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1) RESUMEN

El objetivo del presente ensayo es evaluar el efecto del pre-tratamiento con rbST
en un protocolo de superovulaciéon convencional de tipo comercial, a través de dosis
decrecientes de FSH-p para un total de 400 mg, analizando la respuesta al tratamiento
sobre sesenta donantes de raza Holando Uruguayo de alta produccion, entre 85 y 150
dias posparto, de 5 a 10 afios de edad, con un promedio 3 de condicion corporal y sin
antecedentes de infertilidad. En el Dia 0 del protocolo de superovulacién, el Grupo bST
recibidé 500 mg via SC de rbST a diferencia del grupo testigo. Las donantes fueron
inseminadas aleatoriamente con semen de sanidad y fertilidad conocida. Los
parametros a evaluar fueron: total de estructuras colectadas, porcentaje de embriones
viables, porcentaje de donantes con ningin embrién viable, media y mediana de
cuerpos luteos palpados y embriones viables, no hallando en ningin caso diferencias
significativas de acuerdo al nivel de significacion establecido previamente. Se puede
concluir que, segun los resultados encontrados en el presente ensayo, no se ha
demostrado que los tratamientos con rbST en protocolos superovularios favorezcan la
respuesta en forma cuantitativa ni cualitativa, medida a través de la cantidad y/o calidad
de las estructuras encontradas.

2) SUMMARY

The objective of the present rehearsal is to evaluate the effect of the pre-
treatment with rbST in a protocol of conventional superovulation of commercial type,
through falling dose of FSH-p for a total of 400 mg, analyzing the answer to the
treatment on sixty donors of race Uruguayan Holstein of high production, between 85
and 150 days postpartum, of 5 to 10 years of age, with an average 3 of corporal
condition and without infertility antecedents. in the Day 0 of the superovulation protocol,
the Group bST received 500 mg via rbST SC contrary to the control group. The donors
were inseminated aleatorily with semen of sanity and well-known fertility. The
parameters to evaluate were: total of collected structures, percentage of viable embryos,
donors' percentage with any viable embryo, mediates and medium of corpora lutea and
viable embryos, not finding previously in any case significant differences according to
the established significance level. In conclusion, according to the opposing resuits
presently rehearsal, it has not been demonstrated that the treatments with rbST in
protocols superovulation favor the answer in quantitative neither qualitative form,
measure through the quantity and quality of the opposing structures.

3) INTRODUCCION

La historia de la transferencia de embriones como técnica muitiplicadora de
animales de elevado valor genético se remonta a fines del siglo XIX cuando Walter
Heape en 1890 reportd los primeros nacimientos de productos obtenidos por
transferencia de embriones en mamiferos. Afios después, Biedl et al. (1922), Nicholas
(1933), Pincus & Enznann (1934), Chang (1948) y luego Dowling (1949) comunican
resultados exitosos en transferencia embrionaria en conejos. En la especie bovina la
primera comunicacién exitosa fue realizada por Willet y col. en 1951.



La industria internacional de la transferencia de embriones comercialmente se
establecié firmemente durante la década de los 70. Inicialmente, las técnicas para
recuperar y transferir embriones en el ganado eran quirirgicas, sin embargo, a fines de
la década de los 70’s la técnica fue sustituida por la no quirurgica o transcervical. La
criopreservacion exitosa de embriones se hallaba extendida a principio de los afos 80,
le siguieron la produccion de embriones in-vitro, la transferencia directa de embriones
congelados y el sexaje de embriones. La adopcién de etilenglicol como agente
crioprotector ha simplificado los procedimientos de descongelado-transferencia con
embriones congelados.

El nimero de embriones recuperados anualmente no ha crecido en forma
apreciable durante los ultimos 10 afios en América del Norte y Europa pero si ha habido
un crecimiento significativo del nimero de embriones transferidos comercialmente en
América del Sur. Evaluando los ultimos 5 afios, en base a los reportes anuales de la
Internacional Embryo Transfer Society (IETS), la produccion de embriones en
Sudamérica ha aumentado en un 50%, principalmente a partir de los avances
desarrollados en Brasil, mientras en América del Norte la evolucién no alcanzé el 10% y
en Europa el descenso super6 el 20% desde 1999 hasta el reporte de diciembre de
2004 (Thibier, 1999; 2004). El altimo reporte indica una reduccién en el numero de
embriones in-vivo colectados de un 15%, cifra contrarrestada con la obtencion de
embriones viables in-vitro, que en Sudamérica aumentd considerablemente los afios
precedentes, superando los 60.000 embriones colectados y transferidos (Thibier, 2004).
Dentro de América del Norte, la actividad de transferencia de embriones ha sido
relativamente constante en el ganado Holstein, pero ha habido un crecimiento
importante en la raza Aberdeen Angus concomitantemente con la disminucién en
algunas otras razas de carne.

A nivel nacional no se encuentra informacién centralizada, cierta y concluyente
de la actividad, asi como ocurre en muchos otros paises (India y Rusia entre otros) por
lo cual, los datos aportados a los organismos internacionales de referencia son
parciales e incompletos y subestiman el desarrollo de esta industria a nivel nacional
(Thibier, 2004).

La exportacion e importacion de embriones congelados se ha vuelto una
industria bien establecida que moviliza grandes divisas, gobernada por regulaciones
sanitarias especificas. La tecnologia hoy estd bien establecida y se producen casi
600.000 embriones anualmente a nivel mundial para ser transferidos a partir de vacas
seleccionadas y superovuladas. De ellos, el 82% se producen por tecnologia in-vivo,
presentandose un gran auge en la produccién de embriones in-vitro en los ultimos afios
(Thibier, 2004).

El movimiento internacional de embriones esta sujeto a perturbaciones subitas y
dramaticas, como ejemplo reciente se puede mencionar aquel ocurrido en el afio 2001
con el brote de Fiebre Aftosa en Gran Bretafa que modificé trascendentemente el
modelo comercial empleado hasta entonces. Es probable que las actuales tendencias
hacia el proteccionismo en pro del bienestar animal influyan de manera importante



sobre los procedimientos empleados y jueguen un rol fundamental en la industria de la
transferencia de embriones del futuro (Hasler, 2003).

Varias companias en América del Norte clonan ganado en la actualidad
comerciaimente. El sexaje del semen bovino con el uso de citdmetros de flujo ha
adquirido relativa exactitud en ensayos de campo, pero el semen sexado esta
actualmente disponible en sélo unos pocos paises y en una base sumamente limitada.
Hasta el momento, todos los programas que involucran la produccion de ganado
transgénico son experimentales (Hasler, 2003).

La PCR esta siendo utilizada como tecnologia para el sexaje de embriones. El
sexaje del semen es una tecnologia establecida y probablemente sera usada en un
futuro cercano, sobre todo en los sistemas de produccién de embriones in-vitro. La
clonacién por transferencia nuclear de células somaticas se ha logrado técnicamente.
Sin embargo, ésta es una tecnologia cara e ineficaz que esta usandose principalmente
por la industria farmacéutica. (Mapletoft & Hasler, 2005).

El empleo de la produccién in vitro de embriones (PIV) en investigacion y en
programas de mejoramiento genético se intensificé en los ultimos afios. Ello posibilité el
mejor aprovechamiento de las gametas femeninas. Los resultados obtenidos con el uso
de PIV condujeron a llevar a cabo estudios con el fin de aumentar el nimero de
ovocitos de buena calidad obtenidos por distintos métodos (aspiracion, diseccion) a
partir de ovarios de vacas vivas o provenientes de matadero (Thibier, 2004).

La superovulacion es una llave dentro de la transferencia de embriones en
ganado, pero a pesar de que han pasado casi 60 afos desde el primer nacimiento de
un ternero por transferencia de embriones y han surgido nuevas tecnologias dentro de
la industria en la ultima década, el procedimiento basico de superovulacién no ha tenido
mejoras significativas durante los Gitimos 20 afios. En los afios intermedios han habido
avances tanto a nivel cientifico como metodoldégico en el entendimiento de los
mecanismos fisioldgicos y moleculares de la interaccidon de las gametas y en la
produccién de hormonas por aislamiento y recombinacién de ADN, pero todavia estos
avances no se han traducido en mejoras en la practica o el éxito de la superovulacion
(Armstrong, 1993).

Se han estudiado tratamientos hormonales para aumentar el nimero de foliculos
ovaricos, asi como también el porcentaje de recuperacién de ovocitos a partir de ellos.
Las gonadotrofinas hipofisarias (hormonas foliculoestimulante o FSH y luteinizante o
LH) son las que proveen el impulso endocrino primario para el crecimiento folicular y
control del ciclo estral y su utilizacion en programas de superovulacion presenta
inconvenientes, ya sea respuesta variable de los animales estimulados, contaminacién
de la preparacién con compuestos hormonales no deseados e inadecuada vida util de
las hormonas. Se volvid necesario el estudio de otros tratamientos distintos a los
convencionales, como ser la utilizaciéon de factores locales (IGF, TGF asi como
citoquinas) y sistémicos. Entre los factores sistémicos que influencian profundamente la
funcion ovarica y el paso de los foliculos por sus diferentes estadios de desarrollo se
encuentra la hormona del crecimiento (GH), utilizada en los ultimos afios como



alternativa para aumentar el namero de foliculos ovaricos disponibles para la obtencién
de gametas femeninas.

Muchas revisiones en superovulacion han puesto énfasis en los diferentes
factores que contribuyen a la gran variabilidad en la respuesta ovulatoria luego de la
estimulacién gonadotrépica. Sin embargo, la proporcién de ovulaciéon es solamente una
de las variables que influencian en el rendimiento de los embriones. El mejor indicador
del éxito de un programa de superovulacion es el nimero de terneros nacidos vivos por
donante en un determinado periodo de tiempo. Esto es determinado por la interaccion
de varios factores (Armstrong, 1993):

a) Factores que influyen en la respuesta superovulatoria de las donantes.
b) Factores que influyen en las tasas de fertilizacion y viabilidad de los embriones.
c¢) Factores relacionados al manejo animal.

Un problema que surge frente a los protocolos de superovulacién es la enorme
variabilidad en la respuesta animal, entre individuos y dentro del mismo animal
(Monniaux et al.,, 1983; Rieger et al., 1988). Esto ha limitado la eficacia en la
transferencia de embriones debido a la ausencia de una respuesta predecible y fiable
para la produccién de embriones (Gordon, 1982; Boland et al., 1991). Se ha propuesto
que las dos variables mas importantes para la obtencion de un nimero grande y
predecible de embriones viables estarian dadas por la administracién de preparaciones
de hormonas adecuadas y la existencia de foliculos gonadotrofico-sensibles presentes
en los ovarios al momento del estimulo hormonal (Moor et al.,, 1984; Murphy y col.,
1984).

La somatotrofina bovina (bST) es una hormona pituitaria de efectos multiples en
el crecimiento y diferenciacién celular (Gluckman et al., 1987). La rbST (somatotrofina
recombinante) se ha utilizado para aumentar el crecimiento animal y la lactacion
(Bauman, 1992) por ejemplo, la producciéon de leche de vacas inoculadas con bST fue
superior a las testigo en un 10% a un 20% segun trabajos de Peel et al. (1987).

Con el empleo de somatotrofina bovina durante la lactancia las producciones de
leche aumentan, lo que trae una mejora de la eficacia productiva del sistema. Las
investigaciones que apuntaban a esta hormona se iniciaron en los afios 30 vy
actualmente, todo apunta a evaluar los factores animales relacionados a la nutricion,
bioenergia, metabolismo y salud y aquellos tendientes al consumidor como son los
factores relacionados a la calidad del producto, factores industriales y seguridad del
mismo. En conjunto, la bST tiene accién sobre toda la homeostasis involucrando
muchos procesos fisiolégicos. Los efectos directos involucran las adaptaciones en
muchos tejidos y el metabolismo de toda clase de nutrientes: hidratos de carbono,
lipidos, proteinas y minerales. Los mecanismos incluyen alteraciones sobre enzimas
importantes, intracelularmente sobre los sistemas de trasduccién y la respuesta de los
tejidos a los signos de homeostasis. Los efectos indirectos involucran a la glandula
mamaria y génadas y se piensa que es mediado por el sistema del factor de crecimiento
insulino-simil (IGF). Los cambios especificos incluyen aumentos en la sintesis de leche
y el mantenimiento reforzado de células secretorias. Los efectos indirectos son
modulados por el ambiente e involucran especiaimente el estado nutritivo. Esta



modulacion es un componente central permitiéndole a la bST jugar un papel importante
regulando la utilizaciéon de nutrientes en un rango de situaciones fisiolégicas. El uso
comercial en los EEUU comenzd en 1994, y la adopcion ha sido extensa. De la
perspectiva del consumidor, la bST tenia un especial interés en los resultados sobre los
productos obtenidos y sus consecuencias sobre los consumidores. Sin embargo, la
introduccion de la bST no ha tenido impacto en el consumo de leche, y las leches
etiquetadas como “libres de rbST” ocupan un mercado del nicho menor. De la
perspectiva del productor, el uso comercial verificado por estudios cientificos, aumento
la rentabilidad de los tambos comerciales. En conjunto, la bST es un factor de
regulacidon homeostatico importante que regula la division de nutrientes, y el sistema
bST/IGF juega un papel importante en la respuesta animal de acuerdo a las situaciones
fisiologicas (Bauman, 1999a).

Se ha intentado mejorar la respuesta superovulatoria utilizando gonadotrofinas
en diferentes preparaciones y protocolos con pretratamientos con bajas dosis de
gonadotrofinas, y han logrado relativo éxito en las respuestas ovulatorias y en el
nimero de embriones transferibles recuperados (Monniaux et al.,, 1983, Moor et al.,
1984, Murphy et al., 1984, Price, 1991).

Ninguno de los protocolos de superovulacién actualmente empleados a nivel
comercial en el ganado vacuno controla la poblacion de foliculos gonadotrofico-
sensibles al momento del estimulo exégeno, y por consiguiente es una fuente primaria
de alta variabilidad en la respuesta al protocolo (Moor, 1984; Murphy et al., 1984,
Bellows et al., 1991; Price, 1991). Segun estudios de Gong y col. (1991), el tratamiento
con bST aumenta el numero de foliculos antrales de 2-5 mm de didmetro en vacas
adultas. Se ha sugerido que la poblacién de foliculos ovaricos de buena calidad > 1,7
mm de diametro presentes al momento del tratamiento con gonadotrofinas podria tener
un rol muy importante determinando la superovulacién subsiguiente (Monniaux et al.,
1983). Por consiguiente, si los pequefios foliculos inducidos por el tratamiento con bST
son funcionalmente saludables, el aumento en el nimero de foliculos antrales inducidos
por el tratamiento con bST podria reforzar la respuesta superovulatoria.

Con base en los estudios antes mencionados y teniendo en cuenta los multiples
efectos a nivel local y sistémico de la somatotrofina bovina, el objetivo del presente
ensayo es evaluar el efecto del pre-tratamiento con rbST en un protocolo de
superovulacion, sobre los diferentes parametros de respuesta al tratamiento en vacas
Holando Uruguayo de alta genética en lactacion.

4) REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1) EL PROCESO DE LA FOLICULOGENESIS

La disponibilidad de ovocitos es un factor limitante en el desarrollo de nuevas
técnicas reproductivas. La duracién del periodo de fertilidad en la vida de las hembras
bovinas esta determinada por el tamafio del pool de foliculos primordiales formados



durante la fase fetal y por el rango o proporcion de depleciéon de dicho pool luego del
nacimiento (Smitz & Cortvrindt, 2002).

En casi todas las especies de mamiferos no hay division mitética de la célula
germinal femenina después del nacimiento, de manera que, el nimero de oocitos
presentes al nacimiento representa el total disponible durante la vida del animal. En el
feto bovino, la ovogonia se desarrolla de las células primordiales germinales que han
migrado hasta el ovario durante la embriogénesis temprana y prolifera alrededor del dia
50 hasta el dia 130 de la gestacion. Un proceso de degeneracion ovogonial comienza
alrededor del dia 95 de la vida fetal y la mayoria de los oocitos producidos durante este
periodo (60% o mas) son eliminados del ovario antes del parto.

Un segundo evento de desarrollo se inicia a los 80 dias de la vida fetal cuando la
ovogonia inicia la meiosis. Este proceso se detiene en todos los ovocitos en el estadio
diploteno de la profase meibtica. Acompafiando estos cambios nucleares esta la
formacion de los foliculos primordiales, la diferenciacion de una capa de células
aplanadas que los envuelven conocida como células de la granulosa, el establecimiento
de una lamina basal rodeando la granulosa y la diferenciacion de una capa de células
de la teca exterior a la lamina basal.

En el modelo bovino, los oocitos primordiales expresan un factor basico de
crecimiento fibroblastico (bFGF) (Van Wezel et al., 1995) el cual puede interactuar con
las células de la granulosa desde los foliculos preantrales.

Cuando la capa de células de la granulosa se transforman de aplanadas a
cuboidales los foliculos son clasificados como “transitorios o intermedios”. La teca
interna comienza su diferenciaciéon, y al foliculo en desarrollo se le denomina foliculo
primario. Un foliculo primario esta caracterizado por estar rodeado de células de la
granulosa de forma cuboidal dispuestas sobre una membrana basal. Esta es la primera
fase de crecimiento. La formaciéon de la zona pelicida durante la transformacion del
foliculo primordial en foliculo primario es otro punto de referencia distintivo. La zona
pelucida y la capa interna de la teca son formadas cuando los foliculos estan en la fase
primaria (Lundy et al., 1999).

Los foliculos primarios estan localizados en una fina capa de 2 mm pobremente
vascularizada debajo de la tunica albuginea. Los foliculos que muestran inicio de
crecimiento son encontrados en el borde corticomedular, el cual es altamente
vascularizado (Van Wezel & Rodgers, 1996). Las fases tempranas de crecimiento,
incluyendo la transicién de primordial a foliculo primario es gonadotrofico independiente
siendo regulado principalmente por factores intraovaricos. Su crecimiento al siguiente
estadio, que es el de foliculo secundario, se completa por la proliferaciéon de las células
de la granulosa. Los foliculos en estos dos estadios se describen colectivamente como
preantrales y pueden ser identificados como oocitos primarios en crecimiento, rodeados
por 6 o 7 capas de células de la granulosa. Las células tecales son recluidas desde el
intersticio del estroma y pueden ser reconocidas como células individuales en la
membrana basal (Hirshfield, 1991; Lundy et al., 1999; Parrott & Skinner, 2000). En
cuanto los foliculos alcanzan la segunda fase (2 capas) una distinta capa de células



tecales es formada en todos los foliculos (Lundy et al., 1999). El crecimiento del foliculo
preantral puede ser dividido en dos fases. Una fase vascular y otra avascular. Después
de multiplicar 7 u 8 veces el nimero de células de la granulosa, se forma una cavidad,
diferenciandose la mural y el camulo de células. La teca externa es formada por una
capa altamente vascularizada, proveyéndole al foliculo factores endocrinos sistéemicos
que le permiten una expansiéon volumétrica exponencial.

La sobrevivencia folicular y la competencia del oocito son obviamente
independientes. El oxigeno suministrado a las capas mas profundas del foliculo es
dependiente de los requerimientos de las células somaticas las cuales estan manejadas
dentro de la proliferaciéon por las cantidades relativas de insulina, IGFs y FSH.

Al analizar la respuesta superovulatoria en el ganado surge la pregunta: ¢ Todos
los oocitos de los foliculos primordiales tienen la capacidad de ovular? Recientes
observaciones realizadas por de Bruin (2001) indican que un proceso necrotico es la
base de la atresia en el resto de los foliculos.

4.1.1) FSH, LH y Ondas Foliculares

Una onda de desarrollo folicular se puede definir como el desarrollo arménico y
simultaneo de varios foliculos antrales pequefios, en promedio 24 por onda con un
rango de 8 a 41, funcionando a través de estadios integrados de reclutamiento,
seleccién y dominancia folicular (Evans & Canty, 2004b).

Los foliculos primordiales inician su crecimiento y diferenciacién en un proceso
aparentemente continuo pero irreversible que es conocido como foliculogénesis.
Cuando un foliculo primordial entra al grupo de crecimiento, este sera conducido a uno
de dos hechos: la degeneracién por atresia (sufrida por el 99% o mas de los
integrantes) o la ovulacion alcanzada por muy pocos. El intervalo requerido para la
activacion de un foliculo primordial durmiente hasta su ovulacion ha sido estimado en
180 dias.

El crecimiento folicular es caracterizado, en varias especies, por un modelo de
ondas que ocurren durante el curso normal de los ciclos estrales del ganado (Evans,
2003). Se ha demostrado que mas del 95% de los ciclos estrales bovinos estan
compuestos de dos o tres ondas foliculares (Adams, 1999; 1994). Se han informado
ciclos de una sola onda en vaquillonas al momento de la pubertad y en vacas adultas
durante los primeros ciclos posparto. Los ciclos de cuatro ondas se observaron en
ciertos estudios en razas indicas (Rhodes et al., 1995).

La onda folicular se caracteriza por la emergencia sincronica de un grupo o
conjunto de foliculos, dentro de éstos, se selecciona uno que se convierte en el foliculo
dominante, sufriendo los restantes el proceso atresico (foliculos subordinados) (Adams
et al., 1992, Evans & Canty, 2004b).

El crecimiento de los foliculos antrales desde unas 300 um a 5 mm de diametro
dura aproximadamente 30 dias. El crecimiento subsiguiente, hasta 15 a 20 mm de



diametro, es rapido y se produce por un modelo de ondas sucesivas durante 4 a 6 dias.
El crecimiento antral temprano (hasta 4-5 mm de diametro) se considera gonadotrofico
independiente, pero el crecimiento siguiente es regulado por gonadotrofinas,
particularmente la hormona foliculo estimulante o FSH. Numerosos factores locales
también regulan el crecimiento folicular, los miembros de la familia de los factores de
crecimiento de tipo transformador TGF (incluso las inhibinas, activinas y folistatinas) y
los factores de crecimiento de tipo insulinico IGFs son las de mayor trascendencia. Los
esfuerzos recientes por entender el desarrollo folicular incluyen estudios a nivel
intracelular de factores moleculares que regulan la proliferacién o regresion de células
del foliculo.

El reclutamiento es un proceso por el que, bajo la responsabilidad de la FSH, un
conjunto de foliculos antrales tempranos (3-4 mm de diametro) comienzan a crecer en
un medio con suficiente soporte gonadotréfico que les permita progresar a la ovulacion.
La seleccion es un proceso por el cual un anico foliculo evade la atresia y adquiere
competencia para alcanzar la ovulaciéon. La dominancia es el medio por el cual el
foliculo seleccionado inhibe el reclutamiento de una nueva serie de foliculos.

El reclutamiento no ha recibido la misma atencién investigativa como la
dominancia folicular y la ovulaciéon. Grupos, mas que foliculos aislados, son reclutados y
este proceso se relaciona con cambios medibles de la FSH circulante. Factores
intraovaricos estimulados por la FSH estan involucrados en el proceso de reclutamiento
folicular y los IGFs (factores de crecimiento ligados a la insulina) y sus proteinas de
enlace (IGFBPs) han sido implicados en la amplificaciéon de la accién de la FSH.

E! dia de emergencia folicular es considerado el primer dia de la onda folicular
cuando el grupo creciente de foliculos es analizado por ultrasonografia, detectandose
aquellos de aproximadamente 5 mm de diametro. La seleccién folicular produce la
disminuciéon en el numero especifico de foliculos activos que llegan a ovular y se
produce cuando el foliculo dominante se ha seleccionado de los foliculos subordinados
y es observada como una diferencia de tamafo (Evans, 2003). Esta divergencia en el
crecimiento se denomina desviacién (ver Figura 1 — a y ¢, Ginther et al., 2003) y es
coincidente con la decreciente concentracion plasmatica de FSH (ver Figura 1 - b) y la
sensibilizacién del foliculo dominante ante la hormona luteinizante (LH) (Mihm & Bleach,
2003). El tiempo de desviacidon es definido como el comienzo de una gran diferencia en
los rangos de crecimiento entre los mas grandes foliculos, cuando el segundo foliculo
mas grande alcanza su maximo diametro (Ginther et al., 1996a). Cada desviacién de los
foliculos es un gran evento en el proceso de seleccién.

Estudios encaminados a estudiar las ondas foliculares durante varios afios
encontraron que algunos de los factores que afectan el nimero de ondas del ciclo estral
incluian la dieta (Murphy et al., 1991b), la paricion y el estado de la lactancia. Ademas,
el diametro logrado por el foliculo dominante es afectado por la fase del ciclo estral
(Ginther et al., 1989) y la prefiez (Ginther et al., 1996b).

La formacién de la cavidad del foliculo que forma el antro liquido es el siguiente
estadio en su desarrollo. Los foliculos antrales existen en el ovario bovino con



diametros comprendidos en el rango de
0.1 a 20 mm. Generalmente se acepta
que la formacién del antro es un evento
influenciado por las gonadotrofinas y que
la FSH es la principal hormona
responsable. La ultrasonografia
proporcioné la evidencia definitiva de que
en esta ultima fase del desarrollo folicular
se producen en forma de ondas a lo largo
de todo el ciclo estral.

El foliculo antral de entre 4 y 9 mm
de diametro es dependiente de la FSH
para el crecimiento y cada onda folicular
se precede por una elevacion en las
concentraciones plasmaticas de FSH
cuando el foliculo dominante tiene un
diametro de 4 mm (Bergfeld et al., 1996).
El ascenso de la concentracion de la FSH
ocurre dentro del primer y segundo dia
post-ovulacion, al momento se elevan las
gonadotrofinas, cuando los niveles de LH
y estradiol permanecen bajos y esto se
asocia con la emergencia de una nueva
onda folicular (Ko et al., 1991; Adams et
al, 1992; Mapletoft & Pierson, 1993; Mihm
& Bleach, 2003). Con las concentraciones
crecientes de FSH al dia 2 a 4 del ciclo se
produce la seleccion del foliculo
dominante que seguira creciendo. E!
estradiol se produce por las células de la
granulosa de los foliculos ovaricos como
resultado de la aromatizacién de los
andrégenos producidos por las células de
la teca. Los foliculos dominantes tienen
concentraciones de estradiol intrafolicular
mas elevadas que los foliculos
subordinados. Esta apreciacién reforz6 el
concepto de que la produccion de
estradiol es uno de los rasgos definitorios
de la dominancia folicular. El estradiol
producido por el foliculo dominante en
vias de desarrollo esta envuelto en Ila
regulacion del feedback negativo de la
FSH. La trascendencia de la regulacion
autocrina y/o paracrina dentro del foliculo
dominante confiere la habilidad para
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sobrevivir el declive en las concentraciones de FSH y producir el desarrollo de
receptores de LH en las células de la granulosa y la produccién de estradiol. Esta bien
demostrado que el mecanismo de FSH es dependiente de la LH y la concentracion de
esta Ultima determinara el destino del foliculo dominante (con concentraciones elevadas
durante la fase folicular llevara a la ovulacién mientras que con concentraciones bajas
durante la fase luteal producira la regresion y atresia) (Evans & Canty, 2004b).

El descenso en las concentraciones de FSH ocurre cuando el futuro foliculo
dominante y sus compafieros mas grandes tienen un diametro de 6 mm
aproximadamente (Ginther et al., 1996a). La aromatasa est4 presente ya en foliculos de
4 mm (Mc Natty et al., 1984) y bajos niveles de estrogenos se presentan en foliculos de
5-7 mm (Echternkamp et al., 1994; Bodensteiner et al 1996a). Altos niveles de
estrogenos exdgenos pueden suprimir la secrecion de FSH circulantes (Bolt et al.,
1990; Bo et al,, 1993), lo cual explica la respuesta obtenida con los tratamientos
combinados con progestagenos/progesterona combinados con estrégenos en el control
del ciclo estral a través de la supresiéon de la onda folicular en curso y la nueva
emergencia 4 a 5 dias posterior.

El mecanismo de dominancia no ha sido totalmente determinado y se hipotetiza
que éste esta asociado con un efecto inhibitorio paracrino del foliculo dominante sobre
los foliculos subordinados del mismo grupo en desarrollo. Mecanismos de esta suerte
no podrian ser involucrados como Gnico factor en las especies monoovulares como el
bovino, donde el foliculo dominante esta presente en un ovario y se produce inhibicion
de los foliculos subordinados del ovario contra lateral. Es por consiguiente mas
aceptado que la dominancia se produce por medio de algun factor que tiene un efecto
de retroalimentacién negativa sobre la secrecion de gonadotrofinas. Entre los
candidatos se encuentra la inhibina, que es producida primariamente por las células de
la granulosa y reduce directamente la secrecion hipofisaria de FSH. Un segundo
candidato, la folistatina, proteina que tiene alta afinidad de unién con la activina,
proteina esta ultima que eleva la secrecion de FSH. Por su unién a la activina, la
folistatina reduce la secrecion de FSH. El desarrollo del foliculo dominante hasta las
dimensiones preovulatorias depende estrictamente de las gonadotrofinas. Los foliculos
antrales adquieren los receptores para LH en la teca y para FSH en la granulosa. Bajo
la influencia de la LH las células de la teca sintetizan andrégenos que cruzan la lamina
basal al interior del compartimiento de las células de la granulosa. Bajo la influencia de
la FSH, estos andrégenos son aromatizados en estrogenos. El cambio clave que
asienta durante el desarrollo de la competencia ovulatoria de un foliculo es la
adquisicion de receptores para LH por las células de la granulosa. En los foliculos
donde esto se ha realizado, la LH actda induciendo la sintesis de grandes cantidades
de estrogenos en sinergismo con la FSH. Este proceso es un autorefuerzo en el que los
estrégenos inducen la formacion de mas receptores de LH y ésta y la FSH producen
una nueva secrecion de estrégenos. Los foliculos bovinos que se vuelven dominantes o
estrogeno-activos producen mucho mas estrégenos que los subordinados y tienen
considerablemente mayor nimero de receptores tanto de LH como de FSH.
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Un punto importante, destacado por varios estudios, resalta que todos los
foliculos son capaces de convertirse en dominantes, en base a tres observaciones
diferentes:

(@) Al iniciar los tratamientos con FSH, se estimula a muchos foliculos a lograr el
diametro de foliculo dominante (Adams et al., 1993a).

(b) Un foliculo seleccionado al azar de un pool de foliculos de 5 mm al comienzo de
la onda puede lograr la dominancia por medio de la destruccién de otros
foliculos de su mismo tamanfo (Gibbons et al., 1996).

(¢) Incluso luego de la desviacién en los rangos de crecimiento de los 2 foliculos
mas grandes, un foliculo subordinado puede permanecer viable por 1 0 2 dias y
puede asumir la dominancia si el foliculo dominante original es destruido (Ko et
al., 1991; Adams et al., 1993b).

Producto de un incremento en el nimero de receptores de FSH, el foliculo
dominante puede ser capaz de seguir creciendo ain en un medio con bajas
concentraciones plasmaticas de FSH, mientras que los foliculos subordinados
sucumben con estos bajos niveles.

El principio de que el foliculo ejerce un efecto negativo sobre las concentraciones
de FSH en la circulaciéon cuando éste se aproxima a un didametro aproximado para ser
seleccionado dominante al tiempo de la desviacién, puede acompafarse por las
siguientes puntualizaciones experimentales:

(@) Lanormalizacion en las concentraciones de FSH al dia de la desviacion folicular
indican que, por término medio, la FSH alcanza niveles basales al dia que
comienza la desviacion (ver Figura 1 - b). Los niveles de FSH permanecen
bajos por 3-4 dias hasta la proxima ola de FSH (Ginther et al., 1996a).

(b) Los foliculos subordinados son capaces de responder a la FSH cuando el
dominante fue removido 3 dias postovulacion, pero no 5 dias (Ko et al 1991).

(c) La supresiéon de la FSH en hembras prefiadas fue mas larga cuando la onda
folicular asociada tenia un foliculo mayor de 10 mm que cuando tenia el mismo
un diametro entre 6 y 9 mm (Ginther et al., 1996b).

El segundo postulado del mecanismo de desviacibn es que el foliculo
seleccionado adquiere LH-dependencia, aseveracién apoyada por una serie de
estudios, los cuales establecen los siguientes puntos:

(@) En dos estudios (Xu et al., 1995; Bodensteiner et al., 1996b) se mostrd que las
células de la granulosa adquieren receptores para LH entre los dias 2-4 post-
ovulacién o post-emergencia de la onda.

(b) Vacas lactando en BEN (Balance Energético Negativo) (Grimard et al., 1995)
tuvieron bajas frecuencias en pulsos de LH y el diametro folicular mas grande
fue de 8.7 mm, mucho menores que los hallados en vacas con BEP (Balance
Energético Positivo) que alcanzaron diametros foliculares de 10.2 mm.

(c) Después del dia 90 de prefiez disminuye el diametro maximo de los foliculos
grandes de sucesivas ondas foliculares (Ginther et al., 1996b), asi como
disminuye la concentracion de LH, los pulsos y frecuencias (Schallenberger et
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al,, 1985), indicando relacion entre el maximo didmetro folicular y la
concentracion de LH.

Mediante ultrasonografia se puede observar que a los dos dias de detectarse
una onda, existe un foliculo (foliculo dominante) que crece mas rapidamente que los
demas (foliculos subordinados). A los 6-7 dias del comienzo de la onda el foliculo
dominante ha alcanzado practicamente su maximo tamafo (15-17 mm) y los foliculos
subordinados han sufrido el proceso de atresia. En este momento, el foliculo dominante
puede ovular o de lo contrario entra en una fase estacionaria que dura
aproximadamente otros 6 dias y en la que mantiene su tamarfio y capacidad ovulatoria.
Si entonces no se ha producido la ovulacidén de este foliculo, comienza un proceso de
atresia y otros 9 dias mas tarde su tamafio ya ha descendido por debajo de los 4 mm.

Aunque todos los foliculos dominantes son capaces de ovular, su habilidad para
ello esta dictada por el ambiente hormonal. La progesterona previene la ovulacién de
foliculos dominantes que maduran durante la fase luteal a través de la retroalimentacion
negativa ejercida por la LH. Los foliculos dominantes que se desarrollan bajo estas
condiciones retroceden como los foliculos subordinados. Una vez que disminuye la
concentracion de progesterona plasmatica, la pulsatilidad de la LH aumenta y, bajo la
influencia del estradiol, una ola de gonadotrofinas lleva a la ovulacién del foliculo
dominante.

En un ciclo sexual fisioldgico, el factor fundamental que determina el destino del
foliculo dominante (ovulacién o atresia) es el nivel de progesterona cuando este foliculo
finaliza su fase de crecimiento. De esta manera, cuando los niveles de progesterona
son elevados (fase luteinica del ciclo) se produce la regresién del foliculo dominante,
mientras que en la fase folicular del ciclo, sin el “freno” de la progesterona, el destino del
foliculo dominante es la ovulacién.

A lo largo del ciclo estral, tipicamente se producen 2 o 3 ondas de desarrollo
folicular. En vaquillonas y durante el posparto temprano de vacas multiparas parecen
mas frecuentes los ciclos ovaricos con 2 ondas, mientras que vacas adultas presentan
habitualmente ciclos de 3 ondas. Todavia no existen datos estadisticos suficientes
sobre la frecuencia relativa de ciclos de 2 o 3 ondas referidas a cada poblacién bovina o
estado productivo de los animales. De todas maneras, esta diferencia viene
condicionada por la duracién del cuerpo luteo del ciclo, ldgicamente menor en ciclos de
3 ondas que en ciclos de 2 ondas.

También se han detectado ciclos con 4 ondas foliculares y en estos casos la
duracion del ciclo ha sido de 24 dias, ocurriendo la lutedlisis en torno al dia 20-21 del
ciclo. Asi, el principal factor que condiciona la duracién del ciclo y por lo tanto la
existencia de 2 o 3 ondas por ciclo, parece ser la vida del cuerpo luteo.

En ciclos estrales con 2 ondas de desarrollo folicular, éstas se pueden detectar el
dia de la ovulacién (dia 0) y el dia 10 post ovulacién. Este ultimo foliculo es el que
ovulara, ya que la regresion del cuerpo lateo ocurre el dia 16-17 del ciclo, mientras que
el foliculo que comenzd su desarrollo el dia 0 normalmente experimentara el proceso
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atresico. En ciclos con 3 ondas éstas pueden ser detectadas los dias 0, 9 y 16 post
ovulacion, siendo las dos primeras anovulatorias debido a que la fase luteal se
mantiene en estos casos hasta el dia 19 del ciclo.

Esta dinamica folicular se mantiene al menos durante los 2-3 primeros meses de
gestacion, habiéndose observado en vacas gestantes la presencia de ondas periddicas
que surgen cada 9-10 dias. Légicamente, estos foliculos nunca llegan a ovular debido
al efecto inhibidor de la progesterona producida por el cuerpo liteo gestacional.

De cualquier manera, ha quedado demostrado que los foliculos dominantes de
cualquier onda del ciclo son capaces de ovular, y io que es igualmente importante, que
la fertilidad subsiguiente a la ovulacién de cualquiera de estos foliculos es muy similar.

4.1.2) Las inhibinas, activinas y folistatina

La respuesta diferencial del ambiente hormonal producido por la FSH puede ser
fundamental para la seleccion del foliculo dominante y la regresion de los foliculos
secundarios. Numerosos péptidos actuando como factores de crecimiento, incluso del
miembro de la superfamilia de los factores de crecimiento de tipo transformador g (TGF-
B) y el sistema IGF estan envueltos en el desarrollo folicular. La superfamilia TGF-$ de
sefiales extracelulares comprende mas de 30 estructuras relacionadas a proteinas
funcionalmente diversas que incluyen dos inhibinas (A y B), tres activinas (A, By AB) y
la folistatina (Knight & Glister, 2003).

Las inhibinas ejercen una acciéon supresora de la FSH a nivel pituitario (ver
Figura 2) siendo glicoproteinas diméricas que consisten en dos sub-unidades A y B con
pesos moleculares que varian entre 29 y mas de 160 kDa (Good et al, 1995). Las
concentraciones foliculares de inhibina A estan positivamente relacionadas con el
tamano del foliculo antral. Reciprocamente, las concentraciones de inhibina B
disminuyen con el tamafo del foliculo creciente. Sin embargo, los niveles de inhibina B
intrafolicular son mas bajos que los de inhibina A en el foliculo en desarrollo,
cuestionando de estd manera la relevancia fisiologica de la inhibina B en la hembra
bovina (Knight & Glister, 2003). Todas las formas diméricas de inhibina producen efecto
supresivo sobre la sintesis de FSH asi como su liberacion sistémica (Good et al, 1995).
Las inhibinas también tienen un rol local a nivel folicular suprimiendo la sintesis de
estradiol y oponiéndose a la accion de las activinas, vedando el crecimiento folicular y la
diferenciacion celular.

Estudios de desarrollo folicular in vivo han producido el cese del crecimiento
folicular por el descenso en los niveles de FSH provocados por la administracién de
fluido folicular (Kastelic et al., 1990). Los componentes proteinicos del liquido folicular,
entre los que se incluyen la inhibina, contribuyen a este efecto (Kastelic et al., 1990;
Turzillo & Fortune, 1993). El antisuero de inhibina aument6 los niveles de FSH en la
circulacion (Kaneko et al., 1995).

El foliculo dominante puede secretar otros factores que directamente inhiben los
demas foliculos o destruyen los efectos estimulatorios de la FSH sobre el desarrollo de
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foliculos subordinados. Esta
Control de 1a FSH posibilidad estda basada en la
inhibicion del crecimiento folicular
por la inyeccion de fluido folicular
sin alterar la concentracién de FSH
en la circulacién; cuando el fluido
estaba libre de inhibina (Law et al.,
1992) o con antisuero contra
inhibina (Wood et al.,, 1993). La
5 Hipdfisis inyeccion con la fraccion proteinica
del fluido folicular 3-6 dias luego de
la ovulacion no deprimié la
concentracion de FSH por debajo
de los niveles basales (Adams et

Activina
Folistatina
inhibina

Ovario al., 1992), pero previno el
crecimiento del foliculo dominante
phctivina méas alla de 10 mm comparados
olistatina
Inhibina con los controles de 14 mm

(Kastelic et al., 1990).

Figura 2 — Representacion esquemética de la .
regulacion neuroendocrina de la FSH. Se observa I’_as activinas son
al hipotalamo, hormonas ovaricas y pituitarias homgdlmeros de la sub—unld'a'd
involucradas en la regulacién de la produccion y | inhibina B y se oponen a la accion
secrecion de FSH. A nivel hipotalamico la GnRH es | de las inhibinas a nivel central
el estimulador conocido de la descarga de FSH. | (hipofisis) y ovarico compitiendo
Hay evidencia de la existencia de un factor | por los receptores tipo Il de activina
liberador de FSH (FSH-RF). A nivel pituitario, estan | (ver Figura 2). Sin embargo, la
involucradas la activina, inhibina y folistatina que | funcion de las activinas esta
parece ser operacional. A nivel ovarico el estradiol regulada por los niveles de
y la inhibina son dos elementos inhibidores de la | ¢,jistatina |a que neutraliza su

descarga de FSH. funcion. El crecimiento folicular
Modificado de Padmanabhan & McNeilly, 2001 | €Sté asociado con el aumento en
los niveles de activina A en
foliculos mas grandes y con una disminucion reciproca o ningin cambio en la folistatina
(Austin et al, 2001; Knight & Glister, 2003). Los aumentos en la activina A y la
desviacion folicular estan asociados en principio con aumentos en la IGF-I intrafolicular
y estradiol (Ginther et al, 2003). La activina refuerza la sintesis de la inhibina en las
células de la granulosa. La misma se postula con un rol fundamental en la
sensibilizacion del foliculo a la FSH a través de la induccion de receptores especificos y
en la promocion y mantenimiento del estado de foliculogénesis del foliculo. La induccion
de receptores de FSH en foliculos indiferenciados que se definen como gonadotréfico-
independientes, puede ser un método de reclutamiento-selectividad de foliculos a partir
del pool primario, proponiéndose un rol regulador de la activina en la respuesta y
desarrollo folicular.

La folistatina esta conformada por unidades glicosiladas, ricas en polipéptidos de
cistina y producto de las células de la granulosa. La folistatina neutraliza las acciones de
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la activina a nivel central y periférico, ésta también despliega la accién de la inhibina
aunque en menor grado, mediante la disminucién del contenido de FSH en las células
de la pituitaria (Knight & Glister, 2003).

Padmanabhan & McNeilly (2001), al desarrollar un modelo de secrecion de FSH,
introducen la respuesta causada por cambios locales. Ademas del papel muy bien
estudiado de la GnRH sobre la liberacion de FSH, varios otros factores han sido
implicados en los mecanismos de biosintesis y descarga de FSH a la circulacién. Los
esteroides gonadales y varios otros factores: proteinas reguladoras, incluso la inhibina,
folistatina y activina (Mather et al., 1992), esta tltima mas potente que la GnRH en la
regulacion de la FSHB ARNm., tienen su rol en la regulacion de la FSH. El estradiol y la
inhibina se presentan como factores inhibitorios primarios. Estudios indican que las
activinas, inhibinas y la folistatina no s6lo se producen a nivel gonadal sino también
pituitario y por consiguiente, tendrian un potencial modulador local para la secrecion de
FSH (ver Figura 2).

4.1.3) Regqulacién subcelular (molecular) del desarrollo folicular

La muerte celular dentro de los foliculos se realiza via apoptosis (muerte celular
programada). La apoptosis es el ultimo mecanismo de una serie de caminos que
descartan las células no deseadas del organismo. Este proceso es regulado por
numerosos factores intra y extra celulares (por ejemplo: factores de crecimiento,
gonadotrofinas, etc. en las células del foliculo) El genoma bovino codifica para unos 30
a 40 mil genes y el modelo de expresiéon genética en células ovaricas que controlan
estas vias y el desarrollo del foliculo estan estudiandose en la actualidad. Estos genes
codifican para muchos factores incluso las citokinas, receptores, sefales moleculares
para la trasduccion, trascripcion y otros factores de crecimiento, enzimas, reguladores
del ciclo celular, componentes celulares y factores que involucran la apoptosis. En la
interaccidbn de estas moléculas es que se obtiene el futuro celular, proliferacion o
muerte. Varios estudios recientes han comenzado a examinar esta multitud de sendas
que nos ayudaran a comprender la regulacion molecular de desarrollo folicular
(Johnson, 2003; Sisco et al, 2003; Evans et al, 2004a; Fayad et al, 2004).

4.1.4) El Sistema IGF

IGF-1 y su homélogo IGF-Il son péptidos de bajo peso molecular que promueven
la mitosis y diferenciacion celular en una variedad de sistemas (Ong et al., 1987;
Merriman et al., 1990) y se cree que juegan un rol importante a nivel del desarrollo
folicular. En 1978, la IGF-I e IGF-II fueron aisladas y secuenciadas por Rinderkneckt &
Humbel y desde ese momento, se ha acumulado gran informacién con respecto a
dichos péptidos, asi como sus receptores y proteinas ligadoras (IGFBPs), conformando
el llamado “sistema autécrino/paracrino IGF” (Giudice, 1992).

El control endocrino involucra complejas interacciones de varias hormonas y
factores de crecimiento, actuando de manera endocrina, paracrina y/o autécrina. En el
eje somatotréfico actian a nivel pituitario la hormona del crecimiento (GH o
somatotrofina), sus receptores (GHR), los factores de crecimiento insulinosimiles
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(IGFs), sus proteinas ligadoras (IGFBP) y los receptores de IGF-I (IGF-IR), que juegan
un papel esencial en la regulacién de crecimiento postnatal, sobre todo en la utilizacién
de los nutrientes (Di Mauro et al. 2002) (ver Figura 3).

IGFBP-1
Hipdfisis IGFBP-2
IGFBP-3
IGFBP-4
IGFBP-5
IGFBP-6

GH

IGF-l
IGF-il

{ \ IGFBP-4 |

IGFBP-1  |GFBP-5

?
" IGFBP-2 |GFBP-6
Otra(s) fuente(s)

Funcién ligadora Modulacion de la accién IGF

SUERO TEJIDOS

Fig 3 - Diagrama ilustrativo de las funciones de las IGFBPs como portadores de IGF en
suero y moduladores de su accién a nivel tisular.

Higado

Adaptado de Giudice, 1992

Estudios recientes indican que los IGFs y especialmente el IGF-I potencializa el
desarrollo del foliculo, pero no se han establecido diferencias claras en las
concentraciones de IGF-| entre los foliculos dominantes y subordinados. Sin embargo
existe regulacion multiple de la actividad de IGF mediante proteinas ligadoras de IGF
(IGFBP) que fijan y secuestran a la misma y se ha demostrado que existe mayor
concentracién de IGFBP en los foliculos subordinados que en el dominante. Este
hallazgo es consistente con la hipétesis que plantea que los foliculos dominantes
pueden emplear de manera mas efectiva los niveles existentes de FSH debido al
aumento de disponibilidad de los IGF y que la atresia de los foliculos subordinados es
producto de una reduccién inducida por las IGFBP sobre los niveles de IGF.

In vitro, los IGFs estimulan un amplio rango de acciones insulinicas, incluyendo
acciéon mitogénica asi como efectos metabdlicos (Daughaday & Rotwein, 1989; Rechler
& Nissley, 1990). A pesar de su similar estructura y acciones “in vitro”, IGF-1 e IGF-II
tienen diferentes acciones “in vivo”. IGF-I, también conocida como somatomedina C, es
GH-dependiente, y como su nombre lo implica, se cree que media las acciones de
crecimiento que promueve la GH. El higado es la principal fuente de IGF-I, cuya sintesis
es regulada por la GH (Roberts et al., 1986; Hynes et al., 1987). También es sintetizado
por otros tejidos, donde su produccion es también regulada por la GH asi como otros
moduladores y producida independiente de la GH en tejidos de especies
experimentales (Murphy et al., 1987; Murphy & Friesen, 1988). La IGF-Il también es
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sintetizada en varios tejidos, pero éste es minimamente dependiente de la GH
(Daughaday & Rotwein, 1989; Rechler & Nissley, 1990). Se cree que cumple un rol
importante en el crecimiento y desarrollo fetal y cuando aumenta su concentracion a
nivel del SNC tendria un rol importante en el desarrollo del mismo.

El sistema IGF ovarico bovino comprende el IGF-1 y el IGF-II, el receptor IGF tipo
I, cuatro diferentes proteinas ligadoras (IGFBPs) y las recientemente descubiertas
proteasas contra IGFBPs (Rivera & Fortune, 2003). Los IGFs estimulan la proliferacion
de las células de la granulosa (Adashi et al., 1985), esteroidogénesis (Spicer et al.,
1993; Spicer & Echternkamp, 1995; Armstrong et al., 1996) e inhiben y activan la
sintesis de la FSH de manera dependiente (Glister et al, 2001). En forma resaltante, las
concentraciones intrafoliculares de IGF permanecen inalteradas durante el desarrollo
folicular pero el mismo esta asociado con las variaciones en las concentraciones
intrafoliculares de IGFBP. Los IGFBPs se ligan a los IGFs previniendo la interaccion con
los receptores de IGF (Mohan et al., 1989; Blat et al., 1989; Perkel et al., 1990)
posiblemente mediante el secuestro extracelular de IGF y por lo tanto limitando el
acceso del péptido a los receptores especificos. La actividad estrogénica del foliculo
esta correlacionada negativamente con las concentraciones intrafoliculares de IGFBPs
de bajo peso molecular (IGFBP-2, IGFBP—4 e IGFBP-5). Existe un sinergismo entre los
estrégenos y la IGF-| para aumentar la biosintesis de progesterona por las células de la
granulosa, estos agentes actuando sinergicamente aumentan la unién de los receptores
IGF-I, sin cambiar la afinidad del receptor (Giudice, 1992). A su vez, los niveles de IGF-I
a nivel del liquido folicular aumentan correlativamente con las concentraciones de
estrégenos (Spicer et al., 1988; Echternkamp et al., 1990; Spicer & Enright, 1991;
Spicer et al., 1993, Echternkamp et al., 1994). La IGF-Il es expresada exclusivamente
en la teca, con alta expresién en los foliculos dominantes (Yuan et al., 1998).

Las concentraciones reducidas de IGFBPs y los niveles mas altos en la
bioactividad de IGFs pueden ser considerados esenciales para la seleccion folicular,
permitiendo al foliculo dominante resistir la declinacion en las concentraciones de FSH
sin sufrir apoptosis. Las concentraciones intrafoliculares de IGFBPs se regulan a nivel
de la expresion del gen que codifica para tales proteinas a nivel primario y
posteriormente via proteodlisis a nivel de proteasas de IGFBP en el fluido folicular.
Elevando el nivel de proteasas de IGFBP se ha logrado la supervivencia de la
dominancia en comparacion con los foliculos subordinados (Fortune et al., 2001).

Un minimo de factores han sido identificados en la regulaciéon de los niveles
séricos de IGFBPs, incluyendo el estatus nutricional, hormonal, proteasas y la edad.
Los niveles circulantes de IGFBPs son inversamente proporcionales a los niveles de
insulina en suero (Holly et al., 1988; Suikkari et al., 1988; Suikkari et al., 1989; Singh et
al.,, 1990; Pao et al., 1993; Lee et al., 1993; Orskov et al.,, 1994; Brismar et al., 1994,
Lee et al., 1997), inhibiendo asimismo su produccién por las células de la granulosa,
actuando a través de su propio receptor (Orskov et al., 1994). La insulina también afecta
la expresién de los receptores ovaricos de IGF-I.
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Las funciones de las IGFBPs son resumidas por Poretsky et al. (1999) de la siguiente
manera:

1) Transporte de IGFs por la circulacion.

2) Control de la emanacién de IGFs en el espacio vascular.

3) Prolongar la vida media de los IGFs.

4) Prevenir las hipoglucemias ocasionadas por los IGFs.

5) Modular las interacciones de los IGFs con sus receptores en los tejidos blancos.

Aunque el control primario de la secreciéon de gonadotrofinas es mediante la
GnRH secretada por el hipotadlamo y la funcion/actividad gonadal es controlada por las
gonadotrofinas y la prolactina, se evidencia un rol vital de la somatotrofina y del factor
de crecimiento insulino-simil tipo | (IGF-1) en el control de la funcién de la pituitaria y las
gonadas. Se ha demostrado que la deficiencia de la GH, resistencia a la GH y
alteraciones experimentales en la secreciébn de IGF-I modifican la foliculogénesis,
maduracion de los ovarios, ovulacién y prefiez; en el macho, la IGF-l y la GH juegan un
rol importante en la espermatogénesis y en la funcién de las células de Leydig. Cierto
namero de estudios han revelado que la fertilidad es afectada por deficiencia de GH en
casos de enanismo y de ablacion del gen que codifica para IGF-1 en los ratones,
posiblemente debido al funcionamiento subnormal de la glandula pituitaria y de las
génadas. En las hembras ratonas, al anular la expresion del gen que codifica para los
receptores de la GH (GHR-KO), ocurri6é un deterioro en el desarrollo folicular, ovulacién,
maduracion sexual, produccién y sensibilidad de las sefiales de las feromonas y la
funcion del CL. La deficiencia de la IGF-l en los ratones machos GHR-KO, ocasiona que
la pubertad se vea retardada, afectada la espermatogénesis y ademas atenuada la
funcion del eje neuroendocrino-gonadal. Similarmente en algunos pacientes humanos
que sufren del Sindrome de Laron que provoca insensibilidad o resistencia a la GH o
deficiencia de GH, la pubertad esta retardada debido a la resistencia a la GH. Estos
datos sugieren que en adicion a la GnRH y gonadotrofinas, la GH/IGF-I influencian las
funciones de la pituitaria y gébnadas en animales y humanos (Chandrashekar et al.,
2004).

Se analiza por tanto que, la GH y el IGF-|, importante mediador de las funciones
de la GH, ejercen efectos directos e indirectos en cada é6rgano del cuerpo. La GH
participa directamente en el control de la maduracién sexual y la habilidad de esta
hormona para estimular varios aspectos de la funciébn gonadal en animales
hipofisectomizados se conocen desde hace anos. Estudios en ratones con deficiencia
de GH, hipopituitarismo o disfuncién en la decodificaciéon de genes para el receptor de
GH, y/o receptores de IGF-l demuestran que las sefales de IGF-I son absolutamente
requeridos para el desarrollo sexual, mientras que la ausencia de sefiales de GH
generalmente no evita la fertilidad del macho o de la hembra. La implicancia de estos
descubrimientos es que la biosintesis de la IGF-I independiente de la secrecion de GH
por la pituitaria es suficiente para alcanzar la pubertad y para el funcionamiento del
sistema reproductivo. Sin embargo, madurar a edad normal y alcanzar el potencial
reproductivo total requiere acciones de la GH y niveles adecuados de IGF-I en la
circulacion periférica (Chandrashekar et al., 2004).
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Es considerable la evidencia de que la GH tanto a nivel de produccién local como
sistémica puede ejercer estimulacion, sinergismo o contra efectos inhibitorios en cada
nivel del eje hipotalamo-hipofiso-gonadal (HPG), en el tracto reproductivo, genitales
externos y glandula mamaria. Sin embargo, datos obtenidos en animales transgénicos
indican que una elevacion crénica de GH y de IGF-I por encima del rango normal,
puede interferir con muchos aspectos relacionados a la reproduccion (Chandrashekar et
al., 2004).

4.2) TRATAMIENTOS SUPEROVULATORIOS EN EL GANADO VACUNO

Los objetivos de un programa de superovulaciéon estan dados por la obtencion de
un gran namero de ovocitos y la mayor cifra de embriones viables y transferibles, con lo
cual obtener altas tasas de prefiez en los animales receptores. Sin embargo, la
variabilidad individual y la escasa repetibilidad han llevado a que los logros
investigativos en la fisiologia reproductiva no se plasmen en los programas a nivel
comercial.

En un trabajo de Looney (1986) en el cual se evalué la respuesta de 2,048
colecciones de embriones de donantes bovinas, se obtuvo una media de 11.5
estructuras/animal y de ellas 6.2 embriones viables y transferibles por vaca. Lo mas
destacable del trabajo fue la variabilidad en la respuesta al tratamiento con un 25 % de
colecciones inviables, 64% de donantes que produjeron menos embriones viables que
el promedio y finalmente, un 30% de colecciones de donde se obtuvieron el 70% de las
estructuras transferibles. Estudios posteriores han ratificado esta inconsecuencia en la
respuesta a los tratamientos (Hahn, 1992).

Tradicionalmente, los programas de superovulacidon en el ganado vacuno
comenzaban empiricamente durante la fase luteal media, preferentemente entre los
dias 8 y 12 del ciclo (considerando como dia 0 la demostracion del celo). Esto derivé en
multiples ensayos durante la década de los 80 que demostraron que tratamientos
superestimulatorios comenzados entre los dias 9 y 10 después de detectado el celo,
resultaban en una mejor respuesta que aquellos iniciados antes (entre los dias 2y 6) o
después (entre 12 y 13 dias post-celo; Lindsell et al. 1986a). Esto demostré que el
conocimiento de la fisiologia y endocrinologia de las ondas de desarrollo folicular y su
regulacion tenian gran trascendencia practica y nos permitian predecir de una manera
bastante exacta la respuesta de los animales a los diferentes métodos de control
hormonal del ciclo (Bo & Mapletoft, 2003). Asi por ejemplo, la respuesta superovulatoria
de vacas tratadas con FSH o PMSG en transferencia de embriones, esta supeditada a
la fase de desarrollo folicular en que se inicia el tratamiento de superovulacién (Kanitz et
al.,, 2002). Los tratamientos tempranos conducen a respuestas muy pobres en lo que
refiere a nimero de ovulaciones, debido a que el proceso de atresia de los foliculos
subordinados de esa onda ya esta avanzado y no es posible “rescatar’ ya muchos de
esos foliculos. Por el contrario, tratamientos superovulatorios comenzados
simultaneamente con el inicio de una onda de desarrollo folicular, conseguiran reclutar o
rescatar de la atresia mayor nimero de foliculos. Es por ello que empiricamente se
alcanzaron los protocolos convencionales de superestimulacion entre los dias 8 y 12 del
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ciclo, protocolos que fueron posteriormente validados (Gonzalez et al. 1994; Mapletoft,
2000).

4.2.1) Factores que Afectan la Respuesta Superovulatoria

La respuesta superovulatoria y la produccién de embriones viables por vaca
donante es el resultado de un gran nimero de factores. Estos pueden ser divididos en
los relacionados al tratamiento superovulatorio y aquellos relacionados con factores
individuales Yy fisioldgicos del animal (Bo & Mapletoft, 2003).

La variabilidad de las donantes a los tratamientos superovulatorios con
gonadotrofinas continda siendo uno de los mayores problemas en programas
comerciales de transferencia de embriones (Mapletoft et al., 2002; Nogueira et al., 2002;
Barros & Nogueira, 2004). Mapletoft et al. (2002) discuten esta variabilidad en la
respuesta superovulatoria y en la calidad de los embriones obtenidos. Otros autores
ademas, agregan que, el nimero de embriones colectados en el ganado de razas
carnicas supera a las razas lecheras en la media obtenida. En un trabajo reciente en
ganado Holando de alta produccion se verifico la importancia de la variabilidad
individual (Martins et al., 2005).

Dentro de los factores relacionados al tratamiento de superestimulacion
ovulatoria pueden destacarse aquellos vinculados a las gonadotrofinas utilizadas
(Kanitz et al., 2002) y los protocolos empleados (momento de inicio del tratamiento,
dosis total y dosificaciones, lote del producto, etc), la via de administracion empleada, el
efecto raza y ambiente, y la inducciéon o control de la ovulacién. No debe dejarse de
lado otros aspectos por mas importante que aportan a la variabilidad como son el status
nutricional, la edad de los animales, la historia reproductiva de los mismos, la estacion
del afo y la condicién ovarica al momento del inicio de los tratamientos hormonales
(Kawamata, 1994; Yaakub et al., 1999; Mapletoft et al., 2002).

4.2.1.1) Tipos de Gonadotrofinas Empleadas

En los protocolos de superovulacibn se han empleado tres distintas
gonadotrofinas sobre el ganado donante: las gonadotrofinas de extractos hipofisarios de
animales domésticos, la gonadotrofina coridnica equina (eCG o PMSG) y la
gonadotrofina menopausica humana (hMG). Las primeras son las mas utilizadas
actualmente y en su empleo surge la dificultad de la contaminacion de los compuestos
con grados variables de LH, lo cual depende del producto y mas precisamente del lote
empleado (Murphy et al., 1984; Lindsell et al., 1986b; Kanitz et al., 2002). La vida media
de la FSH es de 5 hrs (Laster, 1972) por lo cual se deben administrar cada 12 hrs por
via intramuscular. Generalmente, los tratamientos consisten en dosis constantes o
decrecientes durante 4 a 5 dias (Chupin et al., 1984; Gonzalez et al., 1990). Se
administra asimismo PGF2a a las 48 hrs (en tratamientos de 4 dias) o a las 72 hrs (en
tratamientos de 5 dias) de haber iniciado el tratamiento, sin notarse diferencias
significativas en las respuestas (Bo & Mapletoft, 2003).
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La gonadotrofina coridnica equina (eCG) es una glicoproteina compleja que
presenta tanto actividad FSH como LH. Su vida media es de 40 hrs en el bovino y se
detecta en la circulacién por lo menos durante 10 dias (Murphy & Martinuk, 1991). Por
esta farmacocinética es que se administra generalmente en una Unica dosis por via
intramuscular seguida de PGF2a 48 hrs después. La permanente estimulacién ovarica
ocasionada por la prolongada vida media de la hormona, trae aparejado problemas
reproductivos varios, como foliculos que no ovulan y perfiles endocrinos anormales con
altos niveles de estrogenos y los embriones obtenidos son en general, de mala calidad
(Saumande, 1980; Mikel-Jenson et al 1982; Moor et al., 1984). En gran medida, estos
problemas se contrarrestan con la administracion de un anti-suero eCG 0 anticuerpos
monoclonales contra dicha hormona administrados al momento de la primera IA
(Dieleman et al., 1987; 1993; Gonzalez et al, 1994a y b). Las dosis recomendadas
oscilan entre las 1500 a 3000 Ul, administrandose generalmente 2500 Ul en forma
intramuscular.

La gonadotrofina menopausica humana (hMG) no se emplea habitualmente en la
practica veterinaria por su elevado costo. Su accion es 50% FSH y 50% LH y los
protocolos que la emplean consisten en aplicaciones cada 12 hrs a dosis decrecientes
durante 4 a 5 dias (McGowan et al., 1985).

Existen divergencias de preferencias entre los investigadores por los tratamientos
que utilizan extractos pituitarios versus aquellos que emplean eCG y los resultados
obtenidos con tales hormonas. Ciertos autores (Elsdenet al., 1978; Monniaux et al.,
1983) comunican mejores resultados en las respuestas obtenidas a través de los
embriones colectados con tratamientos con FSH-P frente a eCG, aunque otros (Critser
et al., 1980; Mapletoft et al., 1990) no encontraron diferencias entre ambas hormonas.

A pesar de que la foliculogénesis requiere de la accion de la FSH y la LH, los
extractos hipofisarios contienen diferentes proporciones de actividad de tales hormonas,
lo que afecta las respuestas obtenidas (Mapletoft et al., 1991; Kanitz et al., 2002).
También en la actividad de la eCG existe variabilidad en la relacion FSH/LH, no sdélo
entre yeguas prefadas, sino también en sueros obtenidos de una misma yegua en
distintos momentos de la gestacién (Murphy & Martinuk, 1991). Por esta razén, los
productos a utilizar deben proveer la titulacion por lote producido en relacion a los
niveles de FSH y LH.

Dentro de los extractos pituitarios, aquellos con menor actividad LH tendrian, una
mejor respuesta superovulatoria en el bovino. Chupin et al. (1984) estimularon tres
grupos de vacas lecheras con cantidades equivalentes de FSH porcina pura, variando
en el ensayo la cantidad de LH agregada a cada grupo, se analiz6 el numero de
embriones recuperados y transferibles y se hallé6 que estos estaban en relacién inversa
a la actividad LH del compuesto utilizado. Ensayos similares, como el realizado por
Willmott et al. (1990) sobre razas carnicas, emplearon compuestos con un extracto
pituitario de 400 mg NIH-FSH-P1 de FSH vy distintas cantidades de LH (100, 32, 16 y
2%) y demostraron que la respuesta, medida a través de los CLs palpables y embriones
obtenidos fue claramente diferente entre los animales tratados con altas cargas de LH
(100% y 32%) y aquellos con bajas cantidades de la hormona (16% y 2%).
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En el mismo experimento se demostrd que el extracto porcino sin purificar induce
una respuesta superovulatoria significativamente menor a la producida por los extractos
a los que se les habia extraido el 84% y 98% respectivamente, con lo que se concluy6
que, la contaminacion con LH puede afectar la respuesta superovulatoria en el ganado,
siendo el maximo nivel aceptable de actividad LH de un 15% a un 20%.

Generalmente se piensa que cierta actividad LH es necesaria para lograr
superovulacion. No obstante se ha sugerido que, debido a la prematura activacion del
ovocito previo a la ovulacion (Moor et al., 1984), los niveles de LH elevados durante la
superestimulacion afectan la calidad de los embriones (Bo & Mapletoft, 2003). Algunos
trabajos han logrado inducir una muy alta respuesta con FSH recombinante, obteniendo
porcentajes de fertilizacion superiores al 95% y de embriones viables por encima del
85% (Looney et al., 1988; Wilson et al., 1989). Con estos resultados podria interpretarse
que la administracion de LH, en cualquier dosis, tiene un efecto negativo sobre la
calidad de los embriones.

4.2.1.2) Vias de Administracion

Dentro de los protocolos tradicionales de dos aplicaciones diarias de extractos
pituitarios se han observado diferencias marcadas en la respuesta a favor de la
administracion intramuscular (i.m.) en relacién a las inyecciones subcutaneas (Bo et al.,
1991a). La administracion subcutanea produjo niveles circulantes mucho mas bajos de
FSH, que se mantuvieron por periodos mas largos de tiempo.

En base a la lenta liberacion del principio activo en la administracion via
subcutanea, se han analizado protocolos alternativos, con la finalidad de evitar la
administracion de la hormona cada 12 horas, una practica muy tediosa pero igual de
importante para los resultados del tratamiento. En un ensayo de Bo et al. (1994a), se
administré una sola inyeccion de 400 mg de NIH-FSH-P1 de Folltropin-V® (Gonzalez et
al., 1990) por via subcutanea en la zona posterior de la escapula que resulté en una
respuesta equivalente a la de un tratamiento tradicional con dos dosis diarias durante 4
dias. El éxito del tratamiento con una Unica inyeccién depende de que la absorcion de
la FSH en el sitio de inyeccién sea paulatina. Por lo tanto, el lugar y la via de
administracion del principio activo afectan dramaticamente los resultados. En el mismo
ensayo se observé que los tratamientos de una sola inyeccion por via intramuscular o
subcutanea en la tabla del cuello resultaban en respuestas menores a aquellas
producidas por la administracion subcutanea detrds de la escapula. ElI mismo
tratamiento no resultd en respuestas eficaces cuando se inyectaron dosis menores a
400 mg NIH-FSH-P1 en vacas de carne, probablemente debido a que no alcanzaron en
sangre la concentraciéon limite de 1 ng/mL, necesaria para la estimulacién del
crecimiento folicular (Bo & Caccia, 2002). Con este tratamiento tampoco se encontraron
respuestas aceptables en ganado Holando (Hockley et al., 1992), probablemente
debido a la escasa grasa subcutanea de esta raza, que favorece la absorcion de la
hormona y resulta en la reduccion de la respuesta superovulatoria. La alternativa es
interesante en esquemas donde el manejo tradicional no es posible o resulta en
importantes factores estresantes sobre los animales que ocasiona bajas respuestas al
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tratamiento, pero debe ser realizado por personal capacitado y en ciertas condiciones
(Bo & Mapletoft., 2003).

4.2.1.3) Efecto raza y ambiente sobre la respuesta superovulatroria

La variabilidad individual es un factor muy importante que afecta los resultados
de los tratamientos. Las distintas razas responden de forma un tanto diferente a las
hormonas, mostrando diferente sensibilidad a las mismas y a su concentracion. En este
sentido Chupin et al. (1985) sugirieron que las vacas Holando requieren una proporcion
mayor de actividad FSH en los compuestos que aquella necesitada por las razas
continentales como la Charolais, donde la actividad LH jugaba un rol importante en la
respuesta superovulatoria.

Se han reportado también respuestas mayores con tratamientos de extractos
pituitarios purificados frente a aquellos contaminados con actividad LH en ambientes de
estrés calérico (Page et al.,, 1989), diferencia no observada en ambientes de
temperaturas moderadas. Estos ensayos se realizaron con ganado Holando en Florida,
EE.UU. En Argentina, Tribulo et al. (1991) obtuvieron resultados opuestos hallando, en
ganado indico, una mejor respuesta de los animales a preparados menos purificados en
verano que en invierno. La explicacion podria hallarse en que para el ganado Bos
indicus las temperaturas de invierno conforman un factor estresante. Por lo tanto, en
condiciones de estrés climatico las vacas responden mejor a los extractos mas
purificados.

También se han hallado diferencias en relacién a las dosis utilizadas en las
distintas razas. Trabajos de Gonzalez et al., (1990) indican que una dosis de 400 mg de
NIH-FSH-P1 es ideal para ganado Bos taurus. Actualmente se considera que esta dosis
es optima para ganado Holando adulto y en lactancia, pero trabajos de campo, con
ganado de carne, indican que con dosis de 260 a 320 mg en vacas y 200 a 260 mg en
vaquillonas, se obtienen respuestas satisfactorias. El ganado Bos indicus responde de
manera exagerada a las altas concentraciones de FSH y en vacas Nelore se han
encontrado respuestas satisfactorias con dosis de 133 a 200 mg de NIH-FSH-P1 y
dosis de 200 a 260 mg en razas sintéticas como Brangus y Braford (Nasser et al.,,
2003). Las diferencias raciales se han demostrado para todos los preparados
comerciales en plaza, recomendandose a nivel de la etiqueta la dosis segun raza y
condicion fisiolégica de los animales.

4.2.1.4) Induccion de la ovulacion

En las vacas superovuladas, el intervalo desde la administracion de PGF2a hasta
el pico de LH varia en un rango de 38 a 42 hrs (Callesen et al., 1986). Se ha observado
que los perfiles anormales de LH en suero incluyendo ausencia del pico de LH, pico
muy bajo, prematuro o demorado, resultan en bajas tasas de ovulacién y fertilizacion
(Greve et al.,, 1983; 1984; Callesen et al., 1986). Por esto ultimo el tratamiento de
inducciéon de la ovulacion con GnRH, LH o hCG estaria indicado para animales con
historia de anormalidades en la ovulacion (Bo & Mapletoft, 2003).
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En un ensayo de Nigro et al. (1996b) sobre ganado lechero se evaluaron vacas
con historia de mala respuesta superovulatoria, denominadas habitualmente “Vacas
Problema”. Estas se caracterizan por una baja produccion y calidad de embriones, junto
a un alto numero de foliculos anovulatorios detectados por palpacion rectal al momento
de la colecta. Se practicd un tratamiento convencional con 400 mg de NIH-FSH-P1 en
dosis decrecientes durante 4 dias y a las 48 hrs de comenzado el tratamiento se les
inyectd PGF2a. Los animales fueron inseminados a las 12 y 24 hrs de comenzado el
celo y un grupo también recibi®é LH intravenosa al momento de la primera |.A. Los
resultados mostraron una sustancial mejoria en la produccién de embriones en las
vacas a las que se les administré6 LH conjuntamente con la primera inseminacion
artificial (1A). Otro ensayo realizado con el mismo modelo experimental, pero utilizando
ganado lechero sin antecedentes de malas respuestas superovulatorias, no presenté
diferencias significativas en los resultados entre los grupos, si bien el nUmero de
embriones transferibles fue aparentemente mayor en las donantes que recibieron LH
(Nigro et al., 1996a; 1999). Estos datos demuestran que la adicién de LH en el
momento de la primera |A mejora la respuesta superovulatoria en vacas con problemas
manifiestos de ovulaciéon.

4.2.1.5) Dinamica Folicular y Superovulacién

Moor et al. (1984) demostraron que la tasa ovulatoria y el nimero de embriones
viables son caracteres relativamente inherentes a cada vaca donante. Ello explica que,
los animales que tienen una respuesta baja en un tratamiento, probablemente
responderan en forma similar frente a tratamientos subsecuentes y que, los animales
que presentan una buena respuesta a los protocolos aplicados, seguiran en dicha linea.
Un grupo de investigadores encabezados por Monniaux (1983) discriminaron dos tipos
de vacas con pobre respuesta a los tratamientos superovulatorios con gonadotrofinas
exogenas. Un primer grupo, en el que se hallaron de 50 a 200 foliculos en crecimiento
(17 mm de diametro) por ovario, comparados con los 600 o mas foliculos hallados en
animales de alta respuesta. Este grupo podria explicar su respuesta por la insuficiente
masa de foliculos frente a la estimulacion exdgena, condicion que seria por tanto
inmodificable (Bo & Mapletoft, 2003). Sin embargo, no deben descartarse los intentos
de activar mayor numero de foliculos hacia el estado antral. El segundo grupo de
animales que no respondié bien a los tratamientos, tenia un gran nimero de foliculos,
pero al momento de iniciar la estimulacion gonadotréfica, la mayoria de ellos se
hallaban en el proceso de atresia, en forma irreversible (Kanitz et al., 2002). Las vacas
de este grupo podrian haber respondido de otra forma, si la accion de las
gonadotrofinas hubiera alcanzado los ovarios, previo a que el foliculo dominante
ejerciera sobre los subordinados la accidn inhibitoria que los lleva a la atresia. En este
grupo de animales seria posible lograr buenos resultados si los tratamientos se iniciaran
coordinados al comienzo de la onda folicular, cuando el foliculo dominante y los
subordinados estuvieran en fase de crecimiento previo a la desviacién (ver Figura 1).

Estos datos indican que existen factores fisiolégicos que determinan esta
variabilidad en las respuestas observadas a nivel de campo y que, en la mayoria de los
casos, estan influenciados por el estadio o viabilidad de los foliculos de la onda estral, el
dia que comienzan los tratamientos superestimulatorios. Estudios realizados en la
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década pasada demostraron claramente y en forma contundente que, para obtener la
mayor respuesta ovulatoria posible es necesario que los tratamientos se inicien antes
que se produzca la seleccion del foliculo dominante (Huhtinen et al., 1992; Nasser et al.,
1993; Adams et al, 1994; Bo et al., 2002). La respuesta superovulatoria fue
significativamente mayor en los tratamientos iniciados coordinadamente con el inicio de
la primera o segunda onda folicular que con aquellos iniciados a las 24 a 48 hrs
después (Nasser et al., 1993; Adams et al., 1994). Esta es la base que explica que el
inicio de los tratamientos superovulatorios sea a los 9 a 10 dias de detectarse el celo en
los tratamientos tradicionales, que en la mayoria de la vacas coincide con el inicio de la
segunda onda folicular (Ginther et al., 1989). No obstante, existe una importante
variacion individual, y la segunda onda puede iniciarse tan temprano como el dia 6 o
hasta el dia 12 del ciclo.

Si tenemos en cuenta esto, la probabilidad de hacer coincidir el comienzo de la
estimulaciéon gonadotréfica exdgena con el inicio de la onda folicular es de un 20%
aproximadamente (1 de & a 7 dias), lo que significa que los tratamientos
superovulatorios no se inician en el periodo éptimo en el 80% a 90% de las ocasiones
(Mapletoft et al., 1990). Ademas, la necesidad de sincronizar el celo previo (“celo base”)
en grupos de vacas donantes, para comenzar los tratamientos 9 a 10 dias después,
implica mayor trabajo de campo y programaciéon y aumenta el riesgo de dispersion de
celos, dificultando la coleccién de embriones en forma oportuna. Una alternativa y en
base a estas dificultades es que se desarrollaron los protocolos que controlan la
dinamica folicular que permiten comenzar los tratamientos segun lo disponga el equipo
técnico (Bo & Mapletoft, 2003).

4.2.1.6) Control del Desarrollo Folicular y Superovulacion

Durante los ultimos afios se han desarrollado varios métodos por los cuales se
puede controlar la dinamica folicular en la especie bovina. Estos se pueden dividir en
métodos mecanicos y hormonales. Dentro de los primeros, encontramos la ablacion
folicular, por la cual se aspiran todos los foliculos mediante ultrasonografia transvaginal,
determinando el comienzo de una nueva onda folicular 1.5 dias después (Bergfelt et al.,
1994). Dentro de los métodos hormonales, se encuentran aquellos tratamientos con
GnRH o LH (Macmillan & Thatcher, 1991) que ocasionan la ovulaciéon del foliculo
dominante y la utilizacién de estrégenos y progestagenos que inducen la supresion de
los foliculos antrales presentes al momento del tratamiento (Bo et al., 1995a y b).

Ablacion Folicular

La ablacion folicular es un método eficaz de sincronizacién dei desarrollo folicular
donde, al aspirar todos los foliculos mayores de 5 mm de diametro presentes en el
ovario y detectados por ultrasonografia, resulta en un aumento significativo de la FSH
circulante y ocurre el reclutamiento de una nueva onda folicular 1.5 dias mas tarde
(Bergfelt et al.,, 1997). En base a estos resultados se desarrollaron ensayos para
comparar las respuestas de vacas con el método tradicional de superestimulacion al dia
8 a 12 del ciclo, en contraposicion a un grupo al que se le realizé la ablacion folicular,
sin importar el estadio del ciclo en que se hallasen y se estimularon con FSH un dia
después de la aspiraciéon folicular de todos aquellos foliculos mayores o iguales a 5 mm
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de diametro, presentes en los ovarios. Al mismo momento se colocé un implante
intravaginal de progestagenos para controlar la fase luteal. No se presentaron
diferencias significativas entre los grupos, pero se debe destacar que la variabilidad fue
mucho menor en el grupo ablacién y que, ademas esta metodologia presenta altas
ventajas logisticas, al no deber sincronizar los animales ni detectar celo antes de
empezar el programa de superovulaciéon (Bo & Mapletoft, 2003).

El procedimiento de aspiracidn folicular también fue utilizado por otros programas
de superovulacién, durante la fase luteal media (dias 6 a 9) con lo cual no hubo
necesidad del agregado de un dispositivo de liberacion ienta de P4, para controlar la
fase luteal. La aspiracion de todos los foliculos presentes (Hill & Kuehner, 1996) o
solamente el foliculo dominante (Bungarts & Niemann, 1994; Beal, 1999; Hill &
Kuehner, 1996; Kim et al., 2001) dos dias previos al inicio de la superovulacion, resulté
en un aumento significativo de la respuesta frente a las vacas, en el mismo periodo del
ciclo estral, con la presencia del foliculo dominante. En un trabajo mas reciente
(Baracaldo et al., 2000) se procedié a aspirar anicamente los 2 foliculos de mayor
tamaro, aplicando conjuntamente un dispositivo con P4, en vaquillonas ciclando, sin
conocer el estadio del ciclo en el que se hallasen, resultando en una respuesta
superovulatoria equivalente a aquella lograda con la remocién de todos los foliculos
mayores de 5 mm de diametro, mostrando que de esta manera no seria necesaria la
determinacion de la identidad del foliculo dominante y, por lo tanto, simplificando la
metodologia.

Tratamientos Hormonales
GnRH

El empleo de GnRH se ha vuelto un método muy popular en el control del
desarrollo folicular en los Ultimos tiempos. Los tratamientos con GnRH provocan la
ovulacion del foliculo dominante (Macmillan & Thatcher, 1991) resultando en el
surgimiento de una nueva onda de crecimiento folicular (Pursey et al., 1995). Sin
embargo, los esquemas de superovulacién empleando GnRH y FSH han obtenido
pobres resultados en las respuestas superovulatorias (Deyo et al., 2001). La explicacion
a esto se halla en que, la sincronizacién ocasionada por la GnRH, es dependiente del
estadio en el que se encuentre el foliculo dominante al momento de la administraciéon de
la hormona y por tanto, la onda sucesiva se inicia de 2 a 5 dias posterior (Martinez et
al., 1999).

Progestagenos y Estrégenos

Los progestagenos son compuestos sintéticos de accion similar a la
progesterona y que se hallan ampliamente difundidos en el mercado desde ya hace
algunos afios. Dentro de estos se encuentran aquellos de administracion oral como el
Acetato de Melengesterol (MGA), los implantes subcutaneos y los dispositivos
intravaginales, impregnados con progestagenos o progesterona natural. Se utilizan
rutinariamente para sincronizar celos para las IA y algunos de ellos, fueron
desarrollados antes de la aparicién comercial de la PGF2a para sincronizar celos
(Wiltbank et al., 1965). Debido a que en esas épocas no se contaba con la PGF2a
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.como agente luteolitico, se utilizaban altas dosis de sales de estrégenos como el
Valerato de Estradiol (Wilson et al., 1989) o capsulas de Benzoato de Estradiol (10 mg),
que producen luteolisis en forma indirecta. Su accionar sobre la dinamica folicular se
descubrié en la década de los 90 cuando, con el advenimiento de la ultrasonografia, se
pudo evaluar la dinamica folicular y se observd que los estrogenos ejercian un efecto
importante sobre el desarrollo folicular (Bo et al., 1991b).

La combinaciéon de estrégenos y progesterona se basa en el potente efecto
supresor que ejercen estos esteroides sobre las gonadotrofinas. Una serie de ensayos
fueron utilizados para evaluar el efecto de estas hormonas en la dinamica folicular. Un
tratamiento con progestagenos y estrégenos naturales (E-178) inducen la supresion de
la FSH circulante y producen la atresia de todos los foliculos en desarrollo,
subsecuentemente (Bo et al., 1994a). Esta atresia es seguida de un pico de FSH y el
inicio de una nueva onda folicular 4.3 dias posterior (Bo et al., 1994a; 1995a) al
tratamiento con E-17B+P4 en promedio. Ademas, los trabajos determinaron que para
una eficiente sincronizacion del desarrollo folicular, era necesaria la administracion de
E-178 al dia posterior a la insercién del implante de progestageno (Bo et al., 1994a), o
seria aun mas efectivo si se administra conjuntamente 50 a 100 mg de progesterona al
momento de la insercién del implante (Bo et al, 1996¢; Mapletoft et al., 1999). Otros
trabajos evaluaron la respuesta superovulatoria en vacas y vaquillonas tratadas con
progestagenos+E-17f, para sincronizar el desarrollo folicular y se concluyé que el
tratamiento combinado resulté en respuestas superovulatorias similares a las obtenidas
en animales superestimulados al inicio de la segunda onda folicular (Bo et al., 1996a).
Este protocolo ha sido ampliamente utilizado por muchos grupos que trabajan en
transferencia de embriones (Bo et al., 1995a; 1999).

Programas de este tipo estan siendo utilizados ampliamente por distintos
profesionales y en general la cantidad de embriones obtenidos catalogados como
transferibles es similar o ain superior a la de las vacas tratadas convencionalmente
entre los dias 8 y 12 del ciclo (Bo et al., 1996b; Lewis & Trounson, 1996; Nigro et al,
1996a; Beal, 1999; Fuentes & de la Fuente, 2000; Mapletoft et al., 2000; Nigro et al.,
2002). Al no encontrarse en la plaza comercial E-17p alternativamente pueden utilizarse
otras sales de estradiol, como es el Valerato de Estradiol (EV) disponible en el mercado
asociado a implantes subcutaneos con progestagenos. Los tratamientos consisten en la
administracion de 1 o 2 implantes subcutaneos en la oreja del animal y la administracion
simultanea de una solucion oleosa via intramuscular de 3 mg de P4y 5 mg de EV. La
superovulacion se inicia a los 5 dias de la insercion del implante (Bo et al., 1996¢). Al
evaluar la efectividad del tratamiento alternativo con el uso de EV versus el original con
E-178, se observo que el intervalo tratamiento-onda fue mas variable con el EV (3 a 8
dias) que con el E-178 (3 a 4 dias) (Bo et al., 1991b; Mapletoft et al. 1999). Ademas,
dos trabajos reportaron un menor nimero de embriones transferibles colectados en las
vacas tratadas con el método con EV que con los originales con E-173 (Mapletoft et al.,
1999; Nigro et al., 2002).

El Benzoato de Estradiol (EB) es otra sal disponible en el mercado de muchos

paises. Se realizaron multiples ensayos para evaluar la efectividad del EB sobre el
control del desarrollo folicular y su efecto en los protocolos de superovulacion (Bo et al.,
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1996a; 1998; Caccia et al., 1998a; 1998b; Moreno et al., 2001). Los resultados de estos
experimentos demostraron que, el EB es el estrégeno que suprime el desarrollo folicular
de forma mas efectiva (Moreno et al., 2001) y la respuesta superovulatoria es mayor en
comparacion a las demas sales (Bo et al., 1998) cuando es combinado con P4
intramuscular, al momento de la insercién del dispositivo de liberacién prolongada de
P4. En relacién a las vias de administracion de las presentaciones comerciales, se
concluy6 que las capsulas intravaginales no fueron efectivas en el control del desarrollo
folicular y si lo fueron las soluciones oleosas inyectables (Bo et al., 1996a). La dosis de
2.0 a 2.5 mg de EB combinadas con 50 mg de P4 via intramuscular demostraron ser las
dosis mas efectivas, con un intervalo entre el tratamiento y el inicio de la nueva onda de
4 dias (Caccia et al., 1998a; Moreno et al., 2001). Ademas, con los tratamientos con
EB+P4 se obtuvieron un nimero de embriones transferibles comparables con los
tratamientos con E+17p+P4 (Caccia et al., 1998b; 2002). El tratamiento combinado de
EB con P4 fue aprobado satisfactoriamente tanto para vacas Bos taurus como para Bos
indicus (Meyer et al., 2000; Nasser et al., 2003).

4.3) INTRODUCCION A LA GH

La GH es una proteina de 191 aminoacidos secretada por las células
somatotropas de la pituitaria anterior (Brems, 1988). Una vez sintetizada en el reticulo
endoplasmico, se transporta por granulos de secrecion que son liberados ante un
estimulo especifico.

Estas células productoras de GH son las mas numerosas de la hipdfisis. Cerca
de la mitad de la GH secretada, es transportada a través de la circulacion en asociacion
a proteinas que se unen a ella (GHBP).

Todos los tejidos sensibles a la GH poseen receptores (GH-R) en las membranas
de sus células. Para que la hormona ejerza su efecto, se requiere que se una a estos
receptores, los cuales una vez activados, inician una cascada de fosforilaciones de
proteinas intermedias, que eventualmente conducen a la activacién en el nucleo de
factores de transcripcion y a los efectos estimulatorios sobre los genes regulados por
GH.

Tiene una vida media en el plasma de entre 15 y 20 minutos luego de la
secrecion o de una inyeccion intravenosa. Luego de una inyeccion subcutanea o intra-
muscular, las concen-traciones sanguineas de GH alcanzan su pico maximo entre 1y 3
horas posteriores a la inyeccion y caen hasta niveles indetectables luego de 24 hrs.

La GH circulante se elimina de la sangre a través de una degradacion mediada
por receptores, principalmente en el higado y el rifion. Estos 6rganos internalizan los
complejos GH-receptor y completan la degradacién hasta obtener los aminoacidos.
Solamente minimas cantidades de GH aparecen en la orina.

La GH estimula varios procesos metabolicos en todas las células, pero una de

las acciones mejor entendidas, es la produccion de IGF-I (ver Figura 4). La GH estimula
la expresion del gen de IGF-1 en todos los tejidos. En la mayoria de ellos, el IGF-| ejerce
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acciones locales autdcrinas y paracrinas, pero el higado secreta activamente IGF-I
hacia la circulacion (Chandrashekar et al., 2004).

Hasta hace poco
tiempo se creia que este
IGF-l era el responsable
de muchas de |las
acciones de la GH in vivo.
Datos mas recientes
muestran que el IGF-I
circulante debe ser
considerado mas como un
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Adaptado de Chandrashekar et al., 2004 la secrecion pulsatil de

GH (Brazeau et al., 1973).

El patrén secretorio de GH es sexualmente dimorfico; los machos exhiben pulsos
mayores. El patréon es influenciado por andrégenos y estrégenos: mientras que los
primeros regulan la amplitud del pulso, los estrégenos, regulan la secrecion basal. A
pesar de que los andrégenos y los estrégenos pueden afectar la expresion del gen de la
GH en la pituitaria, sus efectos sobre el ritmo circadiano de la secreciéon de GH, indican
que tienen influencia en la secrecion de GHRH y/o SS.
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4.4) EFECTOS DE LA GH

Los efectos de la GH son diversos, pero a efectos didacticos los podemos dividir
en 4 factores: accién anabdlica general, accion sobre el metabolismo de los azucares,
efecto lipolitico y promotor de crecimiento (Burton et al., 1994).

1. Anabdlico: La somatotrofina cumple actividades anabdlicas criticas para la
homeostasis metabdlica. La principal accién de la GH es estimular la sintesis de
proteinas. Es al menos tan poderosa como la testosterona, y sus efectos
individuales son aditivos o posiblemente sinérgicos. Ademas para estimular la
sintesis proteica, la GH simultaneamente moviliza grasas por su accion lipolitica
directa. Parece mas probable que estimule la sintesis de proteinas a traves de la
movilizacién de transportadores de aminoacidos, en una manera analoga a los
transportadores de glucosa e insulina. El efecto promotor del crecimiento de la
GH requiere de numerosos factores, incluyendo efectores nutricionales
(principalmente proteinas), reguladores hormonales (ej: insulina y hormona
tiroidea), factores especificos de tejidos y factores genéticos. De hecho, cuando
se utiliza GH por via exdgena, como las necesidades del organismo de las otras
hormonas aumentan (tiroides, insulina, cortico-esteroides, gonadotrofina vy
estrogenos), esto produce un verdadero desequilibrio en el delicadisimo sistema
de regulacién hormonal.

2. Efecto sobre el metabolismo de los carbohidratos: ejerce acciones semejantes a
las que realiza la insulina, que aumenta la captacién y la utilizacion de glucosa y
aminoacidos. Sin embargo, los efectos opuestos ejercidos por la GH y la insulina,
son de gran relevancia fisiolégica.

3. Efecto Lipolitico: se opone a los efectos lipogénicos de la insulina, y moviliza
acidos grasos para su uso como fuente de combustible durante el ayuno.

4. Estimula_el Crecimiento de los Organos (ej: hipertrofia cardiaca y renal), la
produccién de hormonas, el metabolismo, el crecimiento y la maduracion
esquelética y la funcion inmune. Estos efectos son mas facilmente visibles
durante el tratamiento con somatotrofina en humanos con deficiencias en su
produccion o en animales con GH exdgena. Para la expresibn méaxima de
muchos de estos efectos, los tejidos requieren una exposiciéon intermitente, mas
que continua, a la GH.

La administracion de GH aumenta la sintesis proteica, que se refleja en un
balance de nitrégeno positivo y un descenso en la produccién de urea, y un aumento de
la lipdlisis, resultando en una disminucion de la grasa corporal.

La GH aumenta la produccion hepatica de IGF-l y ésta modula muchos de los

efectos de la GH. Los tratamientos con GH pueden influir en los niveles intrafoliculares
de IGFBP, siendo el principal estimulante de la produccién hepatica de IGFBP-3.
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4.4.1) Influencia sobre la Salud de la Ubre .
e

Desde los inicios de la utilizacion masiva de la bST en los EE.UU. en la década
de los 90 han surgido estudios del efecto hormonal sobre factores inherentes al,

bienestar animal y los factores productivos implicados en la accién del compuesto.

Hace mas de 50 afos la bST fue mostrada como alternativa para aumentar la
produccion de leche a nivel de establecimientos lecheros, pero ese conocimiento no
pudo hacerse aplicable hasta que la rbST (somatotrofina bovina recombinante) se
desarroll6 por técnicas de ingenieria genética (Wingfield et al., 1987; Bauman, 1992).
Aumentos excepcionales en la produccién de leche (10% a 40%) de vacas tratadas se
ha informado en forma consistente después de un tratamiento periédico quincenal, o
inyecciones mensuales de bST. Las cantidades administradas han variado desde 5 a 50
mg/dL; las dosis mas eficaces varian entre 32 a 40 mg/dL. La magnitud en el aumento
de la producciéon (Bauman, 1992) en respuesta a la bST se influencia por factores
internos y externos como la calidad del producto, la fase de lactancia en la que se
hallan los animales, la temperatura ambiente, los niveles de produccion y el potencial
genético entre otros.

La mastitis es una enfermedad econdémicamente importante en la industria de la
lecheria, los costos asociados a cada caso clinico fueron estimados en los EEUU en
aproximadamente U$S 100,00 (Hoblet et al 1991; Miller et al 1993). Los riesgos de
casos clinicos aumentan proporcionalmente al aumento en la producciéon de leche
(Oitenacu & Ekesbo, 1994); por consiguiente, las tecnologias que refuerzan la
produccién de leche pueden correlacionarse positivamente con la mastitis clinica y
aumentar las pérdidas financieras en los tambos comerciales a causa de esta
enfermedad. La aprobacién de la utilizaciéon de bST como estimulante de la produccion
lechera en los EEUU en vacas lactantes ha causado considerable controversia cientifica
y publica, encima de los potenciales efectos que este producto podria traer sobre la
incidencia de ciertas enfermedades como es la mastitis y la utilizaciéon subsecuente de
antibioticos en la terapia (Kronfeld, 1994). De nueve ensayos analizados en los que se
administraron dosis de 500 a 700 mg de bST a intervalos de 14 dias, siete estudios
(Whitaker et al., 1988; Rijpkema et al., 1990; Thomas et al., 1991; Remond et al., 1991;
Eppard et al., 1991; Skarda et al., 1992; Downer et al., 1993) concluyeron que la
incidencia de mastitis clinica no difirié entre las vacas tratadas de las testigos. En dos
ensayos (Cole et al.,, 1992; Pell et al., 1992) hubo un aumento significativo en la
incidencia de mastitis clinica en las vacas tratadas comparadas con las testigos. Sin
embargo, en esos ensayos (Cole et al, 1992; Pell et al, 1992) las vacas que recibieron
bST tenian una incidencia significativamente mayor de mastitis antes del tratamiento
con bST, lo que podria haber afectado el resultado de los estudios. En una revision de
15 estudios de lactancias completas en los EE.UU. y Europa (White et al., 1994) 467
lactaciones de vacas tratadas con bST y 447 lactaciones testigo se resumieron en el
estudio. La proporcion de mastitis clinicas era significativamente superior para las vacas
tratadas con bST. Sin embargo, la proporcion de mastitis también era significativamente
superior durante el periodo pre-tratamiento para las vacas tratadas posteriormente con
bST. Asi, la proporcion mas alta de mastitis clinicas en las vacas tratadas podria haber
sido debida a las recaidas de casos previos o a la susceptibilidad aumentada a la
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mastitis comparado con el grupo testigo. Sin embargo, cuando las vacas con mastitis
previo tratamiento se excluyeron del analisis, la proporcién de mastitis clinicas todavia
era significativamente mas alta para las vacas tratadas con bST. Esa revision (White et
al., 1994) concluye que la bST no altera la relacién normal (correlacién positiva) que
existe entre la produccion al ordefe y la mastitis.

En un ensayo de Judge et al. (1997) sobre vacas Holando (n = 555) de cuatro
establecimientos lecheros de Michigan, se asignaron al azar los animales para
conformar el grupo tratamiento con somatotrofina bovina (bST) y para el grupo testigo.
Se administré bST (500 mg) cada 14 dias, tratamiento iniciado entre los 63 y 69 dias de
lactacion y que se continué hasta aproximadamente 21 dias antes de ser secadas las
vacas. Los objetivos del ensayo eran determinar el efecto de la bST sobre la incidencia
de mastitis clinica y nimero de dias que la leche debia ser desviada debido a la terapia
antibiética. Un total de 127 vacas (22.9%) tuvieron casos de mastitis clinica durante la
lactancia. En el periodo pre-tratamiento (antes del dia 63 a 69 de la lactancia),
ocurrieron 42 de los casos (33.1%), y 85 de los casos (66.9%) ocurrieron durante el
ensayo. De los 42 casos de mastitis clinica pre-tratamiento, 57.1% ocurrieron en las
vacas del grupo testigo y 42,9% en las vacas tratadas. De los 85 casos durante el
ensayo, 47.1% ocurrieron en fas vacas testigo y 52.9% ocurrieron en las vacas tratadas.
Utilizando regresion logistica en la proporcién de desigualdades para la ocurrencia de
mastitis clinica para las vacas tratadas era 1.06 (con 95% de intervalo de confianza =
0.62 a 1.81). El numero de dias en que la leche debia ser descartada por la terapia
antibidtica frente a la mastitis clinica no diferia entre los grupos de estudio.

4.4.2) Efecto sobre Desordenes Metabdlicos

La paresia periparto (fiebre de la leche) ocurre en el 5% al 10% de todas las
vacas lecheras adultas en los EE.UU., aunque la incidencia en los establecimientos
individuales varia de 0% a 60% (Littledike et al., 1981). Una disminucion significativa en
la incidencia de esta enfermedad metabdlica frente al tratamiento con bST previo al
parto ha sido demostrado (Cole et al., 1989; Cole et al., 1992), pero los efectos agudos
de la bST sobre los desérdenes metabdlicos en vacas lecheras son desconocidos. Un
efecto profilactico de la bST sobre Ia fiebre de la leche se postulé para vacas lecheras
basadas en estos resultados (Cole et al., 1992). Complicaciones asociadas como
mastitis, cetosis, retenciéon de placenta y distocias también pueden mejorarse por los
efectos de la bST sobre la fiebre de la leche. Eppard et al. (1996) han postulado que la
bST podria limitar la fiebre de la leche aumentando la movilizacién ésea del calcio
(Wuster, 1993) y su renovacion como se ha demostrado en vacas lactando (Eppard et
al.,, 1991). La somatotrofina (ST) también se ha demostrado eficaz para aumentar las
concentraciones sanguineas de 1,25-dihydroxyvitamina D [1,25-(OH).D] aumentando la
absorcion intestinal de calcio en cerdos en crecimiento (Goff et al., 1990). Ademas, la
bST tiene actividad inmunoestimuladora general que podria ser beneficiosa para
fortalecer la resistencia a enfermedades y desordenes. Lean et al. (1991) también han
postulado una reduccién en el riesgo de sufrir desérdenes metabdlicos asociado con la
movilizacion lipidica en el periodo posparto que sigue una lactacién en la que las vacas
fueron tratadas con bST.
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Eppard et al. (1996) para estudiar el posible efecto terapéutico de la bST en la
paresia periparto y los desordenes en la salud de la vaca periparturienta asignaron 38
vacas Jersey secas y prefiadas a diferentes dietas y tratamientos con bST en un plan
de ensayo factorial 2 x 2. Durante el periodo seco, la mitad de las vacas fue alimentada
con una dieta con relacion calcio/fésforo normal (0.4% Ca; 0.3 a 0.4% P) y la otra mitad
recibié una dieta con TMR (“Total Mixed Ration”, o racion total mezclada) alta para
calcio (1.5 a 1.6% Ca; 0.4 a 0.7% P). Las dietas altas en calcio se disefaron para
inducir la fiebre de la leche y eran relativamente catidnicas (194 a 293 meq/kg)
comparadas con las dietas normales (-131 a 30 meg/kg). Una dieta normal se
administr6 a todos los animales postparto. Las vacas recibieron inyecciones
hipodérmicas de un excipiente aceitoso o0 500 mg de bST en excipiente de accion
prolongada cada 14 dias desde 28 dias previos a la fecha estimada del parto y hasta
aproximadamente 14 dias post-parto.

En el periparto, los tratamientos con bST lograron disminuir la incidencia de
mastitis clinica, no afectaron la incidencia de fiebre de la leche y aument6 la duracioén,
pero no la incidencia de cetosis en las vacas Jersey. Los datos de metabolitos
sanguineos confirmaron las respuestas clinicas e indicaron que las vacas tratadas
movilizaron mas calcio éseo que las testigos, como se evidencié por las
concentraciones de hidroxyprolina aumentadas como respuesta. El tratamiento con bST
no afectéd las concentraciones sanguineas de 1,25-dihydroxyvitamina D, Ca, y Mg. Las
dietas altas en calcio aumentaron la incidencia de fiebre de la leche y sindrome de vaca
caida en comparacion con las dietas normales. Aunque el tratamiento con bST produjo
un aumento en la movilizacién de calcio 6seo, el efecto fue insuficiente para prevenir la
fiebre de la leche en dicho modelo.

4.4.3) Efectos sobre la Reproduccion

El analisis de los efectos de la deficiencia de la hormona del crecimiento indica
que puede influir en el eje hipotalamo-hipofisario-gonadal, incluyendo la liberacion de
gonadotrofinas, accién sobre la gametogénesis y la esteroidogénesis gonadal, en
hembras la seleccion del foliculo(s) dominante(s) y la ovulacion, maduracién del ovocito,
fertilidad y lactacion; motilidad espermética y la funcion eréctil en machos.

IGF-1 y sus receptores estan presentes en los ovarios de muchas especies. Se
conoce que IGF-| tiene una funcién importante en la proliferacion y diferenciacion de las
células de la granulosa y estimula la esteroidogénesis, crecimiento de los foliculos y las
células tecales. IGF-I actia como mediador de la accién de las gonadotrofinas (ver
Figura 5).

Es considerable la evidencia que la GH tanto a nivel de produccién local como
sistémica puede ejercer estimulacién, sinergismo, o efectos permisivos en cada nivel
del eje hipotalamo-hipofiso-gonadal (HPG), en el tracto reproductivo, genitales externos
y glandula mamaria. Sin embargo, datos obtenidos en animales transgénicos indican
que una elevacion crénica de GH y de IGF-I por encima del rango normal, puede
interferir con muchos aspectos relacionados a la reproducciéon (Chandrashekar et al.,
2004).
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La somatotrofina bovina se utiliza rutinariamente en algunos paises para mejorar
la produccioén lechera a través de tratamientos con 500 mg de bST a intervalos de 14
dias, logrando mejoras en los rendimientos individuales en el orden de 3 a 5 kg/d
(Hartnell et al., 1991, Barman et al.,, 1999b), sin embargo, algunos estudios han
concluido un posible efecto negativo de los tratamientos con bST en la performance
reproductiva de vacas lecheras (Morbeck et al., 1991; Cole et al.,, 1992; Kirby et al.,
1997b). En dichos estudios se relacioné el efecto de la dosis administrada, el dia de
iniciacion del tratamiento, la concepcion, factores nutritivos y la produccion lactea. Otros
han sugerido que los posibles efectos negativos de la bST sobre la eficiencia
reproductiva en vacas lecheras podria ser medida por la atenuacién en la expresion del
estro, con la disminucidon consecuente en las detecciones de celo e inseminacion
(Morbecket al., 1991; Cole et al., 1992; Kirby et al., 1997b).

Ademas de los efectos indirectos de GH via IGFs, la GH podria ejercer un efecto
directo en el ovario. El receptor de GH en la expresion del ARNm y la proteina ligadora
de GH (GHBP) se ha descubierto en el ovario de humano y en varias especies
animales, incluso los ratones. Varios estudios in-vitro han demostrado que la GH puede
afectar la maduracion del oocito aumentando los receptores a las gonadotrofinas y de
esta manera colaborando en la foliculogénesis. En ratones deficientes en receptores de
GH, se ha reducido la tasa de ovulacién, el numero de foliculos antrales, y aumentado
el numero de foliculos atresicos que no podria invertirse con el tratamiento de IGF-I,
sugiriendo que GH puede tener un efecto directo en el ovario. Sin embargo, estudios en
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ratones GHR-KO revelan una accion mas indirecta de GH via IGF-I que su accion
directa en la funcién ovarica.

Segun Poretsky et al. (1999) la GH puede influir potenciaimente en la funcion
folicular de 4 maneras distintas:

1) Accion directa en las células foliculares a través de los receptores de GH.

2) Accion directa a través del aumento en la produccién de IGF-I por el ovario.

3) Accion sobre el higado para aumentar la circulacion de IGF-I.

4) Modular la produccién intrafolicular y hepatica de IGFBPs y/o niveles de IGFBP
en el liquido folicular y en la circulacién.

La calidad de los oocitos se mejoré en vacas tratadas con bST (Kuehner et al.,
1993; Gong et al., 1996). Es posible que la FSH o bST pudieran mejorar la calidad del
oocito alterando el ambiente folicular que rodea al mismo en forma directa, o
indirectamente via IGF-I (Echternkamp et al., 1994; Gong et al., 1997; Lucy, 2000).

La bST tiene, entre otros 6rganos blanco, su accidon sobre los ovarios y, dentro
de los mismos, efecto sobre los foliculos y el cuerpo lateo (CL) en bovinos. Algunos de
los estudios (Schemm et al., 1990; Gallo & Block, 1991; Lucy et al., 1995) han
demostrado que las vacas tratadas con bST presentan concentraciones de
progesterona aumentadas en la sangre y CL mas grande, pero otros (de la Sota et al.,
1993; Dalton & Marcinkowski, 1994) no describen efecto alguno de la bST en la funcion
del CL. Un efecto mas consistente de la bST fue observado en el crecimiento folicular
examinado por varios autores. El numero de foliculos pequefios (<10 mm) se aumento
en vacas y vaquillonas tratadas con bST (Gong et al., 1991; de la Sota et al., 1993).
Ademas, para vaquillonas tratadas con bST, los foliculos secundarios de la onda del
ciclo estral se desarrollan antes (Lucy et al., 1994). Este cambio se descubrié como el
desarrollo mas temprano de foliculos preovulatorios grandes tardios en el ciclo estral.

Los efectos de la bST en los ovarios de vacas probablemente es una
combinacion de efectos directos de la hormona e indirectos a través de la IGF-I. El
ARNmM para el receptor de bST se encuentra en el CL de las vacas (Lucy et al., 1993a).
Por consiguiente, la bST puede tener efectos directos en el ovario a través de las
interacciones con su receptor en el CL. Aunque algunos receptores de bST se
encuentran en el CL, la mayor concentracion de los mismos se hallé en el higado. En
repuesta a la bST el higado produce IGF-I (Peel & Bauman, 1987). El aumento en las
concentraciones sanguineas de IGF-I causadas por la bST puede tener efectos
estimulantes sobre la funcién ovarica ya que se han identificado receptores para |GF-I
en el tejido folicular y luteal (Spicer & Echternkamp, 1995). En estudios in-vitro, la IGF-I
aumento la secrecion de progesterona por el CL (Sauerwein et al., 1992) y estimulé la
funcién celular de la granulosa en varias especies (Spicer & Echternkamp, 1995). La
secrecion hepatica de IGF-| representa una accién endocrina indirecta de la bST sobre
el ovario. Una tercera senda potencial (nunca demostrada en bovinos) es un efecto
directo de la bST sobre el ovario para producir la secrecion por parte de éste de IGF-I
ovarico que puede actuar entonces de una manera paracrina para estimular la funcion
ovarica (Spicer & Echternkamp, 1995).
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La administracion de bST no sélo causa aumento en la produccién de leche, sino
también aumenta la persistencia de la curva de lactancia. Asi, el retorno econdémico del
productor por lactancia puede aumentarse sustancialmente con la utilizacion de bST
(Bauman, 1992; 1999a). Las tasas de concepcidn son similares para vacas
inseminadas en el posparto temprano o mas tarde (Stevenson et al., 1983). Se ha
recomendado reducir los intervalos interparto para aumentar al maximo la rentabilidad
grupal asociada con la ganancia marginal que deja la concepcion en la lactacion
temprana. En los afos recientes, productores lecheros han justificado intervalos
interpartos mas largos para vacas de gran produccién. Sin embargo, incluso con
producciones de leche muy altas, la forma de la curva de lactacién no justifica la
extension de la lactancia. Asi, la rentabilidad mayor se manifiesta favorablemente con
un intervalo entre partos (IEP) mas corto y un mayor numero de dias gestando
temprano en la lactancia. Con la administracién de bST, las curvas de lactancia se
pueden alterar con un aumento inmediato en la producciéon de leche y mayores
persistencias comparadas con las curvas sin bST (Galton et al., 1997). Dentro del
posparto, el intervalo parto-concepcion en vacas tratadas con bST es mayor (Cole et al.,
1991).

La eficiencia reproductiva de vacas lecheras depende tanto de factores
intrinsecos (la salud de la vaca y la salud Gtero-ovarica) como de factores extrinsecos
(la deteccion de celo y lo referente a la inseminacion). Otros factores, como la nutricion
adecuada y la produccion de leche se relacionan a ambos. Varios informes coinciden en
que, salvo la incidencia aumentada en mastitis (Burton et al., 1990; Pell et al., 1992) y
problemas podales (Cole et al., 1992; Zhao et al., 1992), no existe efecto perjudicial del
tratamiento con bST sobre la salud de las vacas. Varios estudios (Burton et al, 1990;
Hemken et al., 1991; Morbeck et al., 1991; Cole et al.,, 1992; Zhao et al., 1992;
Oldenbroek et al., 1993) analizaron los efectos adversos del tratamiento con bST sobre
la reproduccion. En dichos estudios, las consecuencias adversas se relacionaron a la
dosis empleada, tiempo de iniciacion de los tratamientos, periodo parto-concepcion y
actuacion de otros factores relacionados, como son: estado nutritivo y produccién de
leche de las vacas. En general, tratamientos con dosis elevadas de bST se asocian a
bajas concepciones y aumentos en el periodo parto-concepcion (Burton et al., 1990).
Algunos investigadores han informado aumentada la incidencia de retencion de
placenta en el posparto, seguida de una lactancia completa bajo administracion de bST
(Oldenbroek et al., 1993), aumento en los dias parto-1* servicio (Zhao et al., 1992),
incidencia de abortos (Cole et al., 1992), aumento en la ocurrencia de ovulaciones
irregulares (Hemken et al., 1991) y descenso en la deteccion de celo (Morbeck et al.,
1991), asi como aumento en la ocurrencia de mellizos (Burton et al., 1990). Otros (Pell
et al., 1992) no han hallado diferencias de valor significativo, y algunos (Stanisiewski et
al., 1992) hasta un efecto beneficioso de la bST en la performance reproductiva.

Los tratamientos con bST recombinante (rbST) aumentaron el nuimero de
foliculos pequerios reclutados (de la Sota et al., 1993; Kirby et al., 1997a). Numerosos
autores han encontrado que la inoculacion de somatotrofina produce un aumento en el
numero de foliculos antrales pequefios (Gong et al., 1993; 1996) presumiblemente por
un efecto directo de la hormona a nivel folicular a través de receptores propios o a
través de otros factores, principalmente IGF-l. Este aumento en el numero de foliculos
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podria estar dado por un efecto anti-atrésico de la GH o por un aumento en el nimero
de foliculos reclutados en cada onda folicular.

En un estudio de Roth et al. (2002) intentando mejorar el comportamiento
reproductivo de vacas lecheras en otofio se indujo una concentracion sostenida de rbST
y se encontré la mejora de la morfologia del oocito, también produjo el crecimiento de
aproximadamente 25 a 30 foliculos pequefios mas que el grupo testigo. Es notable, sin
embargo, que el comportamiento reproductivo mejorado sélo fue logrado siguiendo una
inyeccién de bST inicial. Otro posible medio para mejorar la calidad del oocito en el
otofio podria ser combinar los tratamientos cortos con FSH y bST, porque el
pretratamiento con bST antes de la estimulacion con FSH mejora la competencia del
oocito y la calidad del embrién obtenido (Gong et al., 1996; Kuehner et al., 1993). Dos
dosis de bST aumentaron el nimero de foliculos pequefios, y este aumento podria
asociarse con los mejoramientos de la morfologia del oocito observado en el
subsecuente ciclo.

Varios estudios (Schemm et al., 1990; Cole et al., 1992; Dalton & Marcinkowski,
1994; Esteban et al., 1994a, 1994b, 1994c¢) han investigado los efectos a largo plazo de
la bST sobre la reproduccion de vacas. La mayoria de los investigadores ha concluido
que la bST se opone a la funcidn reproductora y produce retrasos en el intervalo
interparto y parto-concepcion en vacas (dias abiertos). S6lo unos estudios (de la Sota et
al.,, 1993; Lucy et al., 1993b; Schemm et al., 1990) han intentado dilucidar los
mecanismos asociados con la disminucién de la funcién reproductiva de las vacas
tratadas con bST. Ademas, los estudios reproductivos mas intensivos sobre la bST y la
funcién ovarica han involucrado vacas que eran tratadas con bST durante un solo ciclo
estral, pero las vacas lecheras en paises donde la utilizacion de bST es permitida como
estimulante de la produccion lactea, se tratan con bST por periodos mas extensos
(Kirby et al., 1997b).

Un ensayo clinico fue realizado por Judge et al. (1999) para determinar el efecto
de bST en el comportamiento reproductivo en vacas lecheras de raza Holando en los
EEUU en tambos que utilizaban bST como estimulante de la produccidn segun
indicaciones del fabricante. La regresion logistica utilizada en el ensayo para analizar
los datos indica que no se encontr6 efecto significativo del tratamiento con bST en el
fracaso reproductivo de las vacas lecheras; la proporcion de falta de concepcion a los
150 dias posparto y el fracaso reproductivo al final de la lactacién. En conjunto, la bST
no mostré impacto significativo en la performance reproductiva en la muestra analizada
en dicho estudio.

En ganado de carne se llevé a cabo un estudio por Andrade et al. (1996) en base
a la funcion ovarica en ganado posparto bajo condiciones de estado corporal
medianamente bajo y en anestro y el efecto de la somatotrofina bovina (bST) sobre el
desarrollo y funcién folicular y los perfiles gonadotréficos asociados durante las
primeras nueve semanas posparto en vacas de carne. A las 2, 4, 6 y 8 semanas
posparto se les administraron 320 mg de bST al grupo tratado. La ovulacidén ocurrié en
el 24% de los animales tratados, mientras que ninguno de los testigos salié del anestro
(P = 0.10) a la novena semana posparto. El tratamiento con bST no afect el numero de
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foliculos pequefios (3-8 mm de diametro) o grandes (>8 mm de diametro) o la poblacion
de células de la granulosa, pero reforzé las concentraciones de estradiol (P <0.05) e
IGF-I (P <0.01) en foliculos grandes al mismo momento. No afecté las concentraciones
de testosterona en foliculos grandes significativamente. Las concentraciones circulantes
de hormona del crecimiento (GH) e IGF-l era mas alto en las vacas tratadas que en las
testigo (P <0.001) pero era relativizado los perfiles gonadotréficos y las concentraciones
de receptor de gonadotrofinas en los foliculos. En la semana 8 posparto las
concentraciones de insulina en plasma se hallaron mas altas en las vacas tratadas que
en las control antes (P <0.05) y después (P <0.05) de la inyeccion de glucosa. Se
concluy6 en dicho estudio que la hormona del crecimiento bovina (bST) puede jugar un
papel importante, mediando los efectos del estado nutritivo, en la funcién ovarica
durante el periodo posparto, posiblemente a través de la alteracion intrafolicular de las
concentraciones de IGF-I.

Un ensayo de Bartolomé et al. (2002) cuyo objetivo era evaluar el efecto del
intervalo en los dias de administracion de somatotrofina bovina (bST) al dia de inicio de
la sincronizacién de ovulacion (dia 0 y 7) e inseminacién artificial a tiempo fijo (IATF) en
la tasa de concepcion en vacas lecheras con y sin quistes ovaricos, obtuvo resultados
que hicieron pensar que el tratamiento con bST mas cerca del dia 0 tenia un efecto
positivo en la tasa de concepcién en vacas sin quistes ovaricos, pero el tratamiento con
bST mas cerca del dia 0 y 7 no tenian el efecto sobre la tasa de concepcién en vacas
con quistes ovaricos. Esto fue interpretado como un efecto beneficioso de la bST sobre
el foliculo preovulatorio y el oocito en las vacas lecheras sin quistes ovaricos, pero no
en vacas con quistes ovaricos.

En los distintos experimentos llevados a cabo para evaluar la acciéon de la rbST
sobre la funcién ovarica se han utilizado diferentes dosis de la hormona (Gong et al.,
1997) por via parenteral, no observandose cambios en la duracién del ciclo estral de los
animales tratados, asi como tampoco alteraciones en los niveles de gonadotrofinas,
progesterona o estrégeno sérico (Gong et al., 1991, 1993, 1997). Trabajos recientes
observaron que el tratamiento con rbST produjo un aumento de las concentraciones
séricas de hormona de crecimiento (GH), IGF-l e insulina. Ello fue correlacionado
positivamente con un aumento en el nimero de foliculos ovaricos, principalmente
aquellos menores de 8 mm de diametro (Gong et al., 1991, 1993, 1997), el aumento de
la recuperacion de ovocitos asi como también una mayor tasa de maduracién y calidad
ovocitaria.

Un estudio que involucra por encima de 1,200 vacas de 28 tambos
norteamericanos, indica que el tratamiento tipico aplicado sobre vacas lactando con
bST no afectd los dias abiertos, los porcentajes de prefiez global al final de la lactancia,
los nacimientos gemelares ni la incidencia de ovarios quisticos (Collier et al., 2001). De
hecho, ensayos con un gran nimero de vacas en lactancia han demostrado que los
tratamientos con bST mejoran la fertilidad de las vacas lecheras inseminadas a tiempo
fijo (IATF) (Moreira et al., 2000, 2001) y de vacas consideradas subfértiles (Morales-
Roura et al., 2001). Estos efectos de la bST en la fertilidad de vacas en lactacién se
prueba por los efectos positivos de la hormona de crecimiento (GH) e IGF-l en la
fertilizacion y el desarrollo embrionario (Moreira et al., 2002a, 2002b). Ademas, bST e
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IGF-1 influyeron en el desarrollo folicular, funcionalidad de cuerpos liteos y secrecion
endometrial de PGF2a. El tratamiento con bST alter6 el desarrollo folicular y el intervalo
entre ondas foliculares con la emergencia mas temprana de la segunda onda folicular y
el crecimiento del foliculo (Lucy et al., 1994; Kirby et al., 1997a) y la expresion de .
receptores de GH en las células Iuteales (Hull & Harvey, 2001), y ARNm para lose:
receptores de GH en las células luteales (Lucy et al., 1998; Lucy, 2000). Las
concentraciones de progesterona en sangre en vacas es superior en aquellas tratadas
con bST (Lucy et al., 1994), asi como son superiores las concentraciones de
progesterona en sangre periférica asociadas con el desarrollo embrionario (Mann &
Lamming, 2001) y con un aumento en la fertilidad (Santos et al, 2001). Por lo
antedicho, se puede concluir la importancia de la GH como modulador importante en la
expresion de la funcidon reproductora normal en hembras bovinas (Hull & Harvey, 2001).

Aunque el tratamiento con bST se ha mostrado interesante para reforzar la
fertilidad de vacas lecheras ciclando e inseminadas a tiempo fijo, los efectos de la bST
en la concepcion y deteccion de celos en vacas lactando sujetas a diferentes
manipulaciones reproductivas en direccion a experimentos con grandes numeros de
animales no se documenta bien (Santos et al., 2004).

Luna-Dominguez et al. (2000), con el objetivo de determinar si existian
diferencias en los parametros reproductivos entre las vacas tratadas con bST y aquellas
testigo, analizaron el comportamiento de vacas del sudoeste de los EE.UU. a los 180
dias posparto. Se evalu6 la tasa de concepcion al primer servicio, la fertilidad
acumulada y se compararon los dias abiertos de ambos grupos. Se partié de un rodeo
de 205 vacas Holando, 100 multiparas y 105 primiparas, de dos establecimientos de
alta produccion en Arizona y California del Sur. Los promedios de produccion oscilaban,
para ambos establecimientos comerciales, en unos 10,700 kg/afio. Los datos reunidos
fueron de las pariciones entre diciembre de 1996 y agosto de 1997. El periodo de
espera voluntario era 60 dias. Las vacas fueron designadas al azar para recibir
tratamiento con bST o ser testigo (sin tratamiento). A los 180 dias posparto, el 65.4%
(68/104) de las vacas testigo fueron diagnosticadas como prefiadas, mientras que en el
grupo tratado, el 48.5% (49/101) se hallaba prefiado en el mismo intervalo. Los valores
fueron analizados por Chi-cuadrado con un modelo lineal que indicé que la prefiez
difirid significativamente entre los grupos. Con un método similar de analisis, la
concepcion al primer servicio no difirid entre los grupos. Un periodo de espera
voluntario extendido se recomendé en el ensayo para las receptoras de bST, similar a
las sugerencias aplicadas por otros informes.

Un ensayo muy completo aplicado por Esteban et al. (1994c) cuyo objetivo fue
determinar si el tratamiento con bST afectaba la performance reproductiva de vacas
lactantes se realiz6 en rodeos de California (EE.UU.). La actuacién reproductiva se
examiné por las proporciones de distocias, incidencia de retencion de membranas
fetales, metritis, retardo en la involucion uterina, presencia de estructuras quisticas en el
ovario, anestro conductual, anestro a la palpacion, intervalo parto -1°" servicio, parto-
concepcion y abortos. Las posibles diferencias en dias al primer estro, servicios por
concepcion y longitud de la prefiez eran también evaluadas para el grupo tratado versus
el grupo testigo. También fue analizada la descendencia de las vacas para determinar
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diferencias en crecimiento, morbilidad y mortalidad, y la performance reproductiva de
las vaquillonas a la reposicion.

Se evaluaron las actuaciones reproductivas en lactancias consecutivas de 156
vacas. Se administraron dosis diarias de 17.2; 51.6 y 86 mg de bST/vaca, iniciandose
los tratamientos al dia 70 post-parto. Durante la primera lactancia se concluyd que las
vacas tratadas habian disminuido la proporcidon de multipartos significativamente, el
anestro conductual habia aumentado y confirmado por palpacioén rectal. Las vacas
primiparas presentaban ciclos mas cortos al reinicio de la ciclicidad. En la segunda
lactancia estudiada, las vacas tratadas presentaban una involucién uterina retardada
por dos dias mas que las testigos, proporcionalmente, mas ovarios quisticos, anestro
conductual confirmado por palpacion. La descendencia de la primera lactancia se
evalué en relaciéon al crecimiento, la morbilidad y mortalidad, y su actuacion como
reproductoras no existiendo ninguna diferencia descubierta entre los distintos grupos.

Murphy et al. (1991a) evaluaron el efecto de la bST sobre la ganancia diaria asi
como la edad a la pubertad de vaquillonas Holando. Se asignaron dos grupos, donde el
grupo tratado recibié 15 mg de bST diariamente, mientras que con la misma frecuencia
y volumen, al grupo control se le administré un placebo. Las inyecciones hipodérmicas
de bST se administraron desde los 7 meses de edad y por 120 dias hasta alcanzar la
pubertad que fue determinada por concentraciones de progesterona en sangre. Se
pesaron las vaquillonas cada 2 semanas y fueron sangradas 2 veces cada 7 dias hasta
alcanzar los 200 kg. Las vaquillonas fueron servidas entre los 16 y 18 meses de edad.
Aunque los animales asignados al tratamiento tuvieron una ganancia diaria menor en
12.5% y en promedio tardaron 20 dias en alcanzar la pubertad las diferencias no fueron
significativas. Tampoco se hallaron diferencias en otros parametros medidos en la
primera lactancia como composicion del fluido y eficacia reproductiva.

4.4.3.1) Ensayos con bST en Protocolos de Superovulaciéon

Los tratamientos con somatotrofina bovina recombinante (rbST) aumentan el
nuamero de foliculos antrales de 2-5 mm de diametro en animales adultos (Gong et al.,
1991). Se ha sugerido que la poblacién de foliculos ovaricos mayores de 1.7 mm de
diametro presentes al momento del tratamiento gonadotrofico, pueden ejercer un rol
importante determinando la subsecuente respuesta superovulatoria (Monniaux et al.,
1983). Por consiguiente, si los foliculos pequefios inducidos por el tratamiento con rbST
son funcionalmente activos, el aumento en los nimeros de foliculos antrales pequefios
inducidos por el tratamiento con bST podria reforzar la respuesta superovulatoria.

En un estudio de Moreira et al. (2002a), cuyo objetivo era determinar los efectos
de la bST en la fertilizaciéon y desarrollo temprano de embriones luego de que las vacas
donantes recibieran un tratamiento de superovulacion asi como la sobrevivencia
después del traslado a las receptoras y la evaluacién de los tratamientos de receptoras
con bST y su influencia en la tasa de prefiez final, concluy6é que la administracion de
bST previa IATF disminuyd el nimero de ovocitos no fertilizados, aumenté el porcentaje
de embriones transferibles y estimulé el desarrollo embrionario en la fase de blastocisto.
Es mas, la bST afectd el desarrollo embrionario temprano y componentes especificos
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de las receptoras que aumentaron la tasa final de sobrevivencia del embrion en el ciclo
siguiente.

La somatotrofina bovina recombinante (rbST) se ha mostrado eficaz para
aumentar el crecimiento folicular en el ganado y algunos estudios han demostrado un
aumento en la respuesta superovulatoria en vacas tratadas con rbST. También se ha
demostrado un aumento en los indices de prefiez en protocolos que administraron rbST
al momento de la inseminacién o previo al traslado de los embriones. La aplicacion de
rbST con el propésito de aumentar la respuesta superovulatoria en animales donantes y
los indices de prefiez en vacas receptoras se probd en un programa de transferencia de
embriones a nivel comercial. En un grupo de ensayos aplicados por Hasler et al. (2003),
vacas donantes (n = 56) sufrian tres ciclos de superovulacion de prueba (dos antes y
uno después de ser testeadas) y recibian cuatro protocolos de superovulacion
adicionales con tratamientos con rbST (500 mg rbST; n = 28) o excipiente (testigo; n =
28) una vez cada 14 dias. En un segundo ensayo, vacas en lactaciéon donantes (n = 37)
se introducian en tratamientos de superovulacion y durante la lactancia eran tratadas
con rbST (n = 16) o excipiente (n = 21). En el experimento N° 3, vacas receptoras que
participaban de protocolos de transferencia de embriones in-vitro o in-vivo eran tratadas
con rbST (n = 146) o excipiente (n = 143) al momento de la transferencia de los
embriones. En el tratamiento sobre no lactantes (Experimento 1) o lactantes
(Experimento 2) las vacas donantes tratadas con rbST durante la superovulacién no se
diferenciaron de las testigos en forma significativa por el numero de cuerpos liteos, la
suma de embriones transferibles, embriones degenerados y oocitos no fertilizados. En
el tratamiento de vacas receptoras con rbST (Experimento 3) los indices de prefez para
embriones in-vitro o in-vivo no variaron. Estos autores concluyeron que la respuesta
superovulatoria y la tasa de prefiez (respectivamente) es similar al testigo para vacas
rbST-tratadas que sufren superovulaciones repetidas y tratamientos con rbST sobre
vacas receptoras tratadas al momento de la transferencia de los embriones.

5) MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizd entre mayo y noviembre de 2006 en un Centro de
Transferencia de Embriones habilitado por el DILAVE Dr. Miguel C. Rubino del
Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca y registrada en la Sociedad Internacional
de Transferencia de Embriones (IETS) con el numero E 1695; situada en el km 103 de
la Ruta Nacional N° 6, Departamento de Florida.

Sesenta donantes de raza Holando de pedigree inscripto en produccion, entre 85
y 150 dias posparto, de 5 a 10 afios de edad, con un promedio 3 de condicién corporal
(Escala 1-5) y sin antecedentes de infertilidad fueron superovuladas en grupos de 4
donantes de acuerdo al siguiente protocolo:

o Dia 0 (pm):
< Inserciéon de un dispositivo intravaginal de silicona inerte con 1 gr de
progesterona natural (DIB®, Syntex S.A., Argentina), administracion IM de 2 mg de
benzoato de estradiol en solvente oleoso (Benzoato de Estradiol®, Syntex S.A.,
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Argentina) y 50 mg IM de progesterona (Progesterona®, Laboratorio Rio de
Janeiro, Argentina).

« Dia5:
< (AM): Administracién IM de 70 mg de FSH-p (Folitropin V®, Bioniche Animal
Health, Canada Inc) de acuerdo al protocolo de Gonzalez et al., (1990). Lote N°:
R5KO6V.
< (PM): Administracion IM de 70 mg de FSH-p.

« Diaé6:
<+ (AM): Administracién IM de 60 mg de FSH-p.
<+ (PM): Administracién IM de 60 mg de FSH-p.

« Dia7:
<+ (AM): Administracion IM de 50 mg de FSH-p, 1,500 microgramos IM de
Cloprostenol (Ciclase®, Syntex S.A., Argentina).
< (PM): Administracion IM de 50 mg de FSH-p y retiro del dispositivo intravaginal
de silicona inerte.

+ Dia8:
< (AM): Administracién IM de 20 mg de FSH-p.
< (PM): Administracién IM de 20 mg de FSH-p.

Las donantes fueron distribuidas aleatoriamente en 2 grupos: Grupo bST (n = 30)
y Grupo Control (n = 30). En el Dia 0 del protocolo de superovulacién, el Grupo bST
recibié 500 mg via SC de Sometribove Zinco (Lactotropin®, Elanco Animal Health, USA)
mientras que el Grupo Control recibid 2 mL SC de solucién salina fisiologica. En el
diagrama siguiente (Figura 6) se esquematiza el protocolo empleado:

DIB® + 2mg BE 70 mg FSH-p 60 mg FSH-p 50 mg FSH-p 20 mg FSH-p
1 | | ] |
| AM | PM AM | PM AM | PM AM [ PMm

Dias 0 5 6 / 7 \ 8
500 mg bST 1500 g Retiro DIB®

o
cloprostenol

2 mL sol. salina

Figura 6 — Diagrama del Protocolo de Superovulaciéon empleado

Las donantes fueron inseminadas aleatoriamente con semen de sanidad vy
fertilidad conocida proveniente de 24 toros diferentes a las 12 y 24 hrs respectivamente
luego de iniciado el estro. Las donantes que no presentaron celo luego del protocolo de
superovulacion fueron excluidas del experimento (5 en el grupo bST y 2 en el grupo
control).

La colecta de los embriones se realiz6 por el método no quirurgico (transcervical)
entre el séptimo y octavo dia luego de iniciado el estro. Conjuntamente a este
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procedimiento se palparon los ovarios, recabando informacion acerca del nimero de
cuerpos luteos encontrados y su ubicacion.

Se aplico 5 mL de lidocaina al 2% via epidural a los efectos de minimizar las
contracciones rectales. Se utilizé como medio de lavado uterino una solucién de fosfato
salino buferado (PBS) con 0.1% de alcohol polivinilico como agente surfactante y
kanamicina y gentamicina como antibiéticos (Vigro Complete Flush®, AB Technology,
USA). El medio obtenido se transfirid6 por una unidad concentradora de embriones
(EmCom Filter®, USA) y se colocd en placas de Petri estériles de 12 cm de diametro
para ser examinado bajo lupa estereoscépica para la busqueda y aislamiento de
diferentes estructuras. Las estructuras obtenidas son pasadas mediante pipetas Pasteur
estériles a placas de Petri de 3.5 cm de diametro conteniendo una solucién de fosfato
salino buferado enriquecido con Factor V de albumina sérica bovina y antibiéticos (Vigro
Holding Plus®, AB Technology, USA). La nomenclatura utilizada para las diferentes
estructuras se basé en estandares internacionales de acuerdo a su morfologia y estadio
de desarrollo: infértiles, degenerados y embriones viables (4: mérula compacta, 5:
blastocisto inicial, 6: blastocisto, 7: blastocisto expandido, 8: blastocisto eclosionante).
Los embriones viables fueron clasificados de acuerdo a su calidad morfolégica en
Grado 1 (excelente y bueno), Grado 2 (regular) y Grado 3 (pobre).

La leche de las donantes a las que se les administé la rbST fue eliminada
durante los dias del tratamiento y el periodo de espera recomendado por el fabricante.

Los parametros a evaluar fueron: total de estructuras colectadas, porcentaje de
embriones viables, porcentaje de donantes con ninglin embrion viable, media o
mediana de cuerpos luteos palpados y embriones viables.

El analisis estadistico para la comparacion del total de estructuras colectadas,
porcentaje de embriones viables y donantes con ningun embrién viable fue el Test de
Fisher. Para la comparaciéon de medias 0 medianas se empleo el Test de Kolmogorov —
Smirnov o el Test de Shapiro — Wilk para determinar la distribucion de los valores
obtenidos. De no existir distribucién Gaussiana se utilizaria un test no Paramétrico
(Mann-Whitney), y de haberla un test paramétrico (Test de Student no apareado)
(Motulsky, 1995).

6) RESULTADOS

Los resultados obtenidos se analizaron mediante el programa estadistico
GraphPad InStat Version 3.0 (1997).

Se analizé la distribucion de los valores en relacién al total de estructuras
obtenidas, porcentaje de embriones viables, cuerpos luteos palpados al momento de la
colecta, porcentaje de estructuras infértiles y degeneradas obtenidas, hallando en todos
los casos, excepto para el parametro de porcentaje de embriones degenerados,
distribucién Gaussiana, a través del Test de Kolmogorov y Smirnov por lo cual los
grupos fueron comparados por un test paramétrico (Test de Student no apareado). Para
el porcentaje de estructuras degeneradas colectadas se planteé aplicar un test de T no
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apareado con correccion de Welch, pero frente al resultado negativo de distribucion
gaussiana de las poblaciones, finalmente se opt6 por un método estadistico no
paramétrico, como lo es Mann-Whitney.

Para la medida de cantidad total de ovocitos colectados, el analisis mediante el
Test de Kolmogorov y Smirnov resulté en valores de 0.2312 para el grupo bST y 0.1736
para el grupo control, dando en ambos casos valores de P mayores de 0.10 superando
el test de normalidad.

La comparacién de medias a través del test no paramétrico resulté en un valor de
P entre grupos de 0.5445 considerandose, por tanto, diferencias no significativas.
Siendo el valor de T = 0.6100 con 51 grados de libertad.

Se calculé la posible existencia de diferencia entre desvios estandar entre
grupos, hallando un F = 1.098 con un valor de P = 0.4043 con lo cual se concluye que
las diferencias entre éstos tampoco son significativas (Cuadro I).

Cuadro I. Resumen de datos para la variable cantidad de ovocitos colectados.

Parametro bST CONTROL

Media 10.000 8.821

N 25 28

Desvio estandar 7.194 6.864

Error en el Desvio estandar 1.439 1.297

Valor Minimo 0.000 0.000

Valor Maximo 27.000 24.000

Mediana 9.000 7.000

Valores por debajo del percentil 95 7.030 6.160

Valores por encima del percentil 95 12.970 11.483

En relacion al porcentaje de embriones viables del total de estructuras
obtenidas, utilizando el Test de Student no apareado, comparando las medias entre los
grupos de tratamiento, resultaron en 36.5% para el grupo tratado con bST y 54.9% para
el grupo testigo, obteniendo un valor de P = 0.0588 considerado como no significativo
(ver cuadro Il). El valor de T es de 1.933 con 51 grados de libertad.

Cuadro II. Resumen de datos para la variable porcentaje de embriones viables.

Parametro bST CONTROL
Media 0.365 0.549
N 25 28
Desvio estandar 0.325 0.365
Error en el Desvio estandar 0.065 0.069
Valor Minimo 0.000 0.000
Valor Maximo 1.000 1.000
Mediana 0.250 0.521
Valores por debajo del percentil 95 0.230 0.408
Valores por encima del percentil 95 0.499 0.691
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Con un intervalo de confianza de 95% la diferencia entre medias de grupos fue
de 0.1845. Se calcul6 asimismo la posible existencia de diferencias entre desvios
estandar entre grupos, hallando un F = 1.257 con un valor de P de 0.2874 con lo cual
se concluye que las diferencias entre desviaciones estandar no son significativas.

En relacién al namero de CL palpados al momento de la colecta de estructuras al
dia séptimo u octavo de iniciado el estro y, primeramente para comprobar la validez del
test propuesto (Test de Student), que asume que las poblaciones estudiadas poseen
igual desvio estandar, se calcul6 el valor de F = 1,699 y P que asume el valor de
0.0967, lo cual sugiere que las diferencias no son significativas.

El test también presume que los datos de la poblacion poseen distribucion
normal o gaussiana, para probar este punto se utilizé el test de Kolmogorov y Smirnov,
resultando en valores de P para ambos grupos >0.10, superando de esta manera el test
de normalidad.

En el Cuadro Il se presenta el resumen de datos para esta variable.

Cuadro Ill. Resumen de datos para la variable nimero de CL palpados al momento de
la colecta.

Parametro bST CONTROL
Media 9.440 9.893
N 25 28
Desvio estandar 4.917 6.408
Error en el Desvio estandar 0.983 1.211
Valor Minimo 0.000 0.000
Valor Maximo 18.000 20.000
Mediana 10.000 10.000
Valores por debajo del percentil 95 7.410 7.408
Valores por encima del percentil 95 11.470 12.378

Aplicando el test de Student no apareado, el valor de P entre grupos asume un
valor de 0.7760, considerado como no significativo, con un T = 0.2860, con 51 grados
de libertad.

Se compard también el porcentaje de estructuras infértiles obtenidas del total
colectado, en la busqueda de la influencia que podria generar el empleo de la bST
sobre la viabilidad y fertilidad de los ovocitos producidos por el protocolo de
superovulacion. Resulté que habiendo superado las presunciones, para aplicar un test
paramétrico (Test de T), utilizando un intervalo de confianza del 95%, el valor de T fue
igual a 1.095, considerandose las diferencias encontradas como no significativas
(Cuadro V).
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Cuadro IV. Resumen de datos para la variable porcentaje de estructuras infértiles
colectadas.

Parametro bST CONTROL
Media 0.413 0.305
N 25 28
Desvio estandar 0.382 0.340
Error en el Desvio estandar 0.077 0.064
Valor Minimo 0.000 0.000
Valor Maximo 1.000 1.000
Mediana 0.430 0.170
Valores por debajo del percentil 95 0.255 0.173
Valores por encima del percentil 95 0.571 0.436

Se analizé también la variabilidad resultante del porcentaje de estructuras
degeneradas encontradas del total colectado, ya que este parametro, conjuntamente
con el anterior mencionado (estructuras infértiles) nos permiten derivar en atribuciones
en la calidad de los productos obtenidos mediante los tratamientos superovulatorios
aplicados.

El valor de P asumi6 el resultado de 0.1648 al estimarse, basandose en la
aproximaciéon normal, considerandose no significativo. El resumen de los datos se
aporta en el Cuadro V.

Cuadro V. Resumen de datos para la variable porcentaje de estructuras degeneradas
del total obtenido.

Parametro: bST CONTROL
Media 0.143 0.039
N 25 28
Desvio estandar 0.230 0.070
Error en el Desvio estandar 0.047 0.013
Valor Minimo 0.000 0.000
Valor Maximo 1.000 0.250
Mediana 0.000 0.000
Valores por debajo del percentil 95 0.048 0.012
Valores por encima del percentil 95 0.238 0.066

En la Figura 7 se muestran las medias y desvios estandar para el parametro en
estudio. Se divisa claramente la estabilidad en los valores asumidos por el grupo control
frente al grupo tratado.
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Figura 7. Grafico de medias y desvios estandar para la variable porcentaje de
estructuras colectadas en estado de degeneracion.

7) DISCUSION Y CONCLUSIONES

Para el parametro estudiado correspondiente al total de estructuras colectadas
para el tratamiento con somatotrofina bovina recombinante (rbST) frente al control no se
encontraron diferencias entre grupos, con promedios de 10.0 £ 7.19 (media + DE) para
el grupo tratado frente a 8.82 + 6.86 del control. Esta respuesta no resultd relevante
para el nivel de significacion del 95% fijado. No coincide con los hallazgos registrados
por Gong et al. (1993 y 1996) quienes encontraron que el pretratamiento con bST en
tratamientos superovulatorios provocé un aumento marcado en la colecta de
estructuras. Es de destacar el tamafo de los grupos empleados corrientemente en los
ensayos experimentales por la bibliografia internacional, por ejemplo, Gong et al. (1996)
utilizaron grupos de 8 animales.

Los resultados en referencia a la variabilidad de las respuestas obtenidas por las
donantes, correspondieron a los publicados por varios autores (Looney, 1986; Hahn,
1992; Mapletoft et al., 2002; Nogueira et al., 2002; Barros & Nogueira, 2004) con
desvios de valores muy significativos, que concuerdan con los registrados en el
presente ensayo. En un trabajo de Looney (1986) donde evalud la respuesta de 2,048
colecciones de embriones donantes bovinas destacé la variabilidad de la respuesta al
tratamiento, donde obtuvo un 25% de colecciones inviables, 64% de las donantes que
produjeron menor cantidad de embriones que el promedio y 30% de colecciones donde
se obtuvieron el 70% de las estructuras transferibles. Para el ensayo aplicado, dentro
del grupo bST se obtuvieron un 24% de colecciones inviables y para el grupo control
21.4% del total de colecciones no obtuvieron estructura transferible alguna. Estos
resultados concuerdan con los publicados por Looney (1986), ratificados posteriormente
por Hahn (1992).
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Continuando con la comparacion de las respuestas registradas por Looney
(1986) quien obtuviera un 64% de donantes con menor produccion de embriones que el
promedio, en nuestro ensayo dicho parametro fue del 68% para el grupo tratado frente
al 50% para el grupo control. De un 24% de las colecciones para el grupo bST y 36%
para el grupo control se obtuvieron el 70% de estructuras trasferibles, frente al 30%
registrado por Looney (1986). Los resultados concuerdan con los publicados por varios
autores (Hahn, 1992; Mapletoft et al., 2002; Barros & Nogueira, 2004), empleando
diferentes tratamientos hormonales para los protocolos superovulatorios. Asimismo, la
variabilidad presentada por el grupo bST fue superior al grupo control.

Kanitz et al. (2002) atribuyen una importante influencia, dentro de la respuesta a
los tratamientos, a las gonadotrofinas empleadas, las dosis totales y dosificaciones
utilizadas, la via de administracion, asi como el momento del inicio del tratamiento y el
lote del producto utilizado. Para que los datos obtenidos sean comparables con los
publicados fue que se emple6 un protocolo convencional y comercial, con dosis
decrecientes de FSH-p (extracto pituitario altamente purificado) y una cantidad total de
400 mg del producto en administraciéon IM (dosis 6ptima convencional para ganado
lechero). Para trabajar libremente con los grupos de animales, independientemente del
momento del ciclo en que se hallasen, fue que se emplearon dispositivos intravaginales
de silicona inerte, conjuntamente con estradiol y progesterona IM.

A partir de estudios publicados por Gong et al. (1991) donde analizaron el efecto
consistente de 1a bST en el crecimiento y reclutamiento de foliculos pequefios (<10 mm)
y su posible trascendencia en la respuesta superovulatoria surgi6 la posibilidad de su
empleo en protocolos reproductivos. El mismo autor en 1993 reportd un aumento
significativo en el nimero de estructuras colectadas con la adicién de bST, asi como el
posible efecto en la reduccién de la variabilidad en las respuestas individuales al
tratamiento. A su vez Hasler et al. (2003), ensayaron el efecto de la bST en la respuesta
sobre animales donantes y receptoras, secas y lactantes y concluyeron que las vacas
donantes tratadas con rbST durante la superovulacion no se diferenciaron de las
testigos en forma significativa a través del numero de cuerpos lateos, la suma de
embriones transferibles, embriones degenerados y oocitos no fertilizados. Este ultimo
ensayo reportd resultados similares al ensayo experimental desarrollado, donde los
parametros de estructuras totales colectadas, embriones trasferibles, degenerados e
infértiles, asi como cuerpos luteos palpados no se diferenciaron en forma significativa
entre grupos. Es de destacar que los grupos empleados por Hasler et al. (2003) tenian
un tamafio similar al propuesto por nosotros.

Se puede concluir que, segun los resultados encontrados en el presente ensayo,
conjuntamente con los hallazgos disimiles hallados por otros autores, no se ha
demostrado concluyentemente que los tratamientos con bST en protocolos
superovulatorios favorezcan la respuesta en forma cuantitativa ni cualitativa a través de
la cantidad y/o calidad de las estructuras halladas. Se requieren mayores estudios al
respecto.
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Los hallazgos encontrados, conjuntamente con los desiguales resultados,

publicados en la bibliografia de referencia descartarian, en forma primaria, hasta aundar
en mayores estudios, la utilizacion de la rbST en pretratamientos de protocolos de
superovulacion, con los concernientes gastos y sobreefectos hormonales.

Los efectos descriptos por muchos autores y que iniciaron, desde ya hace

muchos afos, trabajos concernientes a develar los efectos reproductivos de la
somatotrofina bovina sobre los parametros y reacciones del ovario, no fueron
encontrados en las determinaciones efectuadas en este estudio. La posible accion de la
bST sobre la fisiologia ovarica no se resolvid en resultados plausibles que determinaran
diferencias como corolario de este ensayo.
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9) ANEXO
Anexo | - Resultados del ensayo tabulados

| GRUPO DONANTE

SA1026

SA1583
SA1023

SA1468

Congyol SA1 093

Control SA2375 CONTROL 7 7 5 0 2
Control SA1264  IGNITER
Control SA464  STORMATIC

Control SA2561  IGNITER

Control SA2382  LHEROS

‘Control SA2099 GIBSON

4 %8

LHEROS 13 9 0 0

Control SA2382

GIBSON

GIBSON

Control SA3378
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