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1. RESUMEN (~( .~
El objetivo del presente trabajo de tesis fue evaluar el Protocolo de superovulaci6n Dia °y
compararlo con un Protocolo Tradicional en cabras lecheras tanto durante la estaci6n
reproductiva como durante la estaci6n de anestro. El Protocolo Dia °(n=47) consisti6 en un,
tratamiento corto con progesterona para sincronizar la ovulaci6n (CIDR-G, 5 dias + eCG +.
PGF2a) y luego se inici6 el tratamiento con FSH (6 dosis decrecientes cada 12 horas) a tiempo
fijo, 84 luego del retiro del dispositivo con progesterona. Se administraron dos medias dosis de
un analogo de PGF2a junto con las dos ultimas dosis de FSH. EI Protocolo Tradicional (n=47)
consisti6 en la administraci6n de progesterona por 11 dias asociado a la administraci6n de FSH a
partir de las 60 horas previas al retiro del dispositivo con progesterona. Al momenta de
administrar la primera dosis de FSH se administr6 una dosis de un analogo de PGF2a. En ambos
protocolos al momenta de administrar la primera dosis de FSH se determin6 la
presencia/ausencia de un foliculo grande (2:5 mm) mediante la tecnica de ultrasonografia. A las
12 horas de la ultima FSH se administr6 una dosis de un analogo de GnRH, y al dia siguiente 16
y 26 horas luego de administrada la dosis de GnRH se realiz6 la inseminaci6n artificial con
semen congelado via intrauterina por medio de laparoscopia. La respuesta ovarica fue establecida
por laparoscopia a los 6,5 dias de la inseminaci6n, donde se determin6 la cantidad de cuerpos
luteos (CL) previo a la colecta embrionaria. Las cabras que tenian CL de regresi6n prematura no
fueron colectadas y se consider6 que no respondieron al tratamiento.

El tratamiento con FSH en el Protocolo Dia °fue iniciado en ausencia de un foliculo dominante
en 16/23 (70%) y 19/24 (79%) de las cabras durante la estaci6n reproductiva y el anestro
estacional., respectivamente. Mientras que en el Protocolo Tradicional solo 3/19 (16%) y 2/28
(7%) no presentaban un foliculo dominante durante la estaci6n reproductiva y durante el anestro
estacional, respectivamente (P<O,OI). El numero de cabras con mas de dos CL fue mayor para el
Protocolo Dia °que para el Protocolo Tradicional (20/23, 87% y 8/19, 42%; respectivamente)
durante la estaci6n reproductiva (P<O,OI). Sin embargo durante la estaci6n de anestro no se
encontraron diferencias significativas. Hubo una tendencia estadistica a aumentar el numero de
embriones grado 1&2 cuando se utiliz6 el Protocolo Dia °tanto durante la estaci6n reproductiva
(4., 1 ± 0,8 y 2,0 ± 0,5, respectivamente; P=0,09) como durante la estaci6n de anestro (5,6 ± 1,1 y
3,7 ± 0,6, respectivamente; P=0,07). La proporci6n de embriones grado 1&2 sobre embriones
colectados fue mayor para el Protocolo Dia °que para el Protocolo Tradicional durante la
estaci6n reproductiva (81/126, 64% vs 16/35, 46%; P<0,05) y durante el anestro estacional
(118/203., 58% vs 92/204, 45%; P<0,05).

A traves de estos resultados se observa la eficacia del Protocolo Dia °en iniciar el tratamiento
superovulatorio en ausencia de un foliculo dominante, y como consecuencia lograr un mejor
resultado tanto en la proporci6n de cabras con respuesta superovulatoria como en la calidad de
los embriones colectados.



2. SUMMARY

The objective of this experiment was to evaluate the effectiveness of a new superovulatory
protocol (Day 0 Protocol) compared with a Traditional Protocol in daily goats during breeding
season and non-breeding season. Day 0 Protocol (n=47) consisted in a pre-treatment using a
short-tenn protocol with progesterone (CIDR-G 5 days + eCG + PGF2a) to synchronize the
ovulation and the emergence of the first follicular wave. FSH treatment (6 decreasing doses given
twice daily) was administered at fixed time from 84 hours after the end of progesterone exposure.
Two half-doses of PGF2a analogue were given concurrent with the fifth and sixth FSH doses.
Traditional protocol (n=47) consisted in progesterone exposure for 11 days associated with FSH
treatment (6 decreasing doses given twice daily) initiated 60 hours previous CIDR-G withdrawal.
A dose of PGF2a analogue was given concurrent with the first FSH dose. In both protocols, the
presence/absence of a large follicle (~ 5mm) at the time of first FSH dose was assessed by
ultrasonography. A GnRH dose was administrated 12 hours from the last dose of FSH. Timed
artificial insemination was done by laparoscopy with frozen-thawed semen perfonned at 16 and
26 hours after GnRH administration. Ovulatory response was evaluated by laparoscopy 6,5 days
after AI and the number of corpora lutea (CL) was recorded. Goats with early regression of
corpora lutea (ERCL) were considered as non-responding females and embryo recovery was not
done.

Treatment with FSH in Day °Protocol was initiated in absence of a large follicle in 16/23 (70%)
and in 19/24 (79%) of the goats during breeding season and non-breeding season, respectively.
While only 3/19 (16%) and 2/28 (70/0) did not present a dominant follicle during breeding season
and non-breeding season, respectively (P<O,O 1). During breeding season it was a higher number
of goats with superovulatory response for the Day °Protocol than for the Traditional Protocol
(20/23, 87% and 8/19, 42%; respectively, P<O,OI). However, non significant differences were
founded during non-breeding season. Grade 1&2 embryos showed a statistical tendency to be
higher for the Day 0 Protocol than for the Traditional Protocol (breeding season: 4,1 ± 0,8 and
2,0 ± 0,5, P=O,09; non-breeding season: 5,6 ± 1,1 and 3,7 ± 0,6, P=O,07). Day °Protocol
increased the number grade 1 and 2/recovered embryos compared with Traditional Protocol
(breeding season: 81/126,64% and 16/35,46%, P<O,05; non-breeding season: 118/203,58% and
92/204, 45%, P<O,05).

In summary, the results show the effectiveness of Day 0 Protocol to initiate superovulatory
treatment in the absence of a large follicle, and compared with Traditional Protocol, this new
protocol induced a higher proportion of responding females, higher ovarian response and a better
embryo yield.



3. INTRODUCCION

Las tecnicas de reproducci6n asistida en la producci6n caprina han tenido un importante
desarrollo en los ultimos 30 an.os. Probablemente las dos tecnicas con mas impacto a nivel
mundial en esta especie son la sincronizaci6n del estro y la inseminaci6n artificial debido a su
bajo costo y su facil aplicaci6n. Por su parte, la ovulaci6n multiple y transferencia de embriones
(multiovulation and embryo transfer, MOET) no ha tenido en la producci6n caprina, a diferencia
de los bovinos, un desarrollo importante debido a su alto costo, al requerimiento de
procedimientos quirurgicos para la recolecci6n y transferencia de embriones y a Ia gran
variabilidad en los resultados obtenidos (Cognie y col., 2003). Recientemente se ha demostrado
que esta variabilidad en la respuesta ovulatoria se atribuye principalmente a la poblaci6n folicular
ovarica que existe al momenta de iniciar el tratamiento superovulatorio (Gonzalez de Bulnes y
col., 2004). Este factor en los tratamientos tradicionales no esta considerado debido a que dichos
tratamientos fueron disenados hace mas de 20 afios.

Los tratamientos de superovulaci6n tienen como objetivo producir la mayor cantidad de
ovulaciones y obtener el maximo de embriones viables. Una de las opciones para mejorar la
eficiencia en programas de Transferencia de Embriones (TE) es incrementar los resultados con
los tratamientos de superovulaci6n. Como se describi6 anterionnente, la respuesta a un
tratamiento de superovulaci6n depende de la actividad ovarica previa a la aplicaci6n de dichos
tratamientos (Cognie, 1999). Con el uso de la ultrasonografia para el seguimiento ovarico diario
ha sido posible determinar que el crecimiento folicular en la cabra ocurre en ondas (Ginther y
col., 1994; de Castro y col., 1999; Gonzalez de Bulnes y col., 1999). EI patr6n predominante en
cabras con cicIo de duraci6n nonnal (19 a 22 dias) es de 3 0 4 ondas foliculares, observandose
tambien ciclos con 2 0 5 ondas. Cada onda folicular se define como la emergencia 0 el
reclutamiento de un grupo de folieulos pequefios (2-4 mm), entre los cuales se seleeciona uno
que es el dominante (5 mm), y que continua creciendo mientras los otros (subordinados)
regresan.

Estudios realizados en bovinos permitieron concluir que la existencia de un foliculo dominante aI
inicio del tratamiento reduce Ia respuesta ovulatoria (Adams, 1994). Trabajos recientes realizados
en caprinos (Menchaca y col., 2002) Ilegaron a similares resultados. Luego de estos estudios se
plantearon nuevos protocolos dirigidos a asegurar la ausencia de un foliculo dominante al iniciar
el tratamiento con FSH (hormona foliculo estimulante). En pequefios rumiantes el metoda mas
efeetivo fue Ia utilizaci6n de la primera onda del cicIo interovulatorio, es decir la onda folicular
que se inicia justo luego de la ovulaci6n. Un protocolo alternativo propuesto recientemente
(Protocolo Dia 0; Rubianes y Menchaca, 2003) inicia la administraci6n de FSH cuando la
ovulaci6n es detectada por ultrasonografia (Dia 0: dia de Ia ovulaci6n) y por 10 tanto en ausencia
de un foliculo grande 0 dominante.

Corresponde sefialar que los protocolos tradicionales no tienen en cuenta estos conceptos sabre
dinAmica folicular. Estos tratamientos consisten en la administraci6n de FSH luego de 11-12 dias
de exposici6n a progestinas, sin conocer el estatus folicular que existe al momento de iniciar el
tratamiento con FSH (Cognie, 1999).
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4. REVISION BIBLIOGRt\FICA

4.1. LA PRODUCCION CAPRINA
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La cabra fue el primer animal domesticado 7000 afios a.C. (Arbiza, 1986). Esta especie tuvo
presencia relevante en todos los aspectos de las sociedades antiguas (religion, economia,
nutricion, etc). Estos animales se utilizan en todo el mundo por su leche, came, piel 0 pelo con un
grado de intensificacion muy variable. La mayor parte de las cabras censadas se ubican en los
paises en vias de desarrollo y se utilizan principalmente para la produccion de came (FAO,
1985). Sin embargo, en los paises con un nivel de vida mas elevado la explotacion caprina se
orienta a la produccion de leche y quesos.

EI genero Capra incluye varias especies de mamiferos artiodactilos de comportamiento gregario
que suelen conocerse comunmente como cabras. Su lugar de origen es el centro-oeste de Asia y
desde aqui se fueron expandiendo a Europa y Africa. La Capra aegagrus hircus es la cabra
domestica que habita nuestra region y pertenece a la familia Bovidae y al orden Artiodactyla.

La poblacion caprina mundial supera los 807 millones encontrandose China, India y Pakistan
como primeros productores. Dentro de Europa los principales productores de cabras son Espafia,
Francia, Grecia e Italia. La poblacion caprina en America esta estimada en 39 millones de
cabezas, de las cuales el 57% esta localizado en America Latina (FAO, 2008).

En Uruguay la especie caprina se utiliza para la producci6n de leche y quesos. Este subproducto
Ie da a la leche un valor agregado muy alto. Las cabras lecheras pueden ser explotadas de fonna
intensiva, no obstante la produccion por 10 general es en rebafios semi-intensivos con pastoreo
durante el dia y encierro durante la noche. Desde la decada del 80 se comenzo a importar cabras
de razas lecheras (Anglo Nubian, Pardo Alpina, Saanen, y Toggenburg) con el objetivo de
criarlas puras 0 cruzarlas con las cabras criollas para mejorar la produccion.
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4.2. FISIOLOGIA REPRODUCTIVA EN LA CABRA

4.2.1. Estacionalidad Reproductiva

La especie caprina presenta una actividad reproduetiva poliestrica estacional, regulada
principalmente por las horas de luz. Asimismo, la duraci6n de la estaci6n reproductiva es
afectada tambien por factores geneticos y ambientales. La exposici6n a la luz regula la liberaci6n
de melatonina, hormona que se libera durante la noche. Al disminuir las horas de luz de carla dia,
aumenta la liberaci6n de melatonina, que estimula la liberaci6n de GnRH (hormona liberadora de
gonadotropina) del hipotalamo. Cambios en la liberaci6n de GnRH provocan cambios
correspondientes en la secreei6n de LH (hormona luteinizante), que son responsables de la
presencia 0 ausencia de ovulaci6n en las hembras (Blaszczyk y col., 2004). En nuestra latitud
(30-35° LS) las razas Pardo Alpina, Saanen y Toggemburg presentan actividad sexual desde
febrero-marzo hasta septiembre-octubre mientras que la raza Anglo Nubian inicia su actividad
durante el mes de diciembre-enero (Menchaca, 2002). En areas tropicales, la raza Creole de
Brasil, Venezuela y Zimbabwe, tienen la capacidad de reproducirse durante todo el ana (revisado
por Freitas y col., 2004). A pesar de esto se ha reportado que presentan prolongados periodos de
anestro como resultado de deficiencias nutricionales.

La estacionalidad reproductiva afecta la producci6n de leche a 10 largo del ano, 10 que se
transfonna en una limitante productiva. Can el objetivo de lograr una producci6n de leche
constante los tratamientos de sincronizaci6n de celo y el efeeto macho han cobrado una mayor
importancia en los ultimos tiempos. Los tratamientos honnonales para inducir el celo y la
ovulaci6n seran deseritos mas adelante. EI efecto macho consiste en la introducei6n subita de
machos con el objetivo de inducir la ovulaci6n en hembras que se encuentran en anestro (Martin
y col., 2004). Este mecanismo de bioestimulaci6n se logra a traves del eje hipotalamo­
hipofisario-gonadal, estimulo que genera un incremento en la pulsatilidad de GnRH que
determina un aumento en la liberaci6n de LH, y as! se induce el desarrollo folicular ovulatorio.
En los ovinos son caraeteristicas las ovulaeiones sin estro al inicio de la actividad sexual, esto es
atribuido a la ausencia de un periodo previa de exposicion a progesterona. En cambio en la cabra
la necesidad de exposici6n previa a la progesterona no es tan marcada, 10 que provoca una mayor
inducci6n de celos junto con la primera ovulaci6n (Chemineau, 1983).

Los machos eaprinos de razas lecheras presentan actividad sexual durante todo el afio, a pesar de
estar influenciados por factores similares a los que afeetan a las hembras. Esto determina que la
calidad seminal y la libido se yen afectadas durante el periodo de anestro (Delgadillo y col.,
1999). Si bien existen fen6menos como la alimentaci6n (fundamentalmente en latitudes
subtropicales) que regulan la actividad reproductiva en estas especies, tanto en machos como en
hembras, esta actividad esta dirigida por un ritmo end6geno que es sincronizado por el
fotoperiodo (Martin y col., 1999). La calidad espennatica esta afectada por la estacionalidad,
encontrandose mayor motilidad espermatica durante la estaci6n reproductiva (Delgadillo y col,
1991). Sin embargo en Uruguay es posible utilizar machos durante todo el ano ya que la calidad
seminal si bien se ve afectada, pennite realizar la IA (inseminacion artificial) y lograr tasas de
prefiez aceptables (A Menchaca, 2008, comunicaci6n personal) no representando una limitante
importante.
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4.2.2. Fisiologia del cicio estral

EI cicIo estral de la cabra tiene una duraci6n de 21 dias (rango: 19 a 23 dias). Existe una
asociaci6n entre los altos niveles sericos de progesterona durante la fase temprana del cicIo y el
recambio folicular que podria explicar esta variaci6n (Menchaca y Rubianes, 2001). Por otro lado
es frecuente en la cabra la aparici6n de ciclos cortos con una duraci6n de 5 a 9 dias. Estos se dan
con mayor frecuencia al inicio 0 al final de la estaci6n reproductiva, al inicio de la pubertad y
luego del anestro posparto (Rivera y col., 2003). En rumiantes, la presencia de estos ciclos cortos
es causada por la existencia de cuerpos luteos de regresi6n prematura (CLRP) y/o la presencia de
foliculos luteinizados (Hunter, 1991).

El cicIo estral de la cabra se clasifica en dos fases: luteal y folicular. La fase luteal se extiende
desde el dia 0 (dia 0: ovulaci6n) hasta el dia 16-18 y la fase folicular desde el dia 16-18
(momento en que ocurre la luteolisis) hasta la ovulaci6n. EI estro tiene una duraci6n de 36 horas
(rango 18-48 horas) y la ovulaci6n ocurre 30-36 horas del inicio del estro.

La fase luteal comienza con la ovulaci6n, las celulas de la teca y de la granulosa del foliculo
ovulado comienzan a luteinizarse. Despues de la ovulaci6n el espacio ocupado previamente por
el foliculo es invadido por fibroblastos, celulas endoteliales, celulas de la teca intema y de la
granulosa. Durante esta etapa de fase luteal temprana (antiguamente llamada metaestro) hay una
elevada frecuencia de pulsatilidad de LH, que incrementa el numero y actividad de celulas
luteales. A medida que se va formando el cuerpo luteo (eL) los niveles sericos de progesterona se
incrementan. En el dia 4 0 5 despues de la ovulaci6n las concentraciones de progesterona en
sangre superan valores de 1ng/ml y aumentan hasta el dia 16-18 momenta en que ocurre la
luteolisis. La progesterona suprime la pulsatilidad de GnRH inhibiendo la pulsatilidad de LH. La
LH es la responsable del crecimiento de los folfculos luego de que alcanzan un determinado
difunetro. La inhibici6n de la secreci6n de LH por la progesterona induce la regresi6n de los
foliculos mayores a 5 mm, 10 que permite la emergencia de una nueva onda de crecimiento
folicular. Mediante este mecanismo la alta concentraci6n de progesterona favorece el recambio
folicular y por 10 tanto la ovulaci6n de un ovocito "joven" y mas fertil demostrado en vacas
(Savio y col., 1993) y ovejas (Johnson y col., 1996).

Por otra parte, la progesterona suprime la secreci6n endometrial de prostaglandina F 2a (PGF2a)
debido a su efecto inhibitorio sobre los receptores uterinos de oxcitocina y estradiol que son los
responsables de desencadenar la liberaci6n de PGF2a. Luego del periodo necesario de exposici6n
a progesterona (dia 15 a 17 del cicIo), si no existe un reconocimiento materno-fetal se
desencadena el mecanismo luteolitico. La oxitocina hipofisaria desencadena la Iiberaci6n de
PGF2a que incrementa la secreci6n de oxitocina por parte del CL, esta actua en el endometrio
incrementando la pulsatilidad de PGF2a que produce la lute6lisis. La fase luteal termina debido a
la disminuci6n de los niveles sericos de progesterona. Este fen6meno da lugar al inicio de la fase
folicular.

La onda folicular ovulatoria emerge entre el dia 11 y 14 del cicIo en la cabra (de Castro y col.,
1999). Luego del reclutamiento de varios foliculos pequefios «4mm), al menos uno es
seleccionado para continuar el crecimiento. Este foliculo, luego de ocurrida la lute61isis es
responsable de la secreci6n de estr6geno que detennina el comportamiento estral y tambien
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genera una retroalimentaci6n positiva a nivel central con un incremento en la pulsatilidad de LH.
Esto determina que el foliculo continue su crecimiento liberando mayor cantidad de estr6geno
que induce un pico de GnRH generando el pico de LH. El pico de LH ocurre entre las 8 y 18
horas de iniciado el estro. Luego de 18-24 horas del pico de LH se produce la ovulaci6n de los
foliculos que alcanzaron un diametro mayor a 5mm.

4.3. DESARROLLO FOLICULAR

4.3.1. Desarrollo folicular en ondas

La ultrasonografia transrectal fue utilizada para el estudio de los ovarios de rumiantes por
primera vez en vacas (Pierson y Ginther, 1984; Sirois y Fortune, 1988). Posteriormente, fue
adoptada como tecnica de elecci6n para el estudio del desarrollo folicular en esta especie. Con el
desarrollo de esta tecnica se pudo elucidar que las vacas tienen un crecimiento folicular en ondas
y que este se produce en tres fases (reclutamiento, seleccion y dominancia) (Lucy y col., 1992).
Recien en la ultima decada se desarrol16 la tecnica de ultrasonografia para el estudio de ovarios
en ovinos y caprinos, que permiti6 determinar que estas especies presentan al igual que las vacas,
un crecimiento folicularen ondas. Este crecimiento se pudo observar tanto en las cabras (Ginther
y Kat, 1994; de Castro y col., 1999) como en las ovejas (Ginther y col., 1995). Tambien fue
demostrado durante la estacion de anestro (Bartlewsky y col., 1998) en ovejas y durante la
gestaci6n temprana en ovejas (Bartlewsky y col., 2000) y cabras (Pinczak y col., 2001). Previo a
esto, todos los estudios que se publicaban sabre foliculogenesis en pequeiios rumiantes eran
estaticos, es decir enfocados al estudio de poblaciones foliculares en un momento detenninado y
no al estudio de la dinamica folicular. A partir de estos estudios se determin6 que el ovario de
ovejas adultas contiene entre 12.000 y 86.000 foliculos primordiales y entre 100 y 400 foliculos
en crecimiento, de los cuales solo lOa 40 son visibles en la superficie del ovario (Cahill y
Mauleon, 1980, citado por Rubianes, 2000).

El patron de desarrollo folicular en ondas fue demostrado para algunos animales domesticos
durante los ultimos alios como la cabra (Ginther y Kot; 1994), la vaca (Pierson y Ginther, 1984),
la yegua (Palmer y Driancourt, 1980) y la oveja (Schrick y col., 1993). Las ondas foliculares
comienzan con una etapa de reclutamiento, donde solo los foliculos gonadotropina dependientes
son reclutados. £1 numero de foliculos reclutados es muy variable entre las especies, y puede ir
desde 50 en las cerdas hasta 5-10 en las vacas (Driancourt, 2001). Todos estos foliculos son
potencialmente capaces de ovular, aunque posteriormente a esta etapa de reclutamiento se
produce un proceso de selecci6n donde el folleulo dominante continua creciendo y los restantes
se vuelven subordinados y comienzan el proceso de atresia. En todas las especies el foliculo que
se selecciona es el primero que desarrolla receptores de LH en las celulas de la granulosa. Estos
tres conceptos: reclutamiento, selecci6n y dominancia son los que definen el desarrollo folicular.

En la cabra una onda folicular se define como la emergencia de un grupo de foliculos antrales
pequefios (3 mm) de los cuales uno 0 mas alcanza un diametro 2:5mm. El numero de ondas
foliculares varia entre 2 a 5 siendo mas frecuente la existencia de cuatro ondas durante el cicIo de
la cabra (Ginther y Kot, 1994; de Castro y col., 1999).
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Las caracteristicas mas importantes del crecimiento folicular en ondas en la cabra [ueron
recientemente descritas por Rubianes y Menchaca (2003). Entre elIas se destacan: en cada onda
se presenta por 10 menos un foliculo que alcanza un diWnetro 2:5mm; el foliculo mas grande de
cada onda crece durante 5-7 dias, con una tasa de crecimiento de ~1 mm/dia; el diametro maximo
alcanzado por el foliculo mayor de una onda difiere entre las ondas; a medida que avanza la fase
lutea y las concentraciones de progesterona serica aumentan, el diWnetro maximo alcanzado por
el foliculo mas grande es menor, se favorece el recambio folicular y los intervalos entre ondas
son mas cortos; durante la fase luteal media-tardia se ha propuesto que los foliculos que no
crecen mas de 4 mm no serian parte del fen6meno de ondas sugiriendo que representan un pool
dinWnico basal; en la mayoria de los casas los foliculos que ovulan son aquellos que tenian
mayor diWnetro en el momento de la luteolisis; cuando ocurren ovulaciones de mas de un
foliculo; estos por 10 general provienen de la misma onda folicular y ovulan en un range
generalmente menor a las 12 horas.

4.3.2. Dominancia folicular

Como ya fue descrito, la emergencia de un grupo de foliculos pequefios, es seguida de la
selecci6n de un foliculo dominante (Ginther y col., 1997). Como consecuencia del efecto
inhibitorio del foliculo que continua su crecimiento y se transforma en dominante, los foliculos
subordinados cesan su crecimiento a los pocos dias de la emergencia de la onda. La regresi6n del
foliculo dominante esta asociada con la emergencia de una nueva onda folicular. Este mecanismo
se conoce como dominancia folicular (Driancourt, 2001).

Los primeros trabajos reportados sobre dominancia folicular en la oveja, que surgen luego de la
aparici6n de la ultrasonografia como tecnica exploratoria no invasiva, sugerian que la dominancia
es debil 0 no esta presente durante la fase luteal del cicio estral (Ravindra y col., 1994). Sin
embargo, trabajos recientes han demostrado que en la oveja, al igual que en la vaca, tambien
existe dominancia folicular (Rubianes y col., 1996). Como ya fue descrito luego de la emergencia
de una onda folicular, se selecciona un foliculo dominante que se vuelve independiente de la FSH
para su crecimiento y pasa a depender de la LH. Este foliculo a medida que aumenta su tamafio,
aumenta su producci6n de estradiol, androstenediona e inhibina que son los responsables de
inhibir la secreci6n de FSH y por 10 tanto el crecimiento de otros foliculos (Campbell y col.,
1995).

En cabras tambien se demostr6 la existencia de dominancia folicular, principalmente durante la
primer onda folicular (Menchaca y col., 2002) y la onda ovulatoria (de Castro y col., 1999).
Luego de que el foliculo dominante alcanza su maximo diWnetro cesa su dominancia funcional y
la producci6n de estradiol comenzando la atresia del foliculo y dando lugar a la emergencia de
una nueva onda folicular.

Tanto en la oveja como en la cabra en ocasiones ocurre la selecci6n de 2 a 3 foliculos que
continuan su crecimiento 10 que ha dado lugar al concepto. de codominancia folicular (Rubianes y
Menchaca; 2003). EI fen6meno de codominancia puede ser explicado porque existe un mayor
numero de foliculos capaces de responder a las gonadotropinas y continuar su desarrollo, 0

porque existe una mayor oportunidad de que la FSH actue sobre estos foliculos (Scaramuzzi y
col., 1993).
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4.3.3. Control endocrino del desarrollo folicular \: ..l".""~
EI desarrollo folicular esta controlado por la actividad de las hormonas de origen hipofisario (LH
y FSH), folicular (estradiol) y del CL (progesterona).

La FSH es una glicoproteina formada por una subunidad alfa y una beta sintetizada por la
hip6fisis anterior. Esta hormona estimula el crecimiento de los foliculos en el ovario y junto con
la LH estimulan la sintesis de estradiol de los foliculos en desarrollo. Las celulas de la granulosa
poseen receptores para FSH y producen ademas de estradiol, inhibina que actua junto con el
estradiol inhibiendo la liberaci6n de FSH por parte de la hip6fisis.

En la vaca, la emergencia de una nueva onda folicular esta precedida por un aumento en la
concentraci6n plasmatica de FSH y la selecci6n del foliculo dominante es seguida por una
disminuci6n de FSH (Adams y col., 1992). Tambien en la oveja la emergencia de las ondas
foliculares esta precedida por las variaciones en las concentraciones sericas de FSH (Bartlewsky
y col., 1999; Vifioles y col., 1999). La posterior disminuci6n en la concentraci6n de FSH esta
asociada a un incremento en la producci6n de estradiol por parte del foliculo dominante (Vifioles
y col., 2002). Sin embargo, se ha observado que en la mitad del cicIo estral algunas ondas no son
precedidas por un aumento de FSH (Vifioles y col., 2002), y tambien que algunas fluctuaciones
de esta hormona no estan relacionadas con el inicio de una nueva onda folicular (Ginther y col.,
1995). En la cabra no hay trabajos que estudien la relaci6n entre la dinamica folicular y las
concentraciones de FSH.

LH

La LH es una glicoproteina formada por una subunidad alfa y otra beta sintetizada en la hip6fisis
anterior. Esta hormona actua de dos maneras: a) mediante el pico preovulatorio desencadenando
una serie de eventos incluyendo reacciones enzimaticas que terminan en la ruptura de la pared
folicular y en la ovulaci6n (induciendo la activaci6n del ovocito para que continue con la
meiosis); y b) mediante su secreci6n pulsatil que actua previa a la ovulaci6n, luego de la
ovulaci6n estimulando la formaci6n del CL, y en la fase de crecimiento del foliculo dominante
estimulando su desarrollo. Las celulas de la teca intema poseen receptores para LH y por su
estimulo producen andr6genos que pasan a traves de la membrana basal a las celulas de la
granulosa y mediante su aromatizaci6n por acci6n de la FSH se transforman en estr6genos. Las
celulas de la granulosa del foliculo dominante tambien desarrollan receptores de LH los que Ie
permite crecer en bajas concentraciones de FSH y finalmente responder al pica preovulatorio.

Progesterona

La Progesterona es una hormona esteroidea que se sintetiza a partir del colesterol. EI colesterol es
un esteroide de 27 carbonos que se convierte en pregnenolona y esta se convierte en progesterona
que posee 2 I carbonos. A su vez, la progesterona puede convertirse en andr6genos. En rumiantes,
la progesterona es secretada por las celulas del CL, por la placenta y por las glandulas adrenales,
y es transportada a la sangre por una globulina. La regulaci6n de la secreci6n de esta hormona
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esta dada fundamentalmente por Ia LH y la PGF2a. La funci6n de la progesterona es preparar al
endometrio para la implantaci6n del embri6n y el mantenimiento de la prefiez, mediante el
incremento en el numero de glandulas secretorias endometriales y la inhibici6n de la motilidad
del miometrio. A su vez, provoca el desarrollo del tejido secretorio de las glandulas mamarias.

Recientemente, con el desarrollo de la ultrasonografia transrectal, se han podido combinar el
radioinmunoanalisis junto can esta ultima tecnica para el estudio del cicIo estral (Gonzalez de
Bulnes y col., 1999). Los altos niveles de progesterona tienen un efecto inhibitorio sobre la
pulsatilidad de LH tanto en la vaca, como en la oveja y en la cabra. En la cabra, se ha observado
que las ondas foliculares que se desarrollan bajo grandes concentraciones de progesterona tienen
foliculos de menor tamafio, a diferencia de aquellos que se desarrollan cuando las
concentraciones de progesterona son bajas (Ginther y col., 1994). Los niveles de progesterona se
correlacionan negativamente con el tamafio folicular y esta demostrado que niveles altos de
progesterona inducen el recambio folicular en la vaca (Adams y col., 1992) y en la oveja
(Rubianes y col., 1996). Por otro lado, los niveles subluteales de progesterona provocan la
persistencia del foliculo dominante que desencadena la ovulaci6n de un foliculo con fertilidad
disminuida (Revah y Butler, 1996). Recientemente, tambien se ha demostrado en la cabra que la
progesterona tiene un papel fundamental en el recambio folicular. Trabajos realizados por
Menchaca y Rubianes (2002) mostraron que la administraci6n de altos niveles de progesterona
durante la fase luteal temprana, afecta el desarrollo del foliculo dominante de la onda 1, y
adelantan la emergencia de la onda 2.

Estrogenos

EI principal estr6geno que se secreta en el ovario es el 17B-estradiol, tambien estrona y estriol
son secretados en concentraciones menores. Las celulas de la teca de los foliculos antrales tienen
receptores de LH y las celulas de la granulosa de FSH. La LH induce la producci6n de
andr6genos por parte de las celulas tecales que difunden hacia las celulas de la granulosa. Estos
andr6genos son los precursores de los estr6genos bajo el estimulo de la FSH. En la medida que el
foliculo dominante crece, la FSH induce la fonnaci6n de LH en las celulas de la granulosa para
producir mayor cantidad de andr6genos que resultan en mayor cantidad de estr6genos producidos
por el foliculo dominante.

EI cicIo estral es una cadena de eventos donde el hipotalamo, la hip6fisis, los ovarios y el utero
interaccionan para coordinar la funci6n reproductiva. EI estradiol, asi como la progesterona,
tienen un rol fundamental en el control de este mecanismo. EI control end6crino que realizan los
estr6genos sabre el cicIo estral esta determinado por la uni6n de estas hormonas a sus receptores
(ERa y ER~) que se ubican en diferentes sitios del tracto reproductivo.

La fase folicular del cicIo estral en rumiantes comienza con la lute6lisis, donde la disminuci6n de
la concentraci6 de progesterona hace que desaparezca la retroalimentaci6n negativa sobre la
secreci6n de LH y la hip6fisis comienza a secretar un pulso de LH cada 60 minutos (revisado por
B6, 2007). EI incremento en los pulsos de LH estimula el desarrollo del foliculo dominante, que a
su vez incrementa la secreci6n de estr6genos (principalmente 17~-estradiol). Los niveles de
estradiol aumentan desde la regresi6n luteal hasta el inicio del celo y este aumento en la secreci6n
de estradiol es el responsable del comportamiento estral de las hembras y de la inducci6n delpico
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preovulatoiro de LH. Para desencadenar este pica preovulatorio el estradiol aumenta la
sensibilidad hipofisaria al estimulo de la GnRH., aumenta el numero de receptores de GnRH en
las celulas hipofisarias, se estimula la sintesis de gonadotropinas, aumenta el efecto "preparador"
de la GnRH (la GnRH incrementa la respuesta hipofisaria a exposiciones sucesivas de esta
hormona)., se establece un mecanismo a nivel hipotalamico que termina en una descarga de
GnRH que induce el pico preovulatorio de gonadotropinas (revisado por B6., 2007). EI pico
preovulatorio de LH produce un aumento del riego sanguineo en el ovario, se disocia el cumulus
oophurus y se reinicia el proceso de meiosis del ovocito que se encontraba en profase I. Se
produce un aumento y cambio en la secreci6n de esteroides que se manifiesta con un aumento en
la secreci6n de progesterona a partir de la ovulaci6n.

EI estradiol tambien interviene en el mecanismo luteolitico al interactuar con sus receptores
endometriales e inducir la sintesis de receptores para oxitocina. Luego la oxitocina circulante se
une a los receptores, activa la fosfolipasa A, libera acido araquid6nico, y esto lleva a la
producci6n de PGF2a. Como ya fue descrito la PGF2a estimula la liberaci6n de oxitocina por
parte del CL, y esta oxitocina luteal induce una mayor secreci6n de PGF2a por el endometrio y se
establece una retroalimentaci6n positiva que determina la lisis del CL.

En conclusi6n, las grandes funciones del estradiol en el cicIo estral son intervenir en la
manifestaci6n estral (actua a nivel del sistema nervioso central), en la liberaci6n del pico
preovulatorio de LH (actua a nivel hipotalamo-hipofisario) y en la lute61isis (aumenta los
receptores de oxitocina).

4.4. SINCRONIZACION DE LA OVULACION E INSEMINACION ARTIFICIAL

La sincronizaci6n de celo y la IA son dos tecnicas extensamente difundidas en pequefios
rumiantes que permiten optimizar el uso del material genetico de individuos superiores. Una
tecnica de sincronizaci6n de celo debe inducir una respuesta estral fertil y sincronizada. Mas
recientemente la sincronizaci6n de la ovulaci6n permiti6 desarrollar la inseminaci6n artificial a
tiempo fijo (IATF), de esta manera se logra prescindir de la detecci6n de celo asi como mejorar
ampliamente el manejo reproductivo.

4.4.1. Sincronizacion de la ovulacion

En la mayoria de los tratamientos desarrollados se logra inducir y sincronizar los celos, aunque el
grado de sincronizaci6n y la fertilidad lograda no son del todo satisfactorios. En los ultimos afios
la manifestaci6n estral ha dejado de cobrar importancia y los estudios se han focalizado en
sincronizar la ovulaci6n y mejorar la fertilidad obtenida. Para ello se ha trabajado en mejorar los
tratamientos tradicionales en base a progestagenos y prostaglandina, con el objetivo de
sincronizar las ovulaciones y evitar asi la detecci6n de celo.



Tratamientos Tradicionales con Progesterona

Los tratamientos tradicionales consisten en el uso de dispositivos intravaginales de progestagenos
(progesterona y sus analogos). Los progestagenos tienen un papel inhibitorio sabre la actividad
del eje hipotalamo-hipofisario, de esta manera es que la fase folicular se ve bloqueada y luego de
retirar los dispositivos se desencadena y resulta en el estro y la ovulaci6n.

La duraci6n de los tratamientos tradicionales fue variando debido a que al principio se pretendia
simular la vida media del cuerpo luteo. Por 10 tanto el dispositivo de progesterona se mantenia en
Ia vagina durante 14-15 dias en ovejas y 17-19 dias en cabras. Mas adelante, la duraci6n de los
tratamientos se redujo a 11-12 dias en caprinos y se asoci6 una dosis de PGF2a previa al retiro
del dispositivo (Corteel y col., 1988). Cuando los tratamientos se desarrollan durante el anestro
estacional es necesario asociar la progesterona a una gonadotropina al momento de retirar el
dispositivo, y la mas utilizada es la gonadotropina cori6nica equina (eCO). Esta honnona tambien
es utilizada durante la estaci6n reproductiva debido a que permite concentrar aun mas las
ovulaciones.

La inserci6n de los dispositivos de progesterona induce un incremento en las concentraciones
plasmaticas de progesterona que se mantienen elevadas durante los primeros 3-4 dias, para luego
de 6-7 dias alcanzar concentraciones subluteales (/""oJ 1ng/ml) al final del tratamiento (Rubianes y
col., 1998). Los bajos niveles de progesterona al final del tratamiento afectan la fertilidad debido
al efecto sabre el transporte espermatico (Evans y Armstrong, 1984) y sobre el desarrollo
folicular (Menchaca y Rubianes, 2001). Esta es una de las principales causas que ha llevado a que
estos tratamientos largos sean cuestionados en los ultimos afios.

Tratamientos Cortos

Si bien los resultados en la sincronizaci6n de celos con tratamientos tradicionales son aceptables,
existen evidencias de que los niveles subluteales de progesterona promueven el crecimiento y la
persistencia del foliculo de mayor di8metro. Esto provoca la ovulaci6n de foliculos "envejecidos"
cuando se utilizan tratamientos de 12 a 14 dias (Vifioles y col., 2001). La progesterona afecta de
manera negativa la secreci6n pulsatil de LH y el crecimiento terminal de los foliculos antrales es
inducido por una mayor frecuencia en la pulsatilidad de esta hormonal Es por esto que cuando
existen niveles bajos de progesterona plasmatica se incrementa la pulsatilidad de LH, y por 10
tanto aumenta de tamafio el foliculo de mayor di8metro. Frente a esta situaci6n, en condiciones
fisiol6gicas al disminuir las concentraciones de progesterona se establece una retroalimentaci6n
positiva entre el estradiol y la ,GnRH-LH desencadenandose el pico preovulatorio de LH y la
ovulaci6n. Existen situaciones (por ejemplo, con el uso de tratamientos largos) donde la
progesterona se mantiene en niveles subluteales y por 10 tanto se incrementa la pulsatilidad de LH
pero el pica preovulatorio esta inhibido. En consecuencia, el foliculo persiste y prolonga su
tiempo de vida. Como resultado ocurre Ia ovulaci6n de foliculos "envejecidos" que predisponen a
una menor fertilidad.

Como respuesta a estos conocimientos se han desarrollado tratamientos de corta duraci6n con
solo 5-7 dias de administraci6n de progestagenos (Tratamientos Cortos). Estos tratamientos se
han asociado con PGF2a aI momenta de insertar eI dispositivo y con eCO al momento del retiro.
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Existen diferentes trabajos que han validado este nuevo protocolo tanto durante la estaci6n
reproductiva como durante la estaci6n de anestro (Menchaca y col., 2007). Estos trabajos,
detenninaron la respuesta end6crina, luteal, folicular y ovulatoria provocada por los tratamientos
cortos, y de esta manera es que se pudo detenninar can exactitud el momento de la ovulaci6n e
inseminar sin la deteccion de celo. En cabras, el momento optima para realizar la IATF por via
cervical es a las 54 horas de retirado el dispositivo logrando tasas de prefiez superiores al 60%
(Menchaca y col., 2007).

4.4.2. Inseminacion artificial intrauterina

En la cabra y en la oveja, la inseminacion artificial presenta la dificultad de atravesar el cervix
con la canula de inseminaci6n para alcanzar la luz uterina. Esto ocurre debido a un menor tamaiio
corporal en comparaci6n con otras especies como las vacas y a la anatomia del cervix (Kershaw y
col., 2005). En la cabra, se puede lograr una mayor penetraci6n que en la oveja y esto mejora
significativamente los resultados en los programas de inseminacion artificial (Evans y Maxwell,
1990).

Diferentas estrategias fueron desarrolladas con el objetivo de superar la barrera que representa el
cervix en estas especies, siendo la laparoscopia la altemativa mas eficaz. Esta permite el abordaje
del utero y la deposici6n del semen directamente en la luz de los cuemos. Cuando se utiliza
semen congelado en las cabras superovuladas es necesaria la inseminaci6n intrauterina que
generalmente se realiza por laparoscopia. Los tratamientos de superovulaci6n disminuyen el
transporte espennatico en el tracto reproductivo, par 10 tanto la deposici6n del semen en el utero
incrementa notablemente la tasa de fertilizaci6n (Evans y Annstrong, 1984). La tecnica de IA por
laparoscopia consiste en colocar al animal en posicion decubito dorsal can el tren posterior
elevado can una inclinaci6n de 45°. Luego se realizan dos punciones en la region ventral del
abdomen, a 8-10 cm de la linea media y a 5 cm hacia craneal de la glandula mamaria. EI
laparoscopio se introduce por la punci6n del lado izquierdo, y el inyector de semen se coloca por
la punci6n del lade derecho, provisto de una aguja con la eual se punciona el cuemo uterino para
depositar el semen.

4.5. SUPEROVULACION Y TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

4.5.1. Antecedentes

La TE es aplicada en diferentes programas de multiplicaci6n de genetica en pequefios rumiantes
debido a que permite -a partir de un nucleo reducido de reproductores- maximizar la producci6n
de nuevos individuos en un periodo corto de tiempo. Los primeros trabajos de transferencia de
embriones en ovinos y caprinos fueron realizados hace mas de 60 aiios (Warwick y Berry, 1949,
citado por Annstrong y Evans, 1983). A partir de entonces, se han logrado muchos avances en
todas las tecnologias reproductivas utilizadas en pequefios rumiantes, principalmente desde la
decada de los 80. EI desarrollo de MOET fue bastante lento debido a la variabilidad en la
respuesta ovarica a los tratamientos de superovulaci6n, el bajo porcentaje de fertilidad asociado a
la alta respuesta ovulatoria y a la alta incidencia de CLRP (Cognie, 1999).
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Un programa de MOET con resultados satisfactorios puede considerarse en 10 cuerpos luteos por
donante, 7 embriones colectados, 5 embriones transferibles y un 50-60% de sobrevivencia
embrionaria luego de la transferencia a las receptoras (Baldassarre y Karatzas, 2004). En vacas
las cifras registradas durante el 2005 de embriones transferidos (producidos in vivo) son 612.1 78,
de los cuales el 20,5% fue transferido en America del Sur, el 50% en America del Norte, el 15%
en Europa y el 18,9% en Asia (lETS, 2006). De acuerdo a este reporte de la lETS, en cabras y
ovejas mas de 7000 y 25000 embriones, respectivamente, fueron transferidos durante el 2005 en
todo el mundo.

4.5.2. Factores que afectan la respuesta superovulatoria

Los tratamientos superovulatorios inducen el crecimiento de un alto nUmero de foliculos en
detrimento de la calidad de los mismos. En ovejas los foliculos que ovulan luego de un
tratamiento superovulatorio alcanzan un menor tamafio comparado con aquellos que no fueron
estimulados (Driancourt, 2001). La mayoria de los estudios de superovulaci6n tienen como
objetivo mejorar la respuesta ovulatoria y embrionaria y disminuir la variabilidad en los
resultados. Esta variabilidad es atribuida tanto a factores extrinsecos (gonadotropinas, protocolo
de superovulaci6n, etc) como a factores intrinsecos al animal (estatus reproductivo, edad, raza,
estado nutricional, el individuo) (Gonzalez de Bulnes y col., 2004).

Factores extrinsecos

Para la realizaci6n de un programa MOET es necesario un tratamiento de superovulaci6n con
gonadotropinas. La primera gondotropina utilizada para los protocolos de superovulaci6n fue la
eCG. Esta hormona se administra en una unica dosis uno 0 dos dias antes de retirar el dispositivo
can progesterona. La eCG tiene una larga vida media, y esto resulta en una alta incidencia de
foliculos anovulatorios asociada a niveles elevados de estradiol producidos por estos. EI
estrogeno producido por estos foliculos anovulatorios alteraria el transporte de los gametos
disminuyendo asi la tasa de fertilizaci6n (Evans y Armstrong, 1984). Posteriormente, se compar6
el uso de eCG con FSH (Annstrong y col., 1983) y se encontr6 que la FSH mejora
significativamente los resultados en la ovulaci6n y fertilizacion, as! como en la calidad de los
embriones obtenidos. Actualmente, las hormonas mas utilizadas en los tratamientos de
superovulaci6n son extractos de pituitaria de cerdo (pFSH) 0 de oveja (oFSH).

Si bien es posible la recuperaci6n de embriones por lavaje uterino transcervical, la fonna
quirurgica por laparotomia es la mas utilizada. Esta tecnica tiene como inconvenientes el riesgo
quirurgico y la limitada repetibilidad sobre las hembras. La exteriorizacion del tracto
reproductivo muchas veces genera adherencias que producen una disminuci6n en la colecta
embrionaria luego de sucesivas cirugias (Torres y col., 1987).

Factores intrinsecos

Los principales factores intrinsecos que afectan la respuesta superovulatoria estan relacionados
can Ia raza, can la edad, can la nutrici6n yean el estatus reproductivo (Gonzalez de Bulnes y
coL, 2004). Los mejores resultados en la respuesta superovulatoria son encontrados
aproximadamente a los seis ailos de edad (Torres y col., 1987). Aparentemente no existe una
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aSOClaClon entre la nutrlclon y Ja respuesta superovulatoria que atecte la tasa ovulatoria. No
obstante, la deficiencia nutricional puede comprometer la viabilidad del ovocito, el desarrollo
embrionario, y el desarrollo luteal (Gonzalez de Bulnes y col., 2004). A su vez existen reportes
que indican que cuando los animales son alimentados ad libitum, disminuye la respuesta'
ovulatoria y la calidad ovocitaria y embrionaria (Lozano y col., 2003).

Con el desarrollo de la ultrasonografia transrectal en pequefios rumiantes se ha podido elucidar
que una mayor respuesta a los tratamientos con FSH ex6gena esta asociada a una mayor cantidad
de foliculos pequefios (2 a 3 mm de diametro) presentes en el ovario al inicio del tratamiento
superovulatorio. Por otra parte la cantidad de foliculos grandes esta inversamente relacionada con
el numero de embriones transferibles (Menchaca y col., 2002). La presencia de un foliculo grande
al inicio del tratamiento con FSH determina menor reclutamiento folicular, disminuci6n en la
respuesta ovulatoria y calidad luteal, y menor cantidad de embriones transferibles (Rubianes y
col., 1997; Menchaca y col., 2002). A partir de estos conocimientos, se han desarrollado
diferentes estrategias para incremelltar el numero de foliculos pequefios y para asegurar la
ausencia de un folic,ulo grande al inicio del tratamiento con FSH.

4.5.3. Hormonas utilizadas

A continuaci6n se describen las principales hormonas utilizadas en los tratamientos
superovulatorios y sus efectos mas relevantes.

Progestagenos

Los progestagenos mas utilizados son la medroxiprogesterona (MAP) y fluorogestona (FGA) en
dosis de 60 y 30-40 mg, respectivamente. Estos se administran en esponjas de poliuretano que
presentan algunas desventajas como adherencia de las mismas a la pared vaginal, vaginitis con
producci6n de flujo, etc. Como altemativa se desarrollaron dispositivos de silicona impregnados
con progesterona natural (CIDR-G) que no presentan los inconvenientes anteriormente citados.
Sin embargo, ambas clases de dispositivos han logrado resultados similares tanto en caprinos
(Romano, 2004) como en ovinos (Ungerfeld y Rubianes, 2002).

Prostaglandinas

Son secretadas por casi todos los tejidos corporales como derivados del acido araquid6nico. Las
prostaglandinas son acidos grasos no saturados de 20 carbonos. La mayoria de elIas actuan en el
sitio donde son producidas, no obstante pueden ser transportadas en sangre para actuar en un
tejido blanco, lejos del tejido de producci6n. Las prostaglandinas mas relacionadas con la
reproducci6n son la PGF2a y la PGE2. La PGF2a tiene propiedades luteoliticas en los animales
domesticos. En la oveja, la PGF2a provoca regresi6n del CL a partir del tercer dia luego de la
ovulaci6n (Rubianes y col., 2003) y en cabras existen antecedentes que indicarian que el CL es
sensible a la PGF2a tambien en etapas tempranas de su desarrollo (Serna y col., 1978).

Ademas de la funci6n luteolitica, la PGF2a regula varios procesos fisiol6gicos como la
contracci6n del musculo liso en aparato reproductor y el transporte espermatico. No obstante, su
funci6n luteolitica fue la que impuls6 el desarrollo de analogos sinteticos para el control del cicIo
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estral de los animales domesticos. Los analogos sinteticQs mas utilizados son el Cloprostenol
(dextrogiro y racemico), el Delprostenate, y el Dinoprost que es un analogo natural.

Hormona liberadora de gonadotropina

La GnRH es un decapeptido producido en el hipotalamo que induce la sintesis y liberaci6n de la
LH y de la FSH por parte de la hipofisis. Se han sintetizado dos tipos de analogos de GnRH para
el manejo del cicio estral: los antagonistas, que se unen al receptor en la hip6fisis pero no inducen
la liberaci6n de LH y FSH y bloquean la acci6n de la hormona natural; y los agonistas que
inducen la liberaci6n de FSH y LH. En los tratamientos superovulatorios la GnRH es utilizada
para inducir Ia ovulacion luego de la administraci6n de FSH.

Gonadotropina corionica equina

La eCG es una gIicoproteina con subunidades alfa y beta similares a las de la FSH y LH pero con
mayor contenido de carbohidratos, fundamentalmente acido sialico, que es el que causa la larga
vida media. Esta gonadotropina es secretada por el corion equino, a traves de las cupulas
endometriales que se forman el dia 40 de gestacion y se mantienen hasta el dia 85. La eCQ tiene
efectos tanto FSH como LH y se obtiene del suero sanguineo de yeguas prefiadas para su uso en
otras especies.

Hormona Foliculo Estimulante

La FSH es comercializada como hormona para inducir la superovulaci6n, y 10 que mas se utiliza
en ovejas y en cabras son extractos de pituitaria de cerdo (Folltropin®, Bioniche, Ontario, Canada
o Pluset®, Calier, Espana) 0 de ovino (Ovagen®, ICP, Auckland, Nueva Zelanda).

4.5.4. Tratamientos Tradicionales

Los protocolos tradicionales de superovulaci6n surgen en la decada de los 80 y consisten en un
tratamiento con progesterona de 11 dias y FSH desde 48-60 horas antes de finalizar dicho
tratamiento. Al momenta de administrar la primera dosis de FSH se administra una dosis de un
analogo de PGF2u. Este tratamiento induce un incremento en las concentraciones de
progesterona durante las primeras 48 horas luego de la inserci6n del dispositivo que luego
comienzan a disminuir alcanzando bajas concentraciones al final del tratamiento (durante la
superovulaci6n con FSH). Como fue descrito para los tratamientos de sincronizaci6n esto no
seria conveniente para la calidad ovocitaria e iria en detrimento de la fertilizaci6n y el desarrollo
embrionario (Greve y col., 1995). La aplicaci6n de un segundo dispositivo de progesterona
durante el tratamiento ha mejorado en cierta medida los resultados en ovinos (Thompson y col.,
1990).
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4.5.5. Tratamientos Alternativos

La dominancia folicular se da en presencia de un foliculo grande (> 5 mm) que ha requerido para
su desarrollo tanto FSH como LH end6gena. Por 10 tanto la disminuci6n en la secreci6n de FSH y
LH previo al inicio del tratamiento con FSH es una buena altemativa para evitar la dominancia
folicular y mejorar la respuesta superovulatoria. Para ello, se han comenzado a utilizar
agonistas/antagonistas de GnRH antes de comenzar con el tratamiento de FSH (Cognie y col.,
2003). La administraci6n de un tratamiento previo con un agonista como la Buserelina durante 15
dias, 0 de 10 dias con un antagonista como el Antarelix combinado con un progestageno suprime
la liberaci6n de gonadotropinas end6genas y el desarrollo folicular. De esta manera es que se
inhibe la presencia de foliculos grandes y aumenta significativamente el nfunero de foliculos
pequefios (Cognie y col., 2003). No obstante, en cabras no se logra un alto numero de embriones
transferibles debido a la baja tasa de fertilizaci6n (Cognie y col., 2003). Probablemente la menor
tasa de fertilizaci6n es debido a que los anti-GnRH afectan la union de los espermatozoides a la
zona pelucida del ovocito.

Otra de las altemativas desarrolladas para mejorar la eficiencia de los tratamientos
superovulatorios es el comienzo del tratamiento con FSH al inicio de una onda folicular, es decir
en ausencia de un foliculo dominante. Una forma eficaz de predecir el inicio de una onda
folicular es tomar como referencia el momenta en que ocurre la ovulaci6n, ya que coincide con la
emergencia de la onda 1. Se ha propuesto el "Protocolo Dia 0" que consiste en un tratamiento
previo de sincfonizaci6n de la ovulaci6n, para luego iniciar el protocolo de superovulaci6n
(Menchaca y col., 2002). Para la sincfonizaci6n de la ovulaci6n se utiliza un Tratamiento Corto
(Menchaca y col., 2007) y luego se inicia la administraci6n de FSH a tiempo fijo (84 horas luego
de retirar del dispositivo intravaginal). Antes de comenzar con la administraci6n de la FSH se
administra una dosis de GnRH (36 horas luego de retirar el dispositivo), con el objetivo de
concentrar la ovulaci6n (Pierson y col., 2003). La dosis de FSH es repartida en 6-8 dosis
decrecientes administradas cada 12 horas. Con las ultimas dos dosis de FSH se administran dos
medias dosis de PGF2a y a las 12 horas de la ultima FSH se administra una dosis de GnRH. El
pico de LH ocurre a las 4° horas y la ovulaci6n entre las 18 y 24 horas de administrada la GnRH
(Menchaca y col., 2001). De esta manera es posible realizar una IATF y favorecer la aplicaci6n
de estos programas en condiciones comerciales.

17



5. OBJETIVO

Objetivo general

EI objetivo del siguiente trabajo fue determinar la respuesta ovarica y embrionaria obtenida con
eI Protocolo Dia 0 y compararla con el Protocolo Tradicional.

Objetivos particulares

1) Comparar la respuesta ovarica y embrionaria con el Protocolo Dia 0 y el Protocolo
Tradicional.

2) Detenninar dicha respuesta tanto durante la estaci6n reproductiva como durante el anestro
estacional.
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6.1. ANIMALES Y MANEJO

6. MATERIALES Y METODOS ~( It?".
I ..'~:;,.

).-,~, ~ ;(1\
Los experimentos se realizaron durante el anestro estacional (Octubre-Diciembre) y :ifrante la
estaci6n reproductiva (Marzo-Junio) en el Laboratorio de Fisiologia de la Reproducci6n de la"
Facultad de Veterinaria (Montevideo, Uruguay, 35° LS). Se utilizaron 63 cabras lecheras
multiparas de las razas Pardo Alpina y Saanen que estaban en lactaci6n. Se realizaron 94
tratamientos de superovulaci6n comparando el Protocolo Dia 0 y el Protocolo Tradicional (32
cabras recibieron un tratamiento y 31 fueron tratadas dos veces). Las cabras tenian una condician
corporal de 3,1 ± 0,1 (media ± EE, escala 1a 5) y un peso corporal de 49,5 ± 1,2 kg. Las hembras
tuvieron un periodo de adaptaci6n de aproximadamente 20 dias previa al inicio del tratamiento.
La alimentaci6n consisti6 en 2000g de alfalfa de buena calidad y 800g de raci6n por animal por
dia. EI agua fue administrada ad libitum.

6.2. GRUPOS EXPERIMENTALES

EI disefio experimental se repiti6 durante la estaci6n reproductiva (Protocolo Dia 0, n==23;
Protocolo Tradicional, n==19) y durante el anestro estacional (Protocolo Dia 0, n==24; Protocolo
Tradicional, n==28). Durante la estaci6n reproductiva se utiliz6 oFSH en todas las cabras y
durante el anestro estacional se utiliz6 oFSH (Protocolo Dia 0, n==7; Protocolo Tradicional, n== 8)
a pFSH (Protocolo Dia 0, n==17; Protocolo Tradicional, n== 20). A las cabras con respuesta
superovulatoria (2 0 mas CL) se les realiz6 una laparotomia paramediana para realizar la
recuperaci6n embrionaria. Hubo cabras a las que se les realiz6 una sola recuperacian embrionaria
':flushing J " (n==32) a cabras a las que se les realiza dos recuperaciones embrionarias ':flushing
2" (n==21). Para cada estaci6n los grupos experimentales fueron disefiados de manera balanceada
considerando la FSH y el numero de flushing de cada cabra. En la figura 1 se describen los
grupos experimentales.

6.2.1. Protocolo Dia 0

EI momenta de la ovulacian (Dia 0) fue sincronizado con un Tratamiento Corto (Menchaca y
col., 2007) previa al inicio del tratamiento con FSH. EI Tratamiento Corto consisti6 en la
aplicacian de un dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR-G, 0,3 g de progesterona, Eazy­
Breed, Auckland, Nueva Zelanda) durante cinco dias. Al momenta de la insercian del CIDR se
administr6 una dosis de un analogo de PGF2a i.m. (delprostenate 160 J.lg, Glandinex, Universal
Lab, Montevideo, Uruguay) y al momenta del retiro se administra 200 UI de eCG i.m.
(Novormon, Syntex, Buenos Aires, Argentina). A las 24 horas del retiro del CIDR-G se
administra una dosis de 8 f.lg de un analogo de GnRH i.m. (acetato de buserelina, Receptal,
Hoechst, Argentina). Cuando se coloca el CIDR-G se realiza una ecografia para evaluar el
estatus folicular. EI comportamiento estral fue detectado a traves de machos enteros con una
frecuencia de dos veces al dia durante las 84 horas siguientes al retiro del dispositivo. Los
machos permanecian apartados y en el momenta de la deteccian se llevaban al brete donde se
encontraban las hembras. Se considera en estro aquellas cabras que se mantenian quietas frente a
los intentos de monta (no se permitia la monta completa). Tambien se tuvo en cuenta el aumento
de inquietud y nerviosismo de las hembras, el comportamiento homosexual, elevaci6n y
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movimiento del rabo y busqueda del macho. La ovulaci6n se confinn6 mediante la tecnica de
ultrasonografia transrectal a las 36 horas de retirado el CIDR-G (al momenta de administrar la
GnRH) y a las 84 horas de retirado eI CIDR-G (can la primera dosis de FSH). La ovulaci6n fue
definida como la desaparici6n de un foliculo grande entre estas dos veces que se visualizaron los
ovarios por ultrasonografia.

EI Protocolo Dia 0 comenz6 con la primera dosis de FSH administrada a las 84 horas de retirar el
CIDR-G. Durante la estaci6n reproductiva se utiliz6 oFSH i.m. (8,8 mg NIADDK oFSH-17,
Ovagen, ICPbio, Auckland, Nueva Zelanda, n=23) y durante el anestro estacional se utiliz6 oFSH
(n=7) 6 pFSH (200 mg NIH-FSH-PI, Folltropin, Bioniche, Ontario, Canada, n==17). La FSH fue
administrada en seis dosis decrecientes (dos veces por dia) durante tres dias. Con las dos ultimas
dosis de FSH se administraron dos medias dosis de un analogo de PGF2a i.m. (80 flg cada una).
A las 12 horas de la ultima FSH se administr6 una dosis Lm. de 8 un analogo de GnRH y al dia
siguiente 16 y 26 horas luego de administrada la dosis de GnRH se realiz6 la IA con semen
congelado via intrauterina por medio de laparoscopia.

6.2.2. Protocolo Tradicional

Se utiliz6 el tratamiento descrito por Annstrong y col. (1983). EI protocolo comenzo con la
inserci6n de un CIDR-G, que a los 6 dias se cambi6 por uno nuevo, completando 11 dias de
administraci6n de progesterona. Al momento de insertar el CIDR-G se realiz6 una ecografia para
evaluar el estatus folicular. A los 9 dias de iniciado el tratamiento se comenz6 con la
administraci6n de FSH Lm. durante tres dias repartida en seis dosis decrecientes a intervalos de
12 horas. Durante la estaci6n reproductiva se utiliz6 oFSH i.m. (n=19) y durante el anestro
estacional se utiliz6 oFSH (n=8) 0 pFSH (n=20). Se realizo una ultrasonografia al momenta de
administrar la primera dosis de FSH. Una dosis de un analogo de PGF2a fue administrada con la
primera dosis de FSH y a las 12 horas de la ultima FSH se administr6 una dosis de un analogo de
GnRH. Al dia siguiente (16 y 26 horas luego de administrada la GnRH) se realizo la IA con
semen congelado via intrauterina por medio de laparoscopia.
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Figura 1. Esquema representativo del Protocolo Dia 0 y el Protocolo Tradicional para la superovulaci6n de cabras.
El Protocolo Dfa 0 se inici6 con un Tratamiento Corto de sincronizaci6n (5 dias) y el tratamiento con FSH se inici6 a
las 84 horas del retiro del dispositivo. EI Tratamiento Tradicional consisti6 en la inserci6n de un CIDR-G durante 11
dias y el tratamiento con FSH en dosis decrecientes comienza dos dias antes del retiro del dispositivo.

6.3. ULTRASONOGRAFIA TRANSRECTAL

Para realizar las ecografias se utiIiz6 un equipo Aloka 500 SSD (Tokyo, Jap6n) con un
transductor lineal de 7,5 MHz. A este se Ie dio rigidez insertandolo en un cafio de PVC de 30 em
eortado longitudinalmente. De ese modo fue posible introdueir el transduetor en el recto y
manipulario desde el exterior para identifiear las estructuras ovaricas (ver Figura 2). Los folieulos
fueron elasificados como pequefios, medianos y grandes (3 a <4mm; 4 a 5mm; ~ 5 mm
respectivamente).

Figura 2. Ultrasonografla transrectal del tracto reproductor de una oveja. En posici6n craneal al aparato urinario el
transductor se gira en sentido horario y anti-horario para localizar los ovarios. (Modificado de Kahn, 1994).
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6.4. INSEMINACION ARTIFICAL

La inseminaci6n artificial a tiempo fijo se realizo por via intrauterina por laparoscopia (Karl
Store Hopkins, Tuttlingen, Alemania). Las cabras fueron inseminadas a las 16 y a las 26 horas
luego de administrada la dosis de GnRH. Se utiliz6 semen congelado a una dosis de 100 x 106

espennatozoides totales por pajuela.

6.5. RESPUESTA OVARICA

La respuesta ovcirica fue evaluada por laparoscopia a los 6,5 dias de la inseminaci6n, donde se
detennin6 la cantidad de CL. Los CL fueron clasificados como nonnales cuando tenian un color
rojo intenso y cuando el color era de rosado palido a blanco se clasificaban como CLRP. Las
cabras con mas de dos CL normales fueron consideradas como cabras con respuesta y se les
realizo la recuperaci6n embrionaria. A las cabras que tenian CLRP no se les realiz6 la
recuperacion embrionaria.

6.6. COLECTA EMBRIONARIA

La recuperaci6n embrionaria se realiz6 por laparotomia paramediana a los 6,5 dias de la
inseminaci6n. Las cabras se mantuvieron 24 horas en ayuno solido y 12 horas en ayuno liquido.
Recibieron una sedaci6n previa con una combinaci6n de diazepam (7,5 mg Lv., Unizepan,
Unimedical, Montevideo, Uruguay) y ketamina (100 mg Lv., Vetanarcol, Konig, Buenos Aires,
Argentina). Posterironnente., durante la cirugia pennanecieron bajo anestesia inhalatoria con
halotano (Halothane RP, Rhone-Poulenc, Montevideo, Uruguay). Las hembras fueron colocadas
en camillas para laparoscopia con una inclinaci6n de 45° y se rasur6 y desinfect6 el campo
operatorio. Se realiz6 una incisi6n (5 cm de longitud) paralela a la linea media y craneal a la ubre
que permiti6 exteriorizar los cuemos uterinos. Cada cuemo uterino fue lavado por separado
insertando un cateter de 18G proximo a la union utero-tubal por el cual se hizo pasar 40 ml de
medio de lavado (Complete Flushing Solution, ICP, Auckland, Nueva Zelanda) que fue colectado
con una sonda foley 8 0 9 Fr (Rush) insertada en la bifurcaci6n extema del cuerno. Los
embriones fueron colectados en una caja de Petri (90 mm).

6.7. BUSQUEDA Y CLASIFICACION DE EMBRIONES

La busqueda de los embriones se realiz6 bajo lupa estereosc6pica a 40x y a medida que se
identificaron las estructuras se fueron aspirando con una jeringa conectada a un capilar y se
colocaron en una caja de petri de 35 mm con PBS, para luego ser clasificadas. Durante este
periodo los embriones permanecieron a temperatura de laboratorio (18-25°C), protegidos de la
luz y en condiciones de esterilidad. Los embriones fueron clasificados segun Sil calidad y segfu1
su estadio de desarrollo. Para su clasificaci6n se utilizaron los criterios de la International
Embryo Transfer Society (lETS, 1998). Segun su calidad, los embriones se clasificaron como:
Grado 1 (excelente y buena), Grado 2 (regular), Grado 3 (pobres), Grado 4 (degenerados y UFO).
Los embriones grade 1, 2 y 3 fueron considerados como embriones transferibles. De acuerdo al
estadio de desarrollo se clasificaron como: morula, morula compacta, blastocisto temprano,
blastocisto, blastocisto expandido y blastocisto eclosionado (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de las etapas del desarrollo embrionario temprano. En las TE los embriones son colectados entre
los dias 6 y 8 del cicIo estral, cuando se encuentran en el estadio de m6rula (dia 6) 0 blastocisto (dia 7 a 8). (Manual
de la Sociedad Internacional de Transferencia de embriones, 1998, pag. 107).
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6.8. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados por separado para la estaci6n reproductiva y para el anestro
estacional ya que las condiciones ambientales no fueron las mismas para ambas situaciones.

El tamafio (mm) del foliculo de mayor diWnetro al momenta de colocar el CIDR y al inicio del
tratamiento con FSH fue comparado por analisis de varianza (ANOVA). En el modelo estadistico
se incluy6 el efecto del tratamiento (Dia °y Tradicional) y el numero de colecta de Ia cabra
(flushing 1 0 2). Se utiliz6 el test de sobrevivencia para comparar el tiempo transcurrido desde el
retiro del CIDR al inicio del celo en las cabras del Protocolo Dia 0 entre la estaci6n reproductiva
y la estaci6n de anestro. La poblaci6n folicular, el numero de cuerpos luteos y las estructuras
embrionarias fueron analizados por el modelo de regresi6n binomial negativa, debido a la
sobredispersi6n encontrada con el modelo de regresi6n de Poisson. En el modelo estadistico se
incluy6 el efecto del Tratamiento (Dia 0 y Tradicional), el nfunero de lavado (debido a que fueron
medidas repetidas sobre los mismos animales), y la FSH utilizada (oFSH; pFSH). Los datos
presentados como frecuencias fueron analizados por el Test exacto de Fisher. Los resultados se
presentaron como media ± E.E., y las diferencias fueron consideradas significativas cuando P<
0,05. £1 analisis estadistico fue realizado con el software Stata 8,0.

24



Anestro Estacional

7. RESULTADOS

7.1. ESTATUS OVARICO PREVIO AL T~TAMIENTOCON PROGESTERONA

No hubo diferencias significativas en la poblaci6n folicular al comenzar el tratamiento con
progesterona entre las cabras del Protocolo Dia °y el Protocolo Tradicional, tanto durante la
estaci6n reproductiva como durante el anestro estacional. Los resultados se muestran en Ia Tabla
1.

Tabla 1. Estatus folicular (media ± EE) al inicio de los tratamientos de superovulacion (Dia 0 y Tradicional) en
cabras lecheras durante fa estaci6n reproductiva y el anestro estacional.

Estaci6n Reproductiva

Protocolo Protocolo
Dia 0 Tradicional

(n=23) (n=19) p

Protocolo Protocolo
Dia ° Tradicional

(n=24) (n=28) p

Estado Folicular al colocar
el CIDR

No. de foliculos
9,1 ±2,3 8,4 ± 2,0 8,6 ± 1,4 9,6 ± 1,4

pequefios (3-4mm)
ns ns

No. de foliculos
0,4 ± 0,3 0,8 ± 0,5 1,4 ± 0,3 1,0 ± 0,3

medianos (4-5mm)
ns ns

No. de foliculos
2,0 ± 0,5 2,4 ± 0,5 2,6 ±0,3 2,7 ± 0,3grandes (>5mm)

ns ns

DiAmetro del mayor
6,0 ± 0,8 6,8 ± 0,3 ns 6,2 ± 0,2 6,3 ± 0,3 ns

foliculo (mm)

7.2. EMERGENCIA DE LA ONDA 1 INDUCIDA CON EL TRATAMIENTO CORTO

La respuesta estral luego de retirar el CIDR-G no fue evaluada en la ultima replica realizada
durante el anestro estacional, por 10 tanto el numero de cabras evaluadas en este periodo fue 17.
La frecuencia de hembras en estro durante la estaci6n reproductiva y durante el anestro estacional
fue de 65,2% (15/23) y 82,4 % (14/17), respectivamente. EI intervalo desde el retiro del CIDR-G
al inicio del estro fue de 34,4 ± 1,3 horas durante la estaci6n reproductiva y 40,3 ± 2,2 horas
durante el anestro.

A las 36 horas de retirar el CIDR-G (en el momenta que se administr6 la dosis de GnRH), se
encontr6 que todas las cabras presentaban foliculos grandes tanto en la estaci6n reproductiva
como en el anestro estacional. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

25



p

A las 84 horas del retiro del CIDR-G, solo el 25,5% (12/47) de las cabras presentaban foliculos
grandes, confirmando la ovulaci6n inducida por el Tratamiento Corto del 74,5% (35/47) de las
cabras tratadas.

Tabla 2. Respuesta ovulatoria (media ± EE) del Tratamiento Carta (160 Jlg de un analogo de PGF2a + CIDR 5 dias
+ 200UI eCG), utilizado para sincronizar la avulaci6n de las cabras que luega recibieron el Protocolo Dia o.

Estaci6n Reproductiva Anestro Estacional
(n=23) (n=24)

Estado folicular 36 horas
luego del retiro del CIDR

N° de foliculos grandes
(>5mm)

Di8metro del foliculo
de mayor tamafio (mm)

Estado folicular 84 horas
luego del retiro del CIDR

N° de foliculos grandes
(>5mm)

Di8metro del foliculo
de mayor tamafio (mm)

2,1 ± 0,2

6,8 ± 0,2

0,5 ± 0,9

4,4 ± 1,2

1,8 ± 0,3

6,7 ± 0,2

0,3 ± 0,6

4,2 ± 0,8

ns

ns

ns

ns

7.3. ESTATUS FOLICULAR AL INICIO DEL TRATAMIENTO CON FSH

En el Protocolo Dia 0 se encontr6 mayor cantidad de foliculos pequeiios y menor cantidad de
foliculos grandes en comparaci6n con el Protocolo Tradicional al inicio del tratamiento
superovulatorio, tanto durante la estaci6n reproductiva como durante el anestro estacional (Tabla
3 y Figura 4). Sin embargo no hubo diferencias en la cantidad de, foliculos medianos en la
estaci6n reproductiva ni en el anestro estacional. Por otro lado el tamafio del foliculo de mayor
diametro fue menor para el Protocolo Dia °que para el Protocolo Tradicional al momento de
comenzar el tratamiento superovulatorio, tanto durante la estaci6n reproductiva como durante la
estaci6n de anestro. Como resultado general, el Protocolo Dia 0 inici6 el tratamiento con FSH en
ausencia de un foliculo dominante en el 70-79% de las cabras mientras que con el Protocolo
Tradicional s610 fue en un 16-7%. Los resultados se presentan en la Tabla 3 y en la Figura 4.
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Tabla 3. Respuesta folicular (media ± EE) al inicio del tratamiento con FSH para el Protocolo Dfa 0 y Tradicional
durante la estaci6n reproductiva y el anestro estacional en cabras lecheras.

Estaci6n Reproductiva

Protocolo Protocolo
Dia 0 Tradicional

(n=23) (n=l9) p

Anestro EstacionaI

Protocolo Protocolo
Dia 0 Tradicional

(n=24) (n=28) p

Estado Folicular a la ler
dosis de FSH

Diametro del mayor
4,5 ± 0,3 6,7 ± 0,4 < 0,01 4,2 ± 0,3 6,5 ± 0,3 < 0,01

foliculo (mm)
No. de cabras con

16/23 3/19 19/24 2/28
ausencia de foliculo

(70%) (16%)
< 0,01

(79%) (7%)
< 0,01

grande (%)

A)

14

12
tJ)

-@ 10
o
~ 8
S
~ 6

Z 4

2

o

B)

20
18

16

~ 14

~ 12

:E 10

~ 8

Z 6
4

2

o
Pequerios Medianos Grandes Pequenos Medianos Grandes

Figura 4. Numero (media ± EE) de foliculos pequenos, medianos y grandes al inicio del tratamiento con FSH para el
Protocolo Dia 0 (barras claras) y Protocolo Tradicional (barras oscuras) durante A) estaci6n reproductiva y B)
anestro estacional en cabras lecheras. Diferentes letras indican diferencias significativas entre los tratamientos
(P<O,05).
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7.4. RESPUESTA OVULATORIA Y EMBRIONARIA \ ?\,;,~;::

~ ...).\
Los resultados son presentados sobre el total de las hembras tratadas y posterionnente sobre las
que tuvieron respuesta.

7.4.1. Respuesta sobre el total de las cabras

Estacion Reproductiva

Con el protocolo Dia °se obtuvo una mayor respuesta ovulatoria y embrionaria (Tabla 4). Se
encontr6 que 3/23 (13%) y 11/19 (58%) tuvieron CLRP para el Protocolo Dia °y Tradicional,
respectivamente (P<0,05). No se encontr6 efecto de la FSH utilizada ni en el numero de flushing
realizado (P>0,05).

Embriones
TransferiblesTratamiento

Tabla 4. Respuesta ovulatoria y embrionaria (media ± EE) del total de las cabras tratadas, comparando el Protocolo
Dia 0 con el Protocolo Tradicional durante la estaci6n reproductiva (media±EE).

Cabras con Embriones
CL nonnales

~ 2 CL (%) Colectados

Dia °n=23 20/23 (87%) 8,1 ± 0,8 5,5 ± 0.8 3,5 ± 0,7

Tradicional n=19 8/19 (42%) 3,5±1,0 1,8 ± 0,6 0,8 ± 0,3

p <0,001 <0,05 <0,001 <0,05

Anestro Estacional

Durante el anestro estacional no se encontraron diferencias significativas en la respuesta al
tratamiento, 3/24 (12,5%) y 3/28 (11 %) cabras tuvieron CLRP para el Protocolo Dia °y
Tradicional, respectivamente. Al igual que en estaci6n reproductiva, tampoco se encontr6 efecto
de la FSH, ni del numero de flushing realizado. En la tabla 5 se muestra que no hubo diferencias
significativas para ninguna de las variables analizadas.

Embriones
Transferibles

Embriones
Colectados

CL nonnalesTratamiento

Tabla 5. Respuesta ovulatoria y embrionaria (media ± EE) del total de las cabras tratadas, comparando el Protocolo
Dia 0 con el Protocolo Tradicional durante anestro estacional (media ± EE).

Cabras con
~ 2 CL (%)

Dia°n=24 21/24 (88%) 12,2 ± 1,7 8,5 ± 1,6 4,9± 1,0

Tradicional n=28 25/28 (89%) 10,8 ± 1,3 7,3 ± 1,0 3,3 ± 0,6

p ns ns ns ns
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7.4.2. Respuesta sobre las cabras en las que se colectaron embriones

Los resultados sobre las cabras que tuvieron respuesta se presentan en la Tabla 6. No se encontro
un efecto de la FSH utilizada, ni en el nUmero de flushing en ninguna de las variables analizadas.
La respuesta ovarica (numero de CL normales) no se vio afectada por el tratamiento (Protocolo
Dia 0 vs Protocolo Tradicional) durante la estaci6n reproductiva, ni tampoco durante la estaci6n
de anestro. Si bien se colectaron ~1,9 y ~1,5 embriones (estaci6n reproductiva y anestro
estacional, respectivamente) mas can el Protocolo Dia 0 que con el Tradicional, esta diferencia
no fue significativa.

Hubo una tendencia estadistica a obtener una mayor cantidad de embriones grado 1 & 2 con el
Protocolo Dia 0 que con el Protocolo Tradicional durante la estaci6n reproductiva (P=0,7) y
durante el anestro estacional (P=0,9). La cantidad de embriones grado 1 & 2/embriones
colectados fue mayor para el protocolo Dia 0 que para el Tradicional tanto durante la estaci6n
(P<O,05) como durante el anestro (P<O,OI).

Tabla 6. Respuesta ovulatoria y embrionaria (media ± EE), comparando el Protocolo Dfa 0 con el Protoco]o
Tradicional durante la estaci6n reproductiva y el anestro estacional en cabras lecheras. iii i i

Estaci6n Reproductiva Anestro Estacional

Protocolo Protocolo Protocolo Protocolo
Dia° Tradicional Dia° Tradicional

(n=23) (n=19) P (n=24) (n=28) P

No. de cuerpos luteos 9,3 ± 0,5 8,3 ± 0,8 ns 14 ± 1,6 12 ± 1,2 ns

No. estructuras colectadas 6.3 ± 0.8 4.4± 0,7 ns 9.7 ± 1.5 8,2±1,0

Fertilizados/ Colectados (%)
96/126 25/35 163/203 154/204
(76%) (74%)

ns
(80%) (75%)

No. embriones transferibles 4,1 ± 0,8 2,9 ± 0,6 ns 5,9±1,1 4,5 ± 0,6

No. de embriones grado 1&2 4,1 ± 0.7 2,0 ± 0,5 <0,1 5,6 ± 1,1 3,7 ± 0,6

Grado 1&2/ embriones 81/126 16/35
<0,05

118/203 92/204
colectados (%) (64%) (46%) (58%) (45%)

ns

ns

ns

<0,1

<0,01
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8. DISCUSION

EI Protocolo Dia 0 mejor6 significativamente el porcentaje de hembras con respuesta
superovulatoria (sin CLRP) en comparaci6n con el Protocolo Tradicional durante la estaci6n
reproductiva. A su vez en las donantes con respuesta la calidad embrionaria medida como el
numero de embriones grado 1&2 sobre emhriones colectados aument6 significativamente con el
Protocolo Dia o. Esta respuesta estuvo asociada a la ausencia de un foliculo dominante al inicio
del tratamiento con FSH en el Protocolo Dia 0 al inducir la emergencia de la onda 1 mediante un
Tratamiento Corto.

En el protocolo Dia 0 el momento de la ovulaci6n (Dia 0) y la emergencia de la onda 1 previa al
inicio del tratamiento superovulatorio, fue sincronizado can un Tratamiento Corto descrito en un
reporte previa (Menchaca y col., 2007). En el citado estudio el Tratamiento Corto penniti6
sincronizar la ovulaci6n en el 87% de las cabras a las 60 horas de retirado el CIDR-G. En el
presente trabajo una dosis de GnRH fue administrada 36 horas luego del retiro del dispositivo,
con el objetivo de sincronizar aUn mas la ovulaci6n (Pierson y col., 2003). Como resultado se
indujo la ovulaci6n en el 75% de las cabras. Esto fue confirmado por ecografia al momenta de
administrar la GnRH y 48 horas luego Gunto con la primera dosis de FSH, a las 84 horas del
retiro del CIDR-G). Estos resultados confirman la efectividad de los Tratamientos Cortos
asociados a una dosis de GnRH como altemativa para sincronizar la onda 1. En suma, el
Tratamiento Corto permiti6 iniciar el tratamiento superovulatorio a tiempo fijo (84 horas luego
del retiro del CIDR-G) asegurando la ausencia de un foliculo dominante en la mayoria de las
cabras.

Luego del tratamiento con FSH, ambos protocolos de superovulaci6n pennitieron una tasa de
fertilizaci6n aceptable (76-80%). A partir de estos datos se observa la eficacia del Protocolo Dia
oen sincronizar la ovulaci6n. Esto permiti6 realizar la inseminaci6n a tiempo fijo y esta result6
en un plausible porcentaje de fertilizaci6n de manera similar a 10 reportado en el Protocolo
Tradicional (Annstrong y col., 1983).

La mayoria de las cabras (70-79 %) que recibieron el Protocolo Dia 0 estaban en ausencia de un
foliculo dominante al inicio del tratamiento superovulatorio, versus el 16% y 7% (estaci6n
reproductiva y anestro estacional, respectivamente) de las hembras tratadas con el Protocolo
Tradicional. Por 10 tanto la ausencia de un foliculo dominante estuvo asociada a una mejor
respuesta superovulatoria y embrionaria. Estos resultados coinciden con trabajos previos que
encuentran un efecto negativo de la presencia de un foliculo dominante sobre la respuesta
superovulatoria tanto en cabras (Menchaca y col., 2002) como en ovejas (Rubianes y col., 1997)
y vacas (Adams y col., 1994). Un trabajo reciente en ovejas superovuladas mostr6 que la
incidencia de foliculos anovulatorios estrogenicos afectando la respuesta superovulatoria esta
relacionada a la presencia de un foliculo dominante al inicio del tratamiento con FSH (Veiga­
Lopez y col., 2006). A su vez, la respuesta ovulatoria luego de un tratamiento de superovulaci6n
esta relacionada a la cantidad de foliculos pequefios presentes al inicio del tratamiento con FSH
(Gonzalez de Bulnes y col., 2000). En nuestro trabajo se observo una mayor cantidad de foliculos
pequefios al inicio del tratamiento de superovulaci6n para el Protocolo Dia 0 que para el
Protocolo Tradicional. Esto demuestra que utilizando el Protocolo Dia 0 este factor se puede
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controlar, favoreciendo asi un mayor reclutamiento de foliculos capaces de responder al
tratamiento superovulatorio.

Trabajos en ovejas superovuladas con un Protocolo Tradicional (Gonzalez de Buines y col.,
2003) han encontrado un efecto inhibitorio sobre la respuesta superovulatoria (menor numero de
embriones viables) cuando las hembras presentaban un foliculo dominante al inicio del
tratamiento can FSH durante la estaci6n reproductiva. Sin embargo, durante el anestro estacional,
no se vio afectado ninguno de los parametros superovulatorios evaluados. Estos datos sugieren
que la presencia de un foliculo dominante al inicio de los tratamientos superovulatorios tiene un
efecto mas marcado durante la estaci6n reproductiva que durante el anestro estacional. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con el citado reporte, debido a que la
incidencia de CLRP fue mayor durante la estaci6n reproductiva que durante el anestro estacional.

Los embriones colectados se clasificaron de acuerdo a su estadio de desarrollo y a su calidad. Si
bien no se encontraron diferencias estadisticas, el Protocolo Dia 0 result6 en la producci6n de 2
embriones grado 1&2 mas que el Protocolo Tradicional tanto durante la estaci6n reproductiva
como durante la estaci6n de anestro. Esta tendencia en el incremento de la calidad embrionaria
cuando el Protocolo Dia 0 es utilizado podria explicarse por un mayor numero de foliculos que
responden a la gonadotropina administrada, que coincide can la presencia de un mayor numero
de foliculos pequefios y la ausencia de un foliculo dominante.

La disminuci6n en la cantidad de embriones y en la viabilidad de los mismos cuando el
tratamiento con FSH se inicia en presencia de un foliculo dominante tambien estaria relacionada
con la fonnaci6n de CL subnormales (Gonzalez de Bulnes y col., 2002; Rubianes y col., 1997).
Se observ6 una alta incidencia de cabras con CLRP, que en este caso alcanz6 ~ 50% cuando el
Protocolo Tradicional se utiliz6 durante la estaci6n reproductiva. Durante el anestro estacional no
se encontr6 diferencias en la incidencia de cabras con CLRP entre el Protocolo Tradicional y el
Protocolo Dia o. Estos resultados coinciden con programas MOET realizados previamente en
cabras durante la estaci6n reproductiva (Amstrong y Evans, 1983). En estos trabajos se encontr6
una baja tasa de colecta embrionaria cuando el lavado se realiz6 a los 6-8 dias de detecci6n del
estro y coincidi6 con un alto porcentaje de hembras con CLRP. Pintado y col. (1998) encontraron
una mayor incidencia de CLRP durante la estaci6n reproductiva, que super6 el 50% de las cabras
tratadas. Si bien durante la estaci6n reproductiva habia un mayor nUmero de foliculos evaluados
al momento de la colecta embrionaria, el total de embriones viables fue mayor en el anestro
estacional. Jabbour y col. (1991) encontraron tambien una mayor incidencia de CLRP durante el
otono que durante la primavera, y sugieren la existencia de un componente nutricional para este
fen6meno.

La causa por la cualluego de un tratamiento superovulatorio existe una alta incidencia de CLRP
no es clara. Existen reportes que indican que la prostaglandina F 2a end6gena esta relacionada a
la incidencia de CLRP (Battye y col., 1988). La secreci6n prematura de prostaglandina F 2a
podria estar asociada a la presencia de altas concentraciones de estradiol durante la fase luteal
temprana. Esta hip6tesis surge de trabajos en otras especies donde la administraci6n ex6gena de
estr6genos luego de la ovulaci6n culmina en regresi6n luteal prematura (revisado por Jabbour y
col., 1991). La incidencia de CLRP tambien ha sido asociada a problemas en Ia nutrici6n
(Jabbour y col., 1991), al uso de eeo en los protocolos de superovulaci6n (altos niveles de
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estradiol, debido a la presencia de foliculos persistentes) (Saharrea y col., 1998) y posiblemente
al estres (Pintado y col., 1998). Es importante tener en cuenta el delieado equilibrio endocrino
neeesario para mantener un CL funcional. Una situaei6n de estres podria tener un importante
efeeto sobre este equilibro end6erino y en conseeuencia sobre la ineidencia de CLRP. En ovejas
se ha observado que el estres ea16rieo reduce la seereei6n de LH (revisado por Pintado y col.,
1996). No se ha eneontrado ningUn reporte donde se estudie el efecto del estres sobre la
ovulaci6n en cahras. No obstante, es importante tener en cuenta que el manejo intensivo con
encierros frecuentes de las eabras durante un programa MOET genera eierto grado de estres y
esto podria estar causando una alteraci6n a nivel end6crino que comprometa el eorrecto
desarrollo del CL.

En terminos generales, de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, el estatus folicular al
inicio del tratamiento superovulatorio afectaria el desarrollo folicular y por 10 tanto la calidad de
los embriones colectados y de los cuerpos luteos. Esta respuesta podria estar influenciada por la
estaci6n del ano (estaci6n reproductiva 0 anestro estacional). Estos resultados indican que el
Protocolo Dia 0 permite obtener una mayor cantidad de cabras con mas de dos CL en estaci6n
reproductiva, y a su vez una mejor calidad embrionaria que resulta en un mayor numero de
embriones transferihles por cabra superovulada.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo permiten concluir que -comparado al Protocolo Tradicional­
el Protocolo Dia 0 permite:

v' Aumentar significativamente el numero de cabras que responden con la formaci6n de mas de
dos cuerpos luteos normales al tratamiento superovulatorio durante la estaci6n reproductiva.

v' Mejorar la calidad de los embriones colectados obteniendo un mayor numero de embriones
grado 1 & 2/estructuras colectadas, tanto durante la estaci6n reproductiva como en anestro
estacional.
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