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“EFECTO DEL ESTRADIOL Y EL FACTOR LIBERADOR DE
GONADOTROPINAS

SOBRE LA DINAMICA FOLICULAR DE VACAS HOLSTEIN”’

RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto del Estradiol y GnRH sobre la
dinamica folicular, en funcion a la cantidad de foliculos, presencia de cuerpos luteos,
foliculos dominantes y foliculos quisticos en vacas de la raza Holstein con la ayuda de un
monitoreo ecografico de los ovarios. Para ello en la investigacion se realizd una
sincronizacion de la dinamica folicular de 29 animales, divididos en 2 tratamientos. Los
tratamientos para el estudio fueron: T1(n =16), (dia 0): aplicacién de 1.2 mg de Estradiol
(i.m.), insercion intravaginal de 1 DIB por 4 dias y aplicacion de 2 mg PGF2a (i.m.); T2
(n =13), (dia 0): aplicacion 3 mg GnRH (i.m.), insercién intravaginal de 1 DIB por 4 dias
y aplicacion de 2 mg PGF2a (i.m.). Para analizar la dindmica folicular se realizd una
exploracion ecografica en el (dia 0) previo al tratamiento y luego en el (dia 4). Los
resultados del estudio permitieron observar el estatus folicular inicial de las vacas de alta
produccion del establo y también demostraron que en el tratamiento T1 con Estradiol, la
emergencia de la nueva onda folicular obtuvo en promedio un nuevo grupo de (10.4)
foliculos menores a 8§ mm de didmetro. Sin embargo el tratamiento T2 con GnRH result6
en la emergencia folicular de un nimero menor (6.9) de foliculos menores a 8 mm y
diferente estadisticamente (p<0.05) al grupo tratado con estradiol/progesterona; Asi
también que la cantidad de foliculos de 2 a 4 mm de didmetro reclutados con el tratamiento
T1 de Estradiol (8.1) fue mayor al tratamiento T2 de GnRH (4.2), con una diferencia
estadistica significativa (P<0.05). En la presencia de cuerpos Iluteos después del
tratamiento, se obtuvo una mejor reduccion de 29% en el grupo de vacas tratadas
hormonalmente con GnRH; Asi también en la presencia de foliculos dominantes después
del tratamiento, el Estradiol obtuvo una mayor reduccién de 50%. Por ultimo los
tratamientos de sincronizacién de onda folicular a base de Estradiol y GnRH, ademas de
producir una adecuada sincronizacion de la emergencia folicular, permitieron corregir en el

57% (4/7) de los casos la presencia de quiste folicular.



“EFFECT OF ESTRADIOL AND THE RELEASE FACTOR OF
GONADOTROPIN ON DYNAMICS FOLLICULAR OF HOLSTEIN
COWS”

ABSTRACT

This study aims to evaluate the effect of estradiol and GnRH on follicular dynamics,
according to the number of follicles, presence of corpora lutea, dominant follicles and
cystic follicles in cows of the breed Holstein with the help of an ultrasound monitoring of
ovaries. For this, in the research was made a synchronization of follicular dynamics in 29
animals, divided in two treatments. The two treatments for both studies were: T1 (n =16),
(day 0): application of 1.2 mg of Estradiol (i.m.), an intravaginal insertion of 1 DIB for 4
days and application of 2 mg PGF2a (i.m.). T2 (n =13), (day 0): application of 3 mg GnRH
(i.m.), intravaginal insertion of 1 DIB for 4 days and application of 2 mg PGF2a (i.m.). To
analyze follicular dynamics was made an ultrasound examination of the (day 0) before
treatment and then the (day 4). The study results allowed to observe the initial follicular
status of high producing cows from the barn and also demonstrated that treatment T1 with
Estradiol, the emergence of a new follicular wave obtained a new group average (10.4),
and follicles smaller than 8mm in diameter. However, the treatment with GnRH T2
resulted in the follicular emergence of a lesser number (6.9) of follicles, lesser than 8§ mm
and statistically different (p <0.05) compared from the other group treated with
estradiol/progesterone. Also the number of follicles 2 to 4 mm in diameter recruited with
the treatment T1 Estradiol (8.1) was higher than treatment T2 GnRH (4.2), with a
statistically significant difference (P <0.05). So in the presence of corpora lutea after
treatment, better reduction of 29% was obtained in the group of cows hormonally treated
with GnRH; In the presence of dominant follicles after treatment, estradiol obtained a
higher reduction of 50%. Finally the treatment of follicular wave synchronization based in
estradiol and GnRH, also of produce an adequate follicular synchronization emergence, it

allowed to correct in 57% (4/7) of cases the presence of follicular cyst.
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I.  INTRODUCCION

La industria lechera viene siendo una de las actividades pecuarias mas importantes en nuestro
pais, con un creciente consumo de leche y sus derivados lacteos a nivel nacional, sin embargo
uno de los problemas mdas importantes que viene aquejando en los ultimos afios es la
disminucion de fertilidad de vacas en lactacion opuesto al incremento de la produccion de

leche.

La reproduccion es fundamental para preservar la especie. Es una funcion biologica de todo
organismo animal que se da con regularidad y normalidad cuando el organismo se encuentra
en perfecto equilibrio, es decir, en perfecta adaptacion con el ambiente en que vive y un
correcto funcionamiento interno. En la actividad ganadera, la reproduccién mantiene el ciclo

productivo y asegura su continuidad y crecimiento.

La dindmica folicular en la hembra bovina es desencadenante de los procesos reproductivos y
de las fases del ciclo estral; sin embargo, estos eventos estdn regulados por un complejo
conjunto de factores que se interrelacionan y permiten que se presente la ovulacion como
punto final del ciclo estral y punto inicial en la vida reproductiva. Entre estos factores juega
un papel importante la influencia de las hormonas sexuales involucradas en el ciclo estral,
hormonas que se encuentran reguladas por el sistema neuroendocrino del eje hipotdlamo-

hipofisis-ovarios-utero.

Gracias al uso de la tecnologia de ultrasonido en la reproduccion bovina, se ha podido
conocer mas sobre la dindmica folicular del ovario, pudiéndose visualizar las diferentes

estructuras del mismo, permitiendo el monitoreo folicular.

Por lo tanto, el presente trabajo tiene como objetivo principal evaluar el efecto del Estradiol y
GnRH sobre la dindmica folicular, en funcion a la cantidad de foliculos y de forma secundaria
la presencia de cuerpos luteos, foliculos dominantes y foliculos quisticos en vacas Holstein

con la ayuda de un monitoreo ecografico de los ovarios.



II. REVISION LITERARIA

2.1 CICLO ESTRAL

El ciclo estral es el tiempo transcurrido entre dos periodos de estro o calor y varia normalmente
entre 18 a 24 dias, con un tiempo promedio de 21 dias (Duby y Prange, 1996). Presenta un
patrdn ciclico de actividad ovarica que facilita a las hembras pasar de un periodo reproductivo de
no receptividad a uno de receptividad y permitir el apareamiento y el subsecuente proceso de
gestacion (Forde et al., 2011). El inicio del ciclo estral ocurre al momento de la pubertad, en
donde la hembra bovina entra a un periodo de ciclicidad reproductiva que continua a lo largo de
toda su vida, a excepcion del periodo de gestacion o de balance energético negativo en el cual

prevalece el anestro (Sartori y Barros, 2011).

2.1.1 FASES DEL CICLO ESTRAL

Segtn Callejas (1995), el ciclo estral se puede dividir en tres fases: fase folicular de regresion
lutea (proestro), fase periovulatoria (estro y metaestro), fase luteal (diestro); mientras que para
Rathbone et al. (2001), teniendo en cuenta las estructuras ovaricas se divide en dos fases: 1) la
fase luteal (periodo de desarrollo y mantenimiento del cuerpo luteo), y 2) la fase folicular

(Periodo que prima el crecimiento folicular, ovulacion y luteinizacion de la cavidad ovulatoria).
A. Proestro

La actividad ovéarica durante el proestro es iniciada por la regresion del cuerpo luteo del ciclo
anterior. Los niveles de progesterona descienden rapidamente y el crecimiento del foliculo
ovulatorio tiene lugar. Durante este periodo el foliculo es destinado a ovular crece a partir de una
estructura microscopica a ser una estructura llena de fluido, de una ampolla de 3/4 pulgada a 1
pulgada de didmetro. Mientras que varios foliculos grandes pueden desarrollar durante este
periodo, so6lo 1 (2 o 3 en el caso de gemelos o trillizos) serdan seleccionados para ovular. Este
foliculo dominante se diferencia de los otros por ser estimulado por la hormona foliculo
estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), para producir estrégenos. Los estrogenos son
producidos por las células que forman la pared del foliculo en desarrollo. Las capas mas externas

de las células son las células de la teca, mientras que en capas interiores estan las células de la
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granulosa. Estos dos tipos de células funcionan cooperativamente durante el desarrollo del
foliculo para producir estrogenos. Células de la teca se unen al LH para producir andrégenos que
se convierte a continuacion estrogenos por células de la granulosa que han sido estimuladas por

FSH (Duby y Prange, 1996).

B. Fase periovulatoria (estro y metaestro)

El estro o celo se define como el periodo de receptividad sexual de la hembra, observandose una
serie de signos caracteristicos como el dejarse montar, inquietud, inflamaciéon de la vulva,
secrecion de moco claro y transparente que sale de la vulva (Shearer, 2003). La duracion de celo

es muy variable considerandose un tiempo promedio 16+14 horas (Lucy, 2006).

En esta fase continta la produccion de estrogenos por el desarrollo del foliculo en un aumento de
la liberacion de LH y FSH de la pituitaria que estimula la maxima produccién de estrégenos por
el foliculo. Los altos niveles de estrogenos son responsables de signos de comportamiento de
estro. También aumentan las contracciones del tracto reproductivo para facilitar del transporte
del espermatozoide y el ovulo. Durante el estro las células de la granulosa también liberan
inhibina, una hormona que previene la liberacion de FSH de la pituitaria. Asi, durante el
proestro y estro, el crecimiento folicular se ha completado, el 6vulo esta listo para ser lanzado a
la ovulacion (Duby y Prange, 1996). Luego de 12 a 24 horas de comenzado el celo, el sistema
nervioso de la vaca se torna refractario al estradiol y cesan todas las manifestaciones psiquicas

del mismo; (Luiz , 2002).

En el metaestro fase posterior al estro, segin Arthur (1975), la capa de células epiteliales de la
ruptura del foliculo sufren una rapida hipertrofia e inicia la luteinizacion, formando el cuerpo
luteo, las glandulas uterinas son activas, el musculo uterino relajado y el cérvix esta constreiiido,

el moco vaginocervical es escaso y pegajoso, la mucosa vaginal es palida.

Para Luiz (2002), en la formacion del cuerpo lateo (luteinizacion) se produce una serie de
cambios morfologicos y bioquimicos que permiten que las células foliculares se transformen en

células luteales, cambios que finalizan al séptimo dia con un cuerpo liteo funcional.



Los 3-4 dias inmediatamente siguientes al estro, se denomina metaestro. El pico de LH y FSH
durante estro conduce a la ruptura del foliculo sobre 30 horas después del inicio de "celo", 6 10-
14 horas después del final del estro y la liberacion del évulo desde el interior. Las células de la
granulosa y de la teca que recubren el foliculo se vuelven sensibles a la LH y formaré el CL o
"cuerpo amarillo" y comenzara a producir progesterona. Esta hormona es responsable de

preparar el utero para el embarazo y la inhibicion de la actividad del ciclo estral (Duby y Prange,

1996).

El comienzo de la fase lutea también se conoce como metaestro y dura normalmente 3-4 dias. Se
caracteriza por la formacion del cuerpo luteo (CL) del colapsado foliculo que ha ovulado
(cuerpo hemorragico). Después de la ovulacion, las concentraciones de progesterona comienzan
a aumentar debido a la formacion del CL, en el que las células de granulosa y de la teca del
foliculo ovulado producen progesterona en preparacion para el establecimiento y mantenimiento

del embarazo y / o la reanudacion del ciclo estral (Niswender, 1981)

C. Fase luteal (diestro)

Durante la fase del diestro, las concentraciones de progesterona permanecen elevadas y
recurrentes ondas de desarrollo folicular son iniciadas por el pico de FSH de la pituitaria
anterior. Sin embargo, estos foliculos dominantes que crecen durante la fase luteal del ciclo
estral no ovulan. La progesterona es dominante en esta fase luteal del ciclo estral, a través de la
retroalimentacion negativa, no permite la secrecion de LH con mayor frecuencia, no siendo

suficiente para provocar la ovulacion del foliculo dominante (Rahe et al., 1980).

El cuerpo luteo se desarrolla principalmente a partir las células de la granulosa que recubren las
paredes del foliculo colapsado. En efecto, la LH que induce la ovulacion es responsable de los
cambios en receptores a LH en las células de la granulosa que forman al cuerpo luteo y este
alcanza el tamano maximo en 8-10 dias después de la ovulacion. Los niveles de progesterona en
la sangre son paralelos al crecimiento del cuerpo luteo y los niveles maximos se alcanzan

alrededor del dia 10 y se mantiene hasta el dia 16-18 del ciclo (Duby y Prange, 1996).



Los dias 16 a 18 del ciclo son criticos para el mantenimiento de la funcion CL. Si la vaca no
inicia la prefiez, el CL ingresa a la regresion por efecto de la prostaglandina F2 o producida en el
utero. En cambio, en una hembra “prefiada”, el embridon viable produce una secrecion de
interferon Tau (IFN-1) como sefial molecular de importancia para el reconocimiento de la prefiez

y en el ttero se bloquea la sintesis de prostaglandina F2a (figura 1)

CORPUS
LUTEUM

[

EMBRYO IFN-z UTERUS

P4

endometrial

Secretion of
glands

Figura 1: Establecimiento y mantenimiento de la prefiez en bovino (McNeil et al., 2006)

La PGF2a es transportada al ovario, donde provoca lisis de CL y disminuye los niveles de
progesterona en la sangre. Esto permite a la FSH y LH estimular el desarrollo del foliculo
dominante en los préximos 3-4 dias y a medida que el foliculo crece y madura, el nivel de
estrogenos incrementa y actia con feed back positivo e incrementa los pulsos de LH y
posteriormente provocard un pico de LH y activard el mecanismo de ovulacion (Duby y Prange,
1996). La PGF2a tiene una accion directa causando la luteolisis o regresion del cuerpo lateo en
rumiantes (Lamb et al., 2009). Con la regresion del cuerpo luteo, comienza la disminucion de los

niveles de progesterona, finaliza la fase luteal o diestro y da inicio a un nuevo ciclo estral.



2.1. DINAMICA FOLICULAR

Se conoce como dindmica folicular al proceso de crecimiento continuo y regresion de foliculos
antrales que conduce al desarrollo del foliculo preovulatorio y se refiere al crecimiento de dichas
estructuras en oleadas o grupos. Durante un ciclo estral pueden ocurrir una o mas oleadas (Lucy

etal., 1992) (ver figura 2).

Independientemente de la especie y del numero de oleadas (Armstrong y Webb, 1997), cada una
tiene tres fases: 1) reclutamiento, en la que un grupo de foliculos adquiere la habilidad para
responder a las gonadotropinas y empieza a crecer rapidamente; 2) seleccion, en la que uno o un
grupo de foliculos es escogido para escapar del proceso de atresia y continuar creciendo, y 3)
dominancia, en la que un foliculo (en especies mondtonas) se desarrolla de forma mas rapida que
el resto, suprimiendo el crecimiento de los subordinados e impidiendo el reclutamiento de un

nuevo grupo de estructuras foliculares.
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Figura 2: Dinamica de onda folicular (3 ondas) en bovino (Lucy et al., 1992).



2.2.1. Fases de la dinamica folicular

Los ovarios contienen dos diferentes poblaciones de foliculos; a) los que no se encuentran en
crecimiento y b) los que estan en crecimiento folicular. Los primeros contienen a los foliculos
primordiales, mientras que los segundos contienen a los foliculos primarios, secundarios y
terciarios (Kanitz et al., 2001). La entrada de los foliculos primordiales en la fase de crecimiento
ocurre durante toda la vida reproductiva. Los foliculos primordiales que pasan a la fase de
crecimiento, son sometidos a un proceso de transicion de foliculos primordiales a foliculos
primarios. Los ovocitos aumentan de tamafio y las células de la granulosa pre-escamosas
circundante se vuelven cuboidales y proliferan para formar una capa de células cubicas alrededor
del ovocito creciente (Fortune et al., 2000). El foliculo ahora se llama foliculo primario. Los
mecanismos responsables de la iniciacion del crecimiento folicular en esta etapa son poco
conocidos aunque se ha propuesto a las (Gonadotropinas, factores de crecimiento) (Webb et al.,

1999) (figura 3).

En la mayoria de los ciclos estrales en vacas constan de 2 6 3 ondas foliculares. Noseir (2003)
reporta que el 71,4% de las vacas tenian 3 ondas de desarrollo folicular. La duracion media de
los intervalos interovulatorios de vacas con 2 ondas fue de 19,8 + 0,6 dias, siendo

significativamente (p<0,05) mas corto que vacas con 3 ondas foliculares de 22,5 + 0,8 dias.

Los androgenos tienen un papel importante en el crecimiento folicular y funcion ovérica. La
variaciéon en la produccion de estos androgenos es importante para determinar el niimero de
foliculos reclutados, siendo mas alta la concentracion de testosterona circulante en vacas de
mayor poblacion folicular, y muy bajo el nivel de testosterona en vacas de poblacion folicular

inferior (Mossa et al., 2010)
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Figura 3: Fases de onda folicular, durante el ciclo estral en bovino (Poock y Hamilton, 2012)

La diferentes etapas de crecimiento folicular y atresia se han asociado con los cambios en la
expresion de acido ribonucleico mensajero (ARNm) para los receptores de gonadotropina,
enzimas esteroidogénicas y factores de crecimiento (IGF-I y II) y sus proteinas de unién
(IGFBP). En general, la expresion de ARNm de los receptores de gonadotropina, enzimas
androgénica y proteina reguladora aguda de esteroidogénesis (StAR) aumenta con el desarrollo
folicular progresivo y es mas alta cuando los foliculos dominantes se acercan al tamafio maximo.
La expresion de ARNm disminuye rapidamente y se convierte en baja o indetectable en los
foliculos atrésicos. La seleccion de los foliculos dominantes se asocia con la expresion de ARNm
para los receptores de LH en células de la granulosa. Por lo tanto, los cambios en la expresion de

genes probablemente son importantes para el reclutamiento, la seleccion, la dominacion, y la

atresia de los foliculos ovaricos (Bao y Garverick., 1998).

A. Reclutamiento de foliculos primarios

En cada onda folicular es reclutado un grupo de foliculos primordiales que crecen de manera
continua debido a los incrementos en las concentraciones de FSH (Webb et al., 2003). El
concepto de reclutamiento se utiliza para la entrada de los foliculos en el grupo de crecimiento,

pero también para los procesos asociados con la entrada de los foliculos en una onda como el
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patron de crecimiento. La FSH es la hormona clave para la iniciacion endocrina de ocurrencia de

la onda folicular (Adams et al, 1992; Sunderland et al, 1994; Fricke et al, 1997).

Al inicio del ciclo estral, un numero de foliculos es reclutado del pool de foliculos antrales mas
pequefios (2 a 4 mm). El reclutamiento no es un fenémeno aislado o al azar. Parece que los
foliculos a ser reclutados como grupo han recibido anteriormente una sefial que les permite

crecer y desarrollarse en vez de sufrir regresion (Fortune et al., 1991).

El mecanismo que controla el reclutamiento de estos pequenos foliculos y determina que
foliculos son reclutados, se desconoce. La sefal que estimula el reclutamiento parece ser una
ligera elevacion de FSH en el plasma (Fortune et al., 1991). Asi, Xu et al. (1995a) sugirieron que
los cambios en la expresion del ARNm para receptores de FSH y LH pueden ser importantes
para el reclutamiento de un grupo de foliculos y seleccion y atresia del foliculo dominante en
bovinos. Sin embargo, el nivel de ARNm para receptores de FSH en foliculos sanos, no se
correlaciona con el tamafio folicular, ni con los cambios en el nivel de ARNm para el receptor de

FSH durante la primera onda folicular.

En la ultima década se han propuesto dos conceptos en cuanto al reclutamiento folicular, el
reclutamiento inicial y el reclutamiento ciclico (McGee y Hsueh, 2000). El reclutamiento inicial
se atribuye a que dejan de estar presentes algunos factores inhibitorios que mantenian a los
foliculos en latencia. Se considera que es un proceso continuo que se inicia poco después de la
formacion del foliculo, mucho antes de la pubertad (McGee y Hsueh, 2000). Tan pronto como
ocurre la formacion del foliculo, algunos de ellos dejan la reserva y empiezan a crecer. Este
proceso se conoce como activacion folicular (Fortune, 2002). Cuando algiin foliculo sale de esta

reserva, sigue creciendo hasta la ovulacion o hasta que degenera (Hafez y Hafez, 2000).

El reclutamiento ciclico tiene inicio después de la pubertad y resulta del incremento en los
niveles de la FSH en la circulacion sanguinea durante cada ciclo ovarico en que se rescata a un
grupo de foliculos antrales de la atresia (McGee y Hsueh, 2000). Antes de la formacion del antro,
el ovocito no es capaz de crecer mas alla del diploteno de la primera division meidtica (Eppig,

2001).



B. Seleccion de foliculos ovaricos

La seleccion folicular ocurre al final de la fase comtn de crecimiento (Ginther et al., 2001). Este
proceso de seleccion significa que el nimero de foliculos en crecimiento se pone en linea con el
numero de la ovulacion especifico de la especie (Fortune, 1991). Después del reclutamiento cada
vez menos foliculos reclutados continian en crecimiento hasta que se seleccione un foliculo para
convertirse en dominante, mientras que los restantes miembros de los foliculos reclutados se

vuelven estaticos y se someten a la apoptosis a través de la atresia.

Los procesos de seleccion se producen en virtud de la disminucion de las concentraciones de
FSH y toman de 2 a 3 dias (Evans et al, 1997; Austin et al, 2001). Gibbons et al. (1999) reporta
que los foliculos < 3 mm no tienen capacidad de crecimiento cuando se reduce drasticamente la
FSH, en comparacion a los foliculos > 5 mm. Asi también, Kaneko et al., (1997) demostraron
que la inhibina es uno de los factores de importancia en la regulacion negativa de la secrecion de
FSH durante la fase luteal temprana, cuando la secrecion de estradiol y la progesterona son
normalmente altas. Ginther et al. (2001a) sostienen que la inhibina es el supresor de FSH
primario en este momento. Al comienzo de la desviacion folicular, las emisiones de estradiol
aumentan en la sangre, y el estradiol liberado estd implicado en la depresion continua de
concentraciones de FSH por debajo de la exigencia de los foliculos mas pequefos, pero no del

foliculo mas grande (Ginther et al., 1999; Ginther et al., 2000).

Otros trabajos de investigacion, sostiene que el crecimiento folicular continua hasta que se llega
a una fase llamada desviacion, segiin Kulick et al. (1999) reportarén que la desviacion ocurre
cuando los 2 foliculos mas grandes fueron 8.3 £ 0.2 y 7.8 + 0.2 mm. Esto fue observado después
de 61.0 £ 3.7 h después de la onda emergente. Similares resultados en diametro y tiempo para la

desviacion fueron reportados por Ginther et al. (2000) ver figura 4.
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Figura 4: Eventos que ocurren en una onda folicular. Reclutamiento, seleccion y dominancia

(Driancourt, 2001)

C. Dominancia del foliculo ovarico

Una caracteristica del foliculo seleccionado es su mayor capacidad para la produccién de
estradiol en vacas (Ginther et al., 2003). El estradiol en la hembra bovina empieza a
incrementarse en la circulacion al momento en que inicia la desviacion (Kulick et al., 1999), lo
que ocasiona el descenso de la FSH (Ginther et al., 2001). En cada onda folicular, el foliculo
dominante adquiere receptores para LH y continlia su crecimiento mientras que los foliculos

subordinados que continuan dependiendo del FSH entran en atresia (Ginther et al., 2001).

El foliculo dominante requiere de LH para terminar su desarrollo folicular posterior a la
desviacion, de manera que el foliculo seleccionado, que inicialmente fue dependiente de FSH,
cambia su dependencia a la LH para continuar su crecimiento y sintetizar estradiol vy
posteriormente progesterona (Evans et al., 1994). El foliculo seleccionado preovulatorio presenta
mayor cantidad de receptores para LH y estos incrementan de manera sustantiva hasta antes de

que el foliculo dominante ovule (15 mm-23 mm).

Los foliculos adquieren la capacidad ovulatoria a aproximadamente 10 mm, correspondiente a

aproximadamente 1 dia después del inicio de la desviacion folicular, pero requiere una dosis
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mayor de LH para inducir la ovulacién en comparacion con los foliculos mas grandes. Se
especuld que la adquisicién de la capacidad ovulatoria puede implicar un aumento de la
expresion de receptores de LH en las células de la granulosa del foliculo dominante y que este
cambio puede ser importante para un mayor crecimiento del foliculo dominante (Sartori et al.,

2011).

El foliculo dominante crece a una tasa constante y el resto de los foliculos subordinados sufren
atresia o temporalmente crecen a una velocidad menor y posteriormente dejan de hacerlo
(Ginther et al., 1997). Este efecto inhibitorio se mantiene hasta que esta dominancia desaparece
bien porque el foliculo dominante muere o porque el foliculo es ovulado (Lamb et al., 2009).
Con la ovulacioén o destruccion del foliculo dominante, se produce un nuevo incremento de FSH

y un nuevo reclutamiento folicular, iniciando la onda folicular.

2.2.2. Control de la dinamica folicular

El uso de la ultrasonografia para estudiar el efecto de los diferentes tratamientos hormonales
sobre la dindmica folicular en el bovino llevd a conducir protocolos que permiten manipular

eficientemente el ciclo estral y la ovulacion (Bo, 2002).

a) Ablacion folicular

La ablacion de los foliculos ovéricos existentes induce la secrecion de la FSH de la pituitaria y el
reclutamiento de los foliculos pequefios (Tohei et al., 2001). El crecimiento y la funcion de los
foliculos reclutados > 4 mm de didmetro dependen en gran medida tanto de la FSH y la LH
(Blondin and Sirard, 1995). Es asi que Sasamoto et al. (2004) sugieren que las secreciones de
FSH / LH requeridas para el reclutamiento y crecimiento folicular durante los principios del

periodo de post parto es similar al requerido después de la reanudacion del ciclo estral.

La aspiracion folicular transvaginal guiada por ultrasonido u ovum pick-up (OPU) se ha
convertido en la técnica de opcion para recuperar los complejos cumulus-ovocito (COC) para la

produccion de embriones, tanto en medicina humana como en la industria ganadera (Galli et al.,
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2001). El rendimiento y eficiencia de OPU depende del pool de foliculos antrales disponibles
para la aspiracion (Bols et al., 1994). Por tanto el manejo de la onda folicular es muy importante

para el desarrollo de esta técnica.

Para Kruip et al. (1994) la técnica de aspiracion folicular por ultrasonografia transvaginal guiada
en bovinos fue desarrollada con el fin de obtener repetidamente ovocitos de vacas y vaquillas
vivas previamente seleccionadas por su alto valor genético, ademas, se considera un método

poco invasivo y con alta repetibilidad (ver figura 5).

Figura 5: a) Imagen de la ultrasonografia de los foliculos en el ovario y b) ilustracion de la

aspiracion del contenido folicular

Las ventajas de la técnica de recoleccion son su facil utilizacion a nivel de campo, menor riesgo
para el paciente y menor invasividad comparada con la laparoscopia. Las desventajas de esta
técnica son el elevado costo relativo del equipo y la necesidad de personal capacitado para la

puncion y procedimientos en laboratorio (Galli et al., 2001).

La frecuencia de coleccion utilizada para recuperar ovocitos debe adaptarse seglin el objetivo del
programa. La coleccion dos veces por semana permite una maxima recuperacion de ovocitos de
calidad conveniente para la produccion de embriones en un intervalo corto. La coleccion una vez
por semana resulta en la recuperacion de un niimero pequeio de ovocitos de menor calidad,
algunos con cumulus expandido y otros en atresia, Figura 6 (Garcia y Salaheddine, 1998 y Galli

etal., 2001).

-13-
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Figura 6: Emergencia de onda folicular y crecimiento folicular en vacas con OPU 1 y 2 veces por

semana (Garcia y Salaheddine, 1998)

En una aspiracion de dos veces por semana se aspiran todos los foliculos viables y no hay
desarrollo de un foliculo dominante. En la mayoria de las colecciones de una vez por semana un
foliculo dominante que causa la regresion y la degeneracion de los foliculos subordinados esté
presente en cada coleccion sucesiva. Ademas, las donantes sometidas a la frecuencia de una vez
por semana pueden entrar en estro, mientras que esto nunca ocurre en las donantes sometidas la
frecuencia de dos veces por semana. Algunos autores prefieren combinar la superestimulacion y
efectuar el OPU antes del inicio del estro (Bousquet et al., 1999), pero en este caso, el

procedimiento solo se puede repetir cada dos semanas.

Viana et al., (2009) sostienen que las sucesivas aspiraciones foliculares alteran la dinamica
folicular, posiblemente aumentando la tasa de crecimiento folicular, la dominancia folicular

podria establecerse en vacas sometidas a dos veces a la semana OPU vy la presencia de un
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foliculo dominante durante los intervalos inter-OPU cortos no puede afectar calidad de los

ovocitos recuperados, excepto cuando un foliculo codominante estaba presente.

b) Tratamiento hormonal

El grupo de foliculos reclutados son generalmente dependientes de FSH, después de la seleccion,
el estrégeno activa al foliculo dominante que es dependiente de LH. Este mecanismo fisiologico,
puede ser imitado con el uso exdgeno de progestdgenos y estrogenos, para sincronizar

emergencia de onda folicular por supresion de FSH y/o LH (Diskin et al., 2002)

Un tratamiento exd6geno hormonal simple e independiente de la fase de onda folicular no predice
con exactitud la emergencia de la onda, debemos tener en cuenta que la FSH y LH son regulados
diferencialmente y que el foliculo dominante es un regulador clave de incremento y disminucion
de esteroides y gonadotropinas. Las funciones especificas del estradiol, inhibina no estan

totalmente dilucidados (Bo et al., 1995)

e Uso de progestagenos y estrégenos

El uso de progesterona en los programas de sincronizacion tiene muchos beneficios, tales como;
inducciodn de ciclos estrales en vaquillas prepuberes, vacas postparto y anéstricas; reduccion de la
incidencia de cuerpos liteos de corta vida media asociado con la primera ovulacion en vacas
anéstricas; incremento del numero de vacas que responden a una simple aplicaciéon de PGF2w a
pesar de que pueda estar en fase de regresion luteal y la supresion de estro en vacas
administradas exdgenamente con estradiol o que estén en procedimiento de superovulacion para

programas de transferencia de embriones (Burke et al., 2000).

Una estrategia para superar el problema del desarrollo de los foliculos persistentes, cuando se
utilizan los implantes de progesterona para sincronizar el estro, es el manejo de la poblacion
"normal" de foliculos que existen en el ovario. Una herramienta excelente para este proposito es
el uso de estradiol para restablecer el desarrollo folicular a través de la induccion de la atresia de
foliculos ovéricos antes del desarrollo de foliculos persistentes que ocurren en tratamientos
basados en progesterona (Bo et al., 1995). Sin embargo, la aplicacion de estradiol a los sistemas

de control de estro se extiende mas alld de la capacidad de regular el proceso de reclutamiento
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folicular. Estradiol también se puede utilizar para sincronizar los eventos del estro y la ovulacion

después de retirar los implantes de progesterona.

Varios tipos de estrogenos (17B-estradiol, Benzoato de estradiol, cipionato de estradiol y valerato

de estradiol) han sido usados complementariamente a los implantes de progesterona, para

protocolos de sincronizar el estro y/o reclutamiento folicular, siendo las bajas dosis con

resultados mas favorables (tabla 1)

Tabla 1: Intervalo entre tratamiento y el inicio de la emergencia de la nueva onda folicular en
bovinos, durante periodos de elevada concentracion de progesterona exogena.

Estrogenos Intervalo a Raza Estado folicular Referencia
(dosis/via) .
(dia)

17B-estradiol
Smg/im. 43 Carne vacas /vaq Crecim./domin. Bo et al., 1995
Smg/im. 34 Carne vaquillas Al azar Martinez et al., 2000
Benzoato de estradiol

Img/ i.m. 3.0 Carne Anestro lact. ~ Varios Salfen et al., 2001

10 mg/i.v. 4.0 Vaca lechera Crecim./domin. ~ Burke et al., 1999
Img/ i.m. 4.5 Vaca lechera Crecim./domin.  Burke et al., 2000
Img/ i.m. 2.8 Vagq. Lechera Crecim./domin.  Burke et al., 1998
2 mg/i.m. 3.2 Vagq. lechera Crecim./domin. ~ Burke et al., 1998
Cipionato de estradiol
0.5mg/ i.m. 6.5 Vaca lechera Crecim./domin. ~ Thundathil et al., 1998
Img/ i.m. 5.8 Vaca lechera Crecim./domin Thundathil et al., 1998
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En una serie de estudios, han demostrado que el tratamiento con estradiol suprime el
crecimiento de foliculos antrales, la supresion resultd ser mas efectiva cuando se le did estradiol
después de la insercion de progesterona. Este mecanismo de supresion inducido por el estrégeno
hacia el crecimiento folicular parece ser sistémico e implica la supresion de la hormona FSH
(Bo et al., 1993). Una vez que el estradiol es metabolizado, hay un aumento de FSH y ocurre un

nuevo reclutamiento folicular.

Cuando las concentraciones de progesterona son elevadas en la circulacion sanguinea, el
estradiol es mas eficiente en sincronizar la nueva onda folicular comparada con una aplicacion
simple (Roche et al., 1999). La eficacia de la dosis de benzoato de estradiol (1mg/500kgPV) para
provocar atresia folicular y emergencia de la nueva onda de 36 a 48h post aplicacion es muy
importante, ya que una administracion superior a 2mg/500kg PV, puede retrasar la emergencia

de la onda de 3 a 5 dias (Burcke et al., 2003).

El valerato de estradiol (VE) tiene una vida media larga, prolongando su efecto de supresion de
la FSH y crecimiento folicular y la dosis de 2 mg es la mas eficiente para sincronizar onda
folicular que 5 mg de VE (Mapletoft et al., 2004). Asimismo, la aplicacion de 2.5mg de
Benzoato de estradiol con insercion de dispositivo de progesterona (CIDR) fue mas efectivo para
sincronizar la emergencia de onda folicular que una dosis de 5 mg de benzoato de estradiol (Bo

et al., 20006) (figura 7).
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Figura 7: Concentraciones de progesterona, estradiol, LH y FSH en vacas ovariectomizadas que
recibieron un implante CIDR e inyeccion de 100 mg de progesterona y una dosis de Smg 17B-
estradiol (E-17), benzoato de estradiol (EB) o valerato de estradiol (EV). El CIDR fue retirado el
dia 7 (Martinez et al., 2005).
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El uso de la combinacion de estradiol y progesterona tiene prolongada supresion en los niveles
de FSH y LH plasmatico, estos niveles de LH se incrementan solo cuando el CIDR es retirado en
vacas que se les aplico 5 mg de Benzoato de estradiol y 5 mg Valerato de estradiol, sin embargo
a la aplicacion de Smg de 17b estradiol tenian altos niveles de LH durante fase progestacional, al
mismo tiempo la fase de reclutamiento fue mas temprana con 17b estradiol que con el uso de EB
y EV. En contraste, EB y EV tienen una baja tasa de absorcion comparado con E-17b y la
concentracion de estradiol en el plasma aparentemente fue insuficiente para inducir la liberacion

de LH en la fase elevada de circulacion de progesterona (Martinez et al., 2005).

El comportamiento de estro o celo es un requisito en varios programas de inseminacion artificial
basados en deteccion de celo. Sin embargo la eficiencia de deteccion de celo varia de acuerdo a
los sistemas de produccion, también es muy importante el estatus reproductivo y metabdlico, el
medio ambiente y la interaccion que tienen con otros animales. Una elevada concentracion de
estradiol y ausencia de niveles de progesterona circulantes (después de la retirada de los
implantes de progesterona), es un requerimiento hormonal para un comportamiento de celo y el

pico de LH, mecanismo que inicia la ovulacion (Burke et al., 2000)

El uso racional de estradiol después del retiro de progesterona, ha sido descrito en programas de
tratamiento de vacas anéstricas. En vacas de alta produccion el uso de estradiol después del
tratamiento de progesterona es beneficioso y reduce el problema de baja expresion de celo, que
es caracteristico en vacas con demanda metabolica muy alta (Day et al., 2000). Sin el uso de
estradiol al retiro del implante, la tasa de celos se puede reducir entre 5 a 46%. (Rhodes et al.,

2003)

e Usode GnRH

En 1995, se publicé un nuevo método denominado “ovsynch” para sincronizar la ovulacion
usando dos tratamientos de GnRH y una dosis de PGF2a (Pursley et al., 1995).
Desafortunadamente, este método no produce una perfecta sincronizacion de todas las vacas,
pero, las tasas de fertilidad con ovsynch fueron similares a las reportadas de inseminacion con
celo natural en vacas lecheras de alta produccion (Pursley et al., 1997). Asimismo, este método

se ha popularizado en el mundo y muchos articulos hacen referencia a este método. Ademas, se
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ha aplicado en otras especies domésticas como bufalo de agua, cabras, ovejas, yaks, etc

(Wiltbank y Pursley, 2014).

El uso extendido de ovsynch, permiti6 lograr algunos beneficios, tales como; reduccién de la
variabilidad de los dias a primera inseminacion post parto, reduciendo los dias vacios, no por
mejora de la fertilidad, si no por el incremento de la tasa de servicios, ya que la sincronizacion

ovsynch permitio la inseminacion a tiempo fijo (Lopez et al., 2004) (ver figura 8).
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Figura 8: Curva de sobrevivencia para a) momento a primera inseminacion (izquierda) y b)
momento de prefiez (derecho) en vacas, comparando performance reproductiva de vacas control
(IA 12h después de la deteccion de celo) e inseminacion a tiepo fijo con protocolo ovsynh

(Wiltbank y Pursley, 2014).

La hormona liberadora Gonadotropina (GnRH) regula la liberaciéon de LH, por lo tanto la
administracion de progesterona es importante en la frecuencia de pulsos de LH. Sin embargo, se
han observado cambios en la frecuencia de pulsos de LH durante la fase luteal, que son dificiles
de explicar debido a cambios en la progesterona periférica o concentraciones de estradiol (Cupp
et al., 1995). Un enfoque no esteroideo alternativo es la administracion de GnRH para inducir la
liberacion de LH y la FSH enddgena que causa luteinizacién o la ovulacion de un foliculo
dominante existente, permitiendo de ese modo sincronico que se produzca la emergencia de una

nueva onda (Twagiramungu et al., 1995).
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El interés de lograr mayores tasas de prefiez en los programas de sincronizacion con Ovsynch,
muchos investigadores como el Dr. Willian Thatcher, evaluaron algunas alternativas, tales como
uso de agonista de GnRH, hCG como remplazo de la ultima dosis de GnRH, presynch, doble
ovsynch, co-synch, suplementacioén de progesterona durante el ovsynch, pre-sincronizacion con

PGf2a y GnRH (G6G), etc. ((Wiltbank y Pursley, 2014) (ver figura 9).

Presynch-11 Ovsynch

v o

14days @ 11days 7days ~ 56h|2] 16h

G6G

. 2days - |6days 7days  56h 16h

Double Ovsynch

7days . 3days 7days 7days  56h |3/ 16h

Figura 9: Tratamiento hormonal, con tres protocolos de presincroizaciéon a ovsynch (Wiltbank y

Pursley, 2014).
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2.3.

Los métodos de presincronizacion son potencialmente mejores para incrementar la fertilidad. En
general doble ovsynch es un sistema que puede mejorar la fertilidad comparado al método
ovsynch convencional. Asimismo, estudios realizados por Wiltbank y Pursley (2014)
demostraron que la tasa de ovulacion a primer tratamiento con GnRH fue 90% para doble
ovsynch, 85% para G6G y 80% para presynch-11. Sin embargo las tasas de prefiez fueron

similares para los tres grupos de vacas lactantes.

En el ganado bovino el tratamiento con GnRH ha servido para inducir a foliculos dominantes en
crecimiento (menores a 10mm de didmetro) y a la ovulacion (Macmillan y Thatcher, 1991) con
una nueva emergencia de una nueva onda folicular aproximadamente 2 dias después del
tratamiento (Twagiramungu et al., 1995), pero s6lo cuando la ovulacion se produjo (Martinez et

al., 1999).

Naseer et al. (2012) no reportaron diferencias significativas en la emergencia de la onda folicular
utilizando GnRH y el benzoato de estradiol (EB), en combinacion a inserciéon de CIDR en la
emergencia de una onda folicular. Sin embargo, Ui-Hyung et al. (2005) reportaron diferencias en
la emergencia de la onda folicular, fue mas pronto y menos variable (2.9+0.2 dias) en

tratamiento con GnRH versus mas larga y variable, en el grupo de EB (4.7+ 0.5 dias).

USO DE LA ECOGRAFIA EN REPRODUCCION ANIMAL

La disponibilidad de equipos (ultrasonido a tiempo real) permite el escaneo de los 6rganos
reproductivos que proporcionan un enfoque nuevo y valioso al estudio de la dindmica folicular
en los animales. La ultrasonografia, es actualmente, la base de una técnica muy precisa para la
estimacion de la poblacion de foliculos antrales dentro de los limites impuestos por la resolucion

del ecografo (Gordon, 2004).

La aplicacion de la ecografia transrectal en tiempo real para el estudio de la reproduccion bovina
representa un avance tecnoldgico que ha revolucionado el conocimiento de la biologia
reproductiva. La nueva Informaciéon de investigaciones generadas a través de formacion de
imagenes ultrasonicas ha aclarado la naturaleza de los procesos reproductivos complejos como la

dinamica folicular ovérica, funcion del cuerpo luteo y desarrollo fetal. La pronta integracion de
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la tecnologia de ultrasonido para la industria lactea incluye aplicaciones como la aspiracion
folicular transvaginal y la recuperacion de los ovocitos (Picterse et al, 1988;. Picterse et al.,
1991; Meintjes et al., 1993) y como una tecnologia complementaria para los procedimientos de
transferencia de embriones. Sin embargo estas aplicaciones son especializadas y no constituyen

el uso generalizado de la ecografia en la industria lactea (ver figura 10).

VAGINA

PELVIS

UTERINE
HORN

Figura 10: Evaluacion del tracto reproductivo de una vaca, sujetando el transductor endorectal

lineal.
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La ultrasonografia comparada a la palpacion rectal permite una mejor estimacion del nimero de
foliculos y su tamafio es determinado mas precisamente. Sin embargo, en el diagnostico de
quiste folicular la ultrasonografia es mas sensible que la palpacion siendo los valores 75 y 66%,
respectivamente, y en el diagnostico de quiste luteal su sensibilidad es de 86 y 66%,

respectivamente (Hanzen et al., 2000).

El uso de la ecografia en la actualidad, permite la valoracion del estatus folicular a tiempo real y
permite el desarrollo de estudios sobre los factores limitantes de la respuesta ovulatoria a un
tratamiento de superovulacion, tanto los dependientes del tratamiento (tipo de gonadotropina y
protocolo de administracion) como aquellos dependientes del animal (estatus folicular), que
pueden conducir a la mejora de los protocolos de superovulacion utilizados (Gonzales-Bulnes et

al., 2002)

2.3.1. Funcionamiento del ecografo

El descubrimiento de la ultrasonografia fue reportado por Palmer and Driancourt (1980) con
imagenes ecograficas de tracto reproductor de yegua. El reporte fue publicado 100 afos después
del descubrimiento del efecto de cristales piezoeléctricos, que tienen la caracteristica de
expandirse y contraerse como respuesta de alternar la polaridad de las senales eléctricas. El
cristal en el transductor produce ondas de ultrasonido que aplicadas a un tejido y recibe y
convierte el resultado del eco que retorna en sefiales eléctricas. Las sefiales eléctricas se
convierten y en una pantalla se representa en diferente intensidad de gris (Ginther, 2014) ver

Figura 11.
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Figura 11: Diagrama y partes de un transductor de tipo convexo

(www.ndk.com/en/sensor/ultrasonic)

El ecografo consta de un conjunto de importantes componentes como: el transductor o sonda
encargado de convertir la sefial eléctrica a frecuencias ultrasonicas en una sefal de presion
acustica que se propaga por el aire. El transmisor que regula el envio de ultrasonidos por parte
del transductor. El receptor y amplificador de sefiales que recoge los impulsos isoeléctricos
generados por el transductor. Y por ultimo el osciloscopio encargado de procesar los ecos que

llegan desde el amplificador de sefiales (Fernandez, 2012).

El diagnostico ecografico utilizando imégenes de ultrasonido en escala de grises han sido
utilizados en la reproduccién de equinos, bovinos, ovinos, caprinos, camélidos, bufalos, etc (ver
tabla 2). Uno de los ultimos avances en este campo, son las imagenes doppler color, que se
utiliza para diferencias flujo sanguineo de arterias y venas y la ubicacion de estas, estd

permitiendo a nuevos investigadores entender mejor, los mecanismos fisioldgicos reproductivos
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Tabla 2: Hitos de la introduccion de la tecnologia de ultrasonido en el estudio del tracto

reproductor de animales de granja (Ginther, 2014)

Ao Tecnologia de ultrasonido Referencia

1980 Imagen ultrasonica de ovarios y utero en yeguas Palmer y Driancourt, 1980

1983 Imégenes con transductor lineal-transrectal 5.0 MHz Ginther y Pierson, 1983

1984 Imégenes de ovario, utero y feto bovino Reeves et al., 1984

1987 Imégenes de tracto reproductor de potro Weber et al., 1990

1988 Imégenes de tracto reproductor de toro Weber et al., 1988

1989 Iméagenes de ovario y utero de Llama Adams et al., 1989

1994-7 Imégenes de dindmica folicular en oveja, marrana, bufalo Ginther et al., 1995
Ryan et al., 1994

1998 Ultrasonografia de arterias uterinas en yegua Bollwein et al., 2000

2002 Imégenes doppler color de ovarios de marrana Acosta et al., 2002

2004 Imégenes doppler color de ovarios de yegua Acosta et al., 2004

El transductor es el componente mas fragil del aparato de ultrasonido. En el mercado veterinario,

hay transductores que tienen una frecuencia de 3.5, 5.0 o 7.5 MHz, la cuales tienen mayor

resolucion al incrementar la frecuencia, pero se reduce la penetracion (DesCoteaux et al., 2006).

Existen varios modelos de transductores, y estas pueden variar de acuerdo a la aplicacion o tejido

a diagnosticar (ver figura 12). Los fluidos, tales como la sangre o liquidos foliculares, no reflejan

las ondas de sonido y tienen imagen negra en la pantalla. El hueso es un tejido mas denso y

refleja las ondas sonoras que representan casi por completo como iméagenes en blanco. Otros

tejidos reflejan proporciones variables de las ondas sonoras y producen imagenes en distintos

tonos de gris (Broaddus et al., 2005).
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Figura 12: Gama de transductores mas comunes para uso veterinario (endorectal lineal,

convexo, microconvexo, fase array de baja frecuencia y alta frecuencia (Imotek®, International)

2.3.2. Exploracion de los ovarios y ttero con uso de ecografo

Un examen a fondo de la parte reproductiva en el ganado precisa de la visualizacion de las
principales estructuras. Aunque la palpacion rectal puede ser un método preciso para el
diagnostico de prefiez, no es un buen método para la evaluacion de los foliculos ovaricos
(Pieterse et al., 1990b). La formacion de imagenes ultrasonicas es un método altamente preciso y

rapido para evaluar las estructuras ovaricas (Griffin y Ginther, 1992).

De todas las aplicaciones con ultrasonido utilizadas por los técnicos la exploracion del utero y
los diagnoésticos de prefiez temprana, son las practicadas comercialmente en la industria lechera.
En una vaca no gestante, que este ciclando, el tejido uterino aparece como una estructura algo
ecogénica (tejido blando que se aprecia de color gris en distintas tonalidades), debido a que esté
compuesto de tejido blando que absorbe una parte de las ondas de ultrasonido. De esta manera
podemos identificar el utero como una estructura de color gris en la pantalla. En una vista de
seccion transversal del Utero, se muestra como una "roseta" y se distingue facilmente de otros

tejidos periféricos, mientras que la seccion longitudinal es menos reconocible. Los cambios
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fisioldgicos durante el ciclo estral conducen a cambios fisicos (como el tono) en el utero, lo que

altera las propiedades ecogénicas del utero (Pierson y Ginther, 1987a).

En la exploracion de la cavidad pélvica en primer lugar se debe tomar como referencia la
anatomia de la vejiga, que facilmente se encuentra como una estructura anecogénica (tejido lleno
del liquido que se aprecia de color negro), inmediatamente después, se puede localizar el utero
delante de la vejiga. En la exploracion del utero, se visualiza varias secciones de los cuernos y de
cuerpo uterino (durante la fase folicular los cuernos estan curvados, y en los ovarios podemos
reconocer a las estructuras funcionales como los foliculos y el cuerpo luteo. Los foliculos son
visibles como cavidades negras o anecogénica, con un borde muy fino y a veces de contorno
irregular por la comprension de otras estructuras del ovario. El tamafio de los foliculos va
creciendo durante el ciclo estral de la vaca a razoén de 1.5 a 2.5mm por dia llegando al foliculo
dominante que es de 15 a 18 mm en el momento previo a la ovulacion. El cuerpo Iuteo puede ser
identificado a partir de 2 a 3 dias después de la ovulacion y crece de 1 mm a 2 mm por dia, hasta
alcanzar un tamafo maximo entre los 7 a 12 dias post ovulacion. El cuerpo lateo aparece como
una estructura grisdcea y muchas veces con una cavidad central y alguna trabécula visible (60-
70%). Los quistes en el ovario son definidos como anormales, anovulatorios y con un didmetro

mayor a 25 mm (Bellenda, 2003) (ver figura 13).
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Figura 13: Representacion esquematica de la dinamica folicular en bovinos durante el ciclo estral

con 2 y 3 ondas (Espinoza, 2007).
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2.3.3. Diagnostico precoz de gestacion

El uso de la ultrasonografia transrectal para evaluar estado de prefiez precoz durante la gestacion
es una de las aplicaciones mas practicas de la ecografia, para la reproduccion del ganado
lechero. La identificacion temprana de las vacas no prefiadas post parto mejora la eficiencia
reproductiva y la tasa de prefiez en el ganado, al disminuir el intervalo entre servicios de

inseminacion artificial y el aumentar de la tasa de servicio (Kastelic et al., 1991)

Bajo la mayoria de las diferentes condiciones de las explotaciones, el diagnostico de gestacion
se puede realizar con rapidez y precision mediante ultrasonidos tan pronto pasado los 26 dias
post inseminacion (Kastelic et al., 1991; Filteau y Descoteaux, 1998). La sensibilidad (deteccion
de prefiez cuando el animal es verdaderamente prefiado) y especificidad de prefiez con el
diagnostico de ultrasonidos fue 44,8 y 82,3%, respectivamente, cuando se llevo a cabo entre los
dias 21 de y 25 post inseminacién pero aument6 a 97,7 y 87,7%, respectivamente, cuando se
realiza entre el intervalo 26 y 33 post inseminacion artificial (Pieterse et al., 1990a) asi podemos

observar en el cuadro 1 las caracteristicas del embrion en funcion a los dias post servicio.

El uso de la ecografia a partir del dia 28 del embarazo nos permite obtener un valor predictivo
del 95% para una prueba negativa. Este valor se eleva a 98 y el 100% si el diagndstico de
gestacion se realiza, respectivamente, después de los dias 30 y 31 dias de la inseminacion

(Filteau y Descoteaux, 1998).

La ecografia es menos traumatica y mas precisa que la palpacion transrectal para el diagnostico
de gestacion en vacas lecheras antes del dia 35; también nos permite disminuir el riesgo de
muerte embrionaria; ademas es una herramienta confiable y facil de usar para las visitas de salud

preventivas al hato (DesCoteaux et al., 2006) ver tabla 3.

~-29-



Tabla 3. Deteccion con ultrasonografia de las caracteristicas del embrion bovino (Curran et al.,

1986.)

Primeros dia de deteccion

Caracteristicas Promedio Rango
Embrion 20.3 19a24
Latidos del corazon 20.9 19a24
Alantoides 23.2 22a25
Médula espinal 29.1 26 a 33
Botones del miembro Anterior 29.1 28 a3l
Amnion 29.5 28 a33
Orbita ocular 30.2 29 a33
Botones del miembro inferior 31.2 30a33
Placentomas 35.2 33a38
Division de pezuias 44.6 42 a 49
Movimiento fetal 44.8 42 a 50
Costillas 52.8 51ass5
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30 dias de prefez 35 dias de prefiez

43 dias de preiez 50 dias de prefiez 100 dias de prefiez

Figura 14. Imagenes de ultrasonido de las diferentes etapas de desarrollo de un embrion bovino

(Cliff and Arthington, 2001)

-31-



III. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar

La presente investigacion se realizd en la Unidad Experimental de Zootecnia “Renato Zeppilli
Ferrazza”, del Programa de Investigacion y Proyeccion Social en leche, Facultad de Zootecnia de
la Universidad Nacional Agraria la Molina, ubicado en el distrito de la Molina, provincia de
Lima que estd a una altitud de 238 m.s.n.m. latitud 12°05°06” Sur y longitud 76°57°09” Oeste
(ver figura 15).
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Figura 15: Mapa de ubicacion de la Universidad Nacional Agraria La Molina (google maps)

La duracién del experimento, consistio en dos fases la primera la pre experimental que fue entre
junio a agosto de 2013 y la segunda, la fase experimental, que se realizé en el periodo de

septiembre a diciembre del 2013.
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3.2 Instalaciones

El establo cuenta con cercos de madera, piso de tierra y mandiles de concreto, los cuales se

dividen segun la edad del animal y su categoria. Cada corral de vacas en ordefio mide
. 2 r :

aproximadamente 680m” y esta provisto de un bebedero, un comedero y sombras en el comedero

y la parte media del corral.

El ordefio realizado es mecanico del tipo Tandem de una sola hilera, esto permite ordefiar hasta 6
vacas a la vez y se realiza dos veces al dia. Solo a las vacas de alta produccion y con una buena
condicion corporal se les realiza tres ordenos al dia. El recorrido rutinario de las vacas durante el
dia es de los corrales hacia una manga que conduce a una sala de espera e ingresan a la sala de
ordefio en grupos de seis y de ahi retornan por otra manga a sus corrales. El sistema de ordefo
es semi automatizado, que permite identificar y almacenar informacion de podometros y

produccion de leche, automaticamente.

Para el trabajo de seguimiento de ecografia, las vacas en grupos eran conducidas a otra area
techada, con fluido eléctrico, de facil limpieza y bretes de sujecion, para facilitar el trabajo de
ultrasonografia endorectal. Los bretes de manejo tienen un ancho de 1.20 m por 1.80 m de
longitud. En el lugar, se construyeron 03 bretes para espera de vacas y 02 bretes para trabajo

ecografico.
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Figura 16: Bretes de manejo de vacas lecheras, para seguimiento inmovilizacion del animal y

realizar el diagnostico ecografico.

3.3 Animales experimentales

En el establo “La Molina” el 75% de la poblacion de bovinos, pertenece a la raza Holstein y el
25% restante, corresponde a la raza Brown Swiss y Simmental. De las cuales se adquiere pajillas
de semen. El 85% de las vacas en el hato “La Molina” son inseminadas con celo natural
detectado por observacion, el 15% de las vacas se trabajan en el proyecto de investigaciones de

MOET y FIV (donantes y receptoras) aplicadas a las mejores vacas lecheras.

Los animales (n= 29) para el experimento fueron elegidos del grupo de vacas de raza Holstein de
acuerdo al nimero de partos, buena condicion corporal y no presentaban problemas productivos,
reproductivos y/o sanitarios. Los indices promedios de las vacas trabajadas fueron: 156+59 dias
en lactancia, 1.96+0.8 nimero de partos, 2.7+0.4 condicidon corporal (escala 1 a 5) y 33.0+£5.6 kg
de leche/dia.
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Los animales son criados estabulados con una alimentacion que se lleva a cabo de acuerdo a la
edad y fisiologia del animal. Las vacas en produccion reciben un concentrado segun su categoria
(alta, media, baja), ofreciéndoles en promedio de 6 a 13 Kg. de concentrado y 30 a 37 Kg. de
forraje (chala chocleada picada) de manera separada. La dieta es dividida en 4 raciones al dia,
iniciandose con la primera racién a las 7 a.m. y la ultima racién a las 6 p.m., permitiendo la
disponibilidad de alimento gran parte del dia. Ver composicion de la racion de vaca lechera en

establo “La Molina”.

Tabla 4: Porcentaje de ingredientes del concentrado utilizado en vacas en produccion “Establo

La Molina”

INSUMO %
Subproducto de trigo 18.0
Forraje de Marigol 5.0
Pepa de algodon 7.0
Maiz grano 35.0
Torta de soya 22.4
Melaza de cafia 5.5
Carbonato de calcio 1.5
Sal 0.6
Premix leche 108 Y (Premezcla de
vitaminas y minerales) 0.3
Energy Fat (Grasa protegida) 2.8
Nitroshure (Urea protegida) 0.7
Bicarbonato Sodio 0.5
Mycosorb (Secuestrante de micotoxinas) 0.1
Glukogen C40 (Promotor del metabolismo
energetico) 0.2
Urea 0.4
Sel-Plex (Antioxidante) 0.023

TOTAL 100.0

Nutrientes: Materia seca (88.7%), Nutrientes digestibles totales (78.5%), Proteina total (23.4%),

Fibra cruda (5.8%) y ENL (1.93%)
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3.4 Ecografia transvaginal

La exploracién a tiempo real de los ovarios de las vacas en el experimento, se realizaron
utilizando un transductor microconvexo (65C15EA, Mindray®, China) de 8.5 MHz colocada en un
adaptador de Guia de aspiracion (WTAVET®, Brasil) para ecografia transvaginal de tipo
sectorial y un equipo de ultrasonografia DP-50 (MINDRAY®, China) (ver figura 17, 18 y 19)

Figura 17: (Izquierda) Sistema digital de adquisicién de imagenes de diagndstico por ecografia

(DP-50, Mindray®, China) y (derecha) Guia de aspiracion (WTAVET®, Brasil).

La exploracion ecografica se realizdé en dos oportunidades a cada vaca. Primero luego de la
seleccion de la vaca para el experimento y previo a la aplicacion de los productos hormonales.
Segundo, al dia 4 de la aplicacion de las hormonas (insercion de implante de progesterona y

Estradiol o GnRH).
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3.5 Proceso de ecografia transvaginal

El proceso inicia con una previa limpieza manual del recto y de la parte externa de la vulva, de
tal manera que las excretas no interfieran en la manipulacion ovarica y la suciedad externa de la
vulva no contamine el tracto reproductor. Seguidamente con la mano izquierda se procede por
via rectal a ubicar y reconocer el tracto reproductor, iniciando por la cérvix, utero, cuernos y
ovarios, luego de manera cuidadosa con la otra mano se introduce el transductor via intra
vaginal. El ovario fijado se le ubica pegado al transductor, el cual se debe estar situado en la base
de la vagina (fornix) para proceder a reconocer las estructuras ovaricas. Los foliculos se
observan en el ecografo como estructuras de color negro es decir anecogénicas, debido a que el
liquido folicular no refleja las ondas de ultrasonido y los cuerpos luteos se observan como
estructuras de color gris o ecogénicas es decir que una parte de las ondas atraviesa esta estructura

y otra es reflejada. .

La medicion del tamano folicular estd en funcion a su didmetro, una vez fijado el ovario se
congela y guarda la imagen para realizar el conteo de foliculos y medir el didmetro de cada uno
de ellos, el equipo de ecografia cuenta con una opcidén de medicion en el que se traza una linea
recta por el didmetro del foliculo y la distancia se muestra en milimetros. Aqui podemos
identificar a los foliculos menores a 4 mm, de 4 a 8 mm, foliculos dominantes (> 8 mm) y
foliculos quisticos (>23 mm). Del mismo modo el conteo de cuerpos luteos se pudo realizar con

la visualizacion e identificacidon de los mismos.

Para mayor esclarecimiento de las estructuras ovaricas se procedid a rotar el ovario en
diferentes sentidos y tomar de 2 a 3 imagenes de diferentes caras por ovario, de tal forma que se

pueda visualizar la cantidad real de estructuras por ovario.
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Figura 19: Esquema de ecografia transvaginal
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3.6 Sincronizacion de dinamica folicular, tratamientos

La sincronizacion de la dinamica folicular en este trabajo, se basd en los nuevos protocolos de
superestimulacion ovarica, como parte esencial de ovulacion multiple y transferencia de
embriones (MOET) y consiste que al 4to dia (a.m.) de la insercion del implante de progesterona,
se inicia la aplicacion de las 6 a 8 dosis de FSH, con el fin de evitar la regresion de los foliculos

que inicia con la seleccion folicular (B6 y Mapletoft, 2014).

Los grupos de animales a tratamiento hormonal, tuvieron el siguiente protocolo:

Tabla 5: Protocolos de sincronizacion de ambos tratamientos

item Tratamiento E2 Tratamiento GnRH

n 16 13

Dia “0” Exploracion ecografica de los Exploracion ecografica de los

ovarios Insercion intravaginal DIB ovarios Insercion intravaginal DIB

Aplicacion PGF2a (i.m.) Aplicacion PGF2a (i.m.)
Aplicacion Estradiol (i.m.) Aplicacion GnRH (i.m.)
Dia “4” Retiro de DIB Retiro de DIB
Exploracion ecogréfica de los Exploracion ecografica de los
ovarios ovarios

Dosis y productos comerciales utilizados:

e Implante de progesterona: DIB® 1g, Syntex, Argentina
e PGF2a (coprostenol): Lutaprost® 2ml, Agrovet Market, Perti
e Estradiol: Estrovet ® 1.2 ml, Montana SA, Peru

e (GnRH (buserelina): Conceptase® 3.0ml, Agrovet Market, Peru
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3.7 Variables a evaluar

3.7.1 Numero de foliculos

El conteo de foliculos que se encuentren en ambos ovarios fue mediante la ecografia transvaginal
y estos fueron clasificados por su tamafo en dos grupos 2-4 mm y foliculos de 4 - 8mm de

diametro folicular.

3.7.2 Presencia del cuerpo luteo

Se evaliia la presencia de cuerpo luteo, antes y después del tratamiento hormonal, con el uso de
ecografia para observar los ovarios. Asimismo, el uso de PGF2a al inicio del protocolo es para

eliminar el cuerpo luteo existente.

3.7.3 Presencia de foliculo dominante

Se determind la presencia de foliculos dominantes, es decir, foliculos mayores en tamafio a 8§ mm

de diametro.

3.8 Analisis estadistico

a) Para las variables; nimero de foliculos clasificados en dos grupos: 2 a 4mm y 4 a 8 mm,
en respuesta al tratamiento de sincronizacion de dinamica folicular E2 y GnRH, se
utilizo6 el disefio completamente al azar. Los andlisis de varianza de los datos registrados

se llevaron a cabo utilizando el programa Statistical Analysis System (SAS, 1999).
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Siendo el modelo lineal:

VR;j = p+ Hormonas; + Error;;

Donde:

VRj;: Es la respuesta de los nimeros de foliculos en crecimiento evaluando con la
i-ésima hormona y j- ésima vaca.

7% Es el promedio poblacional.

Hormona i: Es el efecto de la i- ésima hormona.

Errorj;: Es el error experimental.

b) Para las variables; presencia o ausencia de cuerpo luteo y presencia de foliculo
dominante, en respuesta al tratamiento de sincronizacion de dinamica folicular P4-E2 y

P4-GnRH, se utilizo6 la prueba estadistica de Distribucion Binomial.

r
Funcién de una distribucion binomial: f(x) = Cx n* (1—m)*™*
Donde:
r: Es el nimero de repeticiones
n: Probabilidad del éxito

x: Se define como el nimero de éxitos en n intentos
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Estatus folicular al iniciar el tratamiento hormonal

Las vacas elegidas en el experimento, se encontraban en una etapa de alta produccion de leche
(33 kg de leche/dia), estaban ciclando lo que permitié uniformizar los grupos para los
tratamientos. Las vacas tenian en su mayoria (87.5 y 84.6%) foliculo dominante y el 37.5 y
53.85%, presentaban cuerpo lateo, lo que reflejo la ciclicidad ovérica de estas vacas (ver tabla 6).
En una rebafio de vacas ciclicas y siendo el diestro (presencia de cuerpo luteo) el periodo de
mayor duracion (14 a 15 dias), se espera que el 50 a 60% de los animales ciclicos estén en etapa
diestro y presenten cuerpo luteo visible a la imagen ecografica, lo cual en nuestros resultados
muestran una mayor ecogenisidad durante el diestro, lo que concuerda con Hanzen et al. (2000)
que afirman que la ecogenesidad de una estructura luteal se incrementa durante el diestro, un
cuerpo luteo tiene una apariencia de una masa gris en el area demarcada como cuerpo luteo y es
muy similar el cuerpo liteo de una vaca prefiada al de una vaca vacia y es imposible de
distinguir en particular el dia del diestro, asimismo, los cuerpos luteos cavitarios pueden ser

confundidos con foliculos.

Tabla 6: Estatus ovarico (foliculos y cuerpo luteo) al inicio (Dia 0) de los tratamientos

hormonales
Presencia
Presencia Foliculo
Foliculos Foliculos Foliculos Foliculos Cuerpo Dominante
Tratamiento n (<4mm) (4-8mm) (>8mm) Totales luteo (>8mm)
Grupo E2 16 5.1 1.8 1.5 8.3 37.5% 87.5%
Grupo GnRH 13 4.4 1.4 1.5 7.3 53.8% 84.6%
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El estatus ovarico (foliculo y cuerpo luteo) determinado por imagen de ecografia transvaginal,
corresponde a una foto del momento (ver figura 20). No es posible, con esta foto, definir
exactamente la fase de onda folicular en que se encuentran. Foliculos menores a 8mm en el
estudio pueden indicar que estan en etapa de crecimiento, seleccion 6 regresion, semejante a lo
afirmado por Sarttorelli et al., (2005) afirman que la desviacion de los foliculos se inicia entre
7.7 a 8.3mm de didmetro en vacas Holstein, definiendo la desviacion folicular como una parte
muy importante de la seleccion folicular y es el cambio diferencial en las tasas de crecimiento
que diferencian a los foliculos dominantes. Asimismo, un seguimiento en el diagnostico

ecografico de los ovarios, si permite definir la dindmica folicular.

Figura 20: Imagen ecografica transvaginal con 8.5Mhz, DP-50 (MINDRAY®, China) de vaca
681. (Izquierda) Estatus de ovario izquierdo y (derecho) Estatus de ovario derecho, al inicio del

tratamiento “D, 0”(un foliculo dominante > 8 mm en ambos ovarios).

En nuestro estudio la presencia de quiste folicular (foliculos >25mm de diametro) diagnostico
por ecografia ovarica al inicio del tratamiento fue alta de 24.1% (7/29) en el grupo de vacas
elegidas para tratamiento (ver figura 21), semejante a lo confirmado por Kumar et al. (2004) que
reportaron la incidencia de quistes ovaricos (foliculares y luteinicos) fue de 23%, en el grupo de
vacas con retraso en ovulaciones mayores a 60 dias post parto, que fueron el 47% de las vacas
post parto. Sin embargo, esta condicion de quistes foliculares ocurre en 10 a 13% de vacas
lecheras y define una vaca con quiste folicular cuando se diagnostica la presencia de estructura

folicular > 25mm de didmetro y ausencia de cuerpo lateo (Garverick, 1997).

43 -



Figura 21: Imagen ecografica transvaginal con 8.5Mhz, DP-50 (MINDRAY®, China) de la vaca
1063 y la 811. (Izquierda) Estatus de ovario izquierdo y (derecho) Estatus de ovario derecho, al

inicio del tratamiento. (quiste folicular >25mm).

Igualmente en vacas Holstein de alta producciéon (>9000 kg de leche a 305d) la disfuncién
ovarica postparto afecta su performance reproductiva futura. Segun, Kumar et al. (2004) el
reinicio de la actividad ovarica normal debe ser dentro de 60-65 dias post parto, asegurando una
prefiez temprana. Estudios realizados por Opsomer et al. (1998) reportaron una actividad ovarica
normal se presenta en el 54-68% de las vacas paridas y Kumar et al. (2004) en el 54% de las
vacas postparto Holstein. Siendo las principales causas del retraso de la actividad ovarica post
parto (aciclica) en vacas de alta produccion es inactividad ovarica (54%) quistes ovaricos (23%)
y cuerpo luteo no funcional (23%) y siendo un denominador en comun en la mayoria de las
vacas (80%) que presentaron flujo cervical-vaginal anormal y/o involucion uterina incompleta

dentro de los 30 dias post parto (Kumar et al., 2004).

Castro et al. (2012) demostraron que el balance energético y el metabolismo durante el periodo
seco, son las principales condicionantes para la reanudacion de actividad ovarica. Asimismo, las
concentraciones de IGF-1 (insulin-like growth factor-1), T3 (3,5,3 -triiodothyronine), T4
(thyroxine) fueron elevados y el balance energético (EB, MJ/d) tenia una tendencia positiva en

vacas que reanudaron ovulacion (OC) versus vacas que no reanudaron actividad ovarica (AC) en
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las 8 semanas post parto. Segun Reist et al. (2003) los niveles de T3 (3,5,3"-triiodothyronine),
T4 (thyroxine) estan relacionados con el reinicio temprano de la actividad ovarica y ciclica.
Similares resultados reportados por Kawashima et al. (2007) quienes detectaron altas
concentraciones en plasma de glucosa, insulina y IGF-1 durante el periodo postparto de vacas
con onda folicular y ovulacion versus vacas no ovulatorias. Taylor et al. (2004) demostraron que
bajos niveles circulantes de IGF-1 estd relacionada con el retraso a la primera ovulacion e

infertilidad (ver figura 22).

N
(3]
3

—8-0C (n=11) =O=AC (n=12)

EB (MJ/d)
b e

)
o

-10 -

-20 - Relative to parturition (wk)

Figura 22. Balance energético (EB, MJ/d) de vacas con ovulacion postparto (OC) y anovulacion

postparto (AC) en las 8 semanas post parto (Castro et al. 2012)
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4.2 Estatus folicular post tratamiento hormonal

En el presente estudio, la inclusion de una dosis de 1.2ml de Estrovet® (3.6mg de benzoato de
estradiol) en el tratamiento inicial con el implante de DIB® (1.0g de progesterona) resulto en la
emergencia de la nueva onda folicular, la cual fue demostrada con imagen ecografica y siendo el
nuevo grupo de 10.4 foliculos menores a 8 mm de didmetro. Sin embargo, la inclusioén de 3.0ml
de Conceptase® (24ug de buserelina sodica) en el tratamiento inicial con implante de
progesterona resulto en la emergencia folicular de un niimero mas bajo (6.9) de foliculos
menores a 8 mm y diferente estadisticamente (p<0.05) al grupo tratado con
estradiol/progesterona (ver tabla 7 y figura 23). Concidiendo con B¢ et al., 1995 que menciona
que los diferentes estrogenos (17B-estradiol, valerato de estradiol, benzoato de estradiol,
cipionato de estradiol) han sido usados exitosamente en la sincronizacion de la emergencia
folicular en vacas de leche. Es asi que la asociacién de estradiol y progestagenos en vacas,

induce la regresion de los foliculos y subsecuente sincronizacion de la emergencia folicular.

Tabla 7. Estatus ovarico (foliculos y cuerpo liteo) post tratamiento (D, 4) de los tratamientos

hormonales
Presencia
Presencia  Foliculo
Foliculos Foliculos Foliculos Foliculos Cuerpo Dominante
n (<4dmm) (4-8mm) (>8mm)  Totales luteo (>8mm)
Grupo E2 16 81+£32% 23+15" 0.7+£0.6 11.0 31.2% 43.7%
Grupo GnRH 13 42425° 27+14% 1.1+09 8.0 38.4% 61.5%

La comparacion de medias es entre grupos de tratamiento

a,b. letras diferentes significa que hay diferencias significativas (p<0.05)
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Figura 23: Imagen ecografica transvaginal con 8.5Mhz, DP-50 (MINDRAY®, China) de vaca
681. Estatus del ovario izquierdo (6810I) y derecho (6810D), después de la aplicacion de
estradiol/progesterona al dia 4 (mas de 15 foliculos entre 2 a 8mm de didmetro en ambos

ovarios).

En la tabla 7, se observa que la cantidad de foliculos de 2 a 4 mm de didametro reclutados con el
tratamiento de Estradiol/progesterona (8.1) fue mayor al tratamiento de GnRH/progesterona
(4.2), con una diferencia estadistica significativa (P<0.05). Sin embargo, Naseer et al. (2012)
sostienen que los tratamiento de GnRH y benzoato de estradiol en base progesterona circulante,
son igualmente efectivos para sincronizar la emergencia de la onda folicular, ovulacién

espontanea, animales en estro y tasa de prefiez, en bufalos.

En un tratamiento de sincronizacion de emergencia de onda folicular, la mision es reclutar un
grupo nuevo de foliculos a crecimiento a una tasa de 1 a 2 mm por dia, por lo que no se deberia
encontrar foliculos superiores a 8mm de didmetro, sin embargo se encontr6 en los ovarios de
vacas tratadas (0.7 y 1.1 foliculos) y pudo deberse a dos situaciones; a) El uso de implante de
progesterona de 1g, no fue suficiente para el adecuado control endocrino (feed back negativo a
LH) en especial en vacas de mayor peso que es caracteristico en vacas Holstein de mas de 3
partos y b) La alta frecuencia de vacas con quistes foliculares (24.1%) en las vacas tratadas,
siendo la frecuencia normal entre 10 a 13% en vacas lecheras de alta produccion (Garverick,

1997).
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El tratamiento de sincronizacion de onda folicular a base de estradiol/progesterona y
GnRH/progesterona, tuvo una respuesta adecuada en la emergencia folicular y permitié corregir
en el 57% (4/7) de los casos la presencia de quiste folicular, tal como como se puede observar
en la figura 24, la vaca 1063 y 681. Estos resultados, concuerdan con la informacion que provee

Garverick (1997) quien sostiene que un 30% de las vacas con quiste folicular responden al

tratamiento hormonal.

Dia, 0: Inicio de tratamiento Dia, 4: Tratamiento hormonal con GnRH

Figura 24: Imagen ecografica transvaginal con 8.5Mhz, DP-50 (MINDRAY®, China) de
vacal063 y 681. (Izquierda) Estatus de ovario derecho al inicio de tratamiento y (derecho)

Estatus de ovario derecho, después del tratamiento “Dia 4”.
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En vacas Bos taurus el valerato de estradiol tiene una vida media mayor a benzoato de estradiol
ol7B-estradiol, por lo tanto ha sido reportado que la supresion al pico de FSH es mas larga,
retrasando la emergencia folicular (Martinez et al., 2005). Una dosis de 2 mg de valerato de
estradiol es la mas recomendada y que la respuesta de sincronizacion de la emergencia folicular
es dependiente de la dosis y el tipo de estradiol, siendo, la ocurrencia de la emergencia folicular
entre 2 a 4 dias post aplicacion de estrogenos (Mapletoft et al., 2004). Sin embargo, Kim et al.
(2007) en un experimento realizado en vacas Holstein de alta produccion, reportaron que la
aplicacion inicial de GnRH (250ug de Gonadorelina)/progesterona (CIDR, 1.9g progesterona)
permitio un reclutamiento folicular mas temprano (2.3dias) que el tratamiento a base de 1 mg de
benzotao de estradiol/progesterona (4.4dias) y ninguno de los tratamientos no afectaron la taza
de prefiez a inseminacion a tiempo fijo que fue superior al 50%. Asi también, Ui-Hyung Kima et
al. (2005) reportaron que la GnRH/progesterona (2.9+0.2 dias) versus benzoato de
estradiol/progesterona (4.7+ 0.5 dias), permite mas pronta sincronizaciéon de la emergencia

folicular.

La presencia de cuerpo luteo después del tratamiento fue mayor y estadisticamente superior
(p<0.05) en el grupo de vacas tratadas hormonalmente con GnRH/progesterona (61.5%) versus
las tratadas con estradiol/progesterona (43,7%). Esta caracteristica es propio de los tratamientos
a base de GnRH, que favorece la ovulacion y formacion de cuerpo lateo, tal como lo afirma Bo
et al. (1995) y Martinez et al. (2005). Por otra parte, la presencia de cuerpo liteo funcional en el
ovario en programas de sincronizacién con el uso de progestigenos de baja dosis de
progesterona puede favorecer el feed back negativo y permitir una adecuada sincronizacion del

crecimiento de los foliculos.
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Figura 25: Imagen ecografica transvaginal con 8.5Mhz, DP-50 (MINDRAY®, China) de vaca
81, al lado derecho muestra una masa gris redondeada, que representa presencia de cuerpo luteo

de 15mm de diametro en ovario.
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V.  CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales en que se llevaron a cabo el presente estudio, se pueden

establecer las siguientes conclusiones:

1.

Los tratamientos con Estradiol y GnRH favorecen la sincronizacion de la emergencia
folicular. Sin embargo, el numero foliculos entre 2 a § mm fue de 104 y 6.9,
respectivamente, mostrando que existe diferencias significativas (p<0.05), a favor del

tratamiento con Estradiol.

La alta frecuencia de quiste folicular (24.1%, 7/29) en vacas Holstein de alta produccion
(33 kg leche/dia) probablemente pudiera afectar la dinamica folicular de las vacas
tratadas, ya que el 57% de las vacas con quiste respondieron efectivamente a la

sincronizacion.
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VI. RECOMENDACIONES

Bajo las condiciones experimentales y de acuerdo con los resultados obtenidos en el desarrollo

del presente trabajo de investigacion se recomienda:

1. Realizar un seguimiento ecografico diario que permita determinar la dindmica folicular
en unidad de tiempo y tamafo de foliculos durante la emergencia, seleccion, desviacion y
dominancia folicular en vacas lecheras de alta produccion en condiciones de crianza de la

costa Peruana.

2. Comparar métodos mecanicos de ruptura folicular (ablacion folicular) versus otros

métodos hormonales en la sincronizacion de la emergencia de la onda folicular.

3. Evaluar el tratamiento hormonal de vacas con problemas de quiste folicular, mediante

seguimiento de ecografia ovarica.

4. Utilizar la hormona Estradiol dentro de métodos de sincronizacion de emergencia
folicular para posteriores trabajos de stuper ovulacion.
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ANEXO I: FICHA TECNICA DEL BENZOATO DEL LUTAPROST® 250
DE AGROVETMARKET S.A
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Solucion inyectable
Agente luteolitico de dosis reducida

agrovetmarket s.a.

FORMULACION
CadamL de solucié il :
C odi 0.263mg
{equivalente a 0.25 mg +/- cloprostenol)
ipi CS.p. mbL
FORMULAESTRUCTURAL HO,
L s
ud R
DESCRIPCION
Lutaprost""‘n i i a
2. E: tente agente luteolitico que induce | . jonaly

del cuerpo l(teo (lutedlisis) en bovinos, porcinos, equinas, ovinos, caprinos,
camélidos, entre otras especies. Luego de 2-4 dias, dicha lutedlisis es seguida por retomo
alestro con ovulaciénnormal.

INDICACIONES
Vacas:

Control del estro. quistes luteales ovéricos:

Vacas o terneras tratadas individualmente durante la fase lu(eal relomaran al estro ds
forma normal y ovularén 2-4 dias después

aprox. 4 dlas post uvulacvbn do K anlmslesno al i Deberan
ser la aparicion del Sise d izar el ciclo estral de animales
andiferentes fases del mismo, sedebe apllca! Lutaprost® 250 dos veces con 10-12 dfas
de dif ia entre una y otra apli Para optimos, deben hacerse dos
inseminaciones a las 72 y 96 horas (3 y 4 dlas) Iuagn de fa segunda aplwbn de
Lutaprost® 250.Enel una
tnica nseminacion deberd hacerse a las 72 horas (3 dlas) luego de la segmda Inyeccion
del * 250. De ser usad menor.
Tratamiento del subestro:
El subes1ro (oelo sllenne 0 estro no deiecvado) es una condicion de vacas de alta
postparto, Las

udando pam un iento de celo Luegode
lapalpacié R 5
Lutaprost® L:ll))' i ala aparicion del estro. Los animales
Que no entran en celo luego de una sola myecclon deberan recab\rolra aplicacion 10-12
dias Iuegodelpnm yser
In
Lainducci6 alaboﬂose‘ di de prefiez no deseada. Los animales podran ser
tratados desde I 1hastalos5 del servicio; el ab duciré 2- 5 dias
Iuegudemalamiemo.

La mducctén aI parto con Luuprost' 250es de hacha la mdueclén alabory por lo tanto
las vacas, el parto

pusda ser inducido hasta una ssmana antes de lafecha pmbable‘(o sea, luego del dia 270
de pfeﬁez)

A
El !mtamnenlocon Luuprost‘ 250 da endmtrlns cidnln plometra y fews mmmcados
en ganado es exitoso luego de la luteolisis. La expulsion de
I«quldo purulento y/o material fetal de la vagina ocurre generalmente luego de pocos dias
del tratamiento. Estos animales deben ser supervisados de cerca para asegurar la
remocion de todo este material. Se debera repetir el tratamiento luego de 10-12 dias.

Podria ser i también una apropiada terapia anti i No se deberd

inseminar imales hasta i ion del Gt 5

Marranas:

Induccibn/sincronizacién def parto:

Luego del célcuk i popi dio de prefie; entre 111y 114-115 dias),

I debera lai ioni de Lutaprost®

250 dos dias antes de la fecha pyobahle de pano EI pano debera ocurrir normalmente

alrededo de itocil (24 horas luego de
istracion de L m-nmst‘ 250)p unamejorsi

Yeguas:

Cuerpoiteo persistente:

En casos de diestro prolongado, durante la ladmbn tras la muerte y reabsorcion del

embrion, en yeguas primeri vacias. El alos 3-6 dias luego de

Iaadmwslramén deLutaprost® 250.

Induccitn del estro:

Lutaprost® 250 aci(ia s6lo en ia de un cuerpo liteo funcional (por lo menos 5

dias luego de & i6n). El estro suek alos 3-6 dias de administracion d

e

Lutaprost® 250. El estro no se presentara en los siguientes casos: en la fase refractaria

{4-5 dlas luego de la ovulacion), antes de los 18 dias post-parto, durante el anestro
dkniconi dorante la a5k d i

lnduc;iénslabonoengeﬁaabnes tempranas:
En gestaciones tempranas (antes de los 35 dias) se recomienda una sola aplicacion de
Lutaprost® 250.

Induccion al parto

Aplicarluego de los 320 dias de prefiez. El parto comenzara poco después.

Ovejasy cabras:

Induccién delestro:

En ovinos, la regresion luteal no puede lograrse confiablemente antes del dia 5” del cidlo
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ANEXO II: FICHA TECNICA DEL CONCEPTASE ® DE AGROVETMARKET S.A

Conceptase®

Solucion inyectable

Liberador Hormonal
agrovetmarket s.a.
FORMULACION
CadamL de solucion acuosa estéril contiene:
i tat 0.0084 mg
(eq 0.008mgd l
ipi cSP. imL
FORMULAESTRUCTURAL
CiaN. 0, CH.O,
S
~CHy
&( Jf g

P.M.:1298.67
CASN°:68630-75-1 i
DESCRIPCION
Conceptase® es una solucion inyectable sobre la base de inaacetato. La inaes
un analogo de la hormona lib deg pinas natural ina; GnRH: LHRH),
gon una marcada actividad biolégica. El efecto ogico inicial de la b lina es el de una

sintética para esti la ion de las i (LH) y
foliculo estlmulante(FSH)
FARMACOCINETICA
Estudios de farmaoocmellu han sido reallzados in wvo (ratas, oonejlllos de mdlas conejos y
vacas) e in vitro. Aplit fueron dela
circulacion sangulnsa con una vida media |m0|al de 5 minutos (ratas) 6 12 minutos (wnep"o de
indias). En las especies de estudio: vacas y congjas, la fue del

plasma después de la aplicacion endovenosa. En leche, las concentraciones de buserefina
después de una dos:s intravenosa de 10 mg alcanzaron el pico maximo una hora después y fue

y o dentrode 10224 horas desp
Labiodisponibilidad de ina es aproximad; del 50% tras la inyeccion subcutanea. La
laenel p forma inalterada. La union a proteinas es de

el15%.La ina se acumula p en higado, nhonesylbhulo

anterior de la h|p6ﬁ5|s que constituye el organo bloléglco diana. La ruta principal de excrecion de
labuserelina es a través de la ofina, a las 24 horas su eliminacion es completa. Los estudnos in

vitro han que Ia i es inactiva medi d: (piroglutamil p y
i de tipo ipsi en el hlgado y! los rifiones. En la hipdfisis la buserelina

umdaalreoeplorsemawva diant enla

FARMACODINAMIA- MODO DE ACCION

Laaccion ponde al de la natural LH-RH en esti enla

pituitaria la i ionde LHy FSH, y i la ion d id dales. Su

aclividad liberadora de LH, es dependiendo de la ruta y de la administracio d

182322 veces mas alt ional del comp tural 8

La administracion repellda de altas dos«s de buserelina o conﬁnuas i

resultan en una inhi dela 6n de loque se

debe a la desenslbillzaclén de lapituitariay a la pérdxda de reoeptores de LH gonadal y prolactina.

P de dosis y tiempoy

Estudios de efectos secundarios de buserelina en sistema cardiovascular, renal, glucosa
sanguinea, SNC o motilidad de mésculos lisos fueron negativos.

Labuserelina acttia directamente sobre la hipéfisis anterior controlando la sintesis y liberacion de
gonadotropmas La FSH esﬂrnula el cfemmlento y la maduracion del foliculo, mientras la LH es

P onydelaf poliiteo.
INDICACIONES
Esté md;cado en casos de fertilidad reducida por disfunciones ovaricas, aS| mlsmo se aplica para
ion y mejorar la tasa de ion eindice de fe
Vacas:

+  Problemas de quistes foliculares.
«  Anestro, aciclia, ovulacion retardada o atresia folicular.

+ Incremento del indice de pcion en la i inacion artificial y

también después de lasincronizacion del celo.
delatasad D

+ P i6n de probl en la f idad por induccién p a del
ciclo postparto.

Yeguas
Quistes ovaricos e induccion de ovulacion. Otros 0OVAricos con o sin presencia
de celo prolongado o permanente.

«  Celo prolongado o permanente.

«  Anestroo aciclia.

«  Eninduccién de la ovulacién ayuda a fijar el tiempo de la ovulacion y determinar mejor el
tiempodelamonta.

+ Incrementode la tasa de concepcion.

Conejas:
+ , Induccion de la ovulacion.
LR delatasade peionenlai inacion postparto.
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ANEXO I: FICHA TECNICA DEL ESTROVET DE MONTANA S.A

1.- Descripcion del producto

El Benzoato de Estradiol es un derivado sintético del 17 b Estradiol, hormona esteroidea
sintetizada por el foliculo ovarico desarrollada para optimizar los resultados reproductivos de los
tratamientos con progestagenos en bovinos. El uso de Benzoato de Estradiol al momento de la
aplicacion del progestageno (considerado este como dia 0) provoca una nueva onda folicular; la
aplicacion del Benzoato de Estradiol a la extraccion del progestdgeno induce un pico
preovulatorio de LH a través del feed back positivo del estradiol sobre el GnRH y LH lo que

resulta en una alta sincronia de ovulaciones.

2.- Composicion

Cada 100 ml contiene:

Benzoato de Estradiol 300 mg.

Vehiculo c.s.p. 100 ml.
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ANEXO IV: FICHA TECNICA DEL DISPOSITIVO INTRA VAGINAL
(DIB) DE SYNTEX S.A

1.- Descripcion del producto

El Dispositivo intravaginal Bovino Syntex (DIB) es un dispositivo intravaginal impregnado con

progesterona utilizado para la regulacion del ciclo estral en bovinos.

La progesterona liberada a partir de la colocacion del dispositivo tiene un rol importante sobre la
dindmica folicular ovérica, los niveles supraluteales (>1 ng/ml) obtenidos a los pocos minutos de
la introduccion del dispositivos provocan la regresion del foliculo dominante y aceleran el
recambio de las ondas foliculares, este cese de la secrecion de productos foliculares (estrégeno e
inhibina) produce el aumento de FSH que va a ser la responsable del comienzo de la emergencia
de la siguiente onda folicular. Por otro lado la extraccidon del dispositivo provoca la caida de
Progesterona a niveles subluteales (< 1 ng/ml) que inducen el incremento de la frecuencia de los
pulsos de LH, el crecimiento y la persistencia del foliculo dominante con concentraciones muy
altas de Estradiol que provocan por un lado el celo y a nivel enddcrino inducen finalmente el

pico de LH que es seguido por la ovulacion.

2.- Composicion

Progesterona lg

Silicona inerte c.s.p. 1 dispositivo
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ANEXO V: IMAGENES DEL TRATAMIENTO CON ESTRADIOL

DESPUES

1))

OV. DERECHO

OV. IZQUIERDO

2)
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ANEXO V: IMAGENES DEL TRATAMIENTO CON GNRH

OV. DERECHO

OV. IZQUIERDO

DESPUES
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