et al., 2007).

Otra molécula vinculada a la adhesién embrionaria, es la molécula 1 de adhesién celular
1 (GLYCAM -1), la cual es secretada por el endometrio y ha sido detectada en vacas
prefiadas, encontrado sus maximas concentraciones hacia el dia 15 y 17 de gestacion
(Klisch et al., 2009).

Se ha sugerido que el trofoblasto comienza a adherirse firmemente al lumen del epitelio
endometrial hacia el dia 16, observandose durante esta adhesién del embrion bovino y
ovino el desarrollo de microvellosidades, las cuales son proyectadas hacia el interior de
la luz de las glandulas uterinas (Spencer et al., 2004). Estas vellosidades proporcionan
un anclaje transitorio y una estructura absorbente para el embribn mientras sigue
completandose la implantacion. Posteriormente estas microvellosidades se reducen en
longitud lo que conlleva a un contacto mas cercano entre estas y el epitelio uterino, el
cual termina comprimiéndose hacia la superficie trofoblastica interbloqueandose con las
proyecciones citoplasmicas en la superficie del trofoblasto hasta que sus
microvellosidades vuelven a desarrollarse, de esta forma generando una adhesion

compleja (Spencer et al., 2004,).

Hoffman y Wooding (1993) sugirieron que solamente las células mononucleadas del
trofoblasto embrionario son las que se adhieren al lumen del epitelio endometrial. En
cuanto que las células binucleadas del trofoblasto podrian estar participando de alguna
forma en la formacion del sincitio maternofetal, escencial para la implantacion exitosa y
posterior crecimiento placentomal; en donde se forman paquetes de células trinucleadas.

Igualmente las células binucleadas podrian estar involucradas de alguna manera en la
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sintesis y secrecion de proteinas (lactégeno placentario) y hormonas esteroideas (P,)

entre otras (Spencer et al. 2004,).

Se ha planteado por algunos autores que los mecanismos que intervienen en el
desarrollo embrionario, implantacién y desarrollo placentario son aun complejos, lo que
hace que se desconozca el papel de muchas de las moléculas presentes en el proceso
de la gestacion. Las proteinas asociadas a la gestacion (PAGs) son, junto con moléculas
conocidas como el lactdgeno placentario y el IFN-t, producto de las células trofoblasticas
(mononucleadas y binucleadas) del embrién y tejido placentario de mamiferos ungulados
(Klisch et al., 2009)

Varios estudios han revelado la expresion de ARNm en la placenta de rumiantes la
existencia de multitud de genes de PAG. La elevada homologia que caracteriza estas
moléculas dificulta la purificacion y aislamiento de formas simples, por lo que sélo se ha
conseguido analizar la secuencia de un numero muy reducido de PAGs (Wooding, 2005).
Hacia el dia 42 después de la fertilizacién termina el periodo embrionario al completarse
el periodo de diferenciacion, evidenciandose el feto en el cual la mayoria de los tejidos,

sistemas y organos se encuentran ya formados (Hafez, 2000).

1.6.Aspectos relacionados con el reconocimiento

materno de la prefiez

El RMP se define como el periodo critico en el cual el conceptus da sefales de su
presencia a la madre (Spencer et al., 2004,). Este reconocimiento requiere que el
conceptus se transforme de esférico hacia una forma elongada para generar una mayor
superficie de contacto con el epitelio uterino, con la finalidad de desencadenar la
produccién del factor antiluteolitico IFN-t; produccién regida entre otros por el estado de
desarrollo embrionario (Binelli et al., 2001). Este interferon es producido en las células
mononucleares del trofoblasto embrionario entre los dias 10 y 25, con produccién
méxima alrededor de los dias 14 y 19 de gestacion, tiempo en el cual el embrion se

encuentra en estado de precontacto (Fleming et al., 2001, Dailey et al., 2002).

La sintesis y secrecion de IFN-t se relaciona con la presencia en el fluido luminal uterino

del FC IGF- 1y IGF-II. La presencia de un solo FC no afectaria la presencia de interferén,
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sin embargo ambos factores podrian aumentar significativamente su secrecion, lo que
podria indicar un papel importante para los FC similares a la insulina en el RMP. EIl IFN-t
comienza a establecer efecto antiluteolitico a nivel de la region intercaruncular, en donde
las células responden mas a concentraciones de Oxitocina (OT) (Roberts, 1999). La
expresion génica de IFN-t se ha detectado en la region de contacto de la implantacién
celular, entre las células mononucleadas del trofoblasto embrionario y las células epitelio
del lumen endometrial (Spencer et al., 2007).

De acuerdo a la clasificacion de la Sociedad Internacional de Interferones, éstos son
glucoproteinas sintetizadas durante la respuesta inmunitaria asi como bajo influencia de
multiples estimulos antigénicos o mitbgenos; igualmente poseen propiedades antiviricas

y antiproliferativas (Rodriguez, 2001).

El IFN-t se clasifica como una proteina acida con peso molecular de 19 kDa y cuenta con
172 aminoacidos. Es el primer interferdn clasificado en la familia tipo | cuyas propiedades
no solamente son antiviricas y es expresado por una familia de genes que esta
restringida a especies de rumiantes como vacas, ovejas y cabras (Bilby et al., 2004;
Roberts, 2007).

Durante la fase latea la P, tiene una doble funcién en la regulacion de la expresion de
receptores para la OT en el Utero, induciendo la presencia de altos niveles de receptores
para P, en el endometrio (modulacion en alta), con lo cual se inhibe la expresion de los
receptores para estrogenos (RE) y para oxitocina (ROT), fendmeno que se conoce como
el "bloqueo de la P;" (Roberts, 1999). No obstante, la misma P, comienza a ejercer
gradualmente una regulacion para la disminucion de la expresion de sus propios
receptores (modulacién baja) en el epitelio luminal, perdiendo asi su habilidad para
suprimir la expresion endometrial de los RE y ROT, por lo cual en el caso de existir
prefiez el embrion debe extender el "bloqueo de la P,", previniendo asi la produccion
pulsétil de PGF,, mediante la secrecion de IFN-t (factor luteotrépico) (Klisch et al., 2009).
Este efecto antiluteolitico del IFN-t, resulta en el mantenimiento estructural y funcional
del CL, por lo tanto se asegura la secrecién de P, que es esencial para mantener un
ambiente uterino que soporte los acontecimientos criticos para el desarrollo exitoso del

conceptus (Bilby et al., 2004).
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1.6.1.Sefal luteotropica

La formacion del CL activa la sintesis y secrecion de P, por parte de esta glandula
endocrina transitoria, con ello se incrementan sus receptores en el Gtero hacia los
primeros dias del diestro (regulacion en alta), lo que desencadena el bloqueo de la
expresion del gen para RE, asi mismo se previene que los estrégenos incrementen la

expresion de genes para ROT (Rodriguez, 2001; Olivera, 2006).

Hacia el final de la mitad de la fase Iuteal del CE los receptores de P, en el Utero
comienzan a disminuir (regulacion en baja), desencadenando un incremento en la
expresion de RE y ROT, con lo cual se desencadenan los factores necesarios para
causar luteolisis, evidencidndose un nuevo ciclo estral en el caso de no existir prefiez
(Olivera, 2006).

El IFN-t producido por las células mononucleares del trofoblasto embrionario, actia de
forma paracrina ligandose a sus receptores en las células endometriales, lo que
desencadena el bloqueo de la expresion de ARNm que codifica para la expresion del gen
de receptores alfa de E2 (RE) y la expresion del gen para ROT, impidiendo de esta forma
el desencadenamiento del mecanismo endometrial luteolitico. Sin embargo el interferén

no inhibe la produccion basal de la PGF,, (Igwebuike, 2006; Green et al., 2010).

Algunos autores sugieren que al ligarse el IFN-t a su receptor de membrana, induce la
via de transcripciéon citoplasmatica (StAR), proteina que fosforilada forma un complejo
gue migra al ndcleo, alli se une a la regién reguladora de los genes inductores del
interfer6n que podrian estar bloqueando uno o mas pasos de la via de sintesis de la
prostaglandina (Spicer et al.,, 2011). Igualmente se ha propuesto que el IFN-t también
ejerce un efecto antiluteolitico incrementando los niveles de &cido linoléico, el cual inhibe
por competencia de cox 2 al acido araquidénico, con lo cual la sintesis de PGF,, se ve
afectada (Rodriguez, 2001).

En el mecanismo antiluteolitico se sugiere que participan ademas del IFN-t la
prostaglandina E, la cual ejerceria proteccion del CL, el factor activador de las plaguetas
(FAP), este ultimo posiblemente en sinergismo con el interferén y quizas otras proteinas

de origen trofoblastico entre otros (Campanile et al., 2007).
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Basicamente el RMP estéa regulado por la capacidad del endometrio en responder a las
sefiales generadas por el embrién, lo que desencadena el bloqueo en la produccién de
PGF,,. Este bloqueo depende basicamente de la elongacion del conceptus el cual debe
cubrir una adecuada cantidad de puntos de cuerno uterino para comenzar a generar la
sintesis de IFN-t (Campanile et al., 2007). Teniendo en cuenta lo anterior se ha
evidenciado que el conceptus bovino varia de tamafio que va de 15 a 250 mm. para el
dia 17, con lo cual se resalta la importancia del desarrollo embrionario que es regulado

en gran parte por interacciones guiadas por la P, (Binelli et al., 2001).

1.6.2.Senal luteolitica

La vaca ovula espontaneamente, lo cual es dependiente del ciclo estral que es repetitivo
de acuerdo a su duracion hasta el establecimiento de la prefiez (Hafez, 2000). Por tal
razén se podria decir que el ciclo estral es dependiente de la accion del endometrio
(epitelio luminal y glandular superficial), si se tiene en cuenta que este es la fuente del
factor antiluteal (PGF,,) cuando la vaca no se encuentra prefiada o cuando no se

reconoce su prefiez (Barnea et al., 2000).

Durante el diestro temprano, la sintesis de P, producida por el CL recién formado
comienza a disponer el Utero para el establecimiento de la prefiez, pero igualmente activa
mecanismos determinantes para la produccion endometrial del factor luteolitico
(Rodriguez, 2001).

Hacia los dias 10 y 15 del ciclo estral, cuando comienza a disminuir el nimero de
receptores de P, en el Gtero (modulacién baja), comienzan a aumentar los RE
endometriales los cuales inducen la expresion de ROT (Johnson et al., 2000). Los E,
provienen de los foliculos en crecimiento y estimulan el aumento de sus receptores alfa.
La OT proviene de las células luteales grandes; igualmente es producida en el

hipotalamo y almacenada en la neurohipdfisis (Spencer et al., 2004,).

La alta concentracion de OX igualmente comienza a provocar la pérdida de sensibilidad
del endometrio, por lo cual luego de un lapso de tiempo se deja de secretar PGF2a. El
intervalo entre pulsos de PGF2a est determinado por la pérdida de la sensibilidad del

endometrio a la OX, y por el tiempo en que tarda en recuperarla. Asi, el mecanismo de



58 Efectos de la aplicacion de eCG (Dia 5 u 8) sobre el desarrollo del cuerpo liteo, nivel de
progesterona y tasa de prefiez en hembras receptoras de embriones bovinos

retroalimentacion positiva se interrumpe y vuelve a establecerse hasta que pasan 6
horas, tiempo suficiente para que el endometrio recupere la sensibilidad a la OX; por tal
motivo los pulsos de PGF2a se presentan con un intervalo de 6 a 8 horas (Thatcher et
al., 2002).

En la célula endometrial la union de la OT con su receptor estimula el clivaje de &cido
araquidénico a partir de la fosfolipasa C (PLC), la cual activa la fosfolipasa A2 (PLA,)
(localizadas en la membrana plasmatica) (Roberts et al., 1999). Intervienen para este fin
mensajeros como el inositol trifosfato (IPs) y el diacylglicerol (DAG) (sistema de segundo
mensajero fosfatidil — inositol — diacilglicerol — proteina kinasa C) (Rodriguez, 2001). El
IP; estimula la liberacién de Ca ., de las reservas intracelulares (Thatcher et al., 2002). El
DAG activa la proteina Kinasa C (PKC) la cual estimula a la PLA; en presencia de Ca .,
para que posteriormente se induzca la liberacion de acido araquidonico de los depdsitos
fosfolipidicos en el epitelio endometrial (la P, en etapas tempranas de CE induce

incremento en las reservas de fosfolipidos (Thatcher et al., 2002).

La transformacion del acido araquidonico en PGF,,, es regulada por la isoforma
ciclooxigenaxa 2 (COX 2) de la prostaglandina sintetasa, enzima identificada en el
epitelio luminal de vacas prefiadas, la cual limita la sintesis de las prostaglandinas
(Hassan et al.,, 2007). La actividad de esta enzima se incrementa durante el diestro
temprano por accion de la P4 la cual es inducida por el estradiol, factores de crecimiento
e interleuquinas (Rodriguez, 2001; Pefia et al., 2007). La concentracion de COX 2 se
reduce cuando el IFN-t comienza a ser secretado por parte de las células del trofoblasto
embrionario (Thatcher et al., 2002).

La ciclooxigenasa (Prostaglandina G/H sintetasa) cataliza el paso limitante en la
biosintesis de prostaglandinas, que es la conversibn del &cido araquidénico a
prostaglandina H2 (PGH,), la cual es convertida rapidamente a PGF,, gracias a la
prostaglandina F sintetasa entre otras (Niswender et al., 2000).

Al final de cada ciclo estral hacia el dia 16 - 17 el CL sufre lutedlisis (inhibicion de la
esteroidogénesis - induccion de la apoptosis) por la accion de la PGF,,, la cual es

producida en el epitelio endometrial y en menor proporcién por el CL, esta es vertida a la
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vena uterina, de donde por difusién pasa a la arteria ovarica y por contracorriente alcanza
al CL (Esto permite a la PGF2a viajar a la arteria ovarica sin entrar a la circulacion
pulmonar, en donde podria ser enzimaticamente inactivada en los pulmones), en donde
se une a receptores ubicados en las células luteales (Niswender et al., 2000). Alli por
eventos intracelulares se presenta la muerte de las células por apoptosis mediante el
desencadenamiento de cascadas de sefializacion que involucran hormonas como la
prolactina; citoquinas como el Factor de Necrosis Tumoral alpha (TNFa), el Intérier
gamma (IFNy) y el Fas ligando (FasL); especies reactivas de oxgeno (ROS), endotelina -
1(E1) y la proteina HSP70 de choque térmico, entre otros (Nakamura y Sakamoto, 2001;
Roberts, 2007).

La endotelina -1 se ha identificado como posible mediadora de los efectos de la PGF2a
en el flujo sanguineo luteal. La PGF2stimula a lasétulas endoteliales del CL a
producir endotelina — 1 in vitro e in vivo. Esta endotelina posee actividad vasoconstrictora
e inhibe la actividad esteroidogénica de las células luteales (Niswender et al., 2000).

El proceso apoptotico parece estar mediado por el ARNm para FAS y FalsL, a través de
la activacion de la caspasa-3 (Pru et al., 2002). El receptor de FasL es un dimero proteico
con un solo segmento transmembranal que en su porcién intracitoplasmética tiene un
dominio de unién de muerte celular, al cual se une la proteina FADD, que a la vez tiene
un dominio efector de muerte, que es el sitio de union de la procaspasa — 8 para formar
el complejo sefalizador para la induccién de muerte. Las procaspasas — 8 reclutadas, se

clivan para activarse en caspasa — 8 (Rueda et al., 2000)

La luteolisis ha sido planteada en dos pasos: Luteolisis funcional, que consiste en la
pérdida de la capacidad de sintetizar P4, y luteolisis estructural, que es la involucion del
CL acompafiada de la pérdida en la integridad de sus células (Pretheeban et al., 2010).

Se sugiere que para que se produzca lutedlisis, el CL debe ser expuesto
aproximadamente de 5 a 8 pulsos de PGF,, con intervalos de 6 a 8 horas (Mann and
Lamming 2006,). Esta pulsatilidad ocurre en respuesta a la unién de la OT con su
receptor en las células del endometrio uterino (Rodriguez, 2001). Igualmente se plantea
gue el CL debe alcanzar cierto grado de madurez caracterizado por una amplia
vascularizacion y por la produccion de P, que lleva a niveles por encima de 1 ng/ml., esto

ocurre aproximadamente hacia el dia 5 del ciclo estral (Revisado por Olivera et al., 2007).
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1.7. Control del ciclo estral en programas de transplante

embrionario

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 utilizacién de hormonas
exdgenas que ejercen un directo control sobre el ciclo. Estos procedimientos estan
influenciados principalmente por la accion de la prostaglandina ERe produce la

regresion de una manera precoz del cuerpo liteo y por la accion de la progestagenos los

gue actian en la hembra simulando un cuerpo lateo (Palma, 2008).

La prostaglandina F2a es uno de los mtodos 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 F2x entre los dias
6 y 16 inducira la regresion de cuerpo lateo lo que permitira la finalizacién de la fase
luteal, dando paso al inicio otro ciclo. Al efectuar una aplicacién de prostaglandina &2
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 (Gomez, 2005), se permitira que todas las vacas tengan una fase latea presente
en el momento de la segunda aplicacién por lo que se logra la sincronizacién completa
del ciclo estral, realizando la deteccion del celo 5 dias después de la segunda aplicacién.
Sin embargo la accién de prostaglandina d&c2e ve limitada por que solo (&cten
animales que se encuentren ciclando y que presenten un cuerpo lateo 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
gue no se necesita que el animal presente un cuerpo liteo funcional. Al encontrarse
niveles de P, exdgena en el sistema del animal va a generarse un bloqueo hormonal,
debido a que éste simula la presencia de un cuerpo liteo; pero es importante contar con

un sistema en el que los niveles de P, permanezcan por un espacio de tiempo
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determinado en el cuerpo del animal, como pueden ser implantes subcutaneos,
dispositivos intravaginales, esponjas, entre otros (Barreto and MacManus, 2002; Gomez,
2005).

Las nuevas aplicaciones de tratamientos hormonales muestran que la interaccién de
hormonas generan mejores resultados en el control del ciclo estral (sincronizacién de
celos). Asi se encuentra que existen varios protocolos como el Ovsynch en el que se
aplica GnRH + prostaglandina F2a + GnRH para déspde 16 a 24 horas post -
aplicacion de la segunda dosis de GnRH proceder a Inseminar a tiempo fijo (Gouveira,
2004; B6 y Cutaia, 2005). Al hacerse comparaciones entre el método Ovsynch y una
inseminacion artificial a celo detectado, Stevenson (1999), encontrdé 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 presentdé un 26% de efectividad. En
1997, Pursley encontr6 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 presenté
un porcentaje de prefiez del 36%. En 2000, De la Sota encontré diferencias significativas
(P<0.05) ya que el porcentaje de prefiez con el método Ovsynch fue del 14% mientras
gue 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 presentdé un porcentaje de prefiez del 40% (Colazo et al, 1996). De esta
manera se evidencia un aumento en el porcentaje de prefiez 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.

Para la aplicacion de las técnicas de sincronizacion del estro también se encuentran
protocolos en los que se emplean dispositivos de liberacion lenta de P,. 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 aplicacién 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
(B6 et al., 2002).
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El dispositivo de liberacion lenta de P, 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 (Sartori, 2002; Mufeed et al., 2008). Al
aplicar el dispositivo de liberacion de P, junto con una dosis de estradiol se genera una
retroalimentacion negativa para la liberacién de GnRH actuando a nivel de 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
hipofisis liberando FSH y LH, permitiendo que se inicie una nueva onda de crecimiento
folicular (BO et al., 1995; B0 et al., 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 et al., 1995; B6 et al., 1996). El
dia 7 contado desde el inicio del protocolo de sincronizacion se retira el dispositivo y se
realiza una aplicacion de prostaglandina F2a (para inducir luteolisis); el id 8 se aplica
Benzoato de Estradiol (para sincronizar el momento de la ovulacién) y treinta horas
después proceder a Inseminar a tiempo fijo (Barreto and MacManus, 2002; Barret et al.,
2006), ya que la mayoria de los animales ovulan 66 horas después de retirado el
implante de liberacion lenta de P, (Acosta, 2004). La variabilidad de resultados obtenidos
mediante las diferentes técnicas de 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 P, y de la aplicacion de la prostaglandina (B6 et al., 1991; Kastelic
et al., 1996; Colazo et al., 1996).

Las ventajas del tratamiento para la sincronizacion del celo por medio de la asociacion
del dispositivo de liberacion lenta de P,, estradiol, prostaglandina y GnRH, se evidencia
por medio de trabajos realizados por B6 et al., (1995), en el que a un grupo de hembras
bovinas, n=34, se les sincronizo6 el estro con el tratamiento descrito anteriormente, el cual
fue comparado contra una sincronizacién 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 P,, estradiol, PGF2a, GnRH presentaron una ovulacbn

efectiva 72 a 84 horas después del tratamiento y un 40% de las hembras sincronizadas
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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 comparé contra una
sincronizacion que consistia en una inyeccion aplicada el dia cero de GnRH, una
inyeccion de PGF@ el th 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 liberaciéon lenta de P,
generd un 64% de prefiez mientras que el otro tratamiento resultd en un 44% de prefiez;
otra ventaja de la utilizacibn de este tratamiento es la posibilidad de efectuar una
inseminacion artificial a tiempo fijjo (IATF). En otra fase del mismo estudio se
sincronizaron 3145 vacas para comparar el uso del tratamiento del dispositivo de
liberacion lenta de P, 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 aplicd 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 et al.,
1996).

La alternativa mas efectiva para realizar un efectivo control del ciclo estral y de la
ovulacién resulté ser el tratamiento con el CIDR-B mas 17-Beta estradiol, prostaglandina
F2a y una aplicacbn de GnRH. Se present6 un porcentaje de prefiez del 77%. Este fue
enfrentado contra la aplicacion del CIDR-B mas una aplicacion de GnRH, el cual
presenté un porcentaje de prefiez del 42% (P<0.05%). Por este motivo actualmente se
presentan Optimos resultados en el control del ciclo estral mediante aplicacion de estas
terapias hormonales en las hembras bovinas tratadas con estos dispositivos de liberacion
de P, (Baruselli et al., 2001, ,, Sakase et al., 2006;), inclusive en el tropico alto
colombiano, se confirman estos resultados haciendo las comparaciones entre estos

métodos de control del ciclo estral (Celemin y Cifuentes, 2003).
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1.7.1 Estrategias antiluteoliticas en programas de transplante

embrionario en bovinos

La naturaleza critica alrededor del periodo de reconocimiento, aposicion y adhesién del
embrién al endometrio uterino durante la implantacion, determina la necesidad de un
estricto sincronismo entre el embridon trasplantado y su receptora, enfatizando la
importancia tanto del medio uterino como de las sefiales del conceptus que dan lugar al
RMP (Revisado por Tovio et al., 2008), sefiales que deben ser emitidas en el momento y
concentracion precisa, de tal manera que se garantice el mantenimiento de la estructura
y funcionalidad del CL, que genere una continua produccién de P, para el mantenimiento
del ambiente embriotroéfico que apoye el normal desarrollo del conceptus (Binelli et al.,
2001; Mann and Lamming, 2001).

La hembra debe ajustar sus propiedades fisiolégicas dependiendo de si estd o no
prefiada, si lo esta, debe generarse un bloqueo efectivo antiluteolitico el cual depende de
la habilidad del conceptus en enviar sefales para que el endometrio uterino responda a

ese bloqueo en la produccion de PGF,a (Thatcher et al., 2002).

La comunicacién entre el conceptus y el (tero, no siempre tiene éxito, lo que
desencadena grandes pérdidas embrionarias (Binelli et al., 2001). Por eso mismo se
plantean estrategias que buscan minimizar el efecto luteolitico el cual desencadena la
pérdida temprana del embridn, acontecimiento mas faciimente evidenciado en los
programas de transplante embrionario, ya que con éstos se asegura la presencia del
embrion vivo desde el dia 6 a 8 momento en el cual este es trasplantado (Baruselli et al.,
2005).

La relacién entre el porcentaje de prefiez y la concentracion plasmética de P, de acuerdo
al tamarfio del CL en receptoras de embriones bovinos, ha sido objeto de controversia en
varios estudios realizados. Algunos investigadores han verificado la correlaciéon positiva
entre estas variables, encontrando que a mayor area del CL mayor es la concentracion
de P, plasmatica, y consecuentemente mayor es la tasa de prefiez (Kastelic et al., 1990;
Vasconcelos et al., 2001; B6 et al., 2002; Thatcher et al., 2002; Mantovani et al., 2002;
Baruselli et al., 2005; Lopes et al., 2007). Con estos resultados se podria evidenciar que

los incrementos en la concentracion de P, durante el "periodo critico" estimula la
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secrecidbn de los agentes antiluteoliticos con lo cual se hace eficiente el RMP

(Vasconcelos et al., 2001).

Contrariamente autores como Spell et al. (2001), no han encontrado correlacion entre las
variables tamafio del CL, concentracion de P, plasmatica y porcentaje de prefiez en

hembras receptoras con embrion transplantado.

En varios estudios realizados el aumento en concentraciones plasmaticas de P, durante
el diestro ha sido correlacionado positivamente con la capacidad del embridn en secretar
IFN-t, provocando asi aumento en las tasas de prefiez (Thatcher et al., 2002; Mann et
al., 2006y), pero en otros reportes no se ha observado esta relacion y efecto (Moreira et
al., 2004).

Kerbler et al. (1997), encontraron una correlacion positiva entre la concentracién de P,
plasmatica y la sintesis de IFN-t producido por embriones de 18 dias de edad, en donde
se hall6 la concentracién de interferon utlizando una prueba antiviral con virus de
estomatitis vesicular. Segun estos resultados se podria sugerir que a mayor
concentracion de P, plasmatica en hembras prefiadas mejor sera el ambiente uterino
para el conceptus en vias de desarrollo (Revisado por Gonella, 2010). Esto se entiende si
se tiene en cuenta que la P4, es la precursora de los diferentes componentes que
conforman este ambiente. Cualquier variacion en la concentracion de P, es determinante
en la modulacién de la expresion y secrecion de factores de crecimiento, citoquinas y
proteinas, que condicionan el medio uterino para los procesos de receptividad
endometrial y de viabilidad embrionaria (Mann et al., 2006; Pinheiro et al. 2009; Beltman
et al., 2009).

De acuerdo a lo anterior se podria sugerir que al brindar fuentes directas o indirectas de
P, a hembras durante los primeros dias de prefiez el porcentaje de pérdidas
embrionarias disminuye, ya que se mejora el ambiente uterino en donde el conceptus
tendra un desarrollo adecuado evidenciando mejor sintesis y secrecion de IFN-t, pues
esta secrecion esta influenciada por el estado de desarrollo embrionario (Walker et al.,
2009).
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Con la finalidad aumentar la tasa de prefiez se han utilizado tratamientos hormonales en
hembras receptoras de embriones bovinos, utilizado Gonadotropina Corionica Equina
(eCG) en protocolos de transplante de embriones a tiempo fijo (TETF) (Santos et al.,
2001; Rodrigues et al., 2004; Baruselli et al., 2005; Fuentes y De La fuente 2007).

La eCG (antes conocida como Gonadotropina Sérica de Yegua Prefiada PMSG) es una
hormona glicoproteica con peso molecular de 45 kDa. y promedio de vida de 3 dias,
producida por los célices endometriales en la yegua prefiada entre los dias 40 a 130
(Bousfield y Butnev, 2001). Se compone de dos subunidades a-y B (la subunidad a est
codificada por un gen comun en todas las glicoproteinas, mientras que estas hormonas
difieren en el gen que codifica para subunidad B-, la cual confiere la especificidad
hormonal) (Pinheiro et al. 2009; Small et al., 2009).

Esta hormona se vincula a los receptores foliculares de FSH y de LH, y a los receptores
de LH del CL, creando de esta forma condiciones de crecimiento folicular, ovulacién y
luteinizacién (Baruselli et al., 2003; Rezende et al., 2006); Pero su accién predominante
es de FSH, lo que daria a lugar a la formacion de cuerpos liteos accesorios

caracteristicos de la yegua gestante (Bousfield y Butnev, 2001).

La aplicacion de eCG en el momento esperado de una nueva onda de crecimiento
folicular, ha demostrado eficiencia en cuanto a superovulaciéon y/o desarrollo de un
foliculo dominante de mayor diametro, determinando de esta forma un mayor nimero de
cuerpos luteos o un CL grande (Baruselli et al., 2005). Esto va acompafiado de mayores
concentraciones plasmaticas de P, y mejores tasas de aprovechamiento, concepcion y
de prefiez frente a tratamientos sin aplicacion de esta hormona (Tribulo et el.,, 2002;
Everton and Baruselli, 2003; Madureira et al., 2004; Baruselli et al., 2005).

Investigaciones realizadas por Melanie et al. (2004), no reportaron diferencia entre la
concentracion plasmatica de P,y la cantidad de cuerpos lateos presentes en hembras
prefiadas, por el contrario encontraron mayor pérdida de prefieces en las hembras con
doble ovulacién, lo que sugiere que demasiada P, plasmética podria estar alterando el
balance hormonal uterino perjudicando el ambiente embriotréfico para el embriéon en

desarrollo.
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Nasser et al, (2004), han verificado que con la aplicacion de eCG el dia 8 de
sincronizacién, determina apenas un 2% de doble ovulacién en receptoras de embriones,
pero evidenciaron que con la aplicacion de esta hormona se consiguen cuerpos liteos
Unicos de mayor tamafio, incrementando asi la tasa de prefiez. Igualmente Quezada y
Ortiz (2007), encontraron que con la aplicaciéon de la eCG el dia 8 se mejora la tasa de
aprovechamiento, sin embargo no encontraron que esta hormona mejore el area del CL.
En un estudio realizado por Mamani et al. (2007) de acuerdo a la dosificacién de la eCG,
no se reporta diferencia de la tasa de aprovechamiento y tasa de prefiez con la utilizacion
de diferentes dosis de eCG (200, 300 y 400 Ul) en hembras receptoras cruzadas Bos

Indicus X Bos Taurus.

Se han realizado estudios utilizando eCG en donde se ha observado el incremento en las
tasas de prefiez en programas de inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) (Baruselli et
al., 2003; Bo, 2003; Sousa et al., 2009; Filho et al., 2010).

Con la finalidad de incrementar la P4 plasmética en bufalas y vacas, se han utilizado
tratamientos con GnRH, LH, hCG (esta ultima producida en el sincitio trofoblasto de las
mujeres embarazadas) Y dispositivos de liberacién lenta de P, aplicados el dia 7 del ciclo

estral (Campanile et al., 2007).

La hCG se ha aplicado en tratamientos de sincronizacién el dia 6, obteniéndose tasas de
prefiez mas altas frente a grupos sin la aplicacién de esta hormona. Estos resultados
igualmente sugieren que la hCG, la cual tiene acciéon LH, dependiendo del dia de su
aplicacion induce la ovulacién y la formacion de cuerpos lateos accesorios, los cuales
incrementan la concentracion de P, plasmatica y la tasa de prefiez en hembras

receptoras de embriones bovinos (Baruselli et al., 2003).
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2. Efectos de la aplicacion de eCG (Dia 5 u 8)
sobre el desarrollo del cuerpo luteo, nivel
de progesterona y tasa de prefiez en
hembras receptoras de embriones bovinos

Resumen

Se evalla el efecto de la aplicacion al dia 5 u 8, de 400Ul de Gonadotropina Coriénica
Equina (eCG), en un protocolo de sincronizacion para transferencia de embriones, sobre
desarrollo folicular (dia 9), desarrollo luteal (dia 17), concentracion de progesterona “P,”
(dias 9 y 17) y porcentaje de prefiez (dia 52), en 70 novillas raza Holstein. Se analizan
independientemente a los tratamientos de eCG, las relaciones entre diametro del foliculo
dominante (DFD) “dia 9" y el volumen luteal (VL) “dia 17", el VL (dia 17) y concentracion
de P, (dia 17). Se relacionan los tratamientos de eCG, el DFD (dia 9), el VL (dia 17) y
concentracion de P, (dia 17) frente al procentaje de prefiez. No hubo efecto (P>0.05) del
dia de aplicacion de eCG sobre numero de FD, pero si (P<0,05) en cuanto a DFD. No
hubo efecto (P>0.05) del dia de aplicaciéon de eCG para numero de cuerpos luteos, VL,
concentracion de P,, (dias 9 y 17) y prefiez. No hubo relacion (P>0.05) entre el DFD y
VL,; pero si existié (P<0,05) entre el VL y niveles de P,4. Al analizar la relaciéon entre los
tratamientos, el DFD, el VL y la concentracién de P, (dia 17) frente a prefiez, se observé
gue solamente existio relaciébn positiva (P<0,1) entre esta Ultima (prefiez) y la
concentracion de P,. El dia de aplicacién de eCG (dia 5 u 8) afecta solamente el DFD. La
prefiez es afectada por la concentracion de P4 la cual tiene relacion con el VL.

Palabras clave: eCG, Cuerpo lateo, Foliculo Dominante, Progesterona, Transferencia de

embriones.
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Introduccién

Innumerables factores intervienen en los resultados de los programas de transplante
embrionario (TE) en bovinos, siendo relevantes los que tienen relacion con las hembras
receptoras (Revisado por Tovio et al., 2008); esto se evidencia en las bajos porcentajes
de eficiencia, ya que normalmente en los nulcleos de receptoras tratadas con protocolos
tradicionales de sincronizacion hormonal de ciclo estral, solamente del 40 al 50 % de las
hembras clasifican para él TE, el otro 50 0 60% son descartadas por su baja o inexistente
respuesta a los tratamientos de sincronizacion (Nasser et al., 2004). Considerando un
porcentaje de concepcion del 40% del total de animales aprovechados, se obtendra

apenas 20 % de gestaciones al final de todo el proceso (Thibier, 2002; B4, 2003).

Indudablemente existen numerosos factores endocrinoldgicos, celulares y moleculares
entre otros, que determinan el mantenimiento o la pérdida de la prefiez en etapas
iniciales, pero aun no han sido completamente aclarados (Spencer et al.,, 2004).
Teniendo en cuenta lo anterior, es fundamental mejorar los elementos de
fundamentacion cientifica que puedan aclarar los diferentes procesos que encaminan el
desarrollo, reconocimiento y mantenimiento de la prefiez en los programas de TE (B6,
2003). De acuerdo a esto ultimo, se evidencia que las secreciones hormonales
especificas interactlan con determinados factores para desencadenar el desarrollo del
embrién; especialmente se destaca la progesterona (P,), hormona secretada
principalmente por el cuerpo lateo (CL), el cual tiene una duracién activa y prolongada,

rasgo caracteristico de la prefiez en los mamiferos (Revisado por Tovio et al., 2008).

La P, actia en el Gtero estimulando y manteniendo funciones necesarias para el
desarrollo embrionario temprano; esto con la finalidad de llevar a cabo la implantacién,
placentacion y el exitoso desarrollo fetal (Spencer et al., 2004). De acuerdo a esto, se
afirma que el control endocrino para la sintesis de proteinas uterinas durante el desarrollo
embrionario temprano, lo tiene principalmente la P4, la cual es la responsable de los
cambios cualitativos y cuantitativos en el medio ambiente uterino, controlando la sintesis
y secrecion de un sin numero de sustancias (entre 1000 a 5000) como son factores de
crecimiento, citoquinas, proteinas etc. (Hafez, 2000); segun esto, se asume que

deficiencias de P,, podrian causar que el endometrio llegue a ser poco eficiente en cuanto
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a la nutricién histotrépica, la cual es la primer fuente disponible para el crecimiento,

mantenimiento y supervivencia del conceptus (Revisado por Tovio et al., 2008).

Las deficiencias de P, causan alteraciones de origen endocrino, que contribuyen a
aumentar los niveles basales de mortalidad embrionaria (ME), probablemente asociados
a una seleccién natural ineludible, la cual busca la eliminacion de genotipos poco

competentes (Rodriguez, 2001; Gouveia et al., 2004).

Alrededor de 25 al 40% de pérdidas embrionarias se han podido detectar durante los
primeros dias de gestacion en hembras receptoras de embriones bovinos (Santos et al.,
2004); se observa que la mayoria de estas hembras retornan a celo en la fecha prevista,
a los 20 — 22 dias, manifestando un ciclo sexual normal y completo (vacas repetidoras)
(Palma, 2008), por lo que se sugiere que la ME pudo originarse entre los dias 7 y 17, es
decir, el periodo comprendido entre el TE y el reconocimiento materno de la prefiez
(RMP) (Binelli et al., 2001).

En cuanto a las pérdidas de prefiez que suceden entre el dia 28 y 98 (cuando ya ha
ocurrido el RMP), se han calculado porcentajes que oscilan entre el 7 y 33 % (Silke et
al., 2002).

De acuerdo a lo anterior, se sugiere que durante el establecimiento de la prefiez se
presenta un "periodo critico" muy definido entre los dias 15 a 17 (Binelli et al., 2001); se
podria pensar que la biologia durante este periodo es multifactorial y compleja, en donde
el endometrio puede estar recibiendo una sefal antiluteolitica poco adecuada, que no
causa el bloqueo de la produccién de Prostaglandina F,, (PGF,,) endometrial, lo que
desencadena la lisis del CL (el mantenimiento de la prefiez es dependiente de la
funcionalidad del CL) (Santos et al.,, 2004). La sefial antiluteolitica es generada por el
embrion en las células mononucleadas del trofoblasto, las cuales secretan interferén tau
(IFN-1), bloqueando de esta manera la sintesis de PGF,, producida a nivel endometrial
(Binelli et al., 2001; Revisado por Grajales y Tovio, 2009). Esto dltimo sugiere que las
pérdidas del embrién podrian estar ocurriendo por una sefial débil o inadecuada por parte

de éste para la inhibicion de la sintesis de prostaglandina uterina (Palma, 2008).
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La naturaleza critica alrededor del periodo de reconocimiento, aposicion y adhesion del
embrion al endometrio uterino durante la implantacion, determina la necesidad de un
estricto sincronismo entre el embridon transferido y su receptora, enfatizando la
importancia tanto del medio uterino como de las sefiales del conceptus que dan lugar al
RMP (Binelli et al., 2001), sefiales que deben ser emitidas en el momento y
concentracion precisa, de tal manera que se garantice el mantenimiento de la estructura
y funcionalidad del CL, que genere una continua produccion de P, para el mantenimiento
del ambiente embriotréfico que apoye el normal desarrollo del conceptus (Revisado por
Grajales et al., 2011).

La comunicacién entre el conceptus y el Gtero, no siempre tiene éxito, lo que desencadena
grandes pérdidas embrionarias (Binelli et al., 2001). Por eso mismo se plantean estrategias
gue buscan minimizar el efecto luteolitico el cual desencadena la pérdida temprana del
embrion, acontecimiento mas faciimente evidenciado en los programas de transplante
embrionario, ya que con éstos se asegura la presencia del embrién vivo desde el dia 6 a 8

momento en el cual éste es trasplantado (Baruselli et al., 2005).

Conocida la influencia de la P, en determinados eventos relacionados con el
mantenimiento de la prefiez desde estadios tempranos y la influencia de la PGF,, para
causar lutedlisis, se ha propuesto y desarrollado una serie de estrategias hormonales
con la finalidad de mantener la prefiez. Estas se basan en hacer mas eficiente la
capacidad secretora de P, por parte del CL, y que esta secrecién ocurra en el momento
oportuno, garantizando de esta manera un ambiente uterino adecuado para el desarrollo
del embrion transplantado a hembras receptoras bovinas; todo esto encaminado a

incrementar la tasa de prefiez en los programas de TE (Thatcher et al., 2001).

La relacién entre el porcentaje de prefiez y la concentracion plasmética de P, de acuerdo
al tamafio del CL en receptoras de embriones bovinos Bos Indicus y Bos Taurus, ha sido
objeto de controversia en varios estudios realizados. Algunos investigadores han
verificado la correlaciéon positiva entre estas variables, encontrando que a mayor area del
CL mayor es la concentracion de P4 plasmatica y consecuentemente mayor es la tasa de
prefiez en diferentes razas (Thatcher et al., 2001; Vasconcelos et al.,, 2001; B6 et al.,
Mantovani et al., 2002; Baruselli et al., 2005; Lopes et al., 2007). Con estos resultados se

podria evidenciar que los incrementos en la concentracién de P, durante el "periodo
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critico” (Binelli et al., 2001), estimulan la secrecién de los agentes antiluteoliticos con lo cual
se hace eficiente el RMP (Vasconcelos et al., 2001). Igualmente en diferentes reportes se
observa gue el aumento en las concentraciones plasmaticas de P, durante el diestro se
correlaciona positivamente con la capacidad del embrion en secretar IFN-t, provocando asi

un aumento en las tasas de prefiez (Thatcher et al., 2001; Mann et al., 2009).

Segun los estudios se podria sugerir que a mayor concentracion de P, plasmatica mejor
sera el ambiente uterino para el conceptus en vias de desarrollo (Figueira et al., 2011).
Esto se entiende si se tiene en cuenta que cualquier variacion en la concentracion de P,
es determinante en la modulacion de la expresién y secrecion de factores de
crecimiento, citoquinas y proteinas, que condicionan el medio uterino para los procesos
de receptividad endometrial y de viabilidad embrionaria (Revisado por Pefia et al., 2007).

De acuerdo a lo anterior, se podria sugerir que al brindar fuentes directas o indirectas de
P, a hembras durante los primeros dias de prefiez, el porcentaje de perdidas
embrionarias disminuye, ya que se mejora el ambiente uterino en donde el conceptus
tendra un desarrollo adecuado evidenciando mejor la sintesis y secrecion de IFN-t, pues
esta secrecion esta influenciada por el estado de desarrollo embrionario (Kebler et al.,
1997; Siqueira et al., 2009; Revisado por Tovio et al., 2010).

Con la finalidad de aumentar las tasas de prefiez se han utlizado tratamientos
hormonales en hembras receptoras de embriones bovinos, utilizado Gonadotropina
Corionica Equina (eCG) en protocolos de transplante de embriones a tiempo fijo (TETF)
(Baruselli et al., 2005).

La eCG (antes conocida como Gonadotropina Sérica de Yegua Prefiada PMSG) es una
hormona glicoproteica con peso molecular de 45 kDa. y promedio de vida de 3 dias,
producida por los célices endometriales en la yegua prefiada entre los dias 40 a 130
(Bousfield y Butnev, 2001). Se compone de dos subunidades a-y B (la subunidad a esé
codificada por un gen comun en todas las glicoproteinas, mientras que estas hormonas
difieren en el gen que codifica para subunidad -, la cual confiere la especificidad
hormonal) (Palma, 2008; Forcada et al., 2011).
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Esta hormona se vincula a los receptores foliculares de FSH y de LH, y a los receptores
de LH del CL, creando de esta forma condiciones de crecimiento folicular, ovulacion y
luteinizacion (Murphy and Martinuk, 1991 Baruselli et al., 2003; Filho et al., 2004; Filho et
al., 2010); pero su accién predominante es de FSH, lo que daria a lugar a la formacién de
cuerpos luteos accesorios caracteristicos de la yegua gestante (Fuentes y de la Fuente,
2007; Forcada et al., 2011).

La aplicacion de eCG en el momento esperado de una nueva onda de crecimiento
folicular, ha demostrado eficiencia en cuanto a superovulacién (de acuerdo a la
dosificacién) y/o desarrollo de un foliculo dominante de mayor diametro, determinando de
esta forma un mayor nimero de cuerpos lateos o un CL grande (Baruselli et al., 2005).
Esto va acompafiado de mayores concentraciones plasmaticas de P, y mejor porcentaje
de utilizaciéon (hembras transferidas/hembras sincronizadas*100), concepcion y de
prefiez frente a tratamientos sin aplicacién de esta hormona tanto en ganado Bos Indicus
como Bos Taurus y sus cruces (Santos et al., 2001; Marques et al., 2003; Everton and
Baruselli, 2003; Madureira et al., 2004; Rodrigues et al., 2004; Baruselli et al., 2005;
Mamani et al., 2007; Pita et al., 2009; Sousa et al., 2009; Figueira et al., 2011).

Se ha verificado que con la aplicacién de eCG el dia 8 dentro de un protocolo de
sincronizacién en hembras receptoras (Bos Indicus/Bos Taurus) de embriones bovinos se
consiguen cuerpos luteos Unicos de mayor tamafio frente a la aplicacion de la misma
hormona el dia 5, pero esto no ha determinado diferencias entre la concentracion
plasmatica de progesterona producida, ni en los porcentajes de prefiez obtenidos entre
tratamientos (Nasser et al., 2004). Igualmente en otros reportes al respecto se ha
verificado que el porcentaje de utilizacion (hembras transferidas/hembras
sincronizadas*100), ha mejorado cuando la aplicacién de eCG se suministra hacia el dia
8 dentro de un protocolo para transplante de embrién a tiempo fijjo a receptoras Bos
Indicus (Quezada y Ortiz 2007).

2.1. Hipotesis

El dia de aplicacién de la hormona Gonadotropina Coridnica Equina (eCG) determina el
desarrollo folicular y luteal, su capacidad secretora de progesterona y la tasa de prefiez

en novillas de la raza Holstein receptoras de embriones bovinos.
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2.2. Objetivo

Evaluar el efecto de la aplicacion de un tratamiento con Gonadotropina Coriénica Equina
(eCG) el dia 5 o el dia 8, dentro de un protocolo de sincronizacién para transplante de
embriones a tiempo fijo (TETF), sobre el desarrollo folicular y luteal, la concentracion de
progesterona plasmética y el porcentaje de prefiez, en novillas de la raza Holstein

receptoras de embriones bovinos en el tropico alto colombiano.

2.3. Objetivos especificos

a) Determinar si existe efecto del dia de la aplicacién (dia 5 u 8) de Gonadotropina
Coriénica Equina (eCG) sobre el desarrollo del foliculo dominante (niUmero y tamafo)
el dia nueve (9) del protocolo de sincronizacion.

b) Determinar si existe efecto del dia de la aplicacion (dia 5 u 8) de la Gonadotropina
Coribnica Equina (eCG) en el desarrollo del Cuerpo Luteo (nUmero y tamafio) para el
dia diecisiete (17) del protocolo de sincronizacion.

c) Determinar si existe efecto del dia de la aplicacién (dia 5 u 8) de Gonadotropina
Coridnica Equina (eCG) sobre la concentracion de progesterona (P,) plasmética para
los dias nueve (9) y diecisiete (17) del protocolo de control de ciclo para trasplante
embrionario en hembras receptoras bovinas.

d) Determinar si existe efecto del dia de la aplicaciéon (dia 5 u 8) de Gonadotropina
Coribnica Equina (eCG) sobre el porcentaje de prefiez en hembras receptoras
bovinas al dia 52.

e) Analizar independientemente a los tratamientos (eCG dia 5 6 eCG dia 8) las
relaciones entre:

- Didmetro (mm) del foliculo dominante (dia 9) y el volumen luteal “mm?*®” (dia 17)
- Volumen luteal “mm?®’ (dfa 17) y la concentracion plasmatica de P, “ng/ml” (dia 17).

f) Analizar la relacién de los tratamientos utilizados (eCG dia 5 6 eCG dia 8), el diametro

3n

del foliculo dominante (dia 9), el volumen luteal “mm® (dia 17) y la concentracion

plasmatica de P, “ng/ml” (dia 17) frente al porcentaje de prefiez (dia 52).

2.4. Materiales y métodos

El trabajo se realiz6 bajo el aval del Comité de Bioética de la Facultad de Medicina

Veterinaria y de Zootecnia — UNAL Bogotd; igualmente, bajo los parametros de manejo
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animal de la empresa ganadera particular, en la cual se desarrollo el experimento
(hacienda Gaviotas, adscrita a la Central de Reproduccion Animal C.G.R -

Cundinamarca — Colombia).

2.4.1. Localizacioén

El trabajo de campo se desarrollo en una central de transferencia de embriones bovinos
ubicada en el municipio de Zipaquira departamento Cundinamarca, localizado a los 4° 56’
50" latitud norte y 74° 2’ 30” de longitud oeste; altura sobre el nivel del mar 2652 metros;
temperatura media de 14 °C; humedad relativa 60% y precipitacion 824.2 mm/afio.

El trabajo de laboratorio se realizé en el Laboratorio de Hormonas de la Facultad de
Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia — Sede
Bogota D.C., en el cual se midieron y calcularon las concentraciones plasmaticas de
progesterona (P4.), mediante la técnica de Radioinmunoandlisis (RIA) utilizando un
contador de radiacion gamma, marca Beckman 500®, freezer para bajas temperaturas,
centrifugas, micropipetas, bafios serol6gicos, estufas y cabina de flujo laminar.
Igualmente se utilizé el material y equipos necesarios, reglamentarios para llevar a cabo

los procedimientos adecuadamente.

2.4.2. Grupo experimental

Se utilizaron 70 novillas de la raza Holstein Friesian, con edades entre 15 a 26 meses,
pesos entre 300 y 420 kilogramos y condicion corporal entre 3 y 4, en escala calificatoria
de 1 a 5 (Edmonson et al., 1989), las cuales fueron sometidas a examen por palpacion
rectal del Utero y estructuras ovaricas (foliculos y cuerpos liteos), con la finalidad de
confirmar ciclicidad reproductiva y normalidad uterina. Igualmente se sometieron a
examen clinico general para garantizar un buen estado nutricional y sanitario.

La metodologia utilizada para la distribucioén de las novillas en los grupos de tratamientos
correspondié a la generaciébn de numeros aleatorios, los cuales provienen de una

distribucion uniforme continua (0,1).

2.4.2.1. Descripcion del grupo de novillas evaluado
En la tabla 1 se describen las variables edad, peso y condicion corporal (promedios,
desviaciones y coeficientes de variacion), en donde se muestra el estado para el total del

grupo de novillas seleccionadas, asi mismo como para el grupo de hembras
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seleccionadas para la aplicacién del tratamiento 1 (eCG dia 5) y tratamiento 2 (eCG dia
8).

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

Edad (meses) Peso (kg.) Condicion corporal (1-5)
Tratamiento

Min. Max. CV Promedio' Min. Max. CV Promedioc' Min. Max. CV Promedio’

eCG dia 5 (n=42) 1726 12 1974042 300 420 6 385£363 3 4 9 35:004
eCG dia 8 (n=28) 15 23 14 1851030 340 420 6 381+403 3 4 & 371007

Totalmuestra(n=70) 15 26 9 1924029 300 420 6 383269 3 4 9 364004

1Todos los resultados se expresan como promedio (media) = DS.

De acuerdo a los datos descritos se denota la homogeneidad de la muestra utilizada en
cada uno de los dos grupos tratados (eCG dia 5 y eCG dia 8), en cuanto a las tres
variables descritas (edad, peso y condicion corporal), variables de las cuales se observa
gue sus valores son semejantes a los de animales utilizados en estudios similares
(Fuentes y De la Fuente, 2007; Sartori et al., 2004; Nasser et al., 2004; Sartori et al.,
2002; Vasconcelos et al., 2001). Igualmente, estos valores se consideran normales, de

acuerdo al nivel de desarrollo y caracteristicas de la raza utilizada (Lépez, 2006).

2.4.3. Condiciones de manejo
Los animales fueron manejados bajo pastoreo en praderas sembradas con una mezcla
de Lolium Peremne (Rye Grass) y Pennisetum clandestinum (Kikuyo). Igualmente se

suministré sal mineralizada y agua a voluntad.

2.4.4. Tratamientos aplicados para control de ciclo estral
El protocolo de sincronizacion tuvo una duracién de diez (10) dias, por lo tanto, se
expresa el dia de inicio del tratamiento, como dia “0” o como dia “-10”". El dia asumido de

la presentacion de celo igualmente se expresa como dia “10” o como dia del celo “0,” (B6
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et al.,, 2002), con la finalidad de una mejor comprension, de acuerdo a varios estudios

discutidos.

Las hembras fueron repartidas en dos grupos a los cuales se aplic6 un protocolo de
sincronizacién, que se diferencié entre grupos por el dia de aplicacion (dia 5 o dia 8) de
400Ul de Gonadotropina Coriénica equina (eCG). El dia 5 de iniciado el protocolo, al azar
42 hembras (n=42) recibieron la dosis correspondiente de eCG. Las otras 28 hembras

(n=28) recibieron la dosis el dia 8 de iniciado el protocolo.

Los protocolos de sincronizacién utilizados fueron bajo el modelo de Transferencia de
Embrién a Tiempo Fijo (TETF), en donde se observaron los celos, con la finalidad de
evidenciar hasta cierto punto la eficiencia de la respuesta al protocolo de sincronizacion
empleado (B6 y Caccia, 2003). Los embriones fueron transferidos a todas las novillas en

una sola jornada en el mes de junio de 2009.

Los embriones transferidos correspondieron a la raza Holstein, los cuales se colectaron,
manipularon, clasificaron, congelaron en etilenglicol 1.5 M (transferencia directa) y
posteriormente se transfirieron por el mismo técnico a todas las novillas en codigo de
estadio cuatro (morula) y cédigo de calidad uno (excelente o bueno). Este procedimiento
se realiz6 de acuerdo a lo reglamentado por la Sociedad Internacional de Transferencia
de Embriones (IETS, 2008).

2.4.4.1. Tratamiento 1 (Grupo 1)

Aplicacion de la terapia de apoyo hormonal con eCG dia 5 (Dia 5 con respecto al

inicio del protocolo. Dia - 5 con respecto al celo)

- Dia 0 (-10): Aplicacion de Dispositivo Intravaginal Bovino (DIB® - P4. 1 gr) + 2 mg de

benzoato de estradiol IM (Syntex 2 ©® ml).

- Dia 5 (-5): Aplicacion de Gonadotropina Corionica Equina (eCG - 400 Ul IM -
Novormon® 2 ml.) + Prostaglandina F2o (1.5 mg IM - Prolise ® 2 ml) +
Muestreo sanguineo.

- Dia 8 (-2): Retiro del Dispositivo intravaginal Bovino (DIB ©)

- Dia 9 (-1): Aplicacién de benzoato de estradiol (1 mg IM - Syntex 1 ml ®) + Muestreo

sanguineo + Ecografia.



Capitulo 2 99

- Dia 10 (0,): Observacion de Celos
- Dia 17 (7): Transferencia de embrién congelado + Muestreo sanguineo + Ecografia.

- Dia 52 (42): Ecografia para diagnostico de prefiez.

eCG + PFoa Celos
BE BE Transplante embrionario ‘ DX. Prefiez ‘

**
M_ - - o o o

Dispositivo Intravaginal DIB® ‘ Ecografia de estructuras
ovaricas

Muestreo sanguineo |

Dia referencial inicio del protocolo como dia cero (o)

*% - i o
Dia referencial inicio del protocolo como dia menos 10 (-10)

Esquema 1. Tratamiento de sincronizacién con aplicacion de eCG dia 5 (-5).

Esquema 1. Tratamiento de sincronizacion con aplicacién de eCG dia 5 (-5).

2.4.4.2. Tratamiento 2 (grupo 2)

Aplicacion de la terapia de apoyo hormonal con eCG dia 8 (Dia 8 con respecto al

inicio del protocolo. Dia - 8 con respecto al celo)

- Dia 0 (-10): Aplicacién de Dispositivo Intravaginal Bovino (DIB® - P,. 1 gr) + 2 mg de

benzoato de estradiol IM (Syntex 2 ©® ml).

- Dia 5 (-5): Aplicacién de Prostaglandina F2a (1.5 mg IM - Prolise ® 2 ml) + Muestreo

sanguineo.

- Dia 8 (-2): Retiro del Dispositivo Intravaginal Bovino (DIB ®) + Aplicaciéon de
Gonadotropina Corionica Equina (eCG - 400 Ul IM - Novormon® 2
ml.).

- Dia 9 (-1): Aplicacién de benzoato de estradiol (1 mg IM - Syntex 1 ml®) + Muestreo
sanguineo + Ecografia.

- Dia 10 (0,): Observacion de Celos

- Dia 17 (7): Transferencia de embrién congelado + Muestreo sanguineo + Ecografia.

- Dia 52 (42): Ecografia para diagnostico de prefiez.
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PF2a eCG Celos

BE EE Transplante embrionario DX. Prefiez

*% o 6 - . - .

Dispositivo Intravaginal DIB® |

ovéricas

Ecografia de estructuras ‘

Muestreo sanguineo ‘

* . ] Pty s
Dia referencial inicio del protocolo como dia cero (0)

s Dia referencial inicio del protocolo como dia menos 10 (-10)

Se tomd como dia 0 (cero) el dia de inicio de los protocolos, en donde se busco6 generar
un bloqueo de las gonadotropinas hipofisiarias. Este bloqueo se logrdé gracias a la
combinacién de la P4. con el benzoato de estradiol (BE). El implante con P, Inhibe la
liberacion de LH (sin afectar niveles basales), con lo cual se genera la regresion de
cualquier foliculo dominante. El BE inhibe la secrecién de FSH, la cual no ha sido inhibida
completamente por la accion sola de la P4 (Barret et al., 2006). Como la concentracion a
nivel sanguineo del BE dura aproximadamente 4.3 dias, una nueva onda de crecimiento
folicular se generard en este momento ya que los niveles plasmaticos de estradiol
descienden, con lo cual se sincronizara el crecimiento de la onda folicular nueva. (BOy
Caccia, 2003)

Al colocar la prostaglandina el dia cinco (5) (ciclo sincronizado) se causa luteolisis de
cualquier cuerpo liteo de la onda anterior, con lo cual se elimina una posible fuente de
P, que llegue a causar atresia folicular (Baruselli et al., 2005).

Con la aplicacion de la eCG el dia cinco (5) (Trtamiento 1, con referencia al dia de inicio
de la sincronizacion), se busca generar reclutamiento folicular, gracias a la accion FSH
de la eCG, por lo cual se podria generar mas de un foliculo dominante, generandose asi
mas de un cuerpo luteo que generen concentraciones de P, por encima a 1 ng/ml., que
preparen al Utero para la adecuada implantacion y desarrollo embrionario (Baruselli et al.,
2005); esto basados en que la P, es estimulada principalmente por la actividad
luteotrépica de la LH (Olivera et al., 2007).
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Por otro lado con la aplicacién de la eCG (la cual tiene accion FSH y LH) el dia ocho (8)
(Tratamiento 2, con referencia al dia de inicio de la sincronizacion), se busca generar que
el foliculo (s) dominante (s) mantenga (n) su desarrollo y crecimiento en la fase final
(Evans et al., 1997), esto con la finalidad de que llegue a ser un foliculo preovulatorio. El
desarrollo de este foliculo se relaciona con la sintesis de receptores para FSH y LH en el
foliculo, asi como la elaboracién de las aromatasas (Bao et al.,, 1997). La expresion de
un mayor numero de receptores para la LH en las células de la granulosa se considera
como un mecanismo para la adquisicibn de dominancia (Sartori et al., 2001). Se ha
encontrado mRNA de receptores de LH en el foliculo dominante, y su crecimiento esta
asociado con mayor expresion de mRNA en las células de la granulosa (Mihm et al.,
2000); esto se relaciona con la preparacion celular para formar el CL (Knobil and Neil,
2006), argumentan que la IGFBP participa en la luteinizacion del foliculo dominante

inducida por la LH, por lo cual también se esperaria la sintesis de P,.

Al retirar el dispositivo intravaginal el dia ocho (8) se desencadena una disminucién en la
concentracion de P, plasmatica, con lo cual se elimina el “Feed back” negativo para la
secrecion de la LH, que es estimulada por accion de la concentracion de estrégenos
generados por los foliculos en crecimiento de la onda que se inici6 el dia 4.3

aproximadamente (B6 et al., 2002).

Con la aplicacion el dia nueve (9) de benzoato de estradiol (BE) se espera generar el
desencadenamiento hipofisiario de LH (pico de LH), esto con la finalidad de generar la

sincronia de la ovulacion (B6 y Caccia, 2003).

La observacion de celos el dia nueve (9) en la tarde y el dia diez (10) en la mafana y en
la tarde se realiza con la finalidad de estimar un comportamiento referencial a la
respuesta de los animales ante el protocolo de sincronizacion (respuesta de eficiencia al

tratamiento de sincronizacion).

El dia diecisiete (17) de la sincronizacién se transplanté el embrion lo cual coincide con la

edad y estadio de la estructura a transferir (mérula — Blastocisto).
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2.4.5. Toma de muestras y ecografia

A los dos (2) grupos de hembras sincronizadas (eCG dia 5 y eCG dia 8) se les tomo tres
(3) muestras de sangre los siguientes dias con respecto al ciclo sincronizado:

- Dia cinco “5” (inicio de la nueva onda folicular)

- Dia nueve “9” (dia de maximo desarrollo folicular)

- Dia diecisiete “17” (dia de la transferencia embrionaria)

La muestra de sangre se colectdé directamente por medio de puncion de los vasos
sanguineos coccigeos hacia un tubo sin anticoagulante con capacidad para 6 ml.
(Vacuette®, Greiner Bio-one, Monroe, NC 28110, USA), el cual fue rotulado con los
datos de la hembra. Estas muestras se centrifugaron a 800 X g durante 15 minutos con la
finalidad de separar el suero, el cual se almacené en viales, que se mantuvieron en
congelacibn a -20 °C, en el laboratorio de Hormonas de la Facultad de Medicina
Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogot4, hasta el
momento de la cuantificacién de los niveles de P, por la técnica de radioinmunoanalisis
en fase sélida (RIA), utilizando un equipo Beckman 500° para lectura de rayos Gamma.
Para esta cuantificacién se utilizaron kits Coat-A-Count Progesterone de Diagnostics
Products Corporation (DPC®), con una sensibilidad de 0.02 ng/ml. (Duica, 2011; Gonella,
2011; Béez, 2010; Grajales, 2000).

Los muestreos ecograficos se realizaron con la finalidad de observar y medir las
estructuras ovaricas (foliculos y cuerpos liteos — nimero y tamafio). Estos se realizaron

los siguientes dias con respecto al ciclo sincronizado:

- Dia nueve “9” (dia de maximo desatrrollo folicular)

- Dia diecisiete “17” (dia de la transferencia embrionaria)
Para estas ecografias se utilizé un cecégrafo Aquila Pro con transductor lineal de 6.0 a
8.0 Mhz, Pie Medical ®, con el cual se trabajé graduandolo en 8.0 Mhz siguiendo las
recomendaciones de Duica, 2011. Las imagenes tanto de foliculo (s) dominante (s) (dia
9) como de cuerpo (s) luteo (s) (dia 17), se congelaron inmediatamente de acuerdo a su

adecuada ubicacion, esto con la finalidad de referenciar el dato de medida.
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El dia 52 (con respecto al dia de inicio del protocolo) se procedidé a realizar chequeo
ultrasonografico con la finalidad de determinar las hembras prefiadas (dia 42 de

gestacion).

2.4.6. Medicion de variables.

Para la realizacion de este estudio se establecieron las siguientes variables respuesta:

a. Numero de foliculos dominantes presentes (Foliculos= 9 mm - Onda folicular
sincronizada) (dia 9 — muestreo 2).
Mediante ecografia se procedié a contar el nimero de foliculo (s) dominante (s)
(Foliculos =2 9 mm) (Sartori et al., 2004), presentes el dia 9 en las horas de la mafiana
(con respecto al dia de inicio del tratamiento de sincronizacion — maximo desarrollo
folicular).
Para la determinacion de la estructra folicular se tuvo en cuenta que los foliculos
ovaricos, como son estructuras que estan llenas de liquido, aparecen en la pantalla
del ecégrafo como areas de color negro, también denominadas no ecogénicas.
Igualmente, antes de ecografiar se determiné la textura folicular a la palpacion (B6 y
Caccia, 2003).

b. Diametro (mm) de foliculo dominante (Foliculos =9 mm - Onda folicular sincronizada)
presente (dia 9 — muestreo 2).
La ecografia de (los) foliculo (s) dominante (s) se realiz6 el dia (nueve) 9 en horas de
la mafana, es decir, el dia de maximo desarrollo folicular de acuerdo al tratamiento de
sincronizacion aplicado. Las imagenes del foliculo (s) dominante (s) se congelaron en
momento mas oportuno para realizar la medicion inmediata del diametro de la
estructura folicular siguiendo las recomendaciones de B0, y Caccia (2000), en cuanto
a la no inclusion del espesor de la pared. Se midi6 el diametro del (los) foliculo (s) de
mayor tamafio ¥ 9 mm., Sartori et al., 2004), teniendo en cuenta que el dia 9
(crecimiento de onda sincronizada) se encontré un foliculo dominante (dia de maximo

desarrollo folicular de acuerdo al tratamiento de sincronizacion aplicado).

c. Numero de cuerpos lateos presentes el dia 17 (muestreo 3).
Mediante ecogréfia se visualizaron y congelaron las imagenes para proceder a contar

el nimero de cuerpo (s) luteo (s), esto se realiz el dia (diecisiete) 17 en las horas de
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f.

la mafiana (de acuerdo al tratamiento de sincronizacién aplicado) con respecto al dia
de inicio del tratamiento de sincronizacion (cuerpo luteo consolidado de 7 dias) (B6 y
Caccia, 2003).

Antes de ecografiar se determiné la textura luteal a la palpacién. Los cuerpos luteos
poseen una ecotextura diferente a la del estroma ovéarico e identificable por
ultrasonografia a partir del dia de la ovulacién (promedio: dia 0,5) y a partir del dia 3
con bordes bien definidos. Normalmente se distingue a lo largo de casi todo el ciclo
estral e inclusive hasta cerca de la siguiente ovulacion (en promedio: 1,4 dias antes de
gue la misma) (B6 y Caccia, 2003).

*De acuerdo al numero de estructuras luteales encontradas en dia 17 y su relacion
con el numero de foliculos dominantes presentes el dia 9, también se determiné la

presencia de ovulaciones dobles (dia 17).

. Volumen (mm?®) luteal presente el dia 17 (muestreo 3)

Mediante visualizacion ecografica se congelaron las imagenes y se procedié a medir
el largo por el ancho del (los) cuerpo (s) luteo (s) presentes para el momento del
transplante embrionario el dia 17 en las horas de la mafana (con respecto al dia de
inicio del tratamiento de sincronizacion).

El volumen luteal se calcul6 con la formula planteada por Vasconcelos et al. (2001) V
= 4/3 x © x R® En donde: R = (Largo del cuerpo luteo / 2 + Ancho del cuerpo liteo
12)12.

*De acuerdo a las estructuras luteales (cantidad y volumen) evidenciadas el dia 17

(transplante embrionario) se determinaron las hembras a las cuales se debia

trasplantar un embrién, de alli se calculé el porcentaje de utilizacién: (hembras

transferidas/hembras sincronizadas)*100.

. Concentracién plasmatica de progesterona (ng/ml.) (dia 5-muestreo 1, dia 9-muestreo

2 y dia 17-muestreo 3)

g. Porcentaje de prefiez (hembras prefiadas/hembras transferidas*100. (dia 52).

* |gualmente para la realizaciéon de los andlisis se determinaron las siguientes relaciones:
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- Relacion entre el tamafio (dihAmetro mm) del foliculo dominante (dia 9) y el tamafio
(volumen mm?®) del cuerpo lGteo (dia 17) (independientemente a los tratamientos eCG
dia 5 u 8).

- Relacién entre el tamafio (volumen mm?) del cuerpo luteo (dia 17) y la concentracion
(ng/ml) de P, plasmética reportado para el mismo dia (dia 17 transplante embrionario).

- Relaciones de los tratamientos utilizados (eCG dia 5 u 8), el diametro (mm) del
foliculo dominante (dia 9), el volumen (mm?®) luteal (dia 17) y la concentracién (ng/ml)

plasmatica de P, (dia 17) sobre el porcentaje de prefiez (dia 52).

2.4.7. Analisis estadistico.

- Distribucion de los animales en los grupos de tratamientos. La metodologia
utilizada para la distribucién de las novillas en los grupos de tratamientos (eCG dia 5y
eCG dia 8), correspondi6 a la generacién de numeros aleatorios, los cuales provienen de
una distribucién uniforme continua (0,1). (Resultado de una variable al azar especificada

por una distribucion) (Rienzo et al., 2001).

- Homogeneidad de varianzas. Para todas las variables que se analizaron mediante el
modelo de covarianza, la homegeneidad de varianzas de los tratamientos se probé

mediante una prueba F (Steel and Torrie, 1980).

- Efecto de los tratamientos (eCG dia 5 o0 eCG dia 8) sobre el numero de foliculos
dominantes (dia 9). Se empleé un modelo completamente aleatorizado, con el peso,
condicién corporal y edad inicial como covariables. Debido a que esta variable es un
conteo, se empled la transformacion logaritmica propuesta por Ali y Shook (1980):
Variable transformada = Ln (variable orgiginal +10)
El modelo utilizado fue el siguiente:

NPFT; =p+1; +B1(CC; — CC)+ By (Py; —P) + B3 (Ey; —E) + g
En donde:
NPFT;;: Es el numero de foliculos dominantes de la iésima vaca tratada con el j-ésimo
tratamiento.

u: Es la media general.
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B; :Coni=1, 2, 3 son los estimadores de minimos cuadrados ordinarios de los efectos de
las covariables, que son respectivamente: condicion corporal inicial (CC), peso inicial (P),
y edad inicial (E).

;. Es el efecto del j-ésimo tratamiento, j=1,2.

£;;. Es el efecto residual aleatdrio.

- Efecto de los tratamientos (eCG dia 5 y eCG dia 8) sobre el diametro del foliculo

dominante (dia 9). Se empleé un modelo completamente aleatorizado, con el peso,

condicion corporal y edad inicial como covariables. EI modelo utilizado fue el siguiente:
DFD;; =p+1; + B,(CC; — CC) + B,(P;; —P) + B3(E;; —E) + ¢

En donde:

DFD;;: Es el diametro del foliculo dominante de la iésima vaca tratada con el j-ésimo

tratamiento.

u: Es la media general.

B; : Coni=1, 2, 3 son los estimadores de minimos cuadrados ordinarios de los efectos de

las covariables, que son respectivamente: condicion corporal inicial (CC), peso inicial (P),

y edad inicial (E).

T;: Es el efecto del j-ésimo tratamiento, j=1,2.

£;;. Es el efecto residual aleatdrio.

- Efecto de los tratamientos (eCG dia 5 o0 eCG dia 8) sobre el nUmero de cuerpos
lateos (dia 17). Se empled un modelo completamente aleatorizado, con el peso,
condicién corporal y edad inicial como covariables. Debido a que esta variable es un
conteo, se empled la transformacion logaritmica propuesta por Ali y Shook (1985):

Variable transformada = In (variable original + 10}

El modelo utilizado fue el siguiente:
NPCLT; = p+1; + 5,(CC;; —CC) + B,(P;; — P) + B3(E;; — E) + ¢
En donde:
NPCLT;;: Es el numero de cuerpos liteos de la iésima vaca tratada con el j-ésimo
tratamiento.

u: Es la media general.
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B; : Coni=1, 2, 3 son los estimadores de minimos cuadrados ordinarios de los efectos de
las covariables, que son respectivamente: condicion corporal inicial (CC), peso inicial (P),
y edad inicial (E).

T;: Es el efecto del j-ésimo tratamiento, j=1,2.

€;;. Es el efecto residual aleatdrio.

* De acuerdo al nimero de estructuras luteales encontradas en dia 17 y su relacién con
el nimero de foliculos dominantes presentes el dia 9, se determiné el numero _de

ovulaciones dobles, las cuales también fueron conparadas entre tratamientos. Para

esto se realiz6 la prueba chi cuadrado para detectar diferencias entre los tratamientos,

con un nivel de significancia de 0.05.

- Efecto de los tratamientos (eCG dia 5y eCG dia 8) sobre el volumen del cuerpo
lGteo (dia 17). Se emple6é un modelo completamente aleatorizado, con el peso, condicion

corporal y edad inicial como covariables. El modelo utilizado fue el siguiente:

En donde:

VPCLT,;: Es el volumen luteal de la iésima vaca tratada con el j-€simo tratamiento.

u: Es la media general.

B; : Coni=1, 2, 3 son los estimadores de minimos cuadrados ordinarios de los efectos de
las covariables, que son respectivamente: condicion corporal inicial (CC), peso inicial (P),
y edad inicial (E).

T;: Es el efecto del j-ésimo tratamiento, j=1,2.

£;;. Es el efecto residual aleatdrio.

* Igualmente el porcentaje de utilizacién: (hembras transferidas/hembras

sincronizadas)*100, fue analizado y comparado entre tratamientos mediante la prueba chi
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cuadrado mediante el procedimiento FREQ de SAS, no se encontraron diferencias

significativas a un nivel de significncia de 0.05.

- Efecto de los tratamientos (eCG dia 5 y eCG dia 8) sobre la concentracion de
progesterona (dias 9 y 17). Se utilizé un modelo mixto a una via de clasificacion con
arreglo de medidas repetidas en el tiempo con el volumen del cuerpo luteo, el diametro
folicular medio, diametro del foliculo dominante, la edad, peso inicial y condicién corporal
inicial como covariables. Ademas de estas, como efectos fijos se tuvieron el tratamiento
(dos niveles, tratamiento 1 - eCG dia 5 y Tratamiento 2 - eCG dia 8), el tiempo (2 niveles,
Muestreo 2 - dia 9 y Muestreo 3 — dia 17) y su interaccién; y como efecto aleatorio se

tuvieron en cuenta el animal y el residual.

El siguiente fue el modelo empleado:

Vi =B+ T +v(0); + 4+ (Txt); + By (VCLy, — VCL) + B,(TPFT,; — TPFT)
+ B3(DPFD, — DPFD) + B,(E ;. — E)+B5(P;, — P) + Bs(CCyj — TT)
t e

En donde:
¥:- Es la respuesta tomada el i-ésimo dia a la k-ésima vaca, que fue tratada con el j-

ésimo tratamiento.

T;: Es el efecto del j-ésimo tratamiento, k=1,2.

v(fjk}-: Es el efecto de la k-ésima vaca anidada en el j-ésimo tratamiento (error
experimental).

t; : Es el efecto del i-ésimo tiempo de medida.

(T= tjﬁ: Es el efecto de la interaccién del j-ésimo nivel del tratamiento con el i-ésimo
nivel del tiempo.

B;: Con i=1,2,...,6 son las estimaciones de minimos cuadrados generalizados de los
efectos de las covariables, en su orden: Volumen del cuerpo luteo (VCL), diametro
folicular medio (TPFT), diametro del foliculo dominante (DPFD), edad inicial (E), peso
inicial (P) y condicion corporal inicial (CC).

;% - Es el efecto residual.
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Se compararon tres estructuras de la matriz de varianza-covarianza del residual (R);
estas fueron: simetria compuesta, no estructurada y primer orden autoregresivo. Por lo
tanto, se compararon tres modelos, que difirieron solamente en la estructura de R. Estas
comparaciones se realizaron mediante el estadistico BIC (Bayesian Index Criterion). El
modelo con la estructura de simetria compuesta mostré un mejor ajuste (menor BIC).

- Efecto del tratamiento (eCG dia 5y eCG dia 8) sobre el porcentaje de prefiez
(hembras prefadas/hembras transferidas*100. Para esto se realizdé la prueba chi
cuadrado mediante el procedimiento FREQ de SAS, esto con la finalidad de detectar
diferencias entre los tratamientos, con un nivel de significancia de 0.05

* Con la finalidad de observar la posible relacion de didmetro (mm) del foliculo
dominante (dia 9) sobre el volumen (mm?®) del cuerpo luteal (dia 17), se realiz6 un
modelo de regresién. Este andlisis se realizé mediante el procedimiento REG de SAS, en
el cual se modelaron efectos lineales y cuadraticos del DF sobre VCL. De acuerdo a los
resultados del andlisis preliminar de residuales fue necesario transformar la variable
dependiente; se empleé la transformacion raiz cuadrada. De acuerdo a lo anterior el

modelo que se empled fue el siguiente:
veLY? = 8, + f,DF + f,DF? + ¢

En donde VCLY? es la raiz cuadrada del VCL, £, B, y B, son los estimadores de
minimos cuadrados del intercepto, efecto lineal y cuadratico de DF respectivamente y ¢
es el error aleatorio. VCLY?~ N(B,+ B,DF +,DF*,¢?), €~ N(0,67), o}

corresponde a la varianza del error.

* Con la finalidad de observar la posible relacion de volumen (mm?® luteal (dia 17)
sobre la concentracion de P, (dia 17), se realiz6 un modelo de regresion. Este analisis
se realiz6 mediante el procedimiento REG de SAS, en el cual se modelaron efectos

lineales y cuadraticos del VCL sobre P,. El siguiente fue el modelo empleado:
P4 = fi,+ f,DF + f,DF? + B.VCL+ fVCL® + ¢

En donde £, B, y B, B3,y B, son los estimadores de los minimos cuadrados ordinarios

del intercepto y de los efectos lineales y cuadraticos de P, y VCL respectivamente.
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P4~ N(B,+ B,DF + §,DF*+ B, VCL+ B,VCL?,52), e ~ N(0,67), 67 es la varianza

del error.

** Con el objeto de relacionar en conjunto, el efecto del tratamiento (eCG dia 5y eCG
dia 8), diametro folicular (foliculo dominante - dia 9), volumen total luteal (dia 17) y
concentraciéon de progesterona (dia 17) sobre el diagnéstico de prefiez, se planted y
realizé una regresién logistica por ser la prefiez una variable de naturaleza dicotémica
(1= positivo, 0=negativo). Este modelo de regresion no lineal estima la probabilidad de
ocurrencia de un evento; en este caso se modelé la probabilidad de que el diagnostico de

prefiez fuera positivo: P(DP = 1); por lo tanto el modelo empleado fue el siguiente:
P(DP=1) = f(DPFD,VPCLT, TRAMTO,CPP417)

El andlisis se efectu6 mediante el procedimiento LOGISTIC de SAS; para la seleccién de
las variables que probablemente afectan el diagnostico de prefiez y que por lo tanto se
incluyeron en el modelo bajo la metodologia FORWARD. El nivel de significancia para
que cada una de estas variables fuera incluida en el modelo correspondi6 a 0.05.
Utilizando esta metodologia se muestra la estimacion del Odds y su respectivo intervalo
de confianza; se dice que si el intervalo contiene al uno (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 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 O (no prefiez en este caso). El intervalo de confianza que se obtuvo
fue del 95%.

2.5. Resultados y discusiodn
2.5.1. Efecto del dia de la aplicacion (dia5 u 8) de la eCG sobre el

desarrollo del foliculo dominante (niumero y tamafio)

En la tabla 2, se muestra la comparacion entre los tratamientos utilizados (eCG dia 5y

eCG dia 8), en cuanto a las variables de niumero de foliculos dominaatés rim)
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(Sartori et al., 2004; Senger, 2005) encontrados durante el segundo muestreo (dia 9) y su

diametro folicular (mm).

Tabla 2. Foliculos dominantes presentes muestreo dia 9

Foliculo dominante (niimero) dia 9 Didametro (mm) foliculo dominante dia 9
Tratamiento
Min. Max. Prom.! Min. Max. Prom.!
eCG dia 5 (n=42) 1 2 1.1+03a 10 19 11.7+054 a
eCG dia 8 (n=28) 1 1 1+0 a 9.2 16 10.1x0.6b
Total muestra (n=70) 1 2.0 1.1+0.2 9.2 19 10.9+0.41

!Los resultados de didametro folicular se expresan como promedio (media) + S.E.M.

mientras que los valores de numeros de foliculos se expresan como promedio + D.S.

2.5.1.1. Numero de foliculos dominantes (dia 9). En el presente estudio todas las
hembras utilizadas tanto para el tratamiento 1 (eCG dia 5) y tratamiento 2 (eCG dia 8)
presentaron al menos un foliculo dominante, variable para la cual no se evidenciaron
diferencias (P>0.05) entre los tratamientos utilizados (eCG dia 5 frente a eCG dia 8).

Este resultado difiere a lo encontrado en estudios similares, en los que la adicion de la
eCG el dia 5 en un protocolo de sincronizacién del ciclo estral, ha causado
probablemente una cascada de reflejos a nivel molecular, lo cual desencadena el
desarrollo de mas de un foliculo dominante (Knobil and Neill 2006), esto debido a que en
los citados tratamientos de control de ciclo estral, en donde se sincroniza el crecimiento
de la onda folicular con implante de P, y estradiol (como en el presente estudio), la
emergencia de una nueva onda folicular ocurre 4 - 5 dias después (B9, et al., 2006;
Baruselli et al., 2001), efecto posiblemente generado por los niveles sanguineos de las
hormonas requeridas para lograr inducir una retroalimentacion (feed-back) negativa,
afectando la sintesis y secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas y alterando
el normal desarrollo de los foliculos, lo que permite pensar que se esta induciendo la
regresion de los foliculos en crecimiento (FSH-dependientes) y no se permite el
fendmeno de la ovulacién en los foliculos dominantes (LH-dependientes) (Adams et al.,
1992; Taniguchi et al.; 2007), generando regresién e inicio de una nueva onda (Adams et
al., 1992; Gordon, 1999; Gonzales-Stagnaro 2001; Baruselli et al. 2005; Palma, 2008).
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Cuando la eCG es aplicada el dia 5, la onda folicular esta en una etapa muy temprana de
desarrollo, en consecuencia, la eCG podria dar lugar a la estimulacion en el
reclutamiento y seleccion de mas de un foliculo dominante, ya que favorece la sintesis de
MRNA que codifica para los receptores de hormonas gonadotropicas FSH y LH a nivel de
las células de la teca y de la granulosa (Este efecto en el presente estudio solamente fue
observado en 4 de las 42 novillas, por lo cual no se comprobaria la hipétesis planteada al
respecto, ya que no se evidenciaron diferencias estadisticas entre los tratamientos

utilizados).

Con referencia a esto ultimo, Nasser et al., (2004), quienes al aplicar 400 Ul de eCG a
dos grupos de novillas receptoras cruzadas Nelore/Angus (eCG dia 5 frente a eCG dia 8)
con edades entre 22 y 30 meses, las cuales fueron suplementadas con 2 kilogramos/dia
de concentrado, encontraron diferencias (P<0.05) de acuerdo al numero de foliculos
dominantes presentes hacia el dia 8, siendo mayor el numero de foliculos cuando la eCG
se aplicé el dia 5 (inicio de una nueva onda de crecimiento folicular), demostrando de
esta forma la accion foliculo estimulante de la eCG, la cual estimula la sintesis del mRNA
que codifica para los receptores foliculares de FSH en los foliculos en desarrollo (Kuran
et al., 1996; Baruselli et al., 2005), por lo cual se selecciona mas de un foliculo debido a
gue no hay foliculos dominantes en ese momento (dia 5 de aplicacion con referencia al
inicio de protocolo de control de ciclo estral) que inhiban a los demas foliculos en
desarrollo; cuando la eCG se aplicod el dia 8 (cuando ya la dominancia folicular esta
establecida) solamente se present6 una estimulacién del foliculo dominante (vinculacién
de la eCG a los receptores foliculares de FSH y LH) (Cameron and Batt, 1991), por tal

motivo se observaron diferencias estadisticas en el citado articulo.

Baruselli et al (2001), quienes sincronizaron receptoras cruzadas tipo Cebu, a las cuales
aplicaron 800 Ul de eCG el dia 5 con referencia al ciclo sincronizado (dia de inicio del
crecimiento de nueva onda folicular); encontraron diferencias (P<0.05) para el nimero
promedio de foliculos dominantes el dia 8 de iniciada la sincronizacion, 2.04 + 1.4 (mayor
a lo reportado en el presente estudio) esto frente a un tratamiento control (sin eCG) 0.6 +
0.5. Este resultado podria indicar que la eCG participa de manera activa favoreciendo la
sintesis de mRNA que codifica para receptores de hormonas gonadotrépicas a nivel
folicular; permitiendo el aumento de la densidad de este tipo de receptores a nivel de

membrana en las células de la teca y de la granulosa de varios foliculos (Sartori et al.,
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2001), lo cual podria estar asociado con el aumento de estructuras foliculares
encontradas (Murphy and Martinuk 1991; Sartori et al., 2001). Con este resultado del
citado articulo se podria deducir la posible ventaja al aplicar la eCG frente a un

tratamiento control.

Al no encontrar diferencias estadisticas en esta variable en el presente estudio,
posiblemente podria deberse a el factor raza, en donde existen diferencias en cuanto a
factores como la sensibilidad hormonal (Knobil and Neill 2006), con lo cual se diferencian
las razas de las especies Bos Indicus y sus cruces, que son mas sensibles que las razas
de las especies Bos Taurus (Sartori et al., 2004). Si se tiene en cuenta esto ultimo, se
podria deducir que concentraciones de 400 Ul de eCG van a desencadenar efecto
diferente en las razas de las dos especies, por lo cual se observa que dicha sensibilidad
no fue tan marcada en el presente estudio en donde se trabajé con novillas de la especie
Bos Taurus. De esto, ultimo se deduce que se deberia trabajar con diferentes
dosificaciones de acuerdo a los factores expuestos, ya que dosis de 400 Ul de eCG,
como la utilizada en el presente estudio tendria menos probabilidad de estimular el
crecimiento de una gran namero de foliculos como si lo fue en otros estudios al respecto,
en donde han utilizado 1000 Ul (Fuentes y De la Fuente, 2007) y 800 Ul (Buruselli et al.,
2001) de eCG, utilizando novillas y vacas lo cual posiblemente también influye
drasticamente en los resultados (Dieleman et al., 1993; Vos et al.; 1994; Nogueira et al.,
2003).

Por otra parte, cuando el tratamiento de eCG se suministra el dia 8, posiblemente el
dominio folicular ya esta establecido (Buaruselli et al., 2001) y sélo puede tener como
resultado la estimulacion de sélo el foliculo dominante (en algunos casos el mayor
foliculo subordinado) (Knobil and Neill 2006). En el presente estudio esto fue observado,
ya que solamente se evidencia un foliculo dominante como promedio para el grupo de
novillas pertenecientes al tratamiento 2 (eCG dia 8), maximo uno (1) y minimo uno (1),
por lo cual se podria asumir el estimulo realizado a este Unico foliculo dominante.

Concordante con lo anterior, la misma variable ha sido medida en otros estudios como en
el de Sartori et al., (2002), en el cual utilizando vacas Holstein a las cuales aplicaron
PGF2a el da 7 (en presencia de Cuerpo liteo), encontraron en promedio 1.0 £ 0.0
foliculos ovulatorios en vacas con ovulacion sencilla, y 2.5 + 0.1 foliculos ovulatorios en

vacas con ovulacién multiple (no aplicé eCG, en ninguno de los casos), se observa en el
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primer caso del estudio en referencia la similitud a lo reportado en el presente estudio en
cuanto a los dos tratamientos y el total. Con otros estudios no se ha evidenciado esta
tendencia (Nasser et al., 2004; Machado et al., 2006; Siqueira et al, 2009), debido
posiblemente a la variedad en cuanto a la tipologia racial utilizada (Nogueira et al., 2003).
Los resultados encontrados de acuerdo a la variable en mension el dia 9 (nueve), es
similar a los encontrado en los citados estudios, en donde se nota que minimo un foliculo
dominante esta presente hacia el dia 8 0 9, es decir cuando el foliculo ha alcanzado su

maximo desarrollo y se encuentra préximo a ovular.

2.5.1.2. Diametro foliculo dominante (dia 9). Todas las novillas utilizadas

(tratamiento 1 — eCG dia 5 y tratamiento 2 — eCG dia 8) en el presente estudio
presentaron al menos un foliculo dominante (folickel® mm) (Sartori et al., 2004;
Senger, 2005) con la aplicacién de los protocolos para control de ciclo estral (Sartori et
al., 2002; Perry et al., 2005; Lynch et al.,, 2010). De acuerdo a esto, se evidenciaron
diferencias (P<0.05) entre los dos tratamientos, siendo mayor el diametro folicular del
grupo eCG dia 5 (tratamiento 1) frente al grupo eCG dia 8 (tratamiento 2) (Véase tabla
2).

De acuerdo a los resultados obtenidos se podria decir que son similares a los reportados
por Machado et al., (2006), quienes al comparar tres protocolos para el control del ciclo
estral reportaron diametros foliculares similares para el dia 9 de 9.6£1.7 mm. (Protocolo
1), 9.5£0.6 mm. (Protocolo 2) y 9.840.6 mm. (Protocolo 3) en hembras cruzadas (Bos
taurus x Bos indicus). En otros estudios al respecto en donde han utilizado eCG durante
los protocolos de control de ciclo estral, se ha reportado valores diferentes de diametro
folicular. En tal sentido Filho et al., (2010) reportan para vacas de la raza Nelore,
utilizando dos tratamientos de sincronizacion para IATF, en donde incluyeron eCG en un
grupo y eCG mas GnRH en otro (aplicadas el dia 9 con respecto al dia de inicio del
protocolo de sincronizacién), un promedio de diametro para el foliculo dominante de 8.2 +
0.9 mm, (grupo eCG), y 8.5 + 0.8 mm (grupo eCG + GnRH), valores algo menores a los
reportados en el presente estudio; los cuales en otras investigaciones han sido similares
sobre todo cuando comparamos a los resultados obtenidos con el tratamiento 1 (eCG dia
5). Asi lo reportan Machado et al., (2006), los cuales trabajaron con la raza Nelore, en

donde utilizaron un protocolo para control de ciclo y aplicaron 400 Ul de eCG el dia 9, en
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donde obtuvieron 12.72 + 0.39 mm de didmetro folicular. Estos resultados son similares a
los reportados por Filho et al., (2004) quienes no encontraron diferencias significativas en
el diametro folicular en un grupo de vacas Nelore sincronizadas para Inseminacion
Artificial a Tiempo Fijo (IATF), en donde suministraron eCG el dia 9 (12.4 + 0.05 eCG vs,
12.1 £ 0.04 mm sin eCG).

En otros estudios en donde se ha trabajado con el mismo tipo racial utilizado en el
presente estudio, se han reportado valores superiores a los encontrados en la presente
investigacion., es el caso del reporte de Sousa et al., (2009), en donde aplicaron a un
grupo de vacas de la raza Holstein 400 Ul de eCG el dia 8 (con referencia al dia de inicio
de la sincronizacion), en donde encontraron un tamafio foliculo dominante de 14.7 + 0.6
mm y de 13.1 £ 0.6 mm en las vacas sin eCG. Igualmente Sartori et al., (2004), utilizando
especificamente novillas y vacas lactantes Holstein encontraron tamafos de foliculos
ovulatorios de 14.9 + 0.2 mm en las novillas y 16.8 + 0.5 mm para las vacas. (Los
animales con CL presente no fueron tratados con ningun tipo de hormona, los otros con
GnRH). ElI mismo autor, Sartori et al., (2002) comparando vacas con ovulacion sencilla y
vacas con ovulacion multiple de la misma raza, en las cuales aplicaron PGF2a el & 7

(en presencia Cl), encontraron diametros foliculares de 15.8 £ 0.4 mm (en ovulacion

sencilla), y 13.7 £ 0.3 mm (ovulacién doble).

Con la aplicacion de PGF2a con intervalo de 11 dias, se han conocido reportes, como es
el caso de Lynch et al., (2010), los cuales utilizando vacas cruzadas tipo carne Bos
Taurus, sincronizadas con la aplicacion de dos dosis de PF2a (11 dias de intervalo),

encontraron foliculos preovulatorios de 14.1 + 1.9 mm de diametro.

También se han realizado estudios en donde se ha tratado de sincronizar el crecimiento
de la onda folicular sin la utilizacion de hormonas, en donde se han encontrado
diferencias estadisticas. Este es el caso del reporte de Vasconcelos et al., (2001) en
donde se observan diametros foliculares dominantes de 12.53 + 0.37 mm en vacas
lecheras sin tratamiento alguno, frente a vacas tratadas con aspiracién folicular 8.69 mm
+0.35.

Se observa la gran variedad de resultados reportados en los diferentes estudios

referenciados, en tal sentido, se plantea que la tipologia racial, Bos Indicus y sus cruces,
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poseen menor tamafio ovarico, lo cual se reflejaria de igual forma en sus estructuras
producidas (foliculos y cuerpos liteos), esto frente a las encontradas en razas Bos
Taurus como la utilizada en el presente estudio (Gordon, 1999 Gonzéales — Stagnaro,
2001; Palma; 2008), pero esto no seria definitivo, ya que se evidencian otros elementos
como los tratamientos o dosificaciones utilizadas, estados de desarrollo (novillas, vacas),
namero de partos, estado nutricional etc., lo cual podria explicar de alguna manera los
diferentes efectos encontrados al respecto en los reportes referenciados. (Dieleman et
al., 1993; Vos et al.; 1994; Nogueira et al., 2003; Rekwolt, 2004; Sartori et al., 2004;
Roche, 2006; Knobil and Neill 2006). De acuerdo a los diversos factores nutricionales que
indudablemente podrian incidir sobre la dinamica folicular de las novillas (Roche, 2006),
se podria de alguna manera pensar que las novillas utilizadas en el presente estudio se
encontraban en pastoreo, sin suplemento adicional que garantizara el cubrimiento total
de sus necesidades fisiolégicas, por lo cual seria evidente un desbalance nutricional, lo
cual generaria efecto inicial a nivel del hipotadlamo y consecuentemente de la hipoéfisis
anterior (adhenohipofisis), que afectaria la sintesis y secrecion de las hormonas
gonadotrdpicas, por lo cual se podria ver afectado el desarrollo y crecimiento folicular
(Rekwolt, 2004; Roche, 2006).

Debe tenerse en cuenta que en el presente estudio las mediciones de los foliculos se
realizaron en la mafiana del dia 9 (antes de la aplicacién de BE); posterior a esto a cada
novilla se le aplicd 1 ml (5 mg.) de benzoato de estradiol, con la finalidad de estimular la
sintesis y secrecion de FSH y LH, para favorecer el desarrollo final del foliculo, asi como
su ovulacién (Baruselli et al., 2005; Spey et al., 2006), por lo cual podria pensarse que
aln no se ha completado la etapa de desarrollo final del foliculo preovulatorio antes de su
ovulacién, en la cual por la accion de las hormonas gonadotrdpicas, este incrementa su
diametro final, motivo por el cual los promedios de diametro folicular podrian ser
inferiores comparados con los resultados de la mayoria de estudios referenciados, en
donde las mediciones se realizaron en el momento de maximo desarrollo folicular (dia 9)
(Vasconcelos, 2001; Sartori et al., 2002; Sartori et al., 2004; Perry et al., 2005; Perry et
al., 2007).

En cuanto al efecto encontrado (P<0.05) con el tratamiento 1 (eCG dia 5 — Dia de inicio
de la onda folicular del ciclo sincronizado) en el presente estudio, posiblemente se deba a

gue la eCG ha causado el desencadenamiento de la cascada de eventos a nivel
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molecular que provoca un mayor desarrollo del foliculo dominante (Knobil and Neill
2006).

La eCG estimula la formacion de mRNA que codifica para receptores de FSH y LH,
estimulo que sigue incrementdndose debido a que el foliculo se encuentra en etapa muy
temprana de dominancia y durante este periodo sigue actuando la eCG la cual tiene una
vida media de 3 dias (B0 et al, 2004), por lo cual practicamente se garantiza su accion
durante el tiempo que el foliculo se va haciendo dominante, permitiendo el aumento de la
densidad de los receptores de FSH y LH, lo cual se asocia a crecimiento folicular. Por
otro lado, comparado con las novillas del grupo del tratamiento 2, (eCG dia 8), cuya
aplicacion se realiz6 cuando la dominancia folicular practicamente ya estaba establecida,

el efecto estimulador por parte de la eCG seria muy corto.

2.5.2. Efecto del dia de la aplicacion de la eCG sobre el desarrollo
del cuerpo lateo (numero y volumen), porcentaje de doble
ovulacion, porcentaje de utilizacién, concentracion plasmatica

de P,y porcentaje de prefez

En la tabla 3, se reportan los resultados de las variables cuerpo lateo (nUmero) dia 17,
porcentaje de doble ovulacién dia 17, volumen luteal (mm?®) dia 17, porcentaje de
utilizacion dia 17, concentracion plasmatica de P4 (ng/ml) dias nueve (9) y diecisiete (17)
y porcentaje de prefiez (%) dia cincuenta y dos (52), comparados entre tratamientos
(eCG dia 5 frente a eCG dia 8).

La discusion correspondiente a las variables mostradas en la tabla 3, volumen luteal dia

17, concentracion de P, dia 17 y porcentaje de prefiez dia 52, se realizara en conjunto

al analizar el porcentaje de prefiez (numeral 2.5.2.4), esto con el fin de comprender un

poco mas los reportes de estudios al respecto en donde la mayoria tratan estas tres (3)

variables en conjunto, lo cual podria facilitar la comprension de los resultados.
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Tabla 3. Comportamiento de estructuras luteales y su volumen, concentracion de

progesteronay porcentaje de prefiez

Cuerpo liteo ' Concentracion de Progesterona (ng/ml)
, , % Doble Volumen luteal (mm3) dia 17 % de .
) (numero) dia 17 9 oo . . Prefiez (%)
Tratamiento ovulacién utilizacion Dia9 Dia17 i
_— B ’ dia 52
(dia 17) dia 17 )
Min. Max. Prom.! Min.  Max. Prom.! Min. Max.  Prom.!  Min. Max.  Prom.'

eCG dia 5 (n=42) 1 2 11£03a 95a 375 16443.6 5023.6+512.4a 100 (42/42)a 0 084 028:0.03b 198 101 512+031a 69(29/42)a

eCG dia 8 (n=28) 1 1 140a Oa 1150.35 18057.3  55549+7586a 100(28/28)a 0 0.86 0.33+0.05b 2 96 552%030a 64(18/28)a

Total muestra

(n=70) 2 11402 5.7 3754 18057.3  5236.1£429.7 100 (70/70) 0 09 0.3£0.03 2 10 521022 67 (47/70)

1Los resultados volumen luteal y concentracion de progesterona se expresan como
promedio (media) = S.E.M. mientras que los otros valores se expresan como promedio *
D.S.

2.5.2.1. Cuerpo luteo (namero) dia 17. Todas las novillas (70/70) de los dos

grupos experimentales del presente estudio (42 novillas pertenecientes al tratamiento 1 —
eCG dia 5 y 28 novillas pertenecientes al tratamiento 2 — eCG dia 8) presentaron al
menos un cuerpo liteo consolidado y funcional para el dia 17 (etapa de diestro) con la
aplicacion de los protocolos de control de ciclo estral planteados, por lo cual se podria
pensar que igualmente todas las novillas ovularon, esto si tenemos en cuenta que todas

presentaron al menos un foliculo dominante hacia el dia 9 (tabla 2).

De acuerdo al promedio de esta variable, no se evidenciaron diferencias (P>0.05) entre
los tratamientos utilizados (eCG dia 5 frente a eCG dia 8), esto fue paralelo en cuanto al
promedio de foliculos dominantes evidenciados (tabla 2) durante el experimento.

Contrariamente, en un estudio similar al presente, realizado por Nasser et al., (2004), se
reportan diferencias significativas entre los dos tratamientos utilizados (eCG el dia 5 u 8),
en los cuales suministraron 400 Ul de dicha hormona a receptoras cruzadas
Nelore/Angus, sincronizadas para la transferencia de embriones a tiempo fijo, en donde
se obtuvieron 1.44 + 0.18 cuerpos luteos (eCG dia 5) frente a 1.03 + 0.03 cuerpos liteos
(eCG dia 8), utilizando animales con tipologia racial mas sensible en cuanto a las
dosificaciones hormonales utilizadas (Spey et al., 2006; Baruselli et al.,, 2005). Sin

embargo los valores encontrados en el citado estudio cuando la eCG se aplico el dia 8,
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son similares a los del presente reporte, lo cual posiblemente se deba a la similitud de

tratamientos de sincronizacién utilizados entre los dos estudios.

En otro estudio realizado por Baruselli et al. (2001), en el cual utilizaron tratamiento
control (sin eCG), encontraron diferencias estadisticas, utlizando receptoras para
embriones cruzadas tipo cebd, a las cuales aplicaron 800 Ul de eCG (dia 5 con
referencia al ciclo sincronizado — crecimiento de nueva onda folicular). En este estudio se
reporta 2.58 + 2.93 cuerpos liteos en animales con eCG y 0.5 = 0.5 cuerpos lateos en
animales sin eCG. Estos hallazgos podrian evidenciar la accién superovulatoria de la
eCG causada por la dosis de 800 Ul suministrada el dia de inicio de la onda folicular (B
et al, 2004). Este efecto superovulatorio también se ha visto en otros estudios como el
realizado por Fuentes y De la Fuente (2007), los cuales trabajaron con novillas Holstein a
las que suministraron 1000 Ul de eCG el dia 5 (con referencia al inicio del tratamiento).
En este estudio observaron que dicha hormona aumentaba significativamente el nUmero
de cuerpos lateos (entre 2 y 5 estructuras en cada ovario en el momento de la

transferencia).

Estos resultados de acuerdo a la variable en cuestién, también podrian estar indicando la
diferente accién de la eCG de acuerdo a la dosificacién utilizada, tipo racial y el estado
productivo del animal (vaca o novilla), lo cual podria influenciar como se explico
anteriormente los resultados obtenidos en cuanto al niumero de foliculos (Dieleman et al.,
1993; Vos et al.; 1994; Nogueira et al., 2003; Rekwolt, 2004; Sartori et al., 2004; Roche,
2006; Knobil and Neill 2006).

2.5.2.1.1. Porcentaje de doble ovulacién (dia 17). En cuanto a esta variable la cual se
deriva de los foliculos dominantes presentes (dia 9) y de los cuerpos luteos evidenciados
(dia 17), no se evidenciaron diferencias (P>0.05) entre los dos tratamientos utilizados
(eCG dia 5 frente a eCG dia 8).

La doble ovulacion solamente fue observada en cuatro (4) de las cuarenta y dos (42)
novillas (9.5%) pertenecientes al tratamiento 1 (eCG dia 5). Este porcentaje es menor al
encontrado por Sousa et al., (2009), quienes encontraron encontraron 12.5% del total de
las vacas Holstein con doble ovulacién aplicando 400 Ul de eCG (dia 8 con referencia al

dia de inicio del protocolo).
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Igualmente Vasconcelos et al.,, (2001), reportan un 19.1% de dobles ovulaciones en
novillas de la raza Holstein bajo un protocolo Ovsynch y sincronizando el crecimiento de
la onda folicular utilizando aspiracién folicular (foliculos > 4 mm), esto frente a un grupo
control (sin aspiracion) 9.5% (2/21), siendo este Ultimo porcentaje similar al porcentaje

reportado en el presente estudio.

De otro lado, los resultados de doble ovulacion del presente estudio son mayores al 1.3%
(1/75) reportado por Sartori et al., (2002), utilizando novillas Bos Taurus sincronizadas
con PGF2a el dia 7 (Unicamente se aplicd en presencia de cuerpo liteo), pero no ocurrio
lo mismo con vacas para lo cual se reporta 63.5% (33/52) de dobles ovulaciones. Esto
contrasta a otros reportes encontrados igualmente por Sartori et al., (2004) en vacas
Holstein 1.9 % (1/54) y en novillas el 17.9 % (5/28) utilizando solamente tratamientos de

GnRH (sin eCG) en hembras con cuerpo liteo presente.

Como se puede observar, los resultados de esta variable (porcentaje de doble ovulacion)
son contradictorios entre los citados reportes y el presente estudio. En tal sentido se
observa que la adicién de la eCG el dia 5 en un protocolo de sincronizacion del ciclo
estral, podria estar causando el desarrollo de mas de un foliculo dominante. Esto se
fundamenta ya que el tratamiento de sincronizacion con P, y BE sincroniza el crecimiento
de una nueva onda folicular aproximadamente 4 a 5 dias. Por tal motivo, al suministrar la
eCG (dia 5), la onda folicular esta en una etapa temprana de crecimiento, en
consecuencia permite la estimulacion de mas de un foliculo dominante, lo cual en el
presente estudio solamente fue observado en 4 de las 42 novillas, lo cual no comprueba
estadisticamente la posible accién de la eCG para poder dar una conclusién valida al

respecto.

Se plantea que la dosificacion de 400 Ul de eCG suministrada a los dos grupos de
novillas del presente estudio, podria tener una probabilidad menor de estimular el
crecimiento de un numero amplio de foliculos; esto frente a lo observado en otros
estudios, en donde las dosificaciones han sido mayores (Buaruselli et al., 2001; Fuentes
y De la Fuente, 2007), estudios en donde también podria estar influyendo la edad, el
estado de desarrollo (novillas y vacas) y la raza (Bos Indicus y Bos Taurus), siendo mas
sensibles a los tratamiento hormonales las razas Indicas, frente a las Taurinas (Randel
and Moseley, 1997).
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Por otra parte cuando el tratamiento de eCG se suministra el dia 8, el dominio folicular ya
esta establecido y s6lo podria tener como resultado la estimulacion del foliculo dominante
(Lynch et al., 2010; Perry et al., 2005; Sartori et al., 2002), lo cual posiblemente explica el
resultado obtenido al respecto en el presente trabajo con el grupo de novillas
pertenecientes al tratamiento 2 (eCG dia 8), las cuales reflejan lo anterior de acuerdo a

los foliculos ovulados.

2.5.2.2. Volumen luteal (mms3) dia 17. Para esta variable no se evidenciaron
diferencias (P>0.05) entre los grupos tratados (eCG dia 5 frente eCG dia 8).

Se destaca la sincronia causada en cuanto alaevidencia de estructuras luteales
encontradas el dia 17, por lo que se evidencia que el 100% de las novillas en los dos
tratamientos (tratamiento 1 — eCG dia 5, 42/42 y eCG dia 8, 28/28) presentaron por lo

menos una estructura luteal consolidada.

2.5.2.2.1. Efecto del diametro del foliculo dominante (mm) dia 9

sobre el volumen luteal (mm3) dia 17.

Independientemente a los tratamientos de eCG utilizados (eCG dia 5 y eCG dia 8), el
analisis de regresion del didmetro (mm) del foliculo dominante (dia 9 del ciclo
sincronizado) sobre el volumen (mm?) luteal (dia 17 del ciclo sincronizado), en la totalidad

de las novillas del estudio (n=70) no encontré significancia (P>0,05).

Estos resultados coinciden con lo reportado por Lynch et al.,, (2010), quienes hacen
referencia al tamafio del foliculo preovulatorio frente al volumen luteal. En dicho estudio
no se encontrd relacién entre el diametro folicular y el diametro luteal en un grupo de
novillas (Bos Taurus), las cuales recibieron un tratamiento con prostaglandina para el
control del ciclo estral. En la misma investigacion, Lynch et al., (2010), refuerzan lo
encontrado al analizar los niveles de hormonas esteroideas circulantes y sugieren que no
hay relacion entre la concentracion de estrégenos producidos durante el periodo
periovulatorio y los niveles de progesterona presentes durante el dia 7 posterior a la
ovulacion. Esto permitiria pensar que la capacidad esteroideogénica del cuerpo liteo
consolidado no esta asociada con la capacidad esteroideogénica de foliculo dominante

del cual se formé.
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Igualmente Vasconcelos et al., (2006), muestran bajos porcentajes de sobrevivencia
embrionaria en hembras que presentan foliculos preovulatorios por encima de la media
del grupo. Esto permitiria pensar que al presentarse foliculos grandes durante el
momento de la ovulacion podria generar una cavidad ovulatoria (fosa de ovulacion),
haciendo que se presenten cuerpos liteos cavitarios; los cuales van a presentar una
menor cantidad de estroma luteal (volumen luteal) y menor cantidad de células luteales
productoras de progesterona (Kastelic et al., 1990,), siendo asi, menor su sintesis de
progesterona frente a cuerpos liteos no cavitarios, esto dependiendo de la cantidad de
volumen luteal presente (Duica 2011), por lo cual el ambiente embriotrofico sera
diferente entre las dos situaciones, con lo cual se podria afectar la sobrevivencia

embrionaria y la tasa de concepcién (1997; Lynch, 2010; Grygar).

2.5.2.2.2. Porcentaje de utilizacién dia 17. En cuanto a esta variable

(hembras transferidas/hembras sincronizadas*100), no se presentaron diferencias
(P>0.05) entre los dos grupos tratados (eCG dia 5 frente a eCG dia 8).

Los porcentajes reportados en cuanto a esta variable permiten evidenciar que la totalidad
de las novillas tratadas (70/70 - 100%) con los protocolos de sincronizacién de ciclo estral
tanto para el tratamiento 1 (eCG dia 5 — 42/42) como el tratamiento 2 (eCG dia 8 —
28/28), presentaron adecuado desarrollo de estructura luteal (cuerpo luteo consolidado)
(Nasser et al., 2004) para que fuera transferido el embrion el dia 17 (cuerpo luteo

consolidado).

Menores porcentajes de utilizacion han sido reportados en varios estudios, es asi que
investigadores como Pita et al., (2009) utilizando novillas cruce por Cebu, encontraron 84
%, de utilizacién con la aplicacion de la eCG el dia 5 del inicio del protocolo y 65 %
aplicando la eCG el dia 8; en este estudio se evidenciaron diferencias estadisticas.
Igualmente se reportan menores porcentajes de utilizaciébn en un estudio realizado por
Nasser et al., (2004), en el cual utilizaron novillas receptoras Nelore/Angus sincronizadas
con 400 Ul de eCG, reportan 90.7% (eCG dia 5) y 82.7% (eCG dia 8), estudio en el cual
tampoco se reportaron diferencias estadisticas. Igualmente Fuentes y De la Fuente

(2007), reportan menores porcentajes de utilizacion, 83%, utilizando novillas Holstein a
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las cuales aplicaron 1000 Ul de eCG el dia 5 con referencia al inicio del tratamiento de

control de ciclo estral.

En general se observa que los porcentajes reportados en las investigaciones citadas
tienen en comun que los menores porcentajes de utilizacion se han obtenido en los
grupos de hembras tratadas con eCG el dia 8 con respecto a los grupos tratados el dia 5,
lo cual no fue evidenciado en el presente estudio en el cual el porcentaje de utilizacién

fue 100% en cada uno de los tratamientos (eCG dia 5y eCG dia 8).

Los resultados de la presente variable confirman los estudios anteriores (Fuentes y De la
Fuente, 1997; Tribulo et, al 2002; B6 et al, 2002) en los que la adicion de la eCG en el
periodo de dominancia folicular (dia 8) o de inicio de onda folicular (dia 5) en un protocolo
de sincronizacién del estro, aumenta el porcentaje de hembras transferidas de acuerdo a
las sincronizadas (B6 y Caccia, 2003; Baruselli et al., 2005; Barret et al., 2006), en donde
la aplicacion de la eCG (la cual tiene accion FSH y LH) durante el periodo de dominancia
(dia 8) podria generar que el foliculo dominante mantenga su desarrollo y crecimiento en
la fase final con la finalidad de que llegue a ser un foliculo preovulatorio (Evans et al.,
1997). Este desarrollo de este foliculo se relaciona con la sintesis de receptores para

FSH y LH, asi como la elaboracién de las aromatasas (Bao et al., 1997).

La expresion de un mayor ndmero de receptores para la LH en las células de la
granulosa se considera como un mecanismo para la adquisicion de dominancia (Sartori
et al., 2001), en referencia a esto, se ha encontrado mMRNA que codifica para receptores
de LH en el foliculo dominante; el crecimiento de este foliculo esta asociado con la mayor
expresion de este mRNA en las células de la granulosa (Mihm et al.,, 2000); esto
igualmente se relaciona con la preparacion celular para la formacién del cuerpo luteo
(Revisado por Jiménez en: Hernandez 2008). Por otro lado, con la aplicacién de la eCG
hacia los dias de inicio de la onda folicular (dia 5), podria generar seleccién de varios
foliculos, gracias a la acciéon FSH de la eCG, con lo cual podria generarse mas de un
foliculo dominante, lo que podria conllevar a la formacion de varios cuerpos liteos
(Revisado por Olivera et al., 2007). Esto no ocurri6 en el presente estudio, pero
posiblemente la eCG favorecié la formacién y consolidacion del foliculo en sus etapas de

seleccién y dominancia de las novilas pertenecientes al tratamiento 1 (eCG dia 5).
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2.5.2.3. Concentracion de progesterona ng/ml

Se debe aclarar que el dia del muestreo 1 (dia 5) definitivamente no podria haber efecto
del tratamiento con eCG para esta variable, ya que en el momento del muestreo se
colocd dicha hormona en el grupo del tratamiento 1; y en el grupo del tratamiento 2 se
colocé el dia 8. Sin embargo se reporta el comportamiento de la concentracion de P, dia
5 en la gréfica 2 y 3 con la finalidad de analizar la tendencia entre los grupos escogidos.
En estas graficas se observan rangos de valores entre minimos y maximos 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 de los grupos experimentales utilizados al
momento de iniciar los tratamientos de sincronizacion, lo que indicaria que dentro del
grupo de novillas se encontraba un porcentaje importante de estas con cuerpos luteos
presentes al inicio del tratamiento de sincronizacion, lo cual respaldaria lo reportado por
la literatura, en donde se habla que aproximadamente entre el 40 y 50% de un grupo de
hembras aptas reproductivamente podrian presentar estructuras luteales al realizar una
exploracion reproductiva (Palma, 2008; Gordon et al., 1999). Por lo cual era de
esperarse en el presente estudio que un porcentaje importante de las novillas
presentaran niveles basales de P, superiores a 1ng/ml (Grafica 2). lgualmente debe
tenerse en cuenta que el dispositivo de liberacién lenta de P, aplicado el dia cero “0” del
protocolo para el control del ciclo estral, favorecido de alguna manera el incremento de
esta hormona evidenciandose durante el primer muestreo (dia 5) (Baruselli, 2003; B6,
2003).

2.5.2.3.1. Concentracion de progesterona dia 9. Para este dia de

muestreo tampoco se evidenciaron diferencias (P>0.05) en cuanto a la concentracion de

P, entre tratamientos (eCG dia 5 frente a eCG dia 8).

Se debe recordar que el dia el cinco (5) del inicio del protocolo de sincronizacion se
aplicé prostaglandina F2a la cual desencadend la regresion funcional y estructural de
cualquier cuerpo liteo existente (Barnea et al.,, 2000). Por tal motivo, al realizar la
exploracion ultrasonografica ovarica durante este dia 9 (muestreo 2), no se encontraron
estructuras compatibles con cuerpos luteos, lo cual se corrobora al observar las
concentraciones de P, plasmatica de los grupos de novillas en seguimiento, ya que al no

encontrarse estructuras luteales es de esperarse que los niveles sanguineos de P,
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durante los dias 9 y 10 (ciclo sincronizado) se encuentren muy cercanos a niveles
basales: < 0.3ng/ml (Ohtani, 1998).

Las concentraciones basales de P, del presente estudio (véase gréfica 3), han coincidido
con las reportadas por algunos autores, como Kastelic et al., (1990), quienes en un grupo
de novillas de la raza Holstein relacionaron las medidas del cuerpo lateo, obtenidas por
medio de ultrasonografia, con las concentraciones plasmaticas de P, obteniendo como
resultado para el dia 9, una maxima caida en los niveles de P, < 0.3ng/ml. Igualmente
Perry et al., (2005), en un grupo de vacas cruzadas con caracteristicas carnicas, a las
que aplicaron terapia hormonal para sincronizar el ciclo estral (GnRH, PGF2a, GnRH),
reportaron valores de concentracion de P, de 0.2 ng/ml, tanto para el grupo de hembras
gestante como para el grupo de no gestantes. Valores similares han sido reportados por
Chagas et al.,, (2002), trabajando con novillas de la raza Holstein receptoras de
embriones las cuales no fueron sometidas a tratamiento de control de ciclo estral
(embrion transferido con celo referencial), 0.21 + 0.01 ng/ml. Igualmente Aguirre et al.,

(2006), quienes trabajaron con vacas de la raza Brahman, 0.224 ng/ml.

Otros autores han reportado niveles de P, inferiores a los del presente estudio. Es asi
como Sakase et al., (2006), en un trabajo en el que compararon 3 protocolos para el
control del ciclo estral, reportaron como valores minimos de progesterona plasmatica, en
el primer y tercer tratamiento, de 0.09 ng/ml y en el segundo de 0.08 ng/ml, durante el
noveno dia del ciclo estral sincronizado.

Similares concentraciones de P, en la fase folicular han sido referenciadas a nivel de
trépico bajo colombiano, es asi que Grajales (2000), al momento del celo de acuerdo a
diferentes grupos raciales encontr6 para vacas tipo Cebu 0.165 + 0.11 ng/ml.,
Romosinuano 0.221 + 0.20 ng/ml., Holstein por Cebd 0.331 + 0.36 ng/ml. y Simmental
por Cebu 0.347 + 0.31 ng/ml.).

Los anteriores hallazgos, obtenidos por diferentes autores podrian considerarse acordes
con los datos arrojados por el presente estudio, ya que se presentaron tendencias
numéricas que permiten observar que el dia en que se presenté maximo desarrollo
folicular, los niveles de P, plasmatica cayeron a niveles basales (Kastelic, 1990; Ohtani,

1998; Chagas, 2002; Perry, 2005; Sakase, 2006). Esto esta asociado a la aplicacion de
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prostaglandina F2a (elia 5 del ciclo sincronizado), la cual favorece la dramética
disminucion de la irrigacion sanguinea que va al ovario, desencadenando la cascada de
mecanismos luteoliticos. De esta manera, para el dia 9 se espera que a nivel ovarico se
encuentre un cuerpo albicans en el lugar en que se desarrollo el cuerpo lateo y por lo
tanto niveles basales de P, (Niswender, 2000; Schams and Berisha, 2004). En el
presente estudio la prostaglandina F2a tuvo efecto ificigolmotivo por el cual

posiblemente no se encontraron diferencias estadisticas la concentracion de P, (dia 9).

2.5.2.3.2. Concentracion de progesterona dia 17. No se presentaron

diferencias (P>0.05) en cuanto a la concentracion de P, entre tratamientos (eCG dia 5
frente a eCG dia 8).

Durante este muestreo, como era de esperarse a hivel ovarico se encuentra por lo menos
un cuerpo luteo desarrollado y funcional, cuyos niveles de progesterona plasmatica
tuvieron tendencia a la dispersion (Grafica 2), lo cual es consecuente a la diferencia entre

los tamanos de estructuras luteales evidenciadas.

2.5.2.3.2.1. Efecto del volumen luteal (mm3) dia 17 sobre la

concentracion plasmatica de progesterona (ng/ml) dia 17.

La gréfica 1, muestra la funcion estimada mediante el analisis de regresion, la cual
resulté significativa (P<0,05), para la relacion entre el volumen del cuerpo liteo y la
concentracion plasmatica de progesterona para el dia 17 (Muestreo 3)
independientemente a los tratamientos de eCG utilizados (eCG dia 5y eCG dia 8), en la
totalidad de las novillas utilizadas durante el estudio (n=70). El analisis de regresion
mostrd correlacion positiva entre estas dos variables, lo cual indica que si aumenta el
volumen del cuerpo lateo, aumenta la concentracion de P4, y a mayor P, implica un
mayor volumen luteal el cual la produjo, lo cual probablemente amentara la posibilidad de
adecuar un mejor ambiente embriotrofico necesario para que el conceptus se desarrolle,
con lo cual enviard sefiales mas apropiadas para ser reconocido maternamente, lo que
podria desencadenar posiblemente en mayores porcentajes de prefiez (Revisado por
Gonella, 2011).
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Grafica 1. Relacién estimada de la concentracién de progesterona (ng/ml) en funcién del

volumen luteal (dia 17).
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Concordante con lo anterior, Espafia et al., (2004), encontraron correlacion (P<0.001)
entre la concentracién plasmatica de progesterona y el area luteal, en vacas Holstein.
Los autores proponen que el area luteal podria asociarse con los niveles de progesterona
plasmética y esta a su vez, con el diagndéstico de gestacion. Igualmente Spell et al.,
(2001) sincronizando receptoras Angus con tratamiento tradicional de dos
prostaglandinas separadas por 11 dias y con implante de P, por siete dias (sin eCG)
encontraron una correlacion significativa y positiva entre el volumen de tejido luteal y la

concentracion de P,.

Sartori et al., (2002), utilizando vacas lactando, vacas secas y hovillas Holstein a las
cuales sumunistraron PGF2a el dia 7 del ciclo estral, igualmente encontraron correlacion

entre el volumen luteal y la concentracion plasméatica de P,.

De la misma forma Rodriguez et al. (2007), en un estudio realizado en el trépico medio y
bajo colombiano, utilizando varios tipos raciales y cruces, reportaron correlacion positiva
entre estas dos variables, lo cual coincide igualmente con el reporte de Duica (2011),
qguien trabajé con novillas Holstein receptoras de embriones a las cuales se les aplicé

eCG hacia el dia 5 (con referencia al ciclo sincronizado).
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En otros estudios se ha relacionado el peso del cuerpo lateo y la concentracion
plasmética de P,. En tal sentido autores como Mann (2009) utilizando vacas multiparas
Holstein encontré para el dia 5 (con referencia al celo) una fuerte relacion entre el peso
del cuerpo lateo y la concentracion plasmatica de progesterona. Sin embargo, esta
relacién no estaba presente en el dia 8 (con relacién al celo), lo cual es contrario a lo

encontrado en el presente estudio.

En otros estudios se ha encontrado variaciéon de esta correlaciéon, es asi que autores
como Howell et al., (1994), encontraron variacion segun la estacion del afio en que se
realizé el experimento. Otros autores también han demostrado correlacién positiva entre
el &rea total del CL y la P4 en leche (Sprecher et al., 1989). Otros, sin embargo, han
observado indices de correlacion insuficientes entre estas dos variables (Badinga et al.,
1994; Viana et al., 1998).

De acuerdo a los resultados de los diferentes estudios autores como Kastelic et al.,
(1990,), recomiendan que la valoracion por medio de ultrasonografia de los cuerpos
liteos se convierte en una alternativa viable para la determinacion de las
concentraciones de progesterona por la valoracién de la funcion luteal en novillas de la

raza Holstein.

Con respecto a las variaciones encontradas en algunos estudios podria decirse que la
cantidad de tejido luteal, formado por las células luteales grandes y pequefias
productoras de P,, esta relacionada con la concentracion de dicha hormona en plasma,
pero no siempre los CL son funcionales, ya que posibles alteraciones de las células
mencionadas o modificaciones en algunos de sus componentes podrian alterar su
secrecion (Revisado por Duica, 2011). Ilgualmente debe tenerse en cuenta que la
correlacion entre area luteal y progesterona plasmatica no es constante a lo largo de todo
el ciclo estral (Tom et al., 1998; Niswender, 2000), de manera que durante la fase de
regresion este indice perdera significancia, lo cual no fue el caso del presente estudio, en
el cual si se encontrd correlacion, posiblemente debido a que el dia del muestreo 3 (dia
17 con respecto al inicio del tratamiento de sincronizacién — transferencia embrionaria) se
detectd volumen luteal perteneciente a uno o varios CL (s) funcional (es) pos ovulacién

en todas las novillas, asi como igualmente lo han descrito en varios estudios al respecto
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(Gonzales — Stagnaro et al., 1993; Howell et al., 1994; Ribadu et al., 1994; Battocchio et
al., 1999).

2.5.2.3.2.2. Concentraciones de progesterona durante el ciclo

estral sincronizado
En la grafica 2 se observa la curva de comportamiento en cuanto a la concentracion de

P, encontrada durante los tres muestreos realizados en la totalidad de las novillas (n=70)
(Muestreo 1 — dia 5, Muestreo 2 — dia 9, Muestreo 3 — dia 17).

Grafica 2. Comportamiento general de la progesterona durante los tres (3) muestreos

realizados en la totalidad de las novillas
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De acuerdo a la grafica podria deducirse, como se explic6 anteriormente de forma
detallada, que el nivel de P4 para el dia 5, es debido posiblemente a cuerpos lateos
funcionales presentes antes de la aplicacion de la prostaglandina F2 ya que el 98.6%

(69/70) de la totalidad de las novillas del estudio presentaron concentraciones de P, = 1
ng/ml durante el primer muestreo (dia 5). Igualmente se podria plantear que es causado
por el efecto residual causado por los implantes de liberacion lenta de P4, los cuales

estaban presentes para el dia del primer muestreo (dia 5).
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Teniendo en cuenta que el dia 5 inmediatamente posterior al muestreo 1 se aplicé
prostaglandina F2a, se observa en la curva (muestreo 2 — dia 9) la caida en los niveles
de P, debido a la luteolisis funcional y estructural causada por el factor luteolitico de la
prostaglandina (Baruselli et al., 2005; Barnea et al, 2000), lo que posiblemente permitié el

desarrollo y dominancia folicular (Baruselli et al., 2003; Vasconcelos, 2001).

Igualmente se observa en la grafica 2 un patron de comportamiento, en el que al inicio y
al final (dias 5 y 17) existe dispersion en el rango de datos; esto, si se tiene en cuenta la
explicacién anterior, en cuanto a los posibles cuerpos liteos encontrados al inicio del
protocolo de control de ciclo estral (dia cero) y a la sincronizaciéon de crecimiento de la
onda lograda “dia 5" (B6 et al., 2002; B6, 2003). Adicionalmente la ovulacidn controlada
permiti6 que se generaran los cuerpos luteos referentes al dia 17 (muestreo 3), los
cuales difieren en su volumen (5236.1 + 429.7) y que se refleja al final de la curva de

acuerdo a las diferentes concentraciones de P, encontrada (> 1 ng/ml).

2.5.2.4. Porcentaje de prefiez. En cuanto al porcentaje de prefiez no se

encontraron diferencias (P>0.05) entre los dos tratamientos (eCG dia 5 frente a eCG dia
8), lo cual concuerda con el comportamiento encontrado entre las dos anteriores
variables analizadas (volumen luteal y concentracién plasmética de P,). Por lo tanto la
mayor parte de la hipétesis planteada “El dia de aplicacion de la hormona Gonadotropina
Coriénica Equina (eCG) determina el desarrollo luteal, la concentracién de progesterona
y la tasa de prefiez en hembras receptoras de embriones bovinos” no recibié sustento
estadistico. Se podria resaltar que numéricamente el grupo de novillas pertenecientes al
tratamiento 1 (eCG dia 5) obtuvieron un 5 %, mas de prefiez, esto frente a las novillas
correspondientes al tratamiento 2 (eCG dia 8), pero validamente no se podria concluir al

respecto.

Resultados contrarios en cuanto a las diferencias estadisticas han sido referenciados en
varios estudios. Es asi que autores como Nasser et al., (2004), quienes utilizaron
receptoras cruzadas para embriones (Nelore/Angus - Bos Indicus/Bos Taurus),
sincronizadas con protocolo para Transferencia de Embrion a Tiempo Fijo (TETF), en el
cual vari6 el dia de aplicacion de la eCG para cada uno de los dos grupos de animales

utilizados (400 Ul dia 5 u 8), encontraron diferencias estadisticas en referencia a la
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concentracion de P, plasmatica, 2.69 + 0.38 ng/ml (grupo eCG dia 5) vs 1.63 + 0.21
ng/ml (grupo eCG dia 8); igualmente encontraron diferencias estadisticas en cuanto al
porcentaje de prefiez (prefiadas/transferidas), siendo mas alto en el grupo eCG dia 5
(63.4%) frente a eCG dia 8 (36.1%) (Utilizando embriones in vitro, transferidos en fresco).
Se evidencia las menores concentraciones plasmaticas de P, encontradas en el estudio
referenciado, en el cual posiblemente son producidas por cuerpos luteos pequefnos de
ovarios de menor tamafo caracteristico a la tipologia de las hembras utilizadas cruzadas
con Nelore (caracteristica de los Bos indicus) frente a los de Bos Taurus utilizados en el

presente estudio (novillas Holstein).

Lo anterior no seria definitivo si se observa los resultados obtenidos por Machado et al.,
(2006) quienes utilizando vacas de la raza Nelore (Bos Indicus) en las cuales utilizaron
un protocolo para sincronizacién de la ovulacion con eCG (400 Ul) aplicada el dia 9 (ciclo
sincronizado), obtuvieron 6927,49 + 05,86 mm?® de volumen luteal y una concentracion
plasmatica de P, de 8,15 *+ 0,64 ng/ml., mayores que las encontradas en el presente
estudio, aclarando que la condicion de las hembras de el citado articulo eran vacas y no
novillas, lo cual podria estar igualmente influenciando los resultados (Nogueira et al.,
2003; Vos et al.; 1994; Dieleman et al., 1993).

Mayores concentraciones plasmaticas de P, que las encontradas en el presente reporte
se han observado en otros estudios como el realizado por Marques et al., (2003) quienes
buscando verificar los efectos de la eCG administrada en el momento de retiro del
implante con P4 en vacas Brangus, observaron diferencias estadisticas 8.6 £ 0.4 ng/ml en
las vacas con eCG, frente a las vacas sin eCG 6.4 ng/ml, confirmando practicamente lo
evidenciado anteriormente por Baruselli et al., (2001), los cuales sincronizaron receptoras
cruzadas para embriones, a las cuales aplicaron 800 Ul de eCG el dia 5 con referencia al
ciclo sincronizado (crecimiento de nueva onda folicular), encontrando que con la
aplicacion de la eCG se presentaban cuerpos liteos de mayor tamafio (> 13 mm) para el
dia del trasplante embrionario (84% de los animales) y con un porcentaje de prefiez de
42% (con eCQG) frente a 34% (sin eCG). Igualmente Sousa et al., (2009), quienes como
en el presente estudio utilizaron hembras de la raza Holstein, pero en condicién de
vacas, sincronizadas para inseminacion artificial, enciontraron porcentajes de prefiez de
33.8% (eCG dia 8 - 400 Ul eCG) frente a 30.9%. (Sin eCG). (Menores a los obtenidos en

el presente estudio).



132 Efectos de la aplicacion de eCG (Dia 5 u 8) sobre el desarrollo del cuerpo liteo, nivel de
progesterona y tasa de prefiez en hembras receptoras de embriones bovinos

Estos resultados de alguna manera evidencian que al aplicar la eCG los efectos
encaminados hacia el desarrollo luteal podrian ser adecuados, consecuentemente la
sintesis de P, se podria incrementar, colaborando de esta forma conl desarrollo
embrionario. De esta manera podria beneficiar el periodo de reconocimiento materno de
la prefiez. Esto podria evidenciarse de alguna manera en el presente estudio si se
observan los porcentajes de prefiez obtenidos en citados articulos (Dieleman et al., 1993;
Vos et al.; 1994; Baruselli et al., 2003; Nogueira et al., 2003; Naser et al., 2004; B6 y
Cutaia, 2005).

Podrian existir discrepancias a lo anteriormente expuesto de acuerdo a otros
investigadores: Es asi que estudios como el realizado por Siqueira et al., (2009), no
encontraron diferencias significativas con vacas cruzadas (Bos Taurus x Bos Indicus), a
las cuales se les aplicé eCG el dia 5 (con referencia al inicio del protocolo). En el citado
estudio la concentraciones de P, encontradas para el dia 17 (con respecto al ciclo
sincronizado) fueron 5.2 + 5.0 ng/ml. y un éarea luteal de 72.4 + 12.0 cm? en vacas
prefiadas, mientras que en las vacas vacias el area luteal fué 71.4 + 11.3 cm®. Se nota en
este estudio referencial, que los valores de la concentracion de P, son muy similares al
presente trabajo, contrariamente a lo que posiblemente se esperaria, ya que en el
estudio referencial se usaron cruces (Bos Indicus x Bos Taurus), de lo cual se asumiria
gue sus ovarios, estructuras y concentracién de P, fueran menores a las encontradas en
el presente trabajo “5.12 + 0.31 ng/mI” ( (Naser et al., 2004; B6 y Cutaia, 2005), en donde
como se ha expuesto, se utilizaron hembras puras Bos Taurus (novillas Holstein),
entendiendo de igual forma que las estructuras en novillas podrian ser menores a las

encontradas en hembras en condicién de vaca (Machado et al., 2006).

En vacas Bos Indicus, sin programas de transferencia embrionaria ni tratamientos
hormonales Aguirre et al., (2006), reportaron 45 % de prefiez, porcentaje similar al
encontrado en otros diversos estudios como en el de Fuentes y De la Fuente (2007), en
el que utilizaron novillas Holstein, las cuales si fueron tratadas hormonalmente (1000 Ul
eCG el dia 5 con referencia al inicio del tratamiento), los cuales reportan tasas de prefiez
con embriones congelados en glicerol de 54%, en etilenglicol del 48% y frescos 52% (sin

diferencias estadisticas).
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Igualmente Rodrigues et al., (2004) en vacas receptoras de embriones de la raza Nelore,
reporta porcentajes de prefiez de 56% (con eCG) frente a 37.8% (sin eCG), los cuales
son mayores a lo reportado por Pita et al., (2009) con novillas cruce por Cebu, en donde
obtuvieron tasas de prefiez de 44% con embriones congelados utilizando eCG dia 5 del
protocolo y 30 % utilizando eCG el dia 8 del protocolo. Estodatos son menores a lo
reportado por Peixoto et al.,, (2007), utilizando novillas receptoras Holstein y Cebu
cruzadas (Bos Indicus x Bos Taurus) en donde no utiliz6 eCG en el tratamiento de
sincronizacién, 63.7%, porcentaje similar al obtenido en el presente estudio como total.

Otros estudios han verificado el nUmero de cuerpos luteos con respecto a la tasa de
prefiez, es asi que autores como Siqueira et al., (2009), utilizando en receptoras
cruzadas (Bos Taurus Taurus x Bos Taurus Indicus) un tratamiento de sincronizacion
para transferencia de embridon a tiempo fijo (TETF) con embriones en fresco (eCG
aplicada el dia 5 con referencia al inicio del protocolo), encontraron una tasa de prefiez
de de 42.9 % (en receptoras que tuvieron cuerpo lateo Unico) frente a 61.9 % (en
receptoras con multiples cuerpos luteos). El estudio referenciado podria concluir que a
mayor tejido luteal, mayor sintesis de P, y consecuentemente mayor porcentaje de

prefiez, sin embargo, este efecto no fue evidenciado en el presente estudio.

En cuanto al efecto de la P, sobre la tasa de prefiez se evidencia en otros estudios como
el de Filho et al., (2004), en el cual utiliz6 vacas Nelore para IATF, encontrando
diferencias estadisticas para la tasa de prefiez, 63.2% (con eCG dia 9) frente a 41.7 (sin
eCQG). Estas diferencias significativas tambienfueron observadas por Silva et al., (2004),
utilizando vacas Nelore, 51.7% (con eCG) frente a 33.8% (sin eCG) y Baruselli et al.,
(2003) con vacas de la misma raza, 55.1% (con eCG dia 8) frente a 38% (sin eCG).
Estos resultados, teniendo en cuenta la aplicaciéon de la eCG el dia 9, son superiores al
obtenido por Filho et al., (2010), 46.2% con tratamiento de eCG aplicada este mismo dia
9.

De acuerdo a estos resultados referenciados de porcentajes de prefiez, se puede
observar que son menores a los encontrados en el presente estudio (Vésase tabla 3). Ya
gue los estudios referenciados son en programas de IA, en donde los porcentajes de
prefiez usualmente son mas altos que los porcentajes obtenidos en programas de

transferencia de embriones (Barret et al., 2006; BO y Caccia, 2003).
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También resultados controversiales se han evidenciado en estudios en donde se ha
tratado de sincronizar el inicio de crecimiento de las ondas foliculares con la aspiracion
de los foliculos ovéricos. Vasconcelos et al., (2001) encontraron diferencias estadisticas
aspirando foliculos reclutados > 4 mm en vacas lecheras, sincronizadas con Ovsynch en
la concentraciéon de P, para el dia 7 (17 del presente estudio) 1.16 + 0.12 ng/ml. y 2862 +
228 mm?de volumen luteal (sin aspirar), mientras que para el grupo aspirado fue de 1.42
+ 0.11 ng/ml con 5363 = 342 mm? de volumen luteal. En dicho estudio solamente se
reportd diferencia significativas en cuanto al volumen luteal en el grupo aspirado son

similares a los resultados encontrados en la presente investigacion.

También se han realizado trabajos con la finalidad de sincronizar el ciclo estral utilizando
PGF2a, esto con la finalidad de ejercer accon sobre el cuerpo liteo. Es asi que autores
como Lynch et al., (2010), utilizando hembras tipo carne (Bos Taurus) sincronizadas con
dos dosis de PF2a (11 dias de intervalo), encontraron cuerpos liteos con didmetros de
21.61 £ 451 mm. Asi mismo Sartori et al.,, (2002), utilizando dos grupos de vacas
Holstein en las cuales aplicaron PGF2a elia 7 (en presencia de cuerpo liteo) y en el

otro grupo no aplicé (no presencia de cuerpo lateo), reportaron voliumenes luteales
maximos de 6178.7 + 516.4 mm®y 8542.3 + 453.8 mm® respectivamente. Igualmente la
concentracion de P, encontrada fue de 1.8 £ 0.2 ng/mly 2.2 £ 0.2 ng/ml. Los volimenes
encontrados en el estudio referenciado fueron mayores a los encontrados en el presente
trabajo, tanto en el tratamiento 1 (eCG dia 5) como en el tratamiento 2 (eCG dia 8), en
donde se utilizaron novillas, y no vacas como en el estudio referenciado. En tanto que la
concentracion plasmética de P, encontrada en el estudio en referencia fue mucho menor
a la encontrada en el presente estudio, en donde posiblemente se evidencia la accion de
la eCG causada al respecto para los dos tratamientos, logrando asi mayor sintesis de P,
luteal; en otros estudios, en donde también han utilizado PGF2a, como el realizado por
Mann (2009), utilizando vacas multiparas Holstein han referenciado concentraciones de
P, encontradas hacia el dia 8 del ciclo estral (dia 18 de nuestro estudio) de 5.82 + 0.39
ng/ml, las cuales son muy similares a las referenciadas en el presente estudio en los dos

tratamientos utilizados.

En cuanto a estudios que reporten porcentaje de prefiez en receptoras de embriones las
cuales han sido sincronizadas con tratamiento tradicional de dos prostaglandinas

separadas por 11 dias y con implante de P, por siete dias (sin eCG), se ha evidenciado
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en el caso de Spell et al., (2001), trabajando con hembras de la raza Angus porcentajes
de prefiez de 83% con embriones frescos y 69% con embriones congelados, porcentajes

mayores a lo reportado en el presente estudio.

En cuanto a la condicion de desarrollo de la hembra (novilla o vaca) se ha verificado por
varios autores que las novillas podrian estar produciendo mas P, que las vacas,
independientemente del tamafio luteal. Es asi que Sartori et al., (2004), utilizando novillas
y vacas lactantes Holstein, encontraron voliumenes luteales de 7303 + 308 mm? en
novillas, y 11248 + 776 en vacas con una concentracion de P, de 7.3 + 0.4 ng/ml en
novillas y 5.8 £ 0.6 ng/ml en vacas, evidenciando diferencias significativas. Estos valores
son contradictorios, ya que se esperaria que a mayor volumen luteal mas P, sintetizada
(Baruselli et al., 2005; Madureira et al., 2004; Everton and Baruselli, 2003; Niswender et
al., 2000), lo cual no se evidencia si se analizan estos datos. Pero mas contradictorio
resulta si se analizan los datos reportados por Chagas et al., (2002), quienes trabajaron
con receptoras novillas y vacas Holstein (transfiriendo con celo referencial - no
sincronizadas), encontraron concentraciones promedio de P, de 3.0 £ 0.1 ng/ml en
novillas y 2.0 + 0.1 ng/ml en vacas, con un volumen luteal de 5515.2 + 273.4 mm®y
7293.6 + 304.8 mm?® respectivamente.en cuanto al porcentaje de prefiez con embriones
congelados para las novillas fue de 52.3 %. En este caso los porcentajes de prefiez

reprotados fueron inferiores al reportado en el presente estudio.

En Colombia, se han reportado resultados utilizando hembras receptoras de embriones
de diferente tipologia racial y cruces. Rodriguez et al., (2007) en un estudio realizado en
el tropico medio y bajo colombiano reportan promedios generales de P, de 3.6 + 2.6
ng/ml., con diametros luteales de 19.6 + 1.8 mm. y tasas de prefiez con embriones en
fresco de 31%, y con congelados de 46%. Los datos de estas tres varibles son menores
a lo encontrado en el presente estudio, lo cual podria deberse a las condiciones de los
embriones in vitro transferidos en alguna proporcién en el estudio referencial entre otros,
y en menor grado a las tipologias raciales (Bos Indicus) trabajadas, ya que segun lo
referenciado anteriormente, diferentes porcentajes de prefiez se han obtenido utilizando
tipologias raciales Bos Indicus y Bos Taurus (Nogueira et al., 2003; Vos et al.; 1994;
Dieleman et al., 1993).
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Con relacion a lo anterior (variables planteadas en la tabla 3 (Volumen luteal “dia 177,
concentracion de P, “dia 17" y tasa de prefiez “dia 52), se hace evidente que existe
variedad en cuanto a estudios al respecto. Los resultados en su gran mayoria son
contradictorios en lo referente a que a mayor volumen o area luteal mayor la
concentracion de progesterona plasmatica sintetizada, lo que a su vez podria conllevar a
mayores porcentajes de prefiez (Moura et al., 2001; Marques et al., 2002). En los citados
estudios se han utilizado diversos protocolos, en algunos de los cuales se usé como
apoyo hormonal Gonadotropina Corionica Equina (eCG). En el presente estudio, cuando
la eCG se suministré el dia cinco (5) se buscaba reclutamiento y seleccién folicular
(Barret et al., 2006), que permitiera la estimulacion de mas de un foliculo, lo que
culminaria con ovulaciones multiples y esto a su vez con mayor tejido luteal (B6 y Caccia,
2003), el cual sintetizaria mayor concentracion de P, (Baruselli et al., 2005), con lo que se
generaria un mejor ambiente embriotréfico (Revisado por Gonella et al., 2010) en el cual
el desarrollo embrionario hubiera sido adecuado, lo que favoreceria el reconocimiento
materno de la prefiez. Por otra parte, el tratamiento con eCG aplicada el dia 8, cuando ya
el dominio folicular esta establecido (Evans et al., 1997), se pretendia una mayor
estimulacion del foliculo dominante (en algunos casos el mayor foliculo subordinado)
(Revisado por Olivera et al., 2006), generar mayor tejido luteal, mayor concentracion de
P, plasmética y mayor porcentaje de prefiez (B6 y Caccia, 2003). Segun esto, de
acuerdo a los porcentajes de prefieces conseguidos tanto con el tratamiento 1 (eCG dia
5) y tratamiento 2 (eCG dia 8), se podria decir que fueron beneficiosos, si tenemos en
cuenta los porcentajes de prefiez reportados en los mdultiples estudios citados. Este
resultado pudo deberse al aumento de las concentraciones plasméticas de progesterona
causada por la accion eCG (Cameron and Batt, 1991; Berisha and Schams, 2005), lo
cual pudo haber estimulado el crecimiento embrionario y optimizar la secrecion de
interferén tau y por tanto, el reconocimiento materno de la gestaciéon se dio en los
momentos oportunos (Mann et al., 1999). Este resultado pudo deberse a la accion
luteotropica causada al aplicar las 400 Ul de eCG (Baruselli et al., 2005; Kuran et al.,

1996) a los dos grupos de novillas de los grupos experimentales.

Al no encontrar diferencias (P>0.05) entre tratamientos (eCG dia 5 Vs eCG dia 8) en la
presente investigacion, en cuanto a las variables analizadas en la tabla 3 (Volumen luteal
“dia 17", concentracion de P, “dia 17" y tasa de prefiez “dia 52), se podria especular

sobre los posibles factores determinates. Dichos factores podrian jugar un importante
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papel en el desempefio de los taratamientos aplicados en los diferentes estudios citados.
Estos podrian ser factores dietarios entre otros, los cuales indudablemente afectan el
desempefio fisiolégico reproductivo (Rekwolt, 2004; Roche, 2006). Se debe tener en
cuenta el factor raza, en donde existen diferencias en cuanto a sensibilidad hormonal
(Sartori et al., 2004); Se podria deducir que concentraciones de 400 Ul de eCG van a
desencadenar efecto diferente en las razas de las dos especies (Indicas, Taurinas y sus
cruces) (Nogueira et al., 2003; Vos et al.; 1994; Dieleman et al., 1993).

2.5.2.4.1. Concentraciones plasmaticas de progesterona durante los

dias 5,9y 17 segun estado reproductivo (Prefiadas y no prefiadas)

En la grafica 3 se evidencia el comportamiento general promedio de la P4 en la totalidad
de las novillas utilizadas en el estudio durante los tres muestreos realizados (dia 5; dia 9
y dia 17). Se evidencia este comportamiento segun el estado reproductivo de las novillas
(prefiada o no preiiada), en donde notablemente se observa que las mayores
concentraciones durante el tercer muestreo (dia 17) estan en las novillas que se lograron

prefar, las cuales presentaron en promedio 40.6% (1.585 ng/ml) mas de P, plasmaética.

Grafica 3. Comportamiento general de la progesterona segun estado reproductivo
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Con respecto a estas concentraciones, Siqueira et al., (2009), utilizando un tratamiento
de sincronizacion para Transferencia de Embrion a Tiempo Fijo (TETF), en donde
utilizaron eCG aplicada el dia 5 (con referencia al inicio del protocolo), en receptoras
cruzadas (Bos taurus taurus X Bos taurus indicus), encontraron para el dia de la
transferencia (dia 17 con respecto al ciclo sincronizado) una concentracién de P, de 5.2 +
5.0 ng/ml. en las novillas prefiadas frente a 3.8 £ 2.4 ng/ml en las novillas no prefiadas,
(con diferencias estadisticas), concentraciones plasmaticas similares a las encontradas

en el presente estudio.

En otros estudios en donde no se ha utilizado eCG, como en el realizado por Chagas et
al,, (2002), quienes trabajaron con receptoras vacas y novillas Holstein, a las cuales
trasfirieron embriones utilizando celo referencial, encontraron concentraciones de P, el
dia cero (dia de maximo desarrollo folicular) para las prefiadas de 0.22 £ 0.01 ng/ml y
para las no prefiadas 0.21 + 0.02 ng/ml, valores similares a los reportados en el presente
estudio; estos autores encontraron para el dia de la transferencia (dia 17 del presente
estudio) 2.92 £ 0.08 ng/ml para las receptoras prefiadas frente 2.88 + 0.08 ng/ml para las
no prefiadas. Estos valores numéricamente son menores a los reportados en el presente
estudio, en donde probablemente la eCG podria estar favoreciendo el proceso de
luteinizacion e interviniendo en la sintesis y liberacion de P, (Murphy, 2000; Niswender,
2000).

Spell et al., (2001), sincronizando receptoras Angus con tratamiento tradicional de dos
prostaglandinas separadas por 11 dias y con implante de P, por siete dias (sin eCG)
encontraron una concentracion de P, de 4.1 ng/ml para las prefiadas y 3.9 ng/ml para las
no prefiadas, estudio en donde no se reportaron diferencias estadisticas. Las
concentraciones de P, para las no prefiadas fueron similares a las encontradas en el

presente estudio, pero superiores para las novillas prefiadas.

En otro estudio realizado por Lopes et al.,, 2007, en donde utilizaron vacas Holstein
sincronizadas con Ovsynch encontraron concentraciones de P, el dia de la inseminacién
artificial en las vacas prefiadas de 0.19 £ 0.01 ng/ml. y para las no prefiadas 0.24 + 0.02
ng/ml, sugiriendo que esta hormona inclusive a estas bajas concentraciones podria estar
afectando la fertilidad. Con respecto a esto, Moreira et al., (2000), sugiere que se

presentan bajas tasas de prefiez para vacas con insuficienciente regresion del cuerpo
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luteo después de una inyeccién de prostaglandina F2a, ya que las concentraciones de P,
podrian causar maduraciéon incompleta del foliculo preovulatorio, debido a los bajos
niveles de LH circulantes (alteracion en el modelo de liberacién), comprometiendo de
esta forma la ovulacion folicular, alteracion en la sensibilizacion de las células foliculares
gue cambian a luteales, alterando de esta manera la liberacion del ovocito. Igualmente se
podria presentar alteracion en la secrecion de P, modificando el medio ambiente uterino
en donde el desarrollo embrionario podria no ser el mas adecuado y por lo cual la
concentracion de interferon Tau podria no ser la apropiada para que cause la sefial

eficiente de reconocimiento materno de la prefiez.

En el presente estudio, posiblemente la prostaglandina aplicada el dia 5 (con respecto al
ciclo sincronizado) tuvo efecto en la totalidad de las novillas (tratamiento 1 eCG dia 5y
tratamiento 2 eCG dia 8), ya que no hubo evidencia de estructuras lateas el dia que se
realizd el muestreo 2 (dia 9 — maximo desarrollo folicular), por lo tanto se podria asumir
que el pico preovulatorio de LH se presentd, claro esta, que si tenemos en cuenta que se
evidencié concentracion medible de P, para ese dia (dia 9), podria asumirse que esta
provino del proceso de la luteinizacion durante la etapa de dominancia del foliculo
ovulatorio (Revisado por Olivera et al., 2006), o por residulaidad del implante de P,
utilizado (B6 et al., 2006), entre otras. Por lo tanto se pensaria que la P, pudo haber
afectado directamente la sintesis y liberacion de LH (Hafez, 2000), efecto que

posiblemente se evidencia al analizar la grafica 4.

Se observa que las concentraciones plasmaticas de P, el dia de la trnasferencia
embrionaria (dia 17) son en algunos casos superiores (numéricamente) en las hembras
gue se lograron prefar frente a las que no lo fueron. Referente a esto, Duica (2011) ha
evidenciado este posible efecto en novillas Holstein receptoras, a las cuales aplic6 eCG
el dia 5 (referenciado de acuerdo al inicio del tratamiento de sincronizacién), encontrando
diferencia (P<0,05) en hembras gestantes y no gestantes, lo cual podria dar a entender
de alguna forma en el aporte adecuado en el medio ambiente uterino brindado por la P, a
los embriones transferidos, los cuales gracias a su desarrollo son eficientes en cuanto a
la sintesis y secrecion de Interferon Tau (Revisado por Gonella, 2010), con lo cual el
reconocimiento materno de la prefiez se estaria dando de una manera adecuada

(Niswender et al., 2000; Vasconcelos et al, 2001).
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2.5.2.4.2. Concentracion de progesterona durante el muestreo 2

(Dia 9) en las novillas no prefiadas.

En la gréfica 4 se observa la concentraciones de P, al dia 9 en las novillas que no se
lograron prefiar 33% (23/70). Se evidencia que el 17% (4/23) de estas novillas tuvieron
una concentracion de P, menor a 0.1 ng/ml. Contrariamente el 83% (19/23) de las

novillas tuvieron concentraciones de P4 superiores a 0.1 ng/ml.

Grafica 4. Concentracion de progesterona novillas no prefiadas (muestreo 2 - dia 9).
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De las 23 novillas que no se lograron prefiar el 57% (13/23) pertenecian al grupo del
tratamiento 1 (eCG dia 5) y el 43% (10/23) pertenecian al grupo del tratamiento 2 (eCG
dia 8). Las del tratamiento 1 (eCG dia 5), el 15% (2/13) disminuyeron hacia el dia 9 la
concentracion de P, a valores inferiores de 0.1ng/ml. mientras que el 85% tuvieron
concentraciones mayores. Para las pertenecientes al tratamiento 2 (eCG dia 8), el 20%
(2/10) bajaron hacia el dia 9 la concentracion de P, a valores inferiores de 0.1ng/ml. y el

80% tuvieron concentraciones superiores.

Segun estos resultados, podria pensarse en una disminucién mas drastica de P, hacia el
dia de maximo desarrollo folicular (muestreo 2 — dia 9), a niveles minimos deberia

mejorar los porcentajes de prefiez, debido a que el pico esperado de LH se podria
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presentar sin dificultad con la consecuente luteinizacion y ovulacién adecuada (Lucy et
al., 1992). De alli se plantea la importancia en cuanto a los niveles suprabasales de P, en
las vacas, ya que al no presentarse la ovulacién a tiempo del foliculo dominante se
presenta envejecimiento del ovocito, el cual posiblemente no llegue a ser fertilizado.
adicionalmente se podria afectar la luteinizacion del foliculo ovulatorio y con ello la
estructuracion o programacion de la vida del cuerpo lateo y la sintesis de P, Finalmente a
nivel uterino, este podria también perjudicarse debido a la evidencia de desbalance entre

las hormonas esteroides (P, y Estradiol), entre otros (Darwash and Lamming 1998).

2.5.2.4.3. Efecto de los tratamientos (eCG dia 5 u 8), diametro
folicular (dia 9), volumen luteal (dia 17) y concentracion
plasméatica de progesterona (dia 17) sobre la presentacion de
prefiez (dia 52).

De acuerdo al analisis del efecto del tratamiento (eCG dia 5 y eCG dia 8), didametro
folicular (foliculo dominante - dia 9), volumen total luteal (dia 17) y concentracion de
progesterona (dia 17) sobre el diagndstico de prefiez, en la funcién logistica utilizada,
solamente la variable concentracion de progesterona plasméatica del dia 17 (tercer

muestreo) tuvo efecto significativo (P<0.1) sobre la probabilidad de que la prefiez se

presentara.

En la grafica 5 se muestra la funcién logistica para el rango de valores de concentracion
de la progesterona plasmatica en cuanto a la presentacion de la prefiez, variable para la
cual se trabajé con un nivel de significancia de 0.1, debido a que la prefiez es una
caracteristica que podria estar influenciada por innumerables factores, los cuales seria
casi imposible de controlar.
La funcion logistica estimada que describe la probabilidad de que el diagnostico de
prefiez sea positivo en funcion de la concentracion de progesterona para el dia 17 es la
siguiente:

1
1+ exp [—(—1,7843 + 0,5005CPP417)]

p(DP =1) =
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Grafica 5. Funcion logistica para el rango de valores de concentracion de progesterona.
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De acuerdo a la funcién logistica se podria deducir que el incremento en la probabilidad
de prefiez se presenta hasta el maximo valor de concentraciéon de P, observado en el
estudio (10,1 ng/ml). Se debe aclarar que este incremento en la probabilidad de prefiez
podria aumentar hasta el nivel maximo encontrado de P, (10,1 ng/ml), para la totalidad
de animales utilizados en el estudio (Tratamiento 1 — eCG dia 5 y Tratamiento 2 eCG dia
8), en el rango de valores reportados; sin embrago, no siempre se podra esperar que un
incremento en el valor de P, incremente la probabilidad de prefiez (Melanie et al., 2004).
esto podria llegar a ser independiente de la afirmacién que indica que los niveles de P,
en sangre y el medio ambiente uterino durante la fase luteal favorecen el establecimiento

y mantenimiento de la gestacion (Schams, 2004).

Contrariamente a lo encontrado en el presente estudio, en otros no se ha demostrado el
efecto significativo de la variable P, sobre la prefiez. Siqueira et al., (2009), utilizaron un
tratamiento de sincronizacién para transplante de embrion a tiempo fijo (embriones In
vivo e In vitro), utilizando eCG aplicada el dia 5 (con referencia al inicio del protocolo), en
receptoras cruzadas (Bos taurus taurus x Bos taurus indicus), en donde aplicaron un
modelo de regresion logistica, se evidencié que la Unica variable que significativamente
(P = 0,0002) afectaba la prefiez era el tipo de embrién producido (In vivo e In vitro), pero
no la concentracion de P,, ecotextura y area del cuerpo lateo, categoria de los animales,

calidad del embrién y etapa de desarrollo embrionario.
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Rodriguez et al., (2007), en un estudio en donde utilizaron varios tipos raciales y cruces
de receptoras, utilizando embriones transferidos en fresco y congelados, evaluaron las
variables independientes: diametro del cuerpo luteo, concentracion de P, estadio
embrionario, calidad embrionaria y la raza sobre el diagnostico de prefiez, y no
encontraron dependencia de alguna de estas variables sobre el diagnostico de prefiez.

Otros estudios han tratado de relacionar otras variables con la prefiez. Peixoto et al.,
(2007), en el cual utilizaron receptoras de embriones novillas Holstein y Cebu cruzadas
(Bos Indicus x Bos Taurus) para determinar que variables explicativas (afios de la
transferencia 1992-1999, temporada - otofio, invierno y primavera, raza del embrién, fase
del embrion, calidad del embrion y sincronia entre donantes y receptores) influian
directamente sobre la prefiez, encontrando que el mejor modelo logistico que explicé la
prefiez incluyd los efectos del afio, época de la transferencia, etapa embrionaria, calidad

y sincronia del estro entre donante y receptora.

En tal sentido y analizando otras variables explicativas, Perry et al., (2007), quienes
trabajaron con novillas mestizas sincronizadas bajo protocolo CO-Synch para
inseminacion artificial, encontraron que el tamafo folicular preovulatoriq,8 mm)
predecia la prefiez en 68,0 £ 4,9%, prefiez que disminuia a medida que el foliculo
disminuye de tamafo. Dicha disminucién no se observo en el presente estudio.

La tabla 4 muestra algunas comparaciones de perfiles de P, (ng/ml) del tercer muestreo

(dia 17) mediante la razén de probabilidad de prefiez (razén de los Odds).

Tabla 4. Contrastes entre perfiles de progesterona - Razén de probabilidad de

prefiez

Perfiles de concentracion de

Progesterona plasmatica (ng/ml) Probabilidad de prefiez
Perfil 1 Perfil 2
6 4 2.72
5 2 4.48
4 2 2.72
8 4 7.4

De acuerdo a los resultados mostrados en la tabla, se analiza que al comparar una

novilla con una concentracién de P, de 6 ng/ml (perfil 1), con una novilla con una
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concentracion de P, de 4 ng/ml (perfil 2), se encuentra un valor de la razén de
probabilidad (Odds) de 2.72, lo cual indica que es 2.72 veces mas probable que la vaca
con el perfil 1 quede prefiada, comparada con la vaca del perfil 2, mostrando asi un

aumento en la probabilidad de prefiez con el aumento en la concentracién de P,.



3. Conclusiones y recomendaciones

3.1 Conclusiones

- No Existié efecto en el dia de aplicacion (dia 5 o dia 8) de la Gonadotropina Corionica
Equina (eCG) sobre el nimero de foliculos dominantes presentes. Sin embargo, la eCG
si influye en el diametro folicular (mm?®) cuando es aplicada el dia 5 con referencia al

inicio de un protocolo para control de ciclo estral en novillas de la raza Holstein.

- De acuerdo al dia de aplicaciéon de la Gonadotropina Corionica Equina (dia 5 o dia 8),
no existié efecto sobre el desarrollo luteal (volumen mm?® y nimero de cuerpos luteos),
medido para el dia del dia 17 dentro de un protocolo para control de ciclo estral en

novillas de la raza Holstein.

- No se evidencio efecto de acuerdo al dia de aplicacion (5 u 8) de la Gonadotropina
Coridnica Equina (eCG) sobre la concentracion de progesterona (P4) plasmatica ng/ml
medida para los dias, nueve (9) y diecisiete (17) dentro de un protocolo para control de
ciclo estral en novillas de la raza Holstein.

- El dia de la aplicacion de la Gonadotropina Corionica Equina (eCG dia 5 0 eCG dia 8)
dentro de un protocolo para control de ciclo estral no influye sobre el porcentaje de
prefiez evidenciado para el dia 52 en novillas de la raza Holstein receptoras para

embriones.

- Independientemente de la aplicacion de la Gonadotropina Corionica Equina (eCG)
dentro del protocolo para control de ciclo estral en novillas de la raza Holstein, no se
evidencio relacion entre el diametro (mm) del foliculo dominante (dia 9) y el volumen
(mm?) luteal (dia 17). Contrariamente este volumen luteal (mm?®), determinado para el dia
17, si tiene relacidn sobre los niveles plasmaticos de progesterona encontrados para ese
mismo dia (17), es decir, que por cada mm? cubbico que aumenta el volumen luteal, se

aumenta la secreciéon (ng/ml.) de progesterona plasmatica.
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- Los tratamientos con eCG (dia 5 o dia 8), el diametro del foliculo dominante (dia 9) y el
volumen luteal (dia 17) no afecta la prefiez; solamente existe relacion en cuanto a la
concentracion plasmética de progesterona (ng/ml) evaluada el dia 17 sobre la
determinacion de la prefiez, de tal manera, que al aumentar los niveles de progesterona
plasmatica aumenta la probabilidad de prefiez, dentro del rango de valores encontrados en
el estudio (1,98 a 10,1 ng/ml.).

3.2 Recomendaciones

Es necesario disefiar estudios que permitan comparar las diferentes hormonas utilizadas
en los programas para el control del ciclo estral en la hembra receptora de embriones
bovinos, especialmente en lo referente a la Gonadotropina Corionica Equina (eCG), en
cuanto a su dosificacién en los diferentes genotipos raciales y cruces, estados fisiolégicos
(novilla, vaca de primer o varios partos), en diferentes latitudes, sistemas de manejo
(pastoreo, suplementacion etc). Es importante comparar esta hormona con grupos
controles, lo cual permitiria realizar ajustes con la finalidad de incrementar los porcentajes
de prefiez y a su vez la eficiencia reproductiva en los programas de transferencia

embrionaria en bovinos.

Seria pertinente realizar investigaciones a nivel molecular, en las que se profundice acerca
de los factores determinantes celulares que involucran el desarrollo de las estructuras
luteales a nivel ovarico, esto cuando se aplican terapias hormonales con la finalidad de
favorecer el proceso luteotrépico, 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.

Es importante realizar investigaciones que permitieran conocer mas acerca de los efectos
de los niveles suprabasales y la residualidad de la progesterona durante la fase folicular en
las hembras bovinas a las cuales se les va a trasplantar un embrién, mas aun a las que se
controla el ciclo estral con diferentes tratamientos de sincronizacion, y ain mas pertinente
a las cuales se les suministra apoyo hormonal como la Gonadotropina Coriénica Equina
(eCG), ya que este fendbmeno podria ser un punto critico que afecta la eficiencia

reproductiva en la hembra receptora de embriones.
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