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RESUMEN

Se realizaron dos experimentos, el primero formado por dos grupos de 4 y 3

vacas en anestro, las que fueron tratadas con 200 mg de MAD 11M YCIDR de 1,39

respectivamente. El experimento 2 fue realizado con dos grupos de vacas

ciclando de 7 y 8 animales tratadas con 200 mg y 400 mg de MAD 11M

respectivamente.

En el experimento 1 los animales tratados con 200 mg de MAD presentaron un

perfil irregular de P4 plasmática, ya que se generó un pico muy pronunciado

dentro de las primeras 24 h Y luego cayó a niveles basales «1ng/mL) hasta el fin

del experimento, mientras que el CIDR mantuvo la concentración plasmática

constante hasta su extracción. Por otro lado, en la dinámica folicular no se

observaron diferencias significativas, si una tendencia en el grupo 1 de que los

folículos regresaran luego del día 7, mientras que los del grupo 2 mantuvieron su

crecimiento hasta el día 9, ésto se ve reflejado en la mejor tasa ovulatoria y de

crecimiento en el grupo 2.

En el experimento 2 los perfiles plasmáticos de P4 de ambos grupos fueron

similares, observándose diferencia solamente entre las 4 y 12 h (P<O,OS) de

iniciado. En ambos grupos se observó un marcado pico dentro de las primeras 24

h, que luego desciende manteniendo niveles luteales de P4 (>1 ng/ml) hasta el

final del experimento. Con respecto a' la dinámica folicular, en este experimento

tampoco hubieron diferencias significativas en el diámetro de los folículos,

mientras que si se observó una tendencia de que los folículos del grupo 4 fueron

levemente más chicos y tuvieron una menor tasa ovulatoria y de crecimiento que

los del grupo 3.

1



SUMMARY

In the present work, different doses of progesterone (P4) and rautas of

administration were evaluated in an ovulation synchronization protocol (Ovsynch +

P4). For this 22 Ho'stein cows with more than 200 days open and more than three

previous services were usad; cows were presynchronized with two doses of

prostaglandin F2a 26 and 12 days previous in the beginning of the trials, so that al

the beginning of them they were at the tenth day of the estrous cycle. Two trials

were conducted, first formed by 2 groups of 4 and 3 cows in anestrus t that were

treated with 200 mg of MAD-4 1M and a CIDR with 1.3 9 of P4 respectively. Trial2

was formad by two groups of cycling cows of 7 and 8 animals treated with 200 mg

and 400 mg of MAD-4 1M respectively. In trial1 the animals treated with 200 mg of

MAD-4 presentad an irregular profiJe of P4, since a high peak was detected within

the first 24 (P<OAOS) and soon fall8 to basallevels «1ng/mL) until the end of the

trial. whereas the CIDR maintains a constant plasmatic concentration until their

extraction. In follicular dynamics, significant differences were not observed, onlya

tendency in group 1 to regress after day 7, whereas group 2 maintains its growth

until day 9; this is reflectad in the better ovulatory rate and follicular growth in this

last group. In trial 2 plasmatic profiles of P4 of both groups were similar, existing a

difference only between 4 and 12 h (P<O.OS) of the beginning of the trial. In both

groups a marked peak within the first 24 h is observad, a difference in luteal

concentrations (> 1ng/mL) that was maintained during the rest of the trial. With

respect to fo1licular dynamics, in this trial there were no significant differences in

the diameter, whereas a tendency is observad as the folliclas of group 4 are

slightly smaller, haya a smaller ovulatory rate and of growth that those of the group

3.
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INTRODUCCiÓN

Uno de los factores limitantes en el éxito de un programa de Inseminación

Artificial (lA) es la presencia de vacas problema o repetidoras. Esto puede ser

debido a varios factores, como son la falla en la expresión de celos, la ovulación

de ovocitos de baja calidad. la formación de un cuerpo lúteo (el) con deficiente

producción de progesterona (P4), la presencia de un ambiente inadecuado para la

implantación del embrión y la producción de un embrión de mala calidad (Walsh y

col., 2011). Por lo tanto un tratamiento de sincronización de celos adecuado debe

contemplar tanto la funcionalidad del el como el adecuado desarrollo folicular.

permitiendo así regular el momento de la ovulación de un folículo de buena

calidad (Thatcher y col. I 1989). Hace unos años se comenzaron a desarrollar

esquemas de sincronización combinando GnRH y Prostaglandina F2a (PG)

(Wolfenson y coL, 1994). La GnRH causa la luteinizaci6n, ovulación o regresión

de los folículos de más de 10 mm presentes en el ovario y el consiguiente inicio

de una nueva onda de desarrollo folicular, en tanto la PG administrada 7 días más

tarde provoca la regresión de las estructuras luteales formadas o provenientes de

un ciclo anterior (Thatcher y coL, 1995) y una segunda dosis de GnRH asegura la

ovulación del folículo dominante de la reciente onda. La inseminación a las 15

horas de la segunda dosis de GnRH (IATF) permite la fecundación del ovocito

liberado, eliminando la necesidad de detectar celos. Sin embargo, la etapa del

ciclo astral al momento del tratamiento afecta tanto la sincronía del mismo como

la fertilidad consecuente (Moreira y coL. 2000), ya que si el tratamiento se inicia

en una etapa inadecuada puede llevar a la ovulación de folículos pequeños que

derivan en menores tasas de concepción (Lamb y col., 2001), y reduce las

concentraciones plasmáticas de P4 luego de la ovulación, llevando a mayores

pérdidas embrionarias (Perry y col, 2005). La adición de una fuente de P4 al

protocolo puede mejorar la sincronía y disminuir la incidencia de vacas

repetidoras. dado que niveles altos de esta hormona previenen la ovulación

prematura (Sakase y col., 2007), asegurando la ovulación en el momento

adecuado de un ovocito de buena calidad que producirá un embrión capaz de

secretar niveles suficientes de ¡nterferón tau, ypor otra parte la formación de un

el de buen tamaño que produciré buenas cantidades de P4 logrando un

adecuado ambiente uterino para la gestación. Por otro lado, muchos estudios
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indican que la suplementación de P4 puede inducir la ciclicidad en vacas en

anestro (Smith y col.! 1987. Twagiramungu y col., 1995t Lucy y coL) 2001}. En el

presente trabajo evaluamos el funcionamiento de un protocolo Ovsynch

modificado con progesterona, tanto en vacas repetidoras como en vacas en

anestro.
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REVISiÓN BIBLIOGRÁFICA

Ciclo estra/:

El ciclo astral en la vaca es un conjunto de eventos que se repiten sucesivamente

en el animal no preñado luego de la pubertad, y tienen una duración de 21 días,

siendo un animal poliéstrico anual o no estacional (Ungerfeld, 2002c).

El mismo puede dividirse en dos fases: la fase lutea', con predominio de

progesterona, que comienza el día 2-3 del ciclo (día o: celo) y se extiende hasta

alrededor del día 13; y la fase folicular, de predominancia estrogénica. que

comprende los días 13 al día 2, desde la luteólisis hasta la ovulación (Ungerfeld.

2002c).

A su vez estas fases pueden subdividirse en proestro (desde la lute6lisis hasta el

inicio del celo), estro (fase de receptividad sexual), metaestro (desde el final del

celo hasta la formación del el)1 y diestro (presencia de el activo) (Ungerfeld l

2002c).

Regulación neuro-endocrina del ciclo estral

El ciclo astral es regulado por mecanismos endocrinos y neuroendocrinos, es

decir, por hormonas hipotalámicas, gonadotrofinas y asteroides secretados por los

ovarios, lo que se denomina eje hipotálamo..hipofisario-gonadal (Hafez y Hafez,

2002).

Hipotálamo

En el hipotálamo se produce la Hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), la

cual proporciona un enlace humoral entre los sistemas naural y endocrino. En

respuesta a las señales neurales se liberan pulsos de GnRH hacia el sistema

portal hipofisario, para la liberación de LH y FSH de la hipófisis anterior o

adenohipófisis (Hafez y Hafez, 2002)~

Hipófisis

La hipófisis es la principal glándula endocrina de los organismos. Tiene dos

grandes regiones: el lóbulo anterior (adenohipófisis) y el posterior (neurohip6fisis).

5



En la adenohipófisis se produce la síntesis y secreción de las gonadotrofinas (la

hormona folículo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH)) y la prolactina.

En la neurohipófisis se almacena y libera otra hormona: la oxitocina, producida

por neuronas cuyo cuerpo se localiza en el hipotálamo (Ungerfeld, 2002a).

Gónadas

Las gónadas desempeñan una doble función: la producción de células germinales

(gametogénesis) y la secreción de hormonas gonadales. Mientras que las células

de la teca interna del folículo de Graaf son la fuente primaria de estrógenos,

después de la rotura del folículo (ovulación) dichas células, junto con las células

de la granulosa, son reemplazadas por el cuerpo lúteo que secreta progesterona

(Hafez y Hafez, 2002).

Hormonas que regulan el ciclo estral

Hormona liberadora de Gonadotrofinas

Esta hormona desempeña un papel clave en el desarrollo y el mantenimiento de

la reproducción, siendo su función más conocida el control'"de la secreción de LH

y FSH hipofisarias (Somoza, 2002).

Hormona Folículo Estimulante

A esta hormona se la puede considerar como la iniciadora de la actividad ovárica,

ya que provoca directamente el crecimiento de los folículos ováricos (Peters y

Ball, 1991). La FSH promueve el reclutamiento de folículos antrales y estimula el

crecimiento y la maduración de los mismos. Se demostró que hay incrementos en

la concentración de FSH antes de la emergencia de cada onda, de manera que se

observan dos picos de FSH en los ciclos de dos ondas (Adams y col., 1992).

HormonaLuM;naan~

La función de la LH es fundamentalmente estimular la maduración y ovulación del

folículo antral, y en forma secundaria, estimular la formación y el mantenimiento

del cuerpo lúteo, siendo la principal hormona luteotrófica. La concentración

plasmática de esta hormona es generalmente baja. presentando un pico que

6



coincide con el estro. Este pico preovulatorio es el responsable de la ovulación y

del inicio de la luteinización de las células de la granulosa y de la teca del folículo

(Peters y San, 1991)~ la LH actúa conjuntamente con la F8H para inducir la

producción de estrógenos por parte del folículo dominante (Hafez y Hafez, 2002).

Estrógenos

Son sintetizados en los folículos antrales. Las células tecales de los folículos en

crecimiento sintetizan básicamente andrógenos y algo de estrógenos. La mayoría

de los andrógenos sintetizados en la célula teca1 son convertidos a estrógenos por

las células de la granulosa, lo que es regulado fundamentalmente por la FSH. En

el folículo preovulatorio las células de la granulosa adquieren receptores para la

LH, y durante el pico preovulatorio de LH la granulosa es convertida en células

sintetizadoras de progesterona (Ungerfeld, 2002b).

Los estrógenos cumplen variadas funciones: inducen el comportamiento astral,

aumentan la amplitud y frecuencia de contracciones uterinas potenciando los

efectos de la oxitocina y de la PG t desarrollan los caracteres sexuales

secundarios femeninos, estimulan el crecimiento de los conductos y el desarrollo

de la glándula mamaria y ejercen control de retroalimentación en la liberación de

LH y FSH a través del hipotálamo (Hafez y Hafez. 2002).

Progesterona

También denominada hormona de la preñez, es secretada por el el en el animal

cíclico y por el eL y la placenta en el animal preñado (Ungerfeld, 2002b).

La progesterona realiza las siguientes funciones: prepara el endometrio para la

implantación y el mantenimiento de la preñez, aumentando la actividad de las

glándulas secretorias e inhibiendo la motilidad del miometrio, actúa

sinérgicamente con los estrógenos para inducir el comportamiento astral,

desarrolla el tejido secretor de la glándula mamaria Y. en altas concentraciones,

inhibe el estro y el pico de lH (Hafez y Hafez. 2002).

7



Inhibina

Esta hormona es sintetizada principalmente por la granulosa de los folículos en

crecimiento. Actúa regulando la secreción de la FSH, ya que provoca un feedback

negativo sobre la síntesis y liberación de la misma (Ungerteld, 2002b). las
inhibinas actúan como señales químicas a la hipófisis respecto al número de

folículos que crecen en el ovario, reduciendo la secreción de FSH a un nivel tal

que mantiene el número de ovulaciones. Al inhibir la liberación de FSH sin alterar

la liberación de LH, las inhibinas pueden ser en parte las responsables de 'a

liberación diferencial de LH y F5H desde la hipófisis (Hafez y Hafez, 2002).

Re/axina

Esta es una hormona sintetizada por el el de la preñez. Su principal función es la

dilatación del cuello uterino y la vagina antes del parto. También inhibe las

contracciones uterinas y causa mayor crecimiento de la glándula mamaria (Hafez

y Hafez, 2002). Además esta hormona cumple un rol en la disrupción del tejido

conectivo de la pared del folículo. lo que facilita su ruptura (ovulación) (Ungerfeld.

2002b).

Prostaglandina

Casi todos los tejidos corporales la secretan. Son ácidos grasos derivados del

acido araquidónico. Las más estrechamente relacionadas con la reproducción son

la PGF2a y la PE2. secretadas por el útero. La PGF2a es el agente luteolitíco

natural que finaliza la fase lútea del ciclo estral y permite el inicio de un nuevo

ciclo en ausencia de fertilización (Hafez y Hafezl 2002). Otras funciones de la

PGF2a son la luteólisis en el momento del parto, y la contractilidad miometrial que

inicia la salida del feto (Ungerfeld, 2002b)_
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Dinámica folicular

Ondas foliculares

La primera onda de crecimiento folicular se detecta el día de la ovulación (día O),

mientras que la segunda onda comienza el día 9 o 10 para los ciclos de dos

ondas y el día 8 o 9 en los ciclos de tres ondas, en los cuales la tercera onda

emerge el día 15 o 16 (De Rensis y Peters, 1999; Mapletoft y col., 2002).

Asimismo, el eL comienza su regresión más temprano en los ciclos de dos ondas

(día 16) que en los de tres ondas (dfa 19) (Ginther y col., 1989). La duración del

ciclo será entonces de un promedio de 21 y 23 días en los de dos y tres ondas

respectivamente (Pierson y Ginther, 1987; Sirois y Fortune, 1988). En ambos

casos J el folículo dominante (FD) en el momento que ocurre la lute6lisis será el

folículo destinado a ovular (Bo y Caccia, 2002).

Cada onda de crecimiento folicular involucra el desarrollo sincrónico de un grupo

de folículos que ocurre al mismo tiempo en los dos ovarios (Ginther y coL, 1989).

Durante 2 o 3 días todos los folículos de este grupo crecen, hasta que uno de

ellos es seleccionado para continuar creciendo y convertirse en el FD, mientras

que el resto de los folículosl llamados subordinados, se vuelven atrésicos y

regresan (Bo y esecia, 2002).

El FD de la primera onda es anovulatorio porque se desarrolla durante la fase

luteat. Por lo tanto, este folículo tendrá una fase de crecimiento (días O a 6), una

fase estática (días 6 a 12) y una fase de regresión (día 12 en adelante) (Ginther y

coL, 1989).

Por otra parte, los folículos subordinados también incrementan su tamaño,

pudiendo alcanzar el mayor de ellos un diámetro de 8 mm a los 3 días de la

emergencia de la onda, pero luego tienen una pequeña fase estática y terminan

regresando (80 y eaecial 2002) (Figura 1).

9
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Figura 1. Representación esquemática de la dinámica folicular en bovinos en un

ciclo de tres ondas foliculares (Modificado de Aerts y Bols, 2010).

Regulación hormonal de la dinámica folicular

El mecanismo que regula la dinámica folicular está basado en respuestas

diferenciales de los folículos a la FSH y la LH (Ginther y col., 1996).

Se demostró que existen incrementos en la concentración de FSH antes de la

emergencia de cada onda (Adams y col., 1992b). Esta descarga de FSH es

aparentemente la responsable del reclutamiento de los folículos de una onda

folicular, y comienza dos días antes de la emergencia de una onda, para llegar al

pico máximo un día antes o el día del comienzo de la onda (Adams y col., 1992b).

Por lo tanto, se observan dos picos de FSH en los ciclos de dos ondas y tres

picos en los ciclos de tres ondas.

Luego de la emergencia de cada onda, los niveles de FSH comienzan a decrecer,

observándose los niveles más bajos al momento de la desviación (día 2 de la

onda) (Adams y Pierson, 1995), cuando el FD alcanzó alrededor de 8,5 mm y el

subordinado alrededor de 7,2 mm (Ginther y col., 1996, 1997). En este momento

los niveles de FSH se encuentran por debajo de los niveles necesarios para el

desarrollo de los folículos subordinados los cuales se atresian, mientras que el

dominante adquiere la habilidad de seguir creciendo con niveles bajos de FSH

(Ginther, 2000).
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La caída de la FSH se debe a que los folículos en crecimiento producen

hormonas como el estradiol-1713 y la inhibina que actúan suprimiendo los niveles

circulantes de esta hormona (Findlay y coL, 1992). La inhibina es aparentemente

secretada por todos los folículos en desarrollo, mientras que el estradiol es

producido principalmente por el FD (Kulick y coL, 1999).

La razón por la cual el FD puede crecer con niveles bajos de FSH, mientras que

los subordinados se atresian puede estar relacionada con la síntesis de

receptores para la LH en las células de la granulosa del primero (Ginther y col.,

1996). Todos los folículos poseen receptores de LH en las células de la teca y de

FSH en las de la granulosa (Ireland, 1987) pero sólo el dominante adquiere

receptores de LH en las cél'ulas de la granulosa. Los receptores de LH aumentan

abruptamente a partir del día 4 de la onda, cuando el FD tiene más de 8 mm de

diámetro (Xu y col. I 1995). Por esta razón se dice que éste es FSH-independiente,

pero LH-dependiente (Ginther y col.• 2001).

Por otra parte, los niveles de progesterona pueden explicar el fenómeno de

regresión del FD de las ondas anovulatorias y el comienzo de la próxima onda

folicular C'recambio folicular!). Se sabe que la administración de nivetes altos de

progesterona altera el desarrollo del FD (Adams y col., 1992a). Estos niveles altos

de progesterona no suprimen la liberación de FSH (Adams y col., 1992a) pero si

afectan adversamente la frecuencia de pulsos de LH (Stock y Fortuna, 1993). Por

lo tanto, al aumentar los niveles de progesterona debido al crecimiento del el
durante la fase tuteal, se altera la secreción pulsátil de LH y causa que el FD

detenga sus funciones metabólicas y comience a regresar (Aerts y 8ols, 2010).

Al regresar este folículo. cesa la secreción de estradiol e inhibina, lo que tiene

como consecuencia el aumento de las concentraciones de FSH que va a reclutar

los folículos de la siguiente onda folicular (Bo y Caccia, 2002).

Por el contrario, la disminución de los niveles de progesterona al ocurrir la

luteólisis hacia el final del ciclo permite el incremento de la frecuencia de los

pulsos de LH, lo que estimula un mayor crecimiento del FD y un aumento de las

concentraciones de estradiol que induce los signos de celo, el pico de LH y la

ovulación (Mihm y Austin, 2002).
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Figura 2. Modelo propuesto para explicar la dinámica folicular en ondas durante

intervalos ovulatorios de 2 ondas (izq.) y de 3 ondas (der.); OV=ovulación. Arriba,

concentraciones plasmáticas de progesterona (ng/mL) y pulsos de LH; abajo,

desarrollo de los folículos y su relación con las concentraciones plasmáticas de

FSH (Modificado de Adams y Pierson, 1995).
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Sincronización de celos

Hormonas utilizadas para la sincronización de celos

Prostaglandina

La PG es el agente luteolítico natural que finaliza la fase lútea del ciclo estral

(Hafez y Hafez, 2002). Esta capacidad para inducir la luteólisis ha sido

aprovechada para manipular el ciclo astral (Hafez y Hafez, 2002).

La administración de PG o alguno de sus análogos, durante la fase lútea del ciclo

conduce a la luteólisis prematura Y. consecuentemente, a la caída de. la

concentración de progesterona_ A esto le sigue una elevación de la secreción de

gonadotrofinas y estradiol, lo que culmina con el crecimiento final del folículo, el

pico de LH y la ovulación (Peters y Batl, 1991)~

Dado que la PG causa la regresión del el. ésta solo es efectiva en animales

ciclando y en el período en que el el se encuentra activo (día 6 al 16 del ciclo

estral). La PG no es efectiva para la inducción de la luteólisis hasta unos 5 o 6

días después del celo y si el tratamiento se administra cuando el ciclo astral está

avanzado (día 16 en adelante), puede que la luteólisis ya haya comenzado por la

acción de la PG endógena (Seguin, 1987).

Por otra parte, el momento de la ovulación en los ciclos tratados con PG presenta

grandes variaciones (Pursley y col, 1997). Cuando se induce la luteólisis con PG,

el comienzo del estro se distribuye en un período de 6 días (Seguin, 1987). Esta

variación se debe a que este tratamiento no sincroniza el crecimiento folicular ni el

pico preovulatorio de LH, sino que s610 regula la duración de la vida del el (de la

Sota y col. 1 2003).

Progesterona

La progesterona es la hormona secretada por el el durante el diestro que actúa

inhibiendo la secreción de LH en la hipófisis. Si se administra un progestágeno

por un período relativamente largo (14 a 21 días), de forma que el el tenga su

regresión natural durante ese tiempo, el progestágeno ex6geno continuará

ejerciendo retroalimentación negativa en la secreción de LH después de la
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regresión del el. Cuando se suspende el progestágeno se observa crecimiento

folicular. estro y ovulación a los 2 a 8 días (Hafez y Hafez, 2002).

Es importante destacar que la progesterona no suprime la secreción de FSH, por

lo tanto, las ondas foliculares siguen emergiendo en presencia de esta hormona.

Un problema que surge en este tipo de tratamientos es la disminución en la

fertilidad del celo siguiente (Larson y 8all. 1992; Odde. 1990). Esto se debería a

que los dispositivos de P4 solos no llegarían a reemplazar los niveles luteales de

P4 producidos por el el. por lo tanto, la secreción pulsátil de LH se encontraría

aumentada y el FD seguiría creciendo, transformándose en un FD persistente. el

cual al ovular presentaría un ovocito envejecido con bajas probabilidades de ser

fertilizado (Sánchez y col., 1995; Mihm y co1.. 1994).

Hormona liberadora de Gonadotrofinas

La GnRH es la hormona sintetizada en el hipotálamo que induce la liberación de

LH y FSH en la hipófisis (de la Sota y col., 2003). Por lo tantol administrando

GnRH exógena se podría controlar el desarrollo folicular.

En bovinos con un folículo dominante en crecimiento (al menos de 10 mm de

diámetro), el tratamiento con GnRH induce la ovulación de dicho folículo, con la

emergencia de una nueva onda aproximadamente 2 días después del tratamiento

(Thatcher y col., 1993; Pursley y coL, 1995).

Se ha demostrado que el tratamiento con GnRH provoca la ovulación del folículo

dominante sólo en el 56% de las vaquiUonas J y por lo tanto, no induce de manera

uniforme la emergencia de una nueva onda folicular (Martinez y col., 1999).

La efectividad de la GnRH para provocar la ovulación depende del tamaño que

presenta el folículo en el momento de fa administración de la hormona. lo que

depende fundamentalmente de la etapa del ciclo estral. Algunos autores han

mencionado que cuando la GnRH se administra entre los días 1 a 4 o 13 a 17 del

ciclo astral no es efectiva para provocar la ovulación (Thatcher y col._ 2000),

mientras que cuando se administra entre los días 5 a 12 del ciclo los resultados

serían mejores (Vasconcelos y col., 1999).
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ejercen feedback a nivel hipotalámico e hipofisario, controlando la liberación de 'c. '1 ti>~

gonadotrofinas (LH y FSH). Un alto nivel de estrógenos inhibe la secreción de

FSH provocando la atresia de los folículos pequeños, pero estimula la secreción

de LH promoviendo el crecimiento del FD y llevándolo a la ovulación. La caída de

los estrógenos luego de la misma, estimula la FSH iniciando la emergencia de

una nueva onda.

Por lo antedicho, la administración de estradiol al inicio de una onda folicular

suprime el desarrollo del folículo antral, debido a la supresión de la FSH (Bo y

col., 1994); pero una vez que el estradiol es metabolizado, se da un pico de FSH

en la circulación que lleva a la emergencia de una nueva onda folicular. La nueva

onda emerge entre 3 y 5 días luego de la administración del estrógenol sin

importar la etapa del ciclo estral al momento del tratamiento (Bo y col. 1 1995).

Por otro lado, al administrar el estradiol se estimula un pico de LH (16-18 h

posteriores al tratamiento) el cual t en caso de existir un folículo preovulatorio,

desencadena la ovulación del mismo (24-32 h luego del pico de LH) (Martínez y

coL, 1999. 2005).

Protocolos de sincronización

Como hemos descripto, cada una de las hormonas tiene una determinada función

que podría utilizarse con el fin de inducir o sincronizar las ovulaciones en un

rodeo. Sin embargo, utilizadas individualmente ninguna de ellas es capaz de

asegurar la ovulación en un momento determinado y menos aún, de concentrar

adecuadamente las ovulaciones.

Por este motivo es que se han desarrollado diversos protocolos que utilizan

repetidas dosis de la misma hormona o combinan las diferentes hormonas, con el

fin de conseguir una máxima concentración de los celos, e incluso de poder

realizar la inseminación artificial a tiempo fijo (IATF) sin necesidad de detectar

celos.
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Protocolos con Prostaglandina

• Única dosis de prostag/andins} después de un período de detección de

celos (OC): se trata de la OC por un período de 5 días y la inseminación

artificial (lA) de las detectadas t administrando en el día 6 una dosis de PG

a las que no mostraron celo. para realizar OC e lA por 5 días más. Con

este protocolo nos aseguramos que al día de la administración todos los

animales se encontrarán en diestro.

• Dos dosis de prostag/andina, separadas 11-14 días} con De e lA luego de

cada una: este método permite inseminar los animales que se encontraban

en diestro al momento de la primera dosis. dando una segunda oportunidad

a los animales que no mostraron celo por no tener eL activo en ese

momento. Con este protocolo obtenemos dos períodos de concentración

de celos, luego de cada una de las prostaglandinas.

• Dos dosis de prostaglandins, separadas 11-14 días, con OC e lA luego de

la segunda dosis: con éste método logramos que en el momento de la

segunda dosis todos los animales se encuentren en diestro, por lo cual

todos serán susceptibles a la segunda PG, apareciendo el celo entre los 3

y 5 días (Seguin t 1987). Con este método se consigue sincronizar los

animales, llevándolos a todos a la misma etapa del ciclo estral.

ovsyneh

El Ovsynch es un método de sincronización de ovulaciones desarrollado con el fin

de realizar la inseminación artificial a tiempo fijo (IATF) sin necesidad de

detección de celos.

El mismo consta de una primera dosis de GnRH, seguida de una inyección de PG

siete días más tarde. y una segunda dosis de GnRH a los dos días. terminando

con la IATF 16 a 20 horas luego de la segunda GnRH (Pursley y col., 1995).
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Figura 3. Esquema del protocolo Ovsynch

la primera inyección de GnRH induce la liberación de LH y FSH, las cuales

producen la ovulación del FD e inician una nueva onda de crecimiento folicular1

respectivamente~ La PG, administrada siete días más tarde, produce la regresión

del el formado ante la primer GnRH. La segunda aplicación de GnRH, 48 horas

después de la PG, causará la ovulación del FD de la onda iniciada con la primer

GnRH, aproximadamente en 30 horas. La IATF se realiza de 16 a 20 horas luego

de la segunda GnRH, o sea, 10 a 14 horas antes de la ovulación (Giraldo, 2008).

Un inconveniente que surge con el uso de este protocolo, es la ovulación

prematura cuando el Ovsynch se inicia pocos días antes de la regresión del el. Si

el protocolo se inicia en los días 14 o 15 del ciclo, en ese momento no existe un

folículo sensible a la GnRH y no se dará la ovulación. por lo tanto, el folículo

continuará creciendo y ovulará cuando se de la regresión natural del el (antes de

la inyección de PG).

Ovsynch +P4

Este protocolo combina al Ovsynch con la utilización de una fuente de

progesterona. Para esto, la P4 (inyectable, CIDR, etc.) es administrada en el

mismo momento en que se da la primera inyección de GnRH y en caso de

tratarse de una fuente extraíble, ésta se retira el día que se administra la PG (Bo

y coL. 2009). En caso de usarse P4 inyectable t ésta se metabolizaría en el correr

de los 7 dias.
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Figura 4. Protocolo Ovsynch modificado con progesterona

Este protocolo se basa en que el tratamiento con progesterona puede impedir la

maduración folicular prematura, observada en vacas tratadas con el protocolo

Ovsynch. Esto es logrado por el mantenimiento de altas concentraciones de P4

en la sangre (que no permite la ovulación), hasta que se da la PG (Sakase y col.,

2005).
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Causas de baja fertilidad en el ganado lechero

La fertilidad en las vacas lecheras se ha reducido en las últimas cinco décadas,

mientras que la producción de leche por vaca ha aumentado. Muchas hipótesis se

han propuesto para explicar esto, incluyendo la genética, fisiología, nutrición y

manejo~

En la presente revisión destacamos los puntos que se deben tener en cuenta para

mejorar el problema de la baja fertilidad:

En primer lugar se debe minimizar el balance de energía negativa y resolver

cualquier tipo de infección uterina posparto. En segundo lugar se debe realizar la

correcta detección de celo seguida de la inseminación con un semen de alta

calidad. En tercer lugar lograr la ovulación y la fertilización de un ovocito de alta

calidad. En cuarto lugar, debe existir una adecuada secreción de progesterona a

principios de la formación del el. En quinto lugar. el endometrio debe producir un

ambiente adecuado y estimular el desarrollo del embrión. En sexto lugar, debe

producirse un embrión productor de cantidades adecuadas de ¡nterferán tau, que

altera la secreción de PG uterina y mejora las señales de reconocimiento materno

de la gestación (Walsh y col., 2011).

Factores que afectan la fertilidad en el período posparto

Pérdida de condición corporal y Balance energético negativo

Luego del parto las vacas de alta producción aumentan sustancialmente sus

requerimientos de energía para acompañar el pico de producción de leche que se

da entre 4 y 8 semanas después del parto. Estos requerimientos no pueden ser

totalmente satisfechos por el consumo de alimento (debido a las limitaciones en la

ingesta y el apetito), por lo que son compensados por la movilización de las

reservas corporales que llevan al animal a un balance energético negativo (SEN)

(Grummer, 2007). Este BEN trae como consecuencia un aumento del riesgo de

enfermedades metabólicas en el primer mes de lactancia, inmunosupresión y la

reducción en la fertilidad posterior (Rache y col., 2009). Las vacas con baja

condición corporal al parto. o que sufren en el posparto un exceso de pérdida de

condición corporal (Ce), tienen menos probabilidades de ovular, menor tasa de
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detección de celos, baja tasa de concepción al primer servicio, mayor probabilidad

de pérdida de la preñez y mayor intervalo parto concepción (Roche y coL, 2009).

El estrés por calor puede agravar los efectos del BEN, al reducir aún más el

apetito y aumentar la pérdida de ce (Shehab-EI-Din y col., 2010).

Por otra parte, el alto consumo de materia seca aumenta el metabolismo y la tasa

de clearance de las hormonas esteroideas, lo que puede dar lugar a períodos de

subestros y disminución de la detección de celos (Walsh y col., 2011).

Desordenes metabólicos

Debido al BEN, las vacas corren el riesgo de desarrollar trastornos metabólicos,

tales como hipocalcemia clínica, hipomagnesemia y cetosis, los cuales pueden

exacerbar aún más el grado de inmunodepresión en la lactancia temprana

(MuUigan y Doherty, 2008). Las vacas que sufren alteraciones metabólicas en el

período periparto tienen mayor incidencia de mastitis, cojera y endometritis

(Roche, 200S) lo cual contribuye a la reducción de la eficiencia reproductiva.

Debido al BEN las concentraciones de insulina permanecen bajas impidiendo el

aumento de los receptores de la hormona del crecimiento en el hígado, lo que

disminuye la secreción de IGF-1 (LucYt 2008). Esto tiene un impacto negativo en

la reproducción, ya que la insulina y el IGF-1 actúan sinérgicamente con las

gonadotrofinas en las células del ovario y su déficit altera el desarrollo folicular e

impide la ovulación del FD (Beam y Butler, 1999) retrasando el reinicio de la

ciclicidad.

Patologfas uterinas, salud de la ubre y cojeras

Se sabe que los animales que sufren endometritis en el período posparto

presentan mayor cantidad de días abiertos y menor porcentaje de preñez a los

150 días de lactancia que los que no sufren esta patología puerperal (Fourichon y

col., 2000). Incluso en las vacas que son tratadas con éxito para la endometritis

clínica la tasa de concepción disminuye en un 20% en comparación con animales

no afectados y un 30/0 de los animales permanecen estériles (Sheldon y col.,

2009a). Por otra parte, las vacas con endometritis tienen más probabilidad de

tener una fase luteal prolongada, ya que las células epiteliales endometriales
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responden a la infección uterina con una alteraci6n de la secreción de PG (de

acción luteolítica) a una acción luteotr6fica por la prostaglandina E2 (Petar y col..

2009; Sheldon y coL, 2009b)~

Las vacas con mastitis clínica en los primeros 28 días posparto, demoraron más

en reiniciar la ciclicidad (Huszenicza y col., 2005) y requieren más servicios por

concepción en comparación con las sanas, presentando además más cantidad de

días vacías (Ahmadzadeh y cot' t 2009). ). Por otra parte, las vacas que sufren un

caso de mastitis clínica entre la lA y los 50 días de gestación tienen más

probabilidades de sufrir la pérdida de embriones en comparación con las vacas

que no presentan mastitis (Chebel y coL, 2004; Santos y cot., 2004).

Por su parte, la cojera se asocia con el aumento del número de servicios por

concepción 1 y por lo tanto con menores tasas de concepción al primer servicio

(Hemández y coL, 2001; Meléndez y coL 1 2003.).

Reinicio de la cic/icidad

Un posparto "normal" se define como aquel que ha concluido con la involución

uterina, continuando con un desarrollo folicular que produce una ovulación de un

FD saludable en el posparto temprano y continúa con ciclos estrales regulares de

aproximadamente 21 días, junto con las concentraciones homeostáticas de

insulinat IGF-I y glucosa (Roche, 2006).

Han sido identificados numerosos factores que atrasan el reinicio de la ciclicidad.

Por ejemplot las vacas primíparas demoran más días a la primera ovulación que

las vacas multíparas (Tanaka y coL, 2008), lo que se debe a que las primeras

tienen demandas energéticas para el crecimiento además de las de lactación y

mantenimiento (Lucy. 2001). Otros factores ya mencionados que demoran la

reanudación de la ciclicidad incluyen los trastornos periparto, la estación

reproductiva. el manejo, las mastitis, las cojeras y las severas pérdidas de ce
(Crowe1 2008; Garnsworthy y col., 2008).
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Factores que afectan la fertilidad en la temporada reproductiva

Comportamiento estral

El porcentaje de animales que demuestran el celo siendo montados ha disminuido

del 800/0 al 50% en los últimos tiempos, mientras que el tiempo de detección de

celos se ha reducido (Oobson y col., 2008). Estos dos factores dificultan la

inseminación en el momento correcto.

Los factores que influyen en una pobre expresión del estro se clasifican en

factores inherentes al animal y en factores ambientales. Entre los factores del

animal se incluyen los estros silenciosos o anovulatorios t la paridad, la producción

de la leche y la salud; y en los factores del medio ambiente están la nutrición1 el

alojamiento, la temporada y el número de animales en celo al mismo tiempo

(Roelofs y coL, 2010).

Las vacas lecheras de alta producción tienen períodos de estros más reducidos

que las de baja producción, lo que puede explicarse en parte J por el mayor

metabolismo de las primeras. que aumenta la tasa de depuración del estradiol en

el hígado (Sangsritavong y col., 2002).

Por otra parte las vacas primíparas muestran una mayor duración del celo que las

vacas multíparas (Nebal y col., 1997), lo que también se explica por la mayor

concentración de estradiol en las vaquillonas (Sartori y coL, 2004; Wolfenson y

col., 2004). Además, las vacas multíparas se encuentran bajo SEN t el que se ha

vinculado con la disminución de la secreción de LH y con bajas concentraciones

de IGF-I (Diskin y col., 2003). Como ya se mencionó, tanto la LH como la IGF-I

actúan de forma sinérgica para promover el desarrollo folicular (Lucy, 2000), por

lo que su déficit deriva en una expresión mas pobre del estro.

Los factores de estrés tales como la cojera y mastitis reducen la secreción de

GnRH y por lo tanto la frecuencia de pulsos de LH. lo que lleva a una menor

producción de estradiol por el FD y menor manifestación de celo (Dobson y col.,

2007).

Las vacas libres en pastoreo presentan menor intensidad pero mayor duración del

comportamiento astral que las que están en confinamiento (Walsh y col., 2011).
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El estrés calórico en los animales lleva a un aumento en la incidencia de anestro y

ovulaciones silentes (De Rensis y Scaramuzzi t 2003).

Falla en la fertilización

La fertilización puede verse afectada por diversos factores que pueden disminuir

la calidad del ovocito. El estrés por calor entre 20 y 50 días antes de la lA se ha

asociado con una reducción en la calidad de los ovocitos y del embrión a

principios del desarrollo (Roth y coL. 2001)~ Los trastornos posparto como el SEN,

infecciones uterinas, secreción anormal de gonadotrofinas, etc. pueden también

comprometer la calidad del ovocito.

Otros factores pueden llevar a la reducción de la fertilización J como ser, la calidad

del semen (Saacke y col., 2000) o la eficiencia del inseminador (Lof y col., 2007).

Mortalidad embrionaria

La mortalidad embrionaria es una de las principales causas de fracaso

reproductivo. La misma se puede clasificar en muy temprana (mortalidad entre los

días Oy 7), temprana (entre los días 7 y 24)1 Ytardía (a partir de 24 días y hasta

los 45 días), y después de los 45 días se considera mortalidad fetal. La mayor

mortalidad embrionaria se produce dentro de las tres primeras semanas de

gestación (Humblot t 2001; Inskeep y Dailey, 2005; Diskin y Morris, 2008).

las causas de la mortalidad embrionaria muy temprana son la mala calidad de los

ovocitos o un ambiente uterino inadecuado. Los animales que presentan un

aumento más temprano de las concentraciones de progesterons, entre los días 4

y 7 después de la inseminación, tienen mayor probabilidad de mantener la

gestación que los animales con un aumento más lento (Diskin y Morris1 2008).

Esto es atribuido a que, mayores concentraciones de progesterona. promueven

un mejor ambiente uterino para el desarrollo del embrión.

Además de las causas mencionadas, en el período entre los 7 y 24 días de

gestación, es importante la secreción de interferón tau por parte del embrión, el

cual inhibe la secreción de PG por el endometriO y permite el reconocimiento

materno-fetal (Spencer y col., 2008).
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HIPÓTESIS

1. La administración de progesterona parenteral. en un vehículo oleoso que

permite su liberación lenta mantiene niveles sanguíneos luteales de P4 por

7 días, tanto en vacas ciclando como en anestro.

2. Los niveles de P4 plasmática alcanzados con la progesterona parenteral en

los animales en anestro son similares a los provocados con la colocación

de un CIDR con 1,3 9 de P4.

3. La etapa fisiológica en que se encuentra el animal al inicio del tratamiento

(ciclando o anestro) afecta tanto los niveles de progesterona plasmática

como la dinámica folicular.

OBJETIVOS

1. Evaluar la duración y magnitud de los niveles plasmáticos de P4 luego da

la administración parenteral de 200 y 400 mg de P4 en vacas ciclando, y de

la administración de 200 mg de P4 y la inserción de un CIDR en vacas en

anestro.

2. Comparar la dinámica folicular en dos grupos de vacas en anestro,

sincronizadas con una combinación de GnRH, PG y GnRH (Ovsynch),

modificado con 200 mg de P4 o con un CIDR con 1,3 9 de P4; y por otra

parte, en dos grupos de vacas repetidoras, sincronizadas con un Ovsynch

modificado con 200 o con 400 mg de P4.
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MATERIALES Y MÉTODOS

El trabajo fue realizado en el tambo experimental de INIA "La Estanzuela".

Colonia, Uruguay, entre el4 y el15 de enero de 2010.

El trabajo comenzó con la presincronización de 46 vacas con dos dosis de PG. La

primera dosis fue administrada 26 días previos al inicio de los experimentos y la

segunda dosis se aplicó 14 días después. o sea, 12 días previos al inicio de los

experimentos.

El día ..1 se clasificaron los animales, en base a la presencia o ausencia de Cl y a

la existencia o no de celo luego de la presincronización. De las 46 vacas iniciales

se seleccionaron 22 para ser utilizadas en los experimentos, ya que el resto no

cumplía con las condiciones necesarias para los mismos. Las seleccionadas

fueron 7 vacas en anestro y 15 vacas cíclicas repetidoras (con más de 3 servicios

sin concepción), con las que realizamos el experimento 1 y 2 respectivamente.

Experimento 1

Para este experimento se utilizaron 7 vacas en anestro, raza Holando, de 466, 1 ±

19,6 kg de peso vivo, 2,4 ± 0,1 de ce, 203 13 ± 21 17 días posparto, de 2,1 ± 0,6

lactancias y 14,5 ± 1,0 litros de leche diarios.

Estos animales se subdividieron en dos grupos: el Grupo 1, de 4 animales y el

Grupo 2, de 3 animales.

El día O, los dos grupos recibieron una dosis 11M de 8 tJg de un análogo sintético

de la GnRH (GnRH. Acetato de Buserelina. Laboratorio Río de Janeiro, Santa Fe,

Argentina); y a cada grupo se le realizó el tratamiento correspondiente:

»AI grupo 1t se le administró 200 mg de progesterona 11M, en base oleosa

(MAD4, Laboratorio Río de Janeiro).

»AI grupo 2, se les coloCÓ un dispositivo intravaginal de liberación controlada

(CIDR, Universal Lab, Montevideo), con 1,3 gramos de progesterona.

25



El día 7 del experimento, a los dos grupos se les administró 500 IJg 11M de un

análogo sintético de la PG (Prostaglandina, Cloprostenol, Laboratorio Río de

Janeiro, Santa Fe, Argentina) y se extrajo el CIDR a los animales del grupo 2.

El día 9, se administró una segunda dosis de 8 ~g de GnRH, 11M.

Grupo 1:

GnRH+

PG1 PG2 200mgMAD4 PG GnRH IATF

! ! ! ! ! !
--1 I I I I 1-

Ola -26 Ola -12 Oia O Ola 7 Oia 9 Oia 10

Grupo 2:

GnRH+

PG1 PG2 CIDR PG GnRH IATF

! ! ! ! ! !
~ I I I I 1-
Dla -26 Ola -12 Ola O Ola 7 Ola 9 Ola 10

Figura 5. Tratamientos realizados a los grupos de vacas en anestro.

Los sangrados se realizaron con la siguiente frecuencia: una muestra 24 horas

antes del tratamiento, para la determinación de niveles basa'les de P4, otra al

momento de los tratamientos (día Odel protocolo), luego a las 4, 8 Y 12 horas del

mismo; los dos días siguientes se realizaron dos sangrados diarios, y los seis días

restantes un sangrado diario (Cuadro 1).

Cuadro l. Esquema de sangrados realizados durante el experimento, detallando

el día y las horas en que se realizó la extracción.

Mueltra 2 3 4 5 6 7 a 9 10 11 12 13 14 15

Dla -1 o o o O 1 1 2 2 3 4 5 6 7 8

Hora -24 O 4 8 12 24 36 48 60 72 96 120 144 168 192
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Las muestras de sangre se obtuvieron en tubos al vacío, heparinizados, mediante

punción yugular. Luego fueron centrifugadas dentro de los 30 minutos de

obtenidas, a 3000 RPM, durante 15 minutos. El plasma fue obtenido con pipetas

Pasteur y congelado en tubos Ependorf. La determinación de progesterona

plasmática fue realizada por radioinmunoanálisis (RIA) con un Kit comercial (Coat­

a-Count, OPC, USA), por la Dra. Ana Meikle, en el laboratorio de Técnicas

Nucleares de la Facultad de Veterinaria. Los coeficientes de variación intra e ¡nter

experimento fueron del 60/0 y 11 % Yla sensibilidad del experimento de Ot 1 nmoll ­

1.

Los días -1 J 1, 7 Y 9 del protocolo se realizó ultrasonografía ovárica, con el

objetivo de evaluar la dinámica folicular y luteal y de determinar la ovulación. Se

utilizó un eCÓgrafo Aloka 500 (Aloka CO. Ltd., Tokio, Japón) con un transductor

lineal, de modo B, de tiempo real, con una frecuencia de 7,5 MHz.

Para determinar la ovulación se tomaron en cuenta las dos últimas ecografías J

considerando que ovuló aquella vaca que tuvo un crecimiento constante del

folículo hasta la ecografía del día 9 y siendo éste de tamaño preovulatorio (>10

mm) para inducir la ovulación con la administración de la segunda GnRH. Se

clasificó como vaca que ovuló prematuramente aquella que presentó al día 7

folículos preovulatorios y al día 9 folículos menores a 5 mm. También se

determinó la regresión folicular, tomando en cuenta la presencia de un folículo

preovulatorio el día 7 y al día 9 folículos de entre 5 y 10 mm.

Para determinar la tasa de crecimiento folicular se tomaron en cuenta los

diámetros foliculares medidos en las ultrasonografías de los días 1 y 9, Y la

misma se calculó como: Diámetro Final - Diámetro Inicial I N° de días.

Experimento 2

Para el mismo utilizamos 15 animales, raza Holando, de 525,1 ± 18,3 kg de peso,

2,9 ± 0, 1 de ce, 230,3 ± 15, 1 días posparto, de 2,3 ± 0,4 lactancias y 14,2 ± 0,6

litros de leche diarios.

Estos animales se encontraban ciclando, ya que habían mostrado dos celos

anterioresl y que presentaron el a la ultrasonografía. Sin embargo, en nuestro
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trabajo los consideramos "vacas problema", ya que se encontraban vacías luego

de haber recibido más de tres servicios.

Los animales se subdividieron en dos grupos: Grupo 3 y 4, de 7 y 8 animales

respectivamente. Las hormonas y dosis utilizadas fueron iguales al experimento 1.

El día 0, los dos grupos recibieron una dosis 11M de 8 tJg de un análogo sintético

de la GnRH, y a cada grupo se le realizó el tratamiento correspondiente:

~Al grupo 3, se le administraron 200 mg de MAD4

~Al grupo 4, se le administraron 400 mg de MAD4

El día 7 del experimento, a los dos grupos se les administró 500 tJQ 11M de un

análogo sintético de la PG.

El día 9, se administró una segunda dosis de 8 1-19 de GnRH, 11M.

Grupo 3:

GnRH+

PG1 PG2 200mgMAD4 PG GnRH IATF

¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡
-f I I I I ~

Ola -26 Ola -12 Ola O Ola 7 Ola 9 Ola 10

Grupo 4:

GnRH+

PG1 PG2 400mgMAD4 PG GnRH IATF

¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡
-1 I I I I J-
Ola -26 Ola -12 Ola O Ola 7 Ola 9 Ola 10

Figura 6. Tratamientos realizados a los grupos de vacas repetidoras.
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Los sangrados y las ecografías, así como la tasa de crecimiento folicular y la

evolución folicular se realizaron con la misma frecuencia y metodología que para

el experimento 1.

Análisis comparativo de los dos experimentos:

Con el objetivo de evaluar la misma dosis 11M de 200 mg en diferente estado

fisiológico (anestro o ciclando) se compararon los grupos 1 y 3 de los experimento

1 y 2, respectivamente, analizando tanto los niveles plasmáticos de progesterona

alcanzados, como la dinámica folicular.

Análisis estadístico

Para el análisis de variables continuas con varias mediciones en el experimento

(niveles de progesterona y diámetro folicular) se utilizó un modelo mixto (PROC

MIXEO t SAS). El modelo incluyó como efecto aleatorio a la vaca. La estructura de

covarianza utilizada fue AR (1) (Littell y coL. 1998) y las medidas repetidas se

realizaron sobre cada vaca.
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RESULTADOS

Experimento 1

Concentraciones de progesterona en sangre

Todos los animales en anestro presentaron en la muestra previa al tratamiento

concentraciones de P4 muy por debajo de 1 ng/mL. En la muestra tomada al inicio

de los tratamientos. aún no se apreciaron cambios en dichas concentraciones. En

la tercera muestra, tomada 4 horas luego del tratamiento, se observó un pico

máximo en los animales del grupo 1; en cambio en el grupo 2. si bien existió un

aumento apreciable, éste no fue tan marcado. En la siguiente muestra. a las 8

horas. pudimos observar que las concentraciones se mantuvieron similares a las

anteriores, para ambos grupos, siendo en ésta el pico máximo para el grupo 2. A

las 12 horas, comenzaron a declinar los valores en ambos grupos, aun así

mantuvieron niveles por encima de 1 ng/mL. En la siguiente muestra, a las 24

horas. los niveles del grupo 1 descendieron encontrándose ya concentraciones

inferiores a 1 ng/mL que se mantuvieron hasta el final del experimento, a

excepción de la muestra tomada a las 72 horas en la cual se observó un pequeño

pico que llegó a 1,1 ng/mL. En la misma muestra, para los animales del grupo 2,

si bien los niveles comenzaron a descender, se mostraron siempre por encima de

1 ng/mL, manteniéndose en las siguientes muestras de manera bastante

uniforme, observándose al igual que el grupo anterior un leve pico a las 72 horas.

En la última muestra, a las 192 horas, las concentraciones para el grupo 2

descendieron por debajo de 1 ng/mL. Las diferencias entre los dos tratamientos

sólo fueron significativas a la hora 4 y 8 del experimento (P < 0105). Los

resultados descriptos pueden apreciarse en la siguiente figura (figura 7).
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Figura 7. Evolución de los niveles de progesterona en sangre (ng/mL), para los

grupos de animales en anestro. Se incluyen todas las muestras tomadas durante

el experimento, siendo a la hora Oel inicio del protocolo. Las diferencias

significativas entre tratamientos se observan a la hora 4 y 8 del experimento (a,b:

P < 0,05).
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Dinámica folicular

Al día -1 ambos grupos presentaron folículos de pequeño tamaño, los cuales el

día 1 alcanzaron diámetros de folículo preovulatorio (> 10 mm). El día 7 el grupo 1

presentó un pequeño crecimiento alcanzado su diámetro máximo, mientras que

para el grupo 2 el crecimiento fue mayor. El día 9, los folículos del grupo 1

presentaron un diámetro menor que el día 7, en tanto que los del grupo 2

continuaron creciendo, alcanzando su diámetro máximo.

Si bien en la figura 8 se ve una tendencia del grupo 1 a regresar luego del día 7,

mientras el grupo 2 mantuvo su crecimiento. esto no es significativo, ya que

estadísticamente solo existen diferencias entre el día ..1 y 1 del experimento (P <

0,05). De la misma forma. ne existieron diferencias significativas entre los

tratamientos, en ningún día del experimento (P > 0,05).
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Figura 8. Dinámica folicular observada en los grupos del experimente 1. Diámetro

máximo de los folículos observados en cada ecografía (realizadas un día antes

del inicio del protocolo y los días 1, 7 Y9 luego del tratamiento).
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Experimento 2

Concentraciones de progesterona en sangre

Todos los animales ciclando (repetidoras), a diferencia de los que se encontraban

en anestro, presentaron en la muestra 1 y 2 niveles de P4 en sangre por encima

de 1 ng/mL. A las 4 horas del tratamiento. se observó para los dos grupos un

importante aumento de la concentración, alcanzando los animales del grupo 3 el

pico máximo, mientras que el mayor pico para el grupo 4 se observó en la

siguiente muestra t a las 8 h. A partir de este momento los valores se mantuvieron

relativamente constantes, viéndose un aumento a partir de la muestra 10, para

luego descender en las últimas dos muestras, hasta llegar a los valores mínimos

apenas por encima de 1 ng/mL en ambos grupos. Las diferencias significativas

entre ambos tratamientos se observaron a la hora 4, 8 Y 12 del experimento. (P <

0,05). En la siguiente figura se reflejan estos resultados (Figura 9).
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Figura 9. Evolución de los niveles de progesterona en sangre (ng/ml), para los

grupos de vacas repetidoras. Se incluyen todas las muestras tomadas durante el

experimento, siendo a la hora Oel inicio del protocolo (a,b: P < 0,05).
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Dinámica folicular

El día -1 ambos grupos presentaron folículos de bajo diámetro, los cuales al día 1

mostraron un pequeño crecimiento. El día 7 los folículos de ambos grupos

continuaron creciendo y alcanzaron su diámetro máximo, presentando el grupo 3

folículos de mayor tamaño que el grupo 4. En el día 9 el grupo 3 mantuvo su

diámetro, mientras que el grupo 4 presentó folículos de menor tamaño. En la

figura 10 se muestran estos resultados.

Las diferencias aparentes entre los dos tratamientos no fueron significativas (P >

0,05). Si existieron diferencias entre días, viéndose éstas entre el día -1 y 1 Y

entre el día 1 y 7 (P < 0,05).

~

E
E 16,0

""-""
'-o 14,0>-ca
E 12,0o
'"5
,Q 10,0
~
Q) 8,0
-o
e 6,0
~ 4,0tU
Q

2,0

0-1

.MAD200REP

D1

aMAD 400 REP

D7 D9

Tiempo desde el inicio del tratamiento (días)

Figura 10.. Dinámica folicular observada en los grupos del experimento 2. Se

muestran los folículos observados en cada ecografía (realizadas un día antes del

inicio del protocolo y los días 1. 7 Y9 luego del tratamiento).
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TRATAMIENTO

2 3

TASA DE CRECIMIENTO

1

-0,21 0,43 0,33

4

0,18

Cuadro 111. Evolución folicular, expresada en proporción de animales sobre el total

de cada grupo.

TRATAMIENTO OVULO OVULO REGRESO
PREM.

EXPERIMENTO 1 114 1/4 214

1
2 2/3 0/3 1/3

EXPERIMENTO 3 517 117 117

2
4 4/8 1/8 3/8
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DISCUSiÓN

Para que la vía parenteral de administración de progesterona (P4) pueda sustituir

la aplicación local (CIDR), ésta debe asegurar niveles luteales en sangre durante

por lo menos 7 días, los cuales son capaces de crear ambientes altos en P4, que

son necesarios en programas iniciados al comienzo o al final del ciclo astral. tanto

en vacas en anestro como en vaquillonas (Stevenson y coL, 1999; Rivera y col.,

2005).

En el presente experimento obtuvimos concentraciones aceptables durante 7 días

en el grupo de animales en anestro tratados con CIDR y en los grupos de vacas

ciclando tratados con 200 y 400 mg de MAD. En el único grupo que los niveles no

se mantuvieron durante los 7 días fue en los animales en anestro tratados con

200 mg de MAD, similar a lo observado en el trabajo de Cavestany y col. en 2007

utilizando vacas ovariectomizadas tratadas con 400 mg de MAD por vía

subcutánea, en el cual la P4 cayó por debajo de 1 ng/mL antes de las 60 horas

post tratamiento.

Como era esperable los animales en anestro, antes de comenzar el tratamiento

presentaron valores de P4 en plasma por debajo de los niveles luteales (1ng/mL}1

al igual que lo observado por McDougall y col. en 2004. Luego de realizados los

tratamientos, los dos grupos (CIDR y MAD) presentaron concentraciones de P4

por encima de 1ng/mL, existiendo diferencias significativas ente ambos. a favor

del MAD, a la hora 4 y 8 post tratamiento (p<O,OS). Desde la hora 24, y hasta el

final del experimento, los perfiles de P4 para el grupo CIDR se mantuvieron por

encima del nivelluteal cayendo por debajo de 1 ng/mL recién en el día 8, es decir,

luego de la extracción del dispositivo. Por el contrario, en el trabajo de McDougall J

utilizando un CIDR con 1,56 9 de P4 la misma desciende de 1 ng/mL ya en el día

6. El pico máximo de P4 plasmática se observó en el presente estudio al tercer

día de 'a inserción, siendo éste de 4.1 ng/mL. Valores similares se observaron en

el trabajo realizado por Nation y col. en el 2000 en el cual el mayor pico fue de 4

ng/mL, pero observándose éste a las 24 horas de la colocación del CIDR. El

grupo MAD por su parte presentó niveles subluteales de P4 ya a la hora 24 del

experimento y hasta el final del mismo, similar a lo observado en el trabajo de

Cavestany y col. en el que la P4 cayó por debajo de 1 ng/ml a las 48 horas de la
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administración. La diferencia en la duración de la P4 en sangre. observada entre

los grupos 1 y 2 del presente experimento la atribuimos a la vía de administración.

El CIDR produce una liberación constante y uniforme durante todos los días que

está colocado, alcanzando niveles plasmáticos igualmente uniformes (Sorensen,

1982). En cambio la administración 11M, a pesar de ser en base oleosa, alcanza

rápidamente concentraciones plasmáticas muy altas que luego declinan

bruscamente.

Todas las vacas repetidoras tuvieron antes del tratamiento niveles de P4 por

encima de 1 nglmL, ya que se encontraban en el día 10 del ciclo, presentando un

el funcional. Si bien los valores estuvieron por encima de los niveles basales,

estos fueron <2 ng/mL mientras que otros trabajos observaron en vacas ciclando

en el décimo día del ciclo astral valores cercanos a 5 ng/mL (Wolfenson y col.,

2004). A lo anterior podemos atribuir el hecho de que las vacas de nuestro

experimento presentaban baja aptitud reproductiva. Luego de los tratamientos con

200 y 400 mg de MADI la concentración de P4 se elevó muy por encima de los

niveles basales luteales, llegando a valores superiores a 11 y a 19 ng/mL para la

dosis de 200 y 400 mg, respectivamente. Esto difiere de lo reportado en trabajos

realizados con CIDRs en animales ciclando, en los cuales se observaron niveles

máximos de alrededor de 2,5 (Sakase y col., 2005) y 4 ng/mL (Kawate y col.,

2004). La mayor concentración de P4 alcanzada para el grupo 4 respecto al grupo

3 en el presente estudio la atribuimos a la dosis de P4 exógena administrada.

Macmillan y col. en 1991, en un trabajo similar realizado con CIDRs múltiples

demostraron que la concentración plasmática de progesterona es dosis

dependiente, aumentando los niveles sanguíneos de P4, al aumentarse la dosis

administrada~ Similares resultados obtuvieron McDougall y col. en 2004, utilizando

CIDRs con diferentes dosis de P4. Luego de la hora 12 post tratamiento, y hasta

el final del experimento, los niveles de P4 disminuyeron considerablemente, pero

manteniéndose por encima de 1 ng/mL, no existiendo diferencias entre

tratamientos. lo que se destaca del perfil plasmático de P4 logrado con la

administración parenteral es el gran pico inicial alcanzado que luego declina

bruscamente. Esto difiere de los trabajos realizados con CIDRs, en los cuales se

observó un perfil en meseta durante los días que estuvo colocado el dispositivo
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(Kawate y col., 2004), o incluso se vio una curva de crecimiento de la P4

plasmática en esos días (Sakase y col., 2005).

Al comparar el mismo tratamiento (200 mg de MAD) en vacas en anestro y vacas

ciclando, existieron diferencias en la concentración de P4 plasmática alcanzada a

la hora 4 y 8 post tratamiento a favor de los animales cíclicos, lo que fue debido a

la presencia de P4 endógena en estos últimos. En el resto del experimento, si

bien la diferencia no fue significativa, la tendencia se mantuvo.

Los folículos observados en los animales en anestro tratados con CIDR

presentaron una tendencia a ser levemente mayores que los del grupo MAO.

durante todo el experimento, aunque estas diferencias no fueron significativas.

Esto lo atribuimos a los mayores niveles de progesterona plasmática alcanzados

en el grupo MAD, que produjo una menor tasa de crecimiento del folículo

dominante y un menor tamaño del mismo. Por lo tanto se puede inferir que las

diferencias observadas entre ambos grupos se deberían a los efectos de la

concentración de P4 generada durante el tratamiento (Callejas y col., 2002;

Vasconcelos y col. J 1999). En ambos tratamientos se vieron al día 9, folículos de

bajo tamaño «14,5 mm), que posiblemente deriven en una menor fertilidad. Este

menor tamaño puede también deberse a que las vacas no hubieran ovulado luego

de la primer dosis de GnRH, lo que disminuiría el tamaño del FD al momento de

aplicar la segunda dosis de GnRH (Atkins y col., 2010). Según informaron

Vasconcelos y col. en 2001 folículos pequeños (de 11 t5mm) resultarán, luego de

la ovulación. en el de menor tamaño que producirán menores concentraciones

de P4, llevando a la reducción de la fertilidad. Pérez Marín y col. reportaron en

2003 que el diámetro medio de los folículos preovulatorios es de 17)8 ± 3,6mm, Jo

que difiere de nuestros resultados~

Los grupos de vacas repetidoras presentaron también folículos preovulatorios de

pequeño tamaño «13,5 mm), siendo menores aún los del grupo MAD400 que los

del MAD200. Como pudimos observar en este experimento, si bien no hubieron

diferencias entre ambos grupos (p>O,OS), existió una tendencia de que, en el

experimento en el cual se administró mayor dosis de P4, se observaron foliculos

de menor tamaño. Como se mencionó anteriormente esto puede ser debido a la
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inhibición que provoca la alta concentración de P4 sobre el crecimiento folicular

(Callejas y col., 2002; Vasconcelos y col. t 1999).

Si comparamos el mismo tratamiento (200mg de MAD) en vacas en anestro y en

vacas ciclandol observando las figuras 8 y 10 podemos decir que en el grupo de

vacas en anestro se observó una regresión de los folículos, mientras que en la

vacas ciclando los mismos crecieron de manera continua hasta la segunda GnRH,

Estadísticamente estos resultados no presentan diferencia.

Como observamos en el cuadro 11, la tasa de crecimiento folicular en ambos

experimentos fue muy baja en comparación con lo reportado por otros autores, de

1 a 2 mm/día por (Fortuna y otros, 1988; Murphy y col., 1990) y de 0,89 mm/día

(Atkins y col., 2010). Esta baja tasa puede ser debida a que los animales de

nuestro experimento fueron animales de baja aptitud reproductiva, ·~repetidoras",

con un prolongado período de días abiertos y baja condición corporal. Una de las

posibles causas es un BEN, el que se ha vinculado con la disminución de la

secreción de LH y con bajas concentraciones de IGF-I (Diskin y col. r 2003), las

cuales actúan de forma sinérgica para promover el desarrollo folicular (Lucy,

2000). Se observó una correlación positiva significativa entre el tamaño del

diámetro folicular y los niveles de IGF-I r = 0.55, p<O.001, n =44 (Albanell y Silva

2006). Otra posible causa puede estar relacionada a lo planteado por Atkins y

col., 2010, dependiendo de la ovulación o no en respuesta a la primera

administración de GnRH.

En el cuadro 111 se puede ver que en el experimento 1 el grupo CIDR se comportó

de mejor forma que el grupo MAD 200, esta diferencia se ve reflejada en la figura

8 en la cual se puede observar que en el tratamiento 1 la onda folicular al

momento de la segunda GnRH se encontraba ya en regresión y con un diámetro

promedio del FD menor a 10 mm, en tanto que en el tratamiento 2 la situación fue

inversa. Este comportamiento es atribuido a que, si bien en el grupo 1 existió un

pico inicial de P4. Juego de las 24 hs ésta cayó por debajo de 1 ng/mL, y teniendo

en cuenta que las vacas vienen de un anestro no teniendo el Clpriming" de P4

necesario para un desarrollo folicular adecuado, esto se traduce en un deficiente

crecimiento y maduración del FD (Roche y col.; 1992). En cambio en el grupo

CIDR las concentraciones alcanzadas fueron constantes (> a 1ng/mL) cumpliendo
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con este requisito. Al igual que en el experimento anterior, en el experimento 2 el

grupo que mejor se comportó fue el MAD 200, presentando una onda folicular en

crecimiento y un FD de mayor tamaño al momento de la administración de la

segunda GnRH. Por otra parte, el grupo MAD 400 mostró una regresión de los

folículos y un FD de menor tamaño. Esto se observa en la Figura 10 Y se explica

teniendo en cuenta que la administración de niveles altos de P4 altera el

desarrollo del FD (Adams y col., 1992a). Esto altera la secreción pulsátil de LH y

causa que el FD detenga sus funciones metabólicas y comience a regresar (Aerts

y Bols, 2010).

La dosis de 200 mg de MAD en el segundo experimento obtuvo mejores

resultados que la misma dosis en el experimento 1, esto es debido a que, en el

experimento 2 los niveles de P4 se mantuvieron siempre por encima de 1 ng/mL

ya que existió también P4 endógena porque los animales se encontraban

ciclando.
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CONCLUSIONES

Los animales ciclando lograron mantener niveles plasmáticos luteales durante los

7 días luego de la administración de P4 parenteral J pero cuando se utilizó esta vía

en animales en anestro, los niveles luteales se mantuvieron sólo por 24 horas, por

que suponemos que gran parte de la P4 observada en los animales ciclando

puede deberse a la presencia de P4 endógena, de origen luteal.

La misma dosis (200 mg) usada en distinta etapa fisiológica del animal generó

respuestas diferentes en los niveles plasmáticos de P4, según fue administrada

en animales ciclando o en anestro, no observándose diferencias significativas en

lo referente a la dinámica folicular.

Si bien la dosis de 400 mg, al igual que la de 200 mg, cumplió con los niveles

plasmáticos necesarios para el protocolo, los folículos obtenidos con esta dosis

presentaron una tendencia a ser de menor tamaño y se observó una peor

evolución folicular, representando además un costo mayor innecesario.

El perfil plasmático de P4 logrado por la administración parenteral no se comportó

como los perfiles logrados con un CIDR, ya que la vía 11M generó un gran pico en

las primeras horas que luego cayó bruscamente, mientras que el CIDR mantuvo

niveles uniformes.
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