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ESTUDIO DE FACTORES QUE AFECTAN LA RESPUESTA
SUPEROVULATORIA EN BOVINOS

Palabras clave: superovulacién, FSH-P, polivinil pirrolidona, progesterona, foliculo
dominante.

Resumen

Se realizaron 6 experimentos (E) con la finalidad de estudiar diversos factores que
afectan la respuesta superovulatoria en bovinos. Se hicieron estudios ecograficos para
determinar estructuras foliculares y luteales y muestreos sanguineos para cuantificar los
niveles plasmaticos de progesterona (P). En los E 1.1 y 1.2 se utilizaron vaquillonas y
vacas, con ciclos estrales regulares, de raza Aberdeen Angus con el objetivo de
estudiar el efecto de aplicar FSH-P en dosis unica o de FSH-P en dosis reducida
(subcutanea + intramuscular) combinada con eCG (subcutanea) sobre la respuesta
superovulatoria. Se observo que la combinacién de dosis reducida de FSH-P y de eCG
administradas en un mismo momenio permitieron obtener una respuesta
superovulatoria equivalente a aquélla observada luego de aplicar 8 inyecciones de
FSH-P separadas por 12 horas cada una (4,5£0,7 y 5540,5 embriones totates
respectivamente, P>0,05). Esta respuesta fue el resultado del efecto asociado de
ambas gonadotrofinas y no de una de ellas en particular (E 1.2). Por otro lado, la
disminucién en el numero de inyecciones de FSH-P a una sola administracion utilizando
un medio de liberacidn lenta {polivinil pirrolidona, PVP) no fue efectiva para obtener una
respuesta superovulatoria (0,710,4 embriones totales, E1.1). Enlos E 2.1 a 2.4 sdlo se
utilizé la categoria vaca. En el E 2.1 se evaluaron diferentes dosis de P administradas
por via intframuscular para determinar aquella dosis que mejor controlare la dinamica
folicular. Esta, fue modificada por inyecciones diarias de 200, 400 o 600 mg de P/dia,
via intramucular, del dia 3 al S del ciclo estral. Se deprimié la tasa de crecimiento del
foliculo de mayor tamano y aumentd el nimero de foliculos de 3 a 4 mm de diametro.
En el E 2.2 se estudio la respuesta superovulatoria de vacas a las que se realizaron
tratamientos para controlar la dinamica folicutar mediante la suplementacién con P por
via de inyecciones intramusculares (600 mg de P/dia). A las 12 horas de finalizado el
tratamiento superovulatorio, se observé una mayor respuesta folicular en los animales
que recibieron P (13,211,8 y 4,0+0,9 foliculos > a 10 mm respectivamente, P<0,01). No
obstante, la via por la que fue administrada la P hizo gue los niveles plasmaticos de
dicha hormona (>1 ng/ml) se mantuvieran por un periodo prolongado luego de la Ultima
administracion o que provocd ausencia de ovulacion. En el E 2.3 se utilizé la via
intravaginal para administrar P y se evaluaron diferentes dosis para determinar aquella
que mejor controlare la dinédmica folicular. Se utilizaron esponjas con 7 gy 11 g de P,
las cuales fueron recambiadas diariamente del dia 3 al 7 del ciclo estral. Se requirieron
altas dosis de dicha hormona (11 g/esponja) para obtener un nivel plasmatico de P
significativamente superior al de una fase iuteal normal y provocar cambios en la



dinamica folicular. Por uvltimo, en el E 2.4 se evalud la respuesta superovulatoria de
vacas tratadas con esponjas con 11 g de P. El aumento en la concentracion hormonal
se observo en el 700% de los animales tratados. En aquellos animales con niveles de P
aumentado se produjo inhibicion del desarrollo del foliculo de mayor tamano y un
aumento en el nimero de foliculos de 3 @ 4 mm y de 5 a 9 mm de didmetro. No se
observo una mejora en la respuesta superovulatoria en relacion a la obtenida en los
animales no suplementados con dicha hormona (5,1+1,0 y 8,0+2,0 embriones totales
respectivamente, P>0,05). En el Uitimo grupo, ninguno de los animales tuvo un foliculo
dominante en crecimiento al inicio del tratamiento superovulatorio. En todos los
experimentos realizados, la presencia de un foliculo dominante en crecimiento al inicio
de un tratamiento superovulatorio afectd negativamente la respuesta al mismo (gj. E
1.1: 1,2+1,1 vs. 6,310,3 embriones totales, foliculo dominante en fase de crecimiento vs.
fases de meseta + regresion; P<0,01). El nivel de P al inicio del tratamiento
superovulatorio tuvo un efecto variable sobre la respuesta al mismo. EnlosE1.1., 1.2 ¥
2.4 (grupo con esponjas de 11 g de P) los animales que tuvieron un nivel de P igual o
mayor a 5 ng/ml de plasma presentaron una mayor respuesta superovulatoria
comparado con aquellos con un nivel menor. Este no fue el caso de lo ocurrido en los E
22. y 2.4 (grupo control). Diferencias en la dinamica folicular explicarian las
divergencias observadas. De los experimentos realizados se concluye que: a) la
combinacion de dosis reducidas de FSH-P (subcutanea + intramuscutar) y eCG
(subcutanea), administradas en un mismo momento inducen una respuesta
superovulatoria similar a la gue se obtiene con el tratamiento tradicional de FSH-P
administrado durante 4 dias en dosis decrecientes, y es debida al efecto combinado de
ambas gonadotrofinas; b) la administracion de FSH-P disuelta en PVP, administrada en
una dosis intramuscular, no induce respuesta superovulatoria; c¢) niveles de
progesterona superiores a 15 ng/ml (600 mg/dia de progesterona) a partir del dia 5 del
ciclo estral inhiben el desarrolio del foliculo dominante, aumentan la poblacién de
foliculos de 3-4 mm y afectan el desarrollo del cuerpo lateo; d) la estimulacion ovarica
con Foltropin V® en animales que reciben una inyeccion diaria de 600 mg de
progesterona del dia 3 al 7 del ciclo estral produce, 12 horas posteriores a la ditima
inyeccion del tratamiento superovulatorio, una poblacion de foliculos = a 10 mm superior
a la de aquellos animales que no reciben suplementacién hormonal; e) el usc de
esponjas intravaginales con 11 g de progesterona, recambiadas diariamente entre los
dias 3 y 7 del ciclo estral, inhibe el desarrollo del foliculo de mayor tamafio y aumenta la
poblacion de foliculos de 34 mm y 5-9 mm; f) el tratamiento superovulatorio iniciado en
el dia 7 en vacas que reciben progesterona, via esponjas intravaginales (11 g),
recambiadas diariamente del dia 3 al 7 del ciclo estral, no mejora la respuesta
superovulatoria que se obtiene en animales sin tratamiento de progesterona y con
ausencia de foliculo dominante en crecimiento y @) la presencia de un foliculo
dominante en crecimientc afecta negativamente la respuesta a un tratamiento
superovulatorio.



STUDY OF FACTORS AFFECTING SUPEROVULATORY
RESPONSE IN BOVINE CATTLE

Key Words: superovulation, FSH-P, polyvinylpyrrolidone, progesterone, dominant follicle

Summary

Six experiments (E) were carried out aimed at studying different factors affecting
superovulatory response in bovine cattle. Ecographic studies were performed to
determine follicular and luteal structures and blood samples were taken to quantify
progesterone plasmatic levels (P). in order to consider the effects on superovulatory
response of a unique dose of FSH-P or a reduced dose of FSH-P (subcutaneous +
intramuscular) combined with eCG (subcutaneous), Aberdeen Angus heifers and cows,
both of regular estrous cycles, were used for E 1.1 and 1.2. Therefore, it was observed
that the combination of the reduced dose of FSH-P and eCG concurrently supplied gave
place to a superovulatory response equivalent to that observed after 8 FSH-P injections,
each one provided after a 12 hour period (4.5£0.7 and 5.5+0.5 total embryos
respectively, P > 0.05). This response resulted from the associated effect of both
gonadotrophines and not from one of them in particular (E 1.2). On the other hand, the
decrease in the FSH-P injection number up to one slowly released injection
{polyvinylpyrrolidone, PVP) was not effective so as to obtain superovulatory response
(0.740.4 total embryos, E 1.1). Only cows were used in E 2.1 to E 2.4. Regarding E 2.1
different intramuscular P doses were evaluated to determine the best dose able to
control follicle dynamics. This one was modified by daily intframuscular P injections of
200, 400 or 600 mg starting from the day 3 to 9 of the estrous cycle. The largest follicle
growth rate decreased and the number of follicles with a diameter of 3 to 4 mm
increased. Superovulatory response in cows supplemented with P intramuscular
injections (600 P mg /day) to control follicle dynamics was studied in E 2.2. Tweive
hours after finishing superovulatory treatment, it was observed a better follicle response
in those animals receiving P (13.2+1.8 and 4.0+0.9 follicles > to 10 mm respectively, P <
0.01). However, the way in which P was supplied kept those hormone plasmatic levels
(> 1 ng/ml) for a long period after the last provision which produced absence of
ovulation. P was supplied via intravaginal in E 2.3 and different doses were evaluated to
determine the best dose which could control follicle dynamics. Sponges with 7 g and 11
g of P were used which were daily replaced starting from day 3 to 7 of the estrous cycle.
High doses of that hormone (11 gfsponge) were necessary to obtain a P plasmatic level
significantly higher than that of a normal luteal phase as well as to cause changes in the
follicle dynamics. In the end, superovulatory response of cows treated with 11g P
sponges was evaluated in E 2.4. A hormone concentration increase was observed in
700% of treated animals. In those animals with increased P levels, the largest follicle
development was inhibited and an increase in the number of follicles having a 3 to 4 mm
and a 5 to 9 mm diameter was observed. Superovulatory response was not improved if



compared with that obtained in animals which were not supplemented with that hormone
(5.1+£1.0 and 8.0+2.0 total embryos respectively, P > 0.05). In the last group, none of the
animals had a growing dominant follicle at the beginning of the superovulatory
treatment. In every experiment the growing dominant follicle at the beginning of the
superovulatory treatment negatively affected its response (e.g. E 1.1; 1.2+1.1 vs 6. 3£0.3
total embryos, dominant follicle in growing stage vs plateau stage + regression; P >
0.01). P level at the beginning of the superovulatory treatment had a varying effect on its
response. In E 1.1, 1.2 and 2.4 (group with 11g P sponges) those animals having a P
level equal to or higher than 5 ng/ml of plasma recorded a higher superovulatory
response If compared to those with a lower level. This did not happen in E 2.2 and 2.4
(control group). Differences in follicle dynamics would explain observed divergences.
The following conclusions arose from the experiments: a) the concurrently supplied
combination of FSH-P reduced doses (subcutaneous + intramuscular) and eCG
(subcutaneous) induced a superovulatory response similar to that obtained with the
traditional treatment of FSH-P supplied during 4 days in reduced doses and its due to
the combined effect of both gonadotrophines; b) FSH-P diluted in PVP, intramuscular,
does not induce a superovulatory response; ¢) progesterone levels higher than 15 ng/ml
(600 mg of progesterone/day) starting from the day 5 of the estrous cycle inhibit the
dominant follicle growth, increase the 3-4 mm foliicles population and affect the corpora
lutea development; d) ovarian stimulation by means of Folltropin V in animals receiving a
600 mg progesterone daily injection, during the day 3 to 7 of the estrous cycle (12 hours
after the last superovulatory treatment injection) produces a > 10 mm follicle population
higher than that recorded in those animals that do not receive hormone supplement; e)
the use of intravaginal sponges with 11 g progesterone daily replaced during the day 3
to 7 of the estrous cycle, inhibits the largest follicle development and increases the 3-4
mm and 5-9 mm follicles population; f) the superovulatory treatment started in day 7 in
those cows which received progesterone by means of intravaginal sponges (11g), daily
replaced during day 3 to 7 of the estrous cycle, does not improve superovulatory
response obtained in animals without progesterone treatment and with an absent
growing dominant follicle and, in the end, g) the presence of a growing dominant follicie
negatively affects the superovulatory response.



I. Introduccion Eneral

La transferencia embrionaria es una técnica que permite optimizar el potencial
reproductivo de las hembras de los animales domesticos, como asi también una rapida
reproduccion de individuos exoticos o de razas en peligro de extincion. Ademas, mediante
la congelacion de los embriones obtenidos es posible conformar bancos de germoplasma
y facilitar el intercambio internacional de material genético (Clement-Sengewald y otros,
1993).

La primera etapa de la técnica de transferencia de embriones consiste en la
estimulacion de la actividad ovarica de hembras donantes con el objetivo de aumentar el
numero de ovulaciones y obtener a partir de alli un numero elevado de embriones de una
calidad adecuada para ser congelados y/o transferidos. Es precisamente este proceso
(superovulacion) el que presenta mayor variabilidad en relacidon con los resultados
obtenidos, consecuencia de los numerosos factores involucrados (Cabodevila y Torquatt,
1993; Kafi y Mc Gowan, 1997).

A continuacidon se hara una revision bibliografica para analizar las caracteristicas del
tratamiento hormonal y de las gonadotrofinas utilizadas, ta relacion Hormona Foliculo
Estimulante (FSH) / Hormona Luteinizante (LH), las dosis, las vias de administracion y las
frecuencias de las aplicaciones. Por ultimo, se analizaran aspectos de la dinamica folicular
bovina y la relacion de esta con la respuesta superovulatoria.



II. Revision bibliografica

1. Rol de la Gonadotrofina utilizada

Para realizar tratamientos superovulatorios en bovinos, se utilizan extractos de
pituitaria de diferentes especies tales como la porcina (FSH-P, Donaldson, 1984b), la
ovina (FSH-o, Gong y otros, 1995), la bovina (FSH-b; Bellows y otros, 1991; Looney y
otros, 1988) y la equina (HAP, Staigmiller y otros, 1992). También son utilizadas la
Gonadotrofina Coridnica equina (eCG; Eldsen y otros, 1978) y la Gonadotrofina
Menopausica Humana (hMG, Tegegne y otros, 1994). De este conjunto, la FSH-P y la
eCG son las mas utilizadas y estudiadas actualmente.

1.1. Extractos pituitarios

Los extractos pituitarios provienen, tal como su nombre lo indica, de hipdfisis sobre las
cuales se realizan procesos de extraccidon obteniéndose preparados que contienen
gonadotrofinas (particularmente FSH) con diferente grado de pureza. Este aspecto,
basado en la relacion FSH/LH, ha sido uno de los primeros factores considerados como
fuente de variacion en la respuesta al tratamiento. En relacion con este aspecto, también
son factores de variacion tanto la dosis empleada como la forma de administracion
(fraccionamiento, frecuencia y via).

Como fue citado anteriormente, dentro de los extractos pituitarios el de origen porcino
(FSH-P) es el mas utilizado (Donaldson, 1984b), por lo que se hara énfasis en esta
gonadotrofina en las futuras descripciones.

1.2. Relacion FSH/LH

La FSH-P presenta diferentes concentraciones de FSH y de LH (Lindsell y otros,
1986); la contaminacion de los preparados con la segunda de estas hormonas, esta
relacionado con una menor respuesta superovulatoria (Chupin y otros, 1984). Estos
autores observaron que a medida que aumentaba la relacion FSH/LH (0,1 a 8,7), se
obtenia un mayor numero de embriones transferibles (0,5 a 5). Otros investigadores
(Hasler, 1983; Alberio y otros, 1989, Cabodevila y otros, 1989) han trabajado con
relaciones FSH/LH de 0,02 a 5, no observando diferencias en la respuesta
superovulatoria. Sin embargo, ello pudo haberse debido a que el nimero de embriones
transferibles obtenido fue bajo (cuatro o menos), por lo que no se pudo observar una
respuesta diferencial entre las relaciones estudiadas. Posteriormente, Willmott y otros
(1990) demostraron que el contenido de LH afecta negativamente la respuesta
superovulatoria. Actualmente, los procesos de purificacion se han mejorado, permitiendo
disponer de productos con un 80% menos de LH (gj. Foltropin V®) que las preparaciones



mas antiguas (ej. FSH-P de Schering®; Amstrong y Opavske, 1986). Esta reduccion de LH
permitio obtener un mayor nimerc de cuerpos luteos y de embriones que el logrado con
preparados estandar de pituitaria porcina (Wiltmott y otros, 1990). Alteraciones en la
foliculogenesis que conducen a ovulaciones prematuras (Callesen y otros, 1986, 1987),
disturbios en la maduracion citoplasmatica y/o nuclear del ovocito (Callensen y otros,
1986, Moor y otros, 1984, 1985), luteinizacion de las células granulosas (Armstrong y
Opavsky, 1988; Opavsky y Armstrong, 1989) y alteraciones en el pico de LH (Lauria y
otros, 1982a), son algunos de los efectos mediante los cuales el contenido excesivo de LH
afecta negativamente la respuesta superovulatoria.

Sin embargo, se debe tener en cuenta que para que se complete la foliculogénesis es
necesario disponer de cantidades minimas de LH {Webb y otros, 1999). Como
consecuencia, se ha observado que preparados puros de FSH o con concentraciones
extremadamente bajas de LH producen una menor respuesta superovulatoria (Murphy y
otros, 1984, Donaldoson y Ward, 1986; Chupin y otros, 1987; Herrler y otros, 1991).

En conclusion, la relacidon FSH/LH cobra importancia cuando hay un exceso de LH ya
que perjudica ia respuesta superovulatoria por las razones enunciadas previamente y se
ha establecido que el maximo nivel de contaminacion con dicha hormona que no afecta la
respuesta superovulatoria estaria ubicado entre 15 y 20% (Willmott y otros, 1920). Por io
tanto, la LH no debe ser suprimida de las preparaciones hormonales ya que, en
cantidades adecuadas, es necesaria para el crecimiento folicular.

1.3 Dosis

Se han utitizado diferentes dosis de FSH para estimular el crecimiento folicutar ovarico
observandose que a partir de determinado nivel se produce una buena respuesta
superovulatoria, que aumenta a medida que se incrementa la dosis hasta alcanzar una
meseta. Posteriormente, mayores aumentos tienden a disminuir la cantidad de embriones
de buena calidad (Donaldson, 1984b; Mapletoft y otros, 1988a).

Canseco y otros {1992) propusieron un range de 28 a 50 mg Armour de FSH-P dentro
del cual la respuesta ovulatoria obtenida (7,9 embriones) no se modificaba. Una unidad
Armour es equivalente a 1 mg de FSH-P obtenido por el método de Steelman. Pawlyshyn
y otros (1986) determinaron que cuando se superd en un 200% la dosis de FSH-P (120
mg Armour) se produjo una disminucion significativa en el nimero de embriones
fertiizados. Otros (Mapletoft v otros, 1988b; Gonzalez y ofros, 1990) observaron una
disminucion en el niumero de embriones fertilizados luego de superados los 30 mg de
extracto puro de FSH. Sin embargo, se ha demostrado que la dosis dptima de
gonadotrofina para obtener una mayor respuesta superovulatoria varia en funcion de la
raza y la edad de la hembras (Breuel y otros, 1991), lo que podria explicar las diferencias
observadas entre investigadores.



Breuel y ofros (1991) utilizaron un rango de 25 a 50 mg de FSH-P y observaron gue
mientras en los animales jévenes (1 a 2 anos de edad) de raza Polled Hereford el numero
de embriones totales disminuia cuando se aumentaba la dosis de gonadotrofinas, en los
viejos ocurria lo contrario (mayor dosis, mayor namero de embriones totales). Esta
observacion coincide con lo informado por Lerner y otros (1986) en la raza Holstein. Los
ovarios de los animales j6venes poseen una mayor sensibilidad a la estimulacion
gonadotrofica que los de animales adultos y el aumento en la dosis por encima de
determinado umbral produce una sobreestimulacion ovarica que se traduce en una
disminucion en el nimero de embriones recuperados. Muchos foliculos comienzan a
desarroliar pero pocos son capaces de ovular y la mayoria sufre luteinizacion o se
atresian. Las causas serian un insuficiente aporte sanguineo a determinados foliculos
debido a limitantes fisicas del ovaric para albergar tantos foliculos en crecimiento y por
otro lado, alteraciones endocrinas con una excesiva produccion de esteroides ovaricos
que interfieren con el propio desarrolio folicular y ovulacidon. En contraste, en animales de
mayor edad el aumento en la dosis de FSH produce un aumento en el nimero de
embriones recuperados. Esto es debido a que en estos animales habria menor
dispeonibilidad de foliculos en crecimiento capaces de responder a las gondatrofinas y el
aumento en la dosis de FSH produce una mayor estimulacion de foliculos secundarios y
antrales pequefios (Lerner y otros, 1986). En la raza Simental, se observd una interaccion
dosis x edad opuesta a la descripta previamente y en la raza Aberdeen Angus no se
observo efecto de la dosis ni de la edad sobre el numero de embriones totales (Breuel y
otros, 1991). En ambas razas las consideraciones mencionadas son validas dentro del
rangc de dosis utilizadas (25 a 50 mg).

Por ultimo, se debe tener en cuenta que la dosis total de FSH-P puede ser
administrada en fracciones constantes o decrecientes. Esta dltima forma fue comprobada
como la mas efectiva por Chupin y Procurer (1982). No obstante, cuando el preparado
utilizado contiene un bajo contenido en LH, no se observan tales diferencias (Mapletoft,
1988b).

En conclusion, la dosis de las gonadotrofinas debe ser ajustada para obtener una
respuesta superovulatoria adecuada teniendo en cuenta la edad, |la raza y la relacion
FSH/LH. Los preparados actuales, con una relacion FSH/LH mas apropiada, permiten una
aplicacién en forma de fracciones de igual cantidad.

1.4. Via de administracién y frecuencia de inyecciones

La FSH se administra, principalmente por via intramuscular, a intervalos de 12 horas,
durante 4 dias (Kohram y otros, 1995), no encontrandose un incremento en la respuesta
superovulatoria cuando se aumenta el nuimero de dias a cinco (Donaldson, 1984b:
Donaldson y Ward, 1986). Por ejemplo, Chupin y Procurer (1982) informaron que usando
32 mg de FSH en animales adultos, se obtuvo una mayor respuesta con 4 que con 5 dias
de administracion.



Otra via de administracion posible es la subcutanea. Debido a que esta via permite
gque la gonadotrofina sea liberada mas lentamente, el lapso entre inyecciones puede
prolongarse a 24 horas. Sin embargo, la respuesta superovulatoria ha sido menor que la
obtenida con la administracién intramuscular cada 12 horas en similar periodo (Walsh y
otros, 1993). Otros investigadores han adminisirado la dosis superovulatoria en una unica
aplicacion, por via subcutanea, con resultados equivalentes (Bo y otros, 1991; Hockley y
otros, 1992; Kasiraj y otros, 1992; Tribule y otros, 1993; Schallenberger y otros, 1994) o
inferiores al obtenido con mdltiples inyecciones (Bungartz y Niemann, 1994; Kelly y otros,
1997). En este ultimo trabajo, se planted una posible interaccion entre el contenido de LH
y el método de administracion. Utilizando preparados con mayor contenido de LH (ej.
Pluset®) con una sola aplicacion se obtuvieron resultados superovulatorios equivalentes
al de mditiples inyecciones, mientras que con preparados con bajo contenido en LH (e].
Foltropin®) los resultados fueron inferiores. No obstante, en el tratamiento Pluset el
nuamero de embriones recuperados fue inferior cuando se utilizo una unica administracion.

Otros trabajos han utilizado a la polivinil pirrolidona como vehiculo de liberacion lenta
para posibilitar la aplicacién de la FSH en una unica dosis intramuscular (Yamamoto y
ofros, 1994; Susuki y ofros, 1994; Satoh y otros 1996) o subcutanea (Takedomi y otros,
1993, 1995; Satoh y otros, 1996) con una buena respuesta superovulatoria.

En conclusion, la administracion intramuscular con inyecciones cada 12 horas durante
4 dias aparece como la mas aceptada en la mayoria de los estudios. Por el contrario, se
requieren mayores trabajos de investigacion antes de recomendar la via subcutanea. De
la misma manera, la utilizacion de un vehiculo de liberacidn lenta constituye una
alternativa de interes. No obstante, se requiere la realizacién de un mayor numerc de
estudios que confirmen los resultados obtenidos hasta el presente.

1.5. Gonadotrofina Corionica Equina (eCG)

La eCG es sintetizada en la copas endometriales de la yegua prefiada (Allen y Moor,
1972) y es una glicoproteina que tiene actividad FSH y LH (Gonzalez-Mencio y otros
1978). Esta actividad es variable entre yeguas prefiadas y en diferentes momentos de
la gestacion en una misma yegua (Gonzalez-Mencio y ofros, 1978).

El efecto superovulatorio de la eCG es inferior al de la FSH-P (Eldsen y otros, 1978;
Monniaux y Saumande, 1983; Kudlac y otros, 1991). No obstante, Mc Gowan y otros
(1985) obtuvieron resultados similares. Se la ha utilizado en un rango de dosis que varia
entre 1500 y 6000 Ul (Boland y otros, 1986; Zaoral y otros, 1991; Zeitoun y otros, 1991;
Callesen y ofros, 1992; Callensen y otros, 1987, 1990; Balakrishnan y otros, 1993) y se
requiere de sblo una aplicacion intramuscular para provocar el efecto estimulatorio,
debido a que su vida media en el bovino es larga (2 pendientes de desaparicién: 36
horas para la primera y 370 horas para la segunda; Yadav y otros, 1986; Murphy y otros,
1991). Sin embargo, y como consecuencia de esta larga vida media, se observan
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problemas caracterizados por la presencia de foliculos persistentes al momento de
realizar la recoleccion de embriones, perfiles endocrinos anormales y disminucion de Ia
calidad embrionaria (Mikel-Jenson y otros, 1982; Betteridge y otros 1981/82; Moor vy
otros, 1984).

Para moderar los efectos negativos que provoca la prolongada vida media de la eCG
se ha utilizado el suero anti-eCG con lo cual se provocd una disminucion en el excesive
crecimiento folicular (Dieleman y otros, 1993). No obstante, los resultados obtenidos en la
respuesta superovulatoria con eCG y anti-eCG, han sido divergentes. Aigunos autores
han obtenido una mejora de la respuesta (Kummer y otros, 1980; Dieleman y otros, 1989;
Dieleman y otros, 1993), mientras que otros no la han observado (Alfuraiji y otros, 1989;
Callensen y otros, 1990; 1992; Boland y otros, 1991; Dhondt y otros, 1978; Wang y otros,
1987; Zeitoun y otros, 1991; Alfuraiji y otros, 1980, Callensen y otros, 1989, Saumande y
otros, 1984). Actualmente todavia se cuestiona la recomendacion practica de utilizar el
mencionado Suero.

En conclusion, la eCG es una hormona que puede ser utilizada en tratamientos
superovulatorios sobre todo cuando las condiciones de trabajo necesitan que los animales
sean sometidos a la menor manipulacion posible. Ademas, el costo de este tratamiento es
inferior al resto de los utiizados comunmente. Sin embargo se debe esperar que la
respuesta, en particular en su aspecto cualitativo, sea inferior a la obtenida con FSH-P.

1.6. Gonadotrofina Menopausica Humana (hMG)

La hMG es un producto bioldgico altamente purificado con igual contenido de FSH y
LH gque se extrae de la orina de mujer menopausica (Tegegne y otros, 1994). Se
administra en forma similar a ia FSH-P (Lauria y otros, 1982a; McGowan y otros, 1983) y
se obtienen resultados superovuiatorios equivalentes a los registrados con eCG (eCG:
11,6 embriones totales y hMG: 11,9 embriones totales, Bono y otros, 1991; Lauria y otros,
1982b) y con FSH-P (Mc Gowan y ofros, 1985). No obstante, estos autores obtuvieron un
menor nimero de embriones totales (hMG: 14,3 y FSH-P: 22 8); pero, el niumero de
embriones transferibles no difirid significativamente entre tratamientos (hMG: 7,3; FSH-P:
11). A pesar de esto, el elevado costo de este preparado limita su utilizacion.

1.7 Esquema de administracion de las diferentes gonadotrofinas

En el Esquema N°1 se describe la forma de utilizacion mas frecuente de las diferentes
gonadotrofinas descriptas en las secciones previas. Se ha considerado al dia 10 del ciclo
estral como el dia de inicio del tratamiento superovulatorio. Ademas se indican la
frecuencia de inyecciones y se incorpora al agente luteolitico utilizado dentro del esquema
de la superovulacion.



Dias del ciclo estral

21/0 (celo)
1
2

14/0
(celo + IA)

7

Esquema N°1. Tratamientos superovulatorios utilizando diferentes gonadotrofinas.
‘La dosis total se puede administrar en fracciones decrecientes o similares

durante un periodo de 4 o 5 dias. En el caso de utilizarse 5 dias, la
prostaglandina (PG) se administra a las 72 hs de comenzado el tratamiento

Superovulatorio.
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2. Rol del estado del ovario al inicio del tratamiento superovulatorio

La dinamica folicular ha sido relacionada con la respuesta superovulatoria: tanto ef
numero de folicuios pequenos presentes en el momento de iniciar el tratamiento de
estimulacion ovarica (Romero y otros, 1991) como la presencia o no de un foliculo
dominante en crecimiento afectan la respuesta al mismo (Savio y otros, 1991).

2.1. Dinamica folicular

En un principio se propuso que el crecimiento folicular ocurria en forma continua e
independiente del ciclo estral, aumentando el nimero total de foliculos grandes a
medida que se aproximaba el momento de la ovulacion (Spitcer y Echternkamp, 1986).
No obstante, Rajakoski (1960, citado por Roche y Boland, 1991) habia propuesto ia
existencia de ondas de crecimiento folicular.

Rajakoski (1960; citado por Roche y Boland, 1991) sostenia la existencia de dos
ondas de crecimiento folicular ubicadas entre los dias 3 a 12 y 13 a 0 del cicio estral.
Posteriormente, con el advenimiento de la ultrasonografia y su corroboracion como un
método efectivo para realizar el seguimiento y evaluacion de la actividad folicular
ovarica (Pierson y Ginther, 1984), diversos investigadores confirmaron la presencia de
ondas de crecimiento folicular (Pierson y Ginther, 1987b, 1988, Ireland y Roche, 1983,
Savio y otros, 1988; Sirois y Fortune, 1988; Ginther y otros, 1989b; Turzillo y Fortune,
1990).

Una onda de crecimiento folicular se caracteriza por presentar fases de
reclutamiento, seleccion, dominancia de foliculos {Hodgen, 1982, citado por Lucy y
otros, 1992) y finalmente de atresia, solo en aqguellos foliculos no ovulatorios
(Sunderland y otros, 1994).

La fase de Reciutamiento esta caracterizada por la presencia de una conhorte de
foliculos que comienza a desarrollarse simultaneamente con un aporte adecuado de
gonadotrofinas que le permite avanzar hacia la potencial ovulacién.

La fase de Seleccion, es el proceso por el cual un foliculo de la cohorte que se esta
desarrollando es elegide para evitar la atresia posibilitando su llegada a ia potencial
ovulacion.

La fase de Dominancia es el proceso por el cual el foliculo seleccionado domina el
panorama ovarico ejerciendo un efecto inhibitorio sobre el reciutamiento de una nueva
cohorte de foliculos. Este foliculo alcanza un tamafio marcadamente superior a los demas,
es responsable de la mayor secrecidn de estradiol y adquiere la capacidad de continuar su
desarrollo en un medio hormonal adverso para el resto de los foliculos.
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Por Ultimo, la fase de afresia involucra la desaparicion del foliculo dominante no
ovulatorio {Savio y otros, 1988; Sunderland y otros, 1994).

Al comienzo del ciclo estral, se produce el reclutamiento de una cohorte de foliculos
del conjunto de foliculos antrales mas pequenos (2 a 4 mm) producto del segundo pico
de FSH que ocurre iuego de la ovulacion (Turzillo y Fortune, 1990). Después de 2 a 4
dias (dias 2, 3, y 4 del ciclo estral), se detectan por ultrasonografia varios foliculos de
un tamafo medio, de 6 a 9 mm (Lucy y otros, 1992). Inmediatamente despues de este
periodo comienza el de seleccion, producto del aumento transitorio de FSH (Sunderland
y otros, 1994). En el, un foliculo emerge del conjunto de foliculos reclutados y continda
creciendo (Pierson y Ginther, 1987a). Posteriormente, este foliculo se transforma en
dominante (periodo de dominancia) e inhibe el crecimiento de ios demas (Pierson y
Ginther, 1987a; Lucy y otros, 1992; Adams y otros, 1993). A este foliculo se lo define
como un gran foliculo (>10 mm de diametro) que ha sido recluiado y seleccionado de
una onda de crecimiento folicular (Lucy y otros, 1992). Una vez que el crecimiento
folicular ha comenzado, la secuencia de las fases antes mencionadas requiere no
solamente la presencia de gonadotrofinas (Gong y otros, 1996; Lussier y otros, 1994}
sino también de péptidos intraovaricos tales como la activina, la folistatina (Findlay,
1994) vy la inhibina (Martin y otros, 1891).

El numero de ondas presentes en cada ciclo varia de 1 a 4 (Savio y otros, 1988; Knof
y otras, 1989; Ginther y ofros, 1989a; Purseley y otros, 1993) siendo predominantes los
animales que presentan 2 (Knopf y otros, 1989; Kaneko y otros, 1991; Taylor vy
Rajamahendran, 1991a; Figueiredo y otros, 1995, Ahmad y otros, 1997) 6 3 ondas (Savio
y otros, 1988; Savio y otros, 1993b).

En un ciclo estral con 2 ondas de crecimiento folicular, la maduracion del segundo
foliculo dominante coincide con la regresién del cuerpo [Uteo y culmina con la avulacion
del mismo (Knopf y otros, 1989; Ginther y otros, 1989a). Cuando se presentan tres
ondas de crecimiento folicular (Savio y otros, 1988, Sirois y Fortune, 1988) el ciclo estral
tiene mayor duracién, debido a que se posterga el celo al no ovular el segundo foliculo
dominante y, en consecuencia, el tercer foliculo requiere de un tiempo para madurar y
poder ovular.

La tasa de crecimiento (mm/dia) del foliculo dominante desarrollado al comienzo o
al final del ciclo estral es mayor gue la de aquel que se desarrolla en la mitad de la fase
luteal (Savio y otros, 1988), indicando que el nivel de progesterona afecta dicha tasa de
crecimiento. Esta hormona ejerce un efecto inhibitorio sobre la secrecién de LH y esto,
afecta el desarrollo de dicho foliculo dominante (Savio y otros, 1993b; Stock y Fortune,
1993). El foliculo que se desarrolla durante ia mitad de la fase iuteal estaria expuesto a
una menor secrecion pulsatil de LH que aquelios que se desarrollan al comienzo o al
final del ciclo estral y en consecuencia tiene una menor tasa de crecimiento

Con respecto al mecanismo responsabie de ia regresion del foliculo no ovulatorio,
se ha propuesto que una disminucion en la frecuencia de los pulsos de LH debida a los
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altos niveles de progesterona (Taylor y otros, 1994), provocaria una menor sintesis de
andrégenos y en consecuencia una menor sintesis de estradiol (Lucy y otros, 1992;
Savio y otros, 1993b). No obstante, Manikkam y Rajamahendran (1997) sugirieron que
la atresia del foliculo dominante estaria relacionada con una menor actividad de la
enzima responsable de la transformacion de los andrdogenos en estrogenos (aromatasa)
de las células granulosas y no por una falta de sustrato (androgenos). Estos autores
concluyeron gue existiria un aumento de la proteina fijadora del Factor de crecimiento
similar a la insulina —IGF- (IGFBPs) con una consecuente disminucion en la
disponibilidad de IGF-l y Il que provocaria una disminucion de la actividad de la enzima
aromatasa y en consecuencia una menor sintesis de estrégenos.

Por dltimo, el cuerpo luteo tendria un efecto intraovarico sobre la dinamica folicuiar.
Se ha encontrado una mayor cantidad de foliculos = 2 mm en el ovario en que habia un
cuerpo liteo (Pierson y Ginther, 1987b). Ademas, en el ovario derecho se observd una
mayor actividad folicutar en coincidencia con una mayor frecuencia de ovulacion
(Pierson y Ginther, 1987b) y por ende, una mayor presencia de cuerpos |uteos.

2.2 Dinamica folicular y respuesta superovulatoria

La presencia de un foliculo dominante en €l momento de comenzar un tratamiento
de superovulacion ha sido mayoritariamente correlacionada en forma negativa con la
respuesta al mismo (Grasso y ofros, 1989b; Guilbault y otros, 1991; Huhtinem y otros,
1992; Bungartz y Niemann, 1994; Kohram y otros, 1995, Lussier y otros, 1895). Sin
embargo, otros autores nc han encontrado tal efecto {Wilson y otros, 1990; Gray vy
otros, 1992: Maciel y otros, 1995).

Tal como fue mencionado anteriormente, el foliculo dominante en su fase de
crecimiento inhibe el desarrollo de los otros foliculos (Pierson y Ginther, 1988; Sirais y
Fortune, 1988; Guilbault y otros, 1991), por medic de mecanismos enddcrinos,
paracrinos y autocrinos. Fundamentalmente, se produce un aumento en la
concentracion de estréogenos y de inhibina que inhiben la secrecion de FSH (Martin y
otros, 1988). Se afecta asi el crecimiento de los foliculos subordinados y no del
dominante que al disponer de un alto nimero de receptores para FSH y LH puede ser
estimulado aun con muy bajos niveles de gonadotrofinas (Findlay, 1986, citado por
Bungartz y Niemann, 1994). De esta manera, el efecto inhibitorio que ejerce el foliculo
dominante sobre la poblacion folicular explica la menor respuesta que se observa en los
animales que tienen este tipo de foliculos al inicio del tratamiento de estimulacion
(Grasso y otros, 19839b; Guitbault y otros, 1991; Huhtinem y otros, 1992; Bungartz y
Niemann, 1994; Kohram y otros, 1995; Lussier y otros, 1995).

La ausencia de un foliculo dominante en crecimiento permite un aumento del
numero de foliculos pequefios (Lucy y otros, 1992) lo que ha sido relacionado
positivamente con la respuesta superovulatoria (Grasso y otros, 1988b; Romero y otros,
1991, Kawamata, 1994; Kohram y otros, 1995). En coincidencia con lo anterior,
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Monniaux y otros (1984), han informado que foliculos mayores de 1,7 mm de diametro
son movilizados con destino a ovulacion o luteinizacién luego de realizar un tratamiento
con eCG. Esto significa que a una mayor pobiacion de estos foliculos, mayores serian
las probabilidad de obtener una mejor respuesta superovulatoria.

La relacion planieada entre la secuencia de fases foliculares y la respuesta
superovulatoria expiica los efectos diferenciales que se han obtenido al tratar animales
en diferentes etapas del ciclo estral (Lindsell y otros, 1986). Estos autores observaron
una menor respuesta en animales tratados en el dia 3 comparado con el dia 9;
momento en el cual es altamente probable la ausencia de un foliculo dominante en
crecimiento.

Lo descriptc precedentemente explica por que los tratamiento son iniciados
principalmente entre el dia 8 y el 12 inclusive del ciclo estral (Kohram y otros, 1995). En
este periodo existe una mayor probabilidad de que el foliculo dominante no se
encuentre en fase de crecimiento, facilitando asi el desarrollo de los foliculos pequefios.

En funcion de la revisidon bibliografica realizada surgen distintos protocolos de
trabajo, para generar nuevos ftratamientos de estimulacidn ovérica que permitan
simplificar los tratamientos utilizados hasta el presente y/o disminuir la variabilidad en la
respuesta superovulatoria. Entre estos se encuentran:

a) La administracion de la dosis total de FSH-P en un medio de liberacion lenta que
permita reducir la frecuencia de aplicaciones a una sola, sin afectar la respuesta
al tratamiento.

b) La asociacion de la eCG con la FSH-P, en dosis menores a las utilizadas en
forma separada, con la finalidad de evitar el excesivo crecimiento folicular
estimulado por la primera de ellas. De esta forma se obtendria una respuesta
superovulatoria equivalente a la del tratamiento con FSH-P en un esquema de
multiples inyecciones pero con la ventaja de poder efectuar el tratamiento una
sola vez.

¢) La anulacion de la dominancia folicular, aumentando los niveles plasmaticos de
progesterona por medio de la adminisiracién exdgena de dicha hormona. Esto
permitira generar un ambiente ovarico mas favorable para obtener una adecuada
respuesta a un tratamiento de estimulacién ovarica.
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IIl. Trabajos experimentales

1. Uso de FSH-P y eCG

1.1. EIl uso de FSH-P en dosis unica o de FSH-P en dosis reducidas
combinadas con eCG como forma de modificar la respuesta
superovulatoria

1.1.1. Introduccion

Se han realizado numerosas investigaciones con el fin de disefiar un tratamiento que
facilite la aplicacion de FSH disminuyendo el estrés provocado por el movimiento de los
animales con resultados variables (Garcia y ofros, 1982; Warfield y otros, 1986;
Donaldson, 1991). Una de las formas intentadas fue la disolucion de la FSH-P en un
medio que permitiese su liberacion lenta, en cantidades adecuadas, para obtener una
buena estimulacion ovarica. Yamamoto y otros (1994) utilizaron FSH-P disuelta en un
polimero de alto peso molecular (polivinilpirrolidona, PVP) al 30%, con resultados
alentadores. Este hecho abre las puertas para el estudio del uso de una sola inyeccion de
FSH-P y la posibilidad de utilizarla como un tratamiento de rutina en nuestro medio.

Las dosis empleadas de eCG (2000-6000 U.l; Mapletoft, 1980; Monniaux y
Saumande, 1983; Zeitoun y otros, 1988; Springmann y otros, 1986; Callesen y otros,
1992) como asimismo su prolongada vida media (Murphy y Martinuk, 1991; Yadav y ofros,
1986) hacen que el periodo de estimulacion sobre el crecimiento folicular sea prolongado.
Esto se traduce en un numero de foliculos grandes no ovulados en el momento en que se
realiza la recoleccion de embriones, 7 u 8 dias después de finalizado el tratamiento
(Springmann y otros, 1986; Yadav y otros, 1986). Esto se confirma por el trabajo realizado
por Zeitoun y otros (1988) quienes observaron que a medida que se aumenta la dosis de
eCG se incrementa el nimero de foliculos iguales o mayores a 10 mm y disminuye el
porcentaje de embriones transferibles.

De acuerdo con lo descrito precedentemente es posible que una disminucion de las
dosis de eCG utilizada y su combinacion con FSH-P en dosis Unica para fortalecer el
estimulo ovarico constituya una alternativa viable en la generacion de un nuevo
tratamiento superovulatorio.

Por dltimo, algunos estudios han determinado que tanto la presencia de un foliculo
dominante (Grasso y otros, 1989a; Guilbault y otros, 1991; Bungartz y Niemann, 1994)
como el nivel de progesterona en el momento de iniciar un tratamiento de estimulacion
ovarica (Callensen y otros, 1988; Goto y otros, 1987, 1988) afectan la respuesta al mismo.
Por lo tanto se considera de interés contemplar estos parametros en el estudio de nuevos
tratamientos superovulatorios con el fin de analizar la respuesta a los mismos.
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1.1.2. Objetivos

>

A

Estudiar el efecto de la administracion de FSH-P vehiculizada en un medio de
fiberacion lenta, en una sola dosis, sobre la respuesta superovulatoria.

Estudiar el efecto de la combinacidon de dosis reducidas de FSH-P y de eCG
administradas en un mismo momento sobre la respuesta superovulatoria.

Estudiar el efecto de la presencia de un foliculo dominante (en fases de crecimiento,
de meseta o de regresion) al momento de iniciar un tratamiento de estimulacion
ovarica sobre la respuesta al mismo.

Estudiar el efecto de!l nivel de progesterona plasmatica al inicio del tratamiento de
estimulacion ovarica sobre la respuesta al mismo.

1.1.3. Hipdétesis

5

‘7

La administracién de FSH-P vehiculizada en un medio de liberacion lenta, aplicada en
una sola dosis, provoca una respuesta superovulatoria igual al tratamiento
convencional de FSH-P en varias aplicaciones.

La administracion combinada de dosis reducidas de FSH-P y de eCG, inyectadas en
una unica oportunidad, provoca una respuesta superovulatoria igual al tratamiento
convencional de FSH-P en varias aplicaciones.

La presencia de un foliculo dominante en crecimiento al inicio de un tratamiento de
estimulacién ovarica afecta negativamente la respuesta al mismo.

El nivel de progesterona al momento de iniciar el tratamiento de estimulacion ovarica
se relaciona con la respuesta al mismo.

1.1.4. Materiales y métodos

A. Lugar, animales experimentales y tratamientos

El ensayo se realizd en la Reserva 7 perteneciente a la Estacién Experimental

Agropecuaria del INTA Balcarce.

Nueve vacas y 9 vaquilionas Aberdeen Angus, agrupadas dentro de cada categoria en

tres grupos de tres animales cada uno respectivamente, fueron asignados aleatoriamente
dentro de cada grupo, en un diseno “Change-over Latin square’ a la siguiente secuencia
de tres tratamientos: ABC, BCA y CAB, donde A es el tratamiento Control (FSH-P), B es el
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tratamiento FSH-P PVP y C es el tratamiento FSH-P + eCG. Para realizar la aleatorizacion
se tuvo en cuenta la categoria a la que pertenecia el animal.

¢ Tratamiento Control (FSH-P): El tratamiento de estimulacion ovarica se realizo con un
extracto purificado comercial de pituitarias porcinas (FSH-P™ Schering-Plough) con
una dosis total de 30 y 34 mg Armour para vaquillonas y vacas respectivamente. El
tratamiento fue administrado cada 12 hs (mafana y tarde) durante 4 dias, en dosis
decrecientes (5,5/5,5; 4,5/4,5; 3,0/3,0; 2,0/2,0 mg en vaquillonas y 6,0/6,0; 5,0/5,0;
3,5/3,5; 2,5/2,5 mg en vacas). A las 48 y 60 horas de comenzado el tratamiento se
administraron respectivamente 500 ug y 250 ug de cloprostenol (CX0.1®, Lépez &
Villanueva).

¢ Tratamiento FSH-P PVP: Idem al anterior pero la dosis total de FSH-P (30 o 34 mg
Armour, para vaquillonas o vacas) fue administrada en una sola inyeccion
intramuscular. En este grupo, la FSH-P fue diluida en una solucion al 30% de
polivinilpirrolidona segun lo descrito por Yamamoto y otros (1994). A las 48 y 60 horas
de inyectada la FSH-P se administraron respectivamente 500 ng y 250 ug de
cloprostenol (CX0.1%, Lépez & Villanueva).

¢ Tratamiento FSH-P+eCG: Inyeccion simultanea de 5 o 6 mg (Vaquillonas o vacas) de
FSH-P intramuscular con una inyecciéon subcutanea de 1000 Ul de eCG (Novormon®,
Sintex) + 10 mg de FSH-P (Vaquillonas) o 1250 Ul de eCG + 11 mg de FSH-P
(vacas).

En los tres tratamientos la estimulacion ovarica comenzo el dia 10,4+0,2 (x+ee) del
ciclo estral. El ciclo estral de los animales fue sincronizado mediante el uso de un analogo
sintético de la PGF2a (500 mcg de cloprostenol, CX0.1®, Lopez & Villanueva), en un
esguema de dos inyecciones separadas por 13 dias.

Los animales tuvieron una condicion corporal al inicio de los tratamientos de 7,2+0,1
(xtee), basado en una escala de 1 a 9 (1. extremadamente flaca y 9 excesivamente
gorda; Richards y otros, 1986).

B. Deteccion de celos y servicios

La deteccidn de celos se realizo por observacion visual, 2 veces por dia, con una hora
de duracion en cada turno luego de finalizado el tratamiento de sincronizacion de celos.
Esta frecuencia aumentd a tres veces por dia luego de realizado el tratamiento
superovulatorio. Se consideré animal en celo aquel que permanecié inmovil al ser
montado por otro.



19

El servicio se realizé mediante Inseminacion Artificial (1.A.), utilizando semen
congelado en pastillas provenientes de un toro con fertilidad probada. Las inseminaciones
fueron realizadas por el mismo operador a las 12 y 24 horas de detectado el animal en
celo.

C. Respuesta superovulatoria

Se considero que el animal respondié al tratamiento superovulatorio cuando presento
mas de dos cuerpos liteos (determinade por ultrasonografia) al momento de la
recoleccion de embriones.

D. Recoleccion y evaluacion de embriones

La recoleccion de embriones se realizé el dia 7 u 8 post celo, utilizando el método no
quirurgico descrito por Palma (1993a).

La evaluacion morfoidgica de los embriones se realizd bajo lupa estereoscdpica,
segun la clasificacion descrita por Palma (1993b), en 4 grados: Excelente (Gl), bueno
(G}, regular (Glll) y malo (GIV) y ovocito sin fertilizar.

E. Estudios ecograficos, muestreo sanguineo, procesamiento de las muestras y medicion
hormonal

Los estudios ecograficos se realizaron con un ecografo Sono Ace 1500® (Ekhoson
S.A.), modo-B, tiempo real, equipado con un transductor convexo transvaginal de 6.5 Mhz.

En cada ecografia, cada uno de los ovarios fue revisado varias veces en al menos 2
planos y se midié el foliculo de mayor tamafio. Se registré una sola medida cuando el
foliculo era esférico y el promedio de 2 diametros perpendiculares, cuando no lo era.

LLas ecografias se realizaron el dia -2 (dia O: inicio del tratamiento superovulatorio), el
dia 0 y en el momento de la recoleccion de embriones.

Las dos primeras observaciones ecograficas fueron realizadas para determinar las
caracteristicas del o los foliculos existentes en el momento de iniciar el tratamiento
superovulatorio: foliculo dominante en fase de crecimiento (> 1 mm de diferencia entre las
dos observaciones), en meseta (sin diferencias) o en regresién (< 1 mm de diferencia). La
ultima observacion ecografica permitié evaluar la respuesta superovulatoria determinando
el numero de foliculos = 10 mm de diametro y el de cuerpos luteos.
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Los muestreos de sangre se realizaron en todos los animales el dia de inicio del
tratamiento superovulatorio y, en los animales que no manifestaron celo, en el momento
del celo esperado. Las muestras se tomaron por puncion yugular, colocandolas en tubos
heparinizados, se las centrifugd inmediatamente de extraidas y el plasma sobrenadante
se conservé a -20°C hasta el momento en que se determind la concentracion de
progesterona. Cuando ia muestra de sangre coincidid con el estudio ecografico, esta fue
tomada en primer lugar.

La medicidn de progesterona se realizé por radioinmunoanalisis utilizando el Kit
comercial ImmunoChem ™ provisto por ICN Pharmaceuticals, Inc. El trazador radiactivo
utitizado fue **I, con una sensibilidad de 0,15 ng/ml y coeficientes de variacién inter e
intraensayo, en niveles equivalentes a una fase luteal, de 9,1% y 5,9% respectivamente.

F. Nivel de progesterona y respuesta a los trafamientos de estimulacion ovarica

Para estudiar el efecto del nivel de progesterona al inicio del tratamiento
superovulatorio sobre la respuesta al mismo, los animales fueron clasificados segun el
nivel de progesterona en dicho momento en Grupo A, cuando el nivel fue = 5 ng/ml al dia
0 y Grupo B, cuando los valores fueron inferiores al mencionado nivel. El nivel de
progesterona fue elegido basado en el trabajo Kuklac y ofros (1991), quienes observaron
que a partir de 5 ng/ml al inicio del tratamiento superovulatorio se obtenia una mayor
respuesta superovulatoria.

5. Analisis estadistico

1. Se estudio el efecto de los tratamientos sobre:

¢ Porcentaje de animales que respondieron al tratamiento superovulatorio.
Porcentaje de animales en celo post tratamiento.

Intervalo prostaglandina-celo. Para analizar este parametro los animales fueron
agrupados teniendo en cuenta si respondieron o no al tratamiento superovulatorio.

Numero de cuerpo luteos (CL).

Numero de foliculos > 10 mm.

Namero de embricnes totales (ET): ovocitos + embriones recolectados.

Numero de embriones transferibles (Etrans: Gl, Gll y GlII).

Numero de embriones congelables (Econg: Gl y Gll).

Nimero de embriones degenerados.

Numero de ovocitos sin fertilizar.

Porcentaje de embriones recolectados con relacion al nimero de CL (ET/CL*100)
Porcentaje de embriones transferibles con respecto a los totales (Etrans/ET*100)

v o

* S ¢ ¢ ¢ e
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4 Porcentaje de embriones congelables con respecto a los totales (Econg/ET*100)

2. El efecto de la presencia de un foliculo dominante en crecimiento, en meseta o en
regresion sobre el nimero de cuerpo luteos, de embriones totales, transferibles,
congelables y degenerados y de ovocitos sin fertilizar.

3. El efecto del nivel de progesterona en el momento de aplicar los tratamientos
superovulatorios sobre el numero de cuerpo luteos, de embriones totales, transferibles,
congelables y degenerados y de ovocitos sin fertilizar.

Las comparaciones entre tratamientos se realizaron utilizando, en el caso de las
variables continuas el procedimiento GLM y en el caso de las variables discretas el
procedimiento CATMOD; ambos pertenecientes al paquete estadistico SAS (1989).

El modelo utilizado fue el siguiente:
Yijkim : 1+ 0i + Dy + Sk + piyt + Tiym + T + Yakm™ Egiiy
Yium : Variable respuesta perteneciente al iésimo cuadrado, al jotaésimo individuo, en

la késimo categoria, al elésimo periodo y al emésimo tratamiento
superovulatorio.

LL: Media general.

O Efecto del iésimo cuadrado.

D  Efecto de jotaésimo individuo anidado dentro del iésimo cuadrado.
dak.  Efecto de la késimo categoria anidada dentro del iésimo cuadrado.
pii:  Efecto del elésimo periodo anidado dentro del iésimo cuadrado.

ym: Efecto del emésimo tratamiento anidado dentro del iésimo cuadrado.

Yoxm: Efecto de la interaccion de la kesima categoria con emésimo tratamiento
anidado dentro del iésimo cuadrado.

vm:  Efecto residual del m’" tratamiento aplicado en el periodo previo.

Eiw: El error del modelo.

Para estudiar el efecto del estadio del foliculo dominante (en fases de crecimiento,
meseta o en regresion) o el nivel de progesterona al momento de iniciar el tratamiento
superovulatorio se realizé un ANOVA, considerando dichos efectos en el modelo de
analisis.

Las diferencias entre tratamientos se evaluaron mediante el Test de Tukey. Las
diferencias significativas se establecieron con un «=0,05.

El nimero de cuerpos Iiteos, de embriones totales, transferibles, congelables,
degenerados y de ovocitos sin fertilizar fue transformado utilizando la ecuacion y=log(x+1).
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Los porcentajes de recuperacion de embriones, de embriones transferibles y de

embriones congelables fueron transformados mediante la ecuacion y=arcoseno \ X,
analizandoselos por ANOVA (Sokal y Rolft, 1981).

Todos los valores se expresan como x+e.e.

1.1.5. Resultados

En ninguna de las variables estudiadas se observé un efecto de la categoria por lo
que los resultados se analizan y presentan agrupados.

A. Respuesta superovulatoria y celo post tratamiento

El grupo de animales tratados con FSH-P disuelta en PVP presentd la menor
respuesta superovulatoria (P<0,05) y el menor porcentaje de animales en celo post
tratamiento (P<0,01; Cuadro N°1). En ambos parametros, los grupos FSH-P y FSH-P +
eCG tuvieron un comportamiento similar (P>0,05; Cuadro N°1).

Cuadro N°1. Porcentajes de animales con respuesta y de celo en diferentes tratamientos
de estimulacion ovarica.

Tratamientos Porcentaje de respuesta Porcentaje de celo

FSH-P'
FSH-P PVP*
FSH-P+eCG *

Referencias: '30-34 mg de FSH-P, segun se tratara de vaquillonas o vacas respectivamente, administrados en

dosis decrecientes por via intramuscular, a intervalos de 12 horas, durante 4 dias.

%30-34 mg de FSH-P, segtn sean vaquillonas o vacas respectivamente, administrados en una
dnica aplicacion, por via inframuscular, disuelto en polivinil pirrofidona.

°56 mg de FSH-P intramuscular y  10-11 mg  subcutdneos, vaquillonas o vacas
respectivamente mas 1000 Ul o 1250 Ul de eCG, via subcutdnea, vaquillonas o vacas
respectivamente.

Valores con letras distintas en una misma columna difieren significativamente (P<0,05).

El 25% de los animales que no manifestaron celo en el momento esperado, tuvieron
niveles plasmaticos de progesterona > a 1 ng/mil.

B. Intervalo prostaglandina-celo
Se observé un efecto significativo de la interaccién tratamiento x respuesta

superovulatoria (P<0,01) sobre el intervalo prostaglandina-celo. En consecuencia, la
variable se analizd dentro de cada tratamiento.
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En el tratamiento FSH-P+eCG se observo un efecto de la respuesta superovulatoria
sobre el intervalo prostaglandina-celo (P<0,01; Cuadro N°2).

Cuadro N°2. Infervalo prostaglandina-celo en cada fratamiento de estimulacion
ovarica segun haya habido (CR) o no respuesta (SR) (xzee).

Tratamientos Respuesta superovulatoria
CR SR

FSH-P’
FSH-P PVF*

FSH-P+eCG™*

Referencias: CR: Con respuesta, SR: sin respuesta. El valor entre paréntesis corresponde al nimero de
??Lmales que manifestaron celo post tratamiento.
““Ver cuadro N°1.
*Efecto respuesta superovulatoria: Solo significativo en el tratamiento FSH-P+eCG (P<0,01).
2| etras distintas en una fila difieren estadisticamente (P<0,01).

C. Cuerpos luteos y foliculos

En el grupo FSH-P PVP se observo el menor numero promedio de cuerpos luteos
(P<0,01); los otros tratamientos no difirieron entre si (P>0,05; Cuadro N°3).

Cuadro N°3. Nimero de cuerpos liteos en los diferentes tratamientos
superovulatorios ( x+e.e.).

Tratamientos Nuamero de cuerpos liiteos
FSH-P' i ' e

FSH-P PVP*
FSH-P+eCG®

Referencias: "**Ver cuadro N°1.
Valores con letras distintas en una misma columna difieren significativamente
(P<0,01).

No se observo efecto de los tratamientos sobre la presencia de foliculos > 10 mm de
diametro en el momento de recolectar los embriones (1,5+0,3; P>0,05).

D. Embriones y ovocitos sin fertilizar

El tratamiento FSH-P PVP produjo el menor nimero de embriones totales,
transferibles y congelables (P<0,01); los tratamientos FSH-P y FSH-P+eCG no difirieron
entre si (P>0,05; Cuadro N°4).
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Cuadro N°4. Produccién de embriones y ovocifos en los diferentes
tratamientos de estimulacion ovarica { x+1e.e.)

Tratamientos ET Etrans Econg Edeg
FSH-P' - :

FSH-P PVFP*
FSH-P+eCG’

Referencias: ET: Embriones Totales. Etrans: Embriones transferibles. Econg: Embriones
g:gggelables. Edeg: Embriones degenerados. Ovo: Ovocitos sin fertilizar.
““Ver cuadro N°1.
*®Valores con letras distintas en una misma columna difieren
significativamente (P<0,01).

Se observé un efecto significativo del tratamiento sobre el porcentaje de embriones
recolectados en relacion con los cuerpos luteos presentes (P<0,05). Por el contrario, no
se observaron diferencias en los porcentajes de embriones transferibles o congelables
en relacion con los totales (Cuadro N°5). En el grupo FSH-P PVP se determind un
menor porcentaje de embriones recolectados comparado con el grupo FSH-P (P<0,01).

Cuadro N°5. Porcentaje de embriones recolectados, embriones
transferibles y congelables segun tratamiento utilizado ( xze.e.).

Tratamientos Porcentaje de Embriones Recolectados
FSH-P’ : ey
FSH-P PVF*
FSH-P+eCG’

Porcentaje de Embriones Transferibles

FSH-P’ '
FSH-P PVP*
FSH-P+eCG’

Porcentaje de Embriones Congelables

FSH-P’
FSH-P PVF*
FSH-P+eCG’

Referencias: "**Ver cuadro N°1.
**Valores con letras distintas en una misma columna difieren significativamente
(P<0,01).
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E. Relacion entre el estadio del folicuio dominante en el momento de iniciar un tratamiento
superovulatorio y el numero de cuerpos luteos, embriones ftotales, transferibles,
congelables, degenerados y ovocitos sin fertilizar

La representacion de los diferentes estadios del foliculo dominante (crecimiento,
meseta y regresion) fue similar entre tratamientos (P>0,05, Cuadro N°6).

Cuadro N°6. Porcentaje de los diferentes estadios del foliculo dominante al
momento de comenzar la estimulacion ovarica en los diferentes fratamientos
superovulatorios.

Tratamientos R gs@_do de{_fol(c_:u_l_o_dpminan_te_ i

FSH-P’
FSH-P PVF*
FSH-P+eCG’

Referencias: "**Ver cuadro N°1.
“Valores con letras iguales en una misma columna no difieren significativamente (P>0,05)

Se observé un efecto significativo de la interaccidon tratamiento por el estadio del
foliculo dominante al momento de realizar la superovulacion, sobre la produccion de
cuerpos luteos, embriones totales, transferibles y congelables (P<0,05). No hubo efecto
sobre el nimero de embriones degenerados y ovocitos sin fertilizar (P>0,05). La
presencia de un foliculo dominante en crecimiento al momento de comenzar el
tratamiento de estimulacion ovarica provoco una disminucion en la respuesta al mismo
en los grupos FSH-P y FSH-P+eCG comparado con aquellos animales que tuvieron un
foliculo dominante en fases de meseta o regresion (P<0,05). La presencia de estos dos
estadios no afecto la respuesta superovulatoria (P>0,05; Cuadro N°7). En el grupo FSH-
P PVP no se observo efecto del estadio del foliculo dominante.

Cuadro N°7. Numero de cuerpos lifeos, embriones ftotales, transferibles, congelables y
degenerados y ovocitos sin fertilizar segun el estado del foliculo dominante al momento de
realizar el tratamiento superovulatorio en los grupos FSH-P y FSH-P+eCG ( x+e.e.).

Tratamiento  FD Etrans  ECong Edeg Ovo
FSH-P' y FSH-P [a i1 11,2411 +1° - 10,3+0,72 | ]

+ eCG?

Referencias: FD: Estadio del foliculo dominante. C: Crecimiento, M: Meseta, R: Regresi6n.
CL: Cuerpo liteo. ET: Embriones Totales. Etrans: Embriones transferibles. Econg: Embriones
1c2crng'efa‘b&‘es. Edeg: Embriones degenerados. Ovo: Ovocitos sin fertilizar.
“Ver cuadro N°1.
Valores con letras distintas en una misma columna difieren (P<0,01).
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F. Relacion entre el nivel de progesterona plasmatica en el dia de inicio del tratamiento
superovulatorio y el numero de cuerpos liteos, embriones ftotales, transferibles,
congelables, degenerados y ovocitos sin fertilizar

En funcién de no existir diferencias significativas entre los tratamientos FSH-P y
FSH-P+eCG en la respuesta superovulatoria, se agruparon los resultados de ambos
tratamientos.

En los animales pertenecientes a los grupos FSH-P y FSH-P+eCG que tuvieron un
nivel de progesterona inferior a 5 ng/ml de plasma en el dia de inicio del tratamiento
superovulatorio, se observé una menor produccion de cuerpos luteos, de embriones
totales, transferibles y congelables que aquellos con un nivel igual o mayor (P<0,01;
Cuadro N°8).

Cuadro N°8. Numero de cuerpos Iifeos, embriones ftotales, (transferibles, congelables y
degenerados y ovocitos sin fertilizar segun el nivel de progesterona plasmética al dia de inicio de
los tratamientos superovulatorios ( xte.e.).

Tratamientos P4 Etrans Econg Edeg Ovo
(ng/mi)

FSH-P' y FSH-P |
+eCG™ 55

Referencias: CL: Cuerpo liteo. ET: Embriones Totales. Etrans: Embriones transferibles. Econg: Embriones congelfables.
Edeg: Embriones degenerados. Ovo: Ovocitos sin fertilizar.
"#3\ler cuadro N°1.
Valores con letras distintas en una misma columna difieren significativamente (P<0,01).

En el grupo FSH-P PVP, no se observo efecto del nivel de progesterona sobre la
respuesta superovulatoria (P>0,05).

1.1.6. Discusion

La comparacion de los diferentes tratamientos utilizados, demostré que en el grupo
FSH-P PVP la respuesta superovulatoria observada fue baja e inferior a la de los otros
grupos experimentales. El numero de cuerpo liteos y embriones fue similar al obtenido
con una sola administracion, intramuscular, de FSH-P disuelta en un medio de
liberacion rapida (solucion salina -grupo control-, Yamamoto y otros, 1994). Esta
respuesta también fue observada cuando la administracion de FSH-P/solucién salina se
realizd via subcutanea (Takedomi y otros, 1993). Estos autores determinaron que el
nivel plasmatico de FSH a las 48 horas de inyectada dicha hormona fue similar a los
niveles pretratamiento, hecho que no ocurrié cuando utilizaron un medio de liberacién
lenta. En consecuencia, se puede plantear la hipétesis que la preparacion de FSH-P
disuelta en polivinil pirrolidona utilizada en el presente trabajo, tuvo una absorcion
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similar a la disueita en solucidén salina (medio de liberacion rapida), no comportdndose
de acuerdo a lo esperado (medio de liberacion lenta). Por lo tanto, con una sola
inyeccion no se lograria que los animales tuvieran un nivel sostenido de FSH para
obtener una respuesta superovulatoria acorde o supertor a la obtenida en el grupo
Control.

La FSH-P PVP se prepar¢ y administré de acuerdo a lo indicado por Yamamoto y
otros (1994) para el grupo fratado (FSH-P en solucidon de polivinil pirrolidona), quienes
obtuvieron una respuesta superovulatoria caracterizada por 12,3 y 7,2 cuerpos luteos y
embriones transferibles respectivamente. Ademas, la PVP utilizada fue la K29-32 con
un peso molecular de 40.000, similar a la utilizada por los mencionados investigadores.
Estos hechos descartan al tipo de PVP utiizada, la forma en que se prepar® y
administro la FSH-P como causa explicativa de los resultados obtenidos.

Por otro fado, Susuki y otros (1994) observaron una baja respuesta superovulatoria
en vaquillonas tratadas con 30 mg de FSH-P en PVP (3,8 cuerpos luteos y 2,8
embriones transferibles), atribuyendo esto a un efecto de sobre-estimulacion ovarica.
Este hecho se reflejé en un mayor numero de foliculos = 10 mm de diametro en los
animales con menor respuesta superovulatoria (5,2 y 1,8 a 2 foliculos en animales con
baja o alta respuesta superovulatoria respectivamente). En el presente trabajo el
namero de foliculos mayores a 10 mm fue similar en los diferentes grupos
experimentales (1,2 a 2 foliculos), lo que permite descartar a esta hipdtesis como causal
de la baja respuesta superovulatoria observada en el grupo FSH-P PVP.

En conclusién, la FSH-P disuelta en PVP tal cual fue administrada en el presente
trabajo no permite generar una adecuada respuesta superovulatoria en animales
Aberdeen Angus, en contraposicion a lo infformado Yamamoto y otros (1994) en vacas
Holstein.

La administracion de dosis reducidas de eCG (1000 — 1250 Ul) y su combinacién
con bajas dosis de FSH-P (15-17 mg Armour), permitid obtener una respuesta
superovulatoria equivalente a la observada en el grupo Control (FSH-P). La presencia
de foliculos = a 10 mm al momento del “flushing” no difirié entre grupos, con lo cual se
evitd el efecto perjudicial que tienen dosis mayores de eCG (Mikel-Jenson y otros, 1982;
Betteridge y otros 1981/82; Moor y otros, 1984).

Bono y otros (1991), combinaron dosis reducidas de eCG (1000 Ul) con hMG {297
Ul de FSH y 297 Ul de LH), obteniendo un mayor porcentaje de embriones transferibles
que lo observado en las vacas tratadas con 3000 Ul de eCG (86% vs 46%
respectivamente), coincidiendo dicho porcentaje con el obtenido en el presente trabajo
(89%) en el grupo FSH-P+eCG.

Con respecto al porcentaje de animales que respondieron al tratamiento
superovulatorio, fue similar entre los grupos FSH-P y FSH-P+eCG (72% - 82%), y
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coinciden con el informado por diversos investigadores (72,6-82%; Lindsell y otros,
1986; Sanchez-Garcia y otros, 1992-; Alvarez y otros,1995).

En estos mismos tratamientos, el numero de cuerpo luteos (5,9-7,2), embriones totales
(4,5-5,5), transferibles (3,8-4,4) y congelables (2,6-3,2) estuvo en la escala inferior del
rango informado por diversos autores (CL: 4,2-31, Pawlyshyn y otros, 1986; Sanchez
Garcia y otros, 1992; Ambrose y Rajamahendran; 1995; ET: 3,2 — 22,8, Prado Delgado y
otros, 1984; Mc Gowan y ofros, 1983; Mapletoft y ofros, 1990; Etrans: 0-11, Sanchez
Garcia y otros, 1992; Ortuno y otros, 1985; Mc Gowan y otros, 1983; Nigro y otros, 1999,
Econg: 3-6,5, Boland y ofros, 1991; Staigmiller y otros, 1992; Kelly y otros, 1995; Walsh y
otros, 1993).

E!l porcentaje de recoleccion de embriones en los grupos FSH-P y FSH-P+eCG (65,6-
76,5%) es coincidente con lo informado Wubishet y otros (1986); Sanchez Garcia y otros
(1992) y Alcivar y otros (1984). Contrariamente, en el caso del grupo FSH-P PVP el
resultado fue inferior al citado en |a bibliografia (Wubishet y otros, 1986; Sanchez Garcia y
otros, 1992 y Alcivar y otros, 1984), no encontrandose una explicacion clara al respecto.

El porcentaje de embriones transferibles y congelables no difirié entre grupos y se
encuentra en el rango citado en Ia literatura (Mapletoft y otros, 1988a; Lopez (Gatius, 1988;
Blanchard y otros, 1990; Petr y otros, 1990; Staigmiller y otros, 1992, Kuehner y otros,
1993; Garcia Bojalil y ofros, 1994; Gong y otfros, 1995; Larocca y otros, 1995; Caccia y
otros, 1999).

Existen numerosos factores que afectan la respuesta superovulatoria (Kafi vy
McGowan, 1997) y explican la variabilidad de los resultados obtenidos por distintos
investigadores. En el presente trabajo, las vacas que no respondieron al tratamiento
superovulatorio tuvieron un foliculo dominante en crecimiento, por lo que la respuesta al
mismo fue severamente deprimida, tal cual fue observado por diversos investigadores
(Grasso y ofros, 1989b; Guilbault y otros, 1991; Huhtinem y otros, 1992; Bungartz y
Niemann, 1994; Kohram y otros, 1995, Lussier y otros, 1995). Estos resultados dejaron
claramente demostrado que el estado ovarico al momento de iniciar el tratamiento de
estimulacion fue la principal causa de la baja respuesta observada en numero de cuerpos
litecs, embriones totales, transferibles y congelables.

El nivel de progesterona plasmatica también explicaria una parte de la variabilidad en
la respuesta al tratamiento superovulatorio ya que se encontré relacionado positivamente
con la respuesta al mismo. Esto es coincidente con lo observado por diversos
investigadores (Callensen y otros, 1988; Goto y otros, 1987, 1988; Herrler y otros, 1990;
Yadav y otros, 1986; Nakajima y otros, 1992). No obstante, otros no han encontrado tal
relacion (Saumande, 1980; Tamboura y otros, 1985; Walton y Stubbing, 1986).

Los animales gue tuvieron un nivel de progesterona > a 5 ng/ml al inicio del
tratamiento superovulatorio tuvieron en su mayoria un foliculo dominante en fases de
meseta o regresion (86,7%). Por el contrario, los animales con una concentracién inferior
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presentaron en un 83,3% un foliculo dominante en fase de crecimiento. Esto plantea que
gran parte de las diferencias observadas en la respuesta superovulatoria entre los niveles
de progesterona estudiados se deberian al estadio del foliculo dominante. Diferencias en
esta caracteristica como en las sensibilidades de las metodologias utilizadas para realizar
la medicion hormonal podrian explicar las divergencias observadas entre investigadores.

Con respecto al tratamiento FSH-P PVP, no se observaron efectos del estadio del
foliculo dominante y del nivel de progesterona debido a que en estos animales no existio
respuesta alguna a la estimulacion ovarica.

La ausencia de celo post tratamiento superovulatorio en el grupo FSH-P PVP (25% de
los animales) se debe a que estos tuvieron niveles de progesterona mayores a 1 ng/ml al
momento del celo esperado, lo que plantea ausencia de lutedlisis. Una posible explicacion
es que la dosis total de FSH-P al ser utilizada en una Unica aplicacion y en un medio que
no se habria comportado como de liberacion lenta, haya provocado la ovulacion del
foliculo dominante presente al momento de aplicar el tratamiento. La causa de este hecho
seria el contenido de LH presente en el preparado hormonal. En consecuencia, al
momento de inyectar el agente luteolitico, el cuerpo luteo formado recientemente no seria
sensible al mismo (Fortin, 1989). Ovulaciones prematuras han sido informadas por
Callensen y otros (1987) en animales estimulados con gonadotrofinas, lo que daria
sustento a lo previamente planteado.

En los animales que tuvieron un nivel de progesterona menor a 1 ng/ml al momento
del celo esperado, resulta dificil encontrar una explicacion a la ausencia del mismo dado
que la metodologia empleada y el momento en que se hizo la deteccion fueron los mismos
en todos los grupos y solamente en el grupo FSH-P PVP se observaron animales sin
manifestacion de celo.

Por dltimo, el intervalo prostaglandina-celo en los animales superovulados se
encuentra en el rango citado en la bibliografia (Canseco y otros, 1992; Mc Gowan y
otros, 1985; Lindsell y otros, 1986; Lopez Gatius y otros, 1988; Larocca y otros, 1999);
observandose que los animales que no tuvieron respuesta superovulatoria con el
tratamiento combinado FSH-P+eCG presentaron un intervalo mayor que el de los
animales con respuesta. El mayor intervalo fue similar al observado en animales que no
recibieron tratamiento de estimulacion ovarica (Seidel y otros, 1978; citado por Canseco
y otros, 1992).
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1.1.7. Conclusiones

De los resultados analizados del presente trabajo se puede concluir que:

> El tratamiento de estimulacion ovarica combinando dosis reducidas de FSH-P
(subcutanea + intramuscular) y eCG (subcutanea), administrados en un mismo
momento induce una respuesta superovulatoria similar a la que se obtiene con el
tratamiento tradicional de FSH-P administrado durante 4 dias en dosis decrecientes.

> La administracion de FSH-P disuelta en polivinil pirrolidona, administrada en una
sola dosis intramuscular, no induce respuesta superovulatoria. La ausencia de
efectos estimulatorios se observan tanto en vacas como en vaquiilcnas.

» La respuesta superovulatoria a tratamientos con FSH-P o FSH-P+eCG es similar en
vacas y vaquilionas.

> La presencia de un foliculo dominante en crecimiento al momento de realizar un
tratamiento de estimulacion ovarica afecta negativamente la respuesta al mismo.

» El nivel de progesterona al inicio del tratamiento superovulatorio se relaciona con la
respuesta al mismo. Niveles iguales o mayores a 5 ng/ml de plasma coinciden con
una mayor respuesta en cuerpos luteos, embriones totales, transferibles y
congelables.
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1.2, El uso combinado de dosis reducidas de FSH-P y de eCG como
tratamiento superovulatorio

1.2.1. Introduccion

En el experimento anterior se determind que la asociacion de dosis reducida de
FSH-P y eCG, administradas en una Unica aplicacion, provocaron una respuesta
superovulatoria equivalente a la obtenida con el tratamiento convencional de FSH-P
(dosis completa, fraccionada en multiples aplicaciones). En consecuencia, se disefio el
presente trabajo para discriminar con mayor precision si el efecto obtenido era producto
de la asociacién de ambas hormonas o de alguna de ellas en particular.

1.2.2. Objetivo

» Determinar la respuesta ovarica después de la aplicacién de dosis reducidas de
eCG administradas por via subcutanea, de FSH-P aplicada por via intramuscular y
subcutanea, y de la combinaciéon de ambas.

1.2.3. Hipdétesis

» La respuesta superovulatoria que se obtiene después de administrar la asociacion
de dosis reducidas de eCG y de FSH-P se debe al efecto combinado de ambas
gonatrofinas y no a una de ellas en particular.

1.2.4. Materiales y métodos

A. Lugar, animales experimentales y tratamientos
El lugar es el indicado en la seccion 1.1.4.A.
Se utilizaron 12 vaquillonas y 24 vacas con actividad sexual ciclica, distribuidas en

segun un disefio completamente aleatoriatorizado en tres tratamientos de acuerdo con
el tipo de estimulacion ovarica realizada.

¢ Y%FSH-P:5 0 6 mg de FSH-P administrados via intramuscular y 10 u 11 mg de FSH-
P inyectados por via subcutanea en vaquilionas y vacas respectivamente. En ambos
casos en dosis unica y simultanea.
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¢ Z%eCG: 1000 o 1250 Ul de eCG administradas via subcutanea en vaquillonas y
vacas respectivamente.

¢ FSH-P+eCG: Combinacion de los tratamientos hormonales de los grupos anteriores
(V.FSH-P + %eCG).

En el caso de las vaquillonas, las mismas fueron reutilizadas en una unica
oportunidad, luego de un periodo de espera superior a 6 meses, como para no tener
efecto residual de los tratamientos anteriores segun lo observado en el trabajo previo.

En los tres grupos el tratamiento superovulatorio se realizd a partir del dia 10+0,1
(x+ee) del ciclo estral. El mismo fue sincronizado segun lo indicado en la seccion 1.1.4. A

La condicién corporal de las hembras al inicio del tratamiento no difirid entre
categorias, ni entre tratamientos (6,940,1; xtee).
B. Deteccion de celos y servicios

Se encuentra descrito en la seccion 1.1.4.B..

C. Respuesta superovulatoria

Se encuentra descrito en la seccién 1.1.4.C.

D. Recoleccion y evaluacion de embriones
Se encuentra descrito en la seccién 1.1.4.D.
E. Estudios ecograficos, muestreo sanguineo, procesamiento de las muestras y medicion
hormonal

Se encuentra descrito en ia seccion 1.1.4.E.

F. Nivel de progesterona y respuesta a los tratamientos de estimulacion ovarica

Se encuentra descrito en la seccién 1.1 4.F.



33

G. Anélisis estadistico

Los parametros estudiados como el procedimiento utilizado es el descrito en la
seccion 1.1.4.G. El modelo estadistico utilizado fue el siguiente:

Yia -+ Ok + 1+ vik + Egi

Yi: Variable respuesta perteneciente al i€ésimo individuo, a la késima categoria y al
jotaésimo tratamiento superovulatorio

u:  Media general.

dx. Efecto de la késima categoria.

1. Efecto del jotaésimo tratamiento superovulatorio.

vi. Efecto de la interaccion del jotaésimo tratamiento superovulatorio con la késima
categoria.

E: Error del modelo.

1.2.5. Resultados

En ninguna de las variables analizadas se observaron efectos de la categoria, ni de la
interaccion tratamiento por categoria (P>0,05). En consecuencia, los resultados se
presentan agrupando ambas categorias.
A. Respuesta superovulatoria y celo post tratamiento

El 100% de las hembras respondid al tratamiento FSH-P+eCG, difiriendo

significativamente (P<0,01) de los tratamientos que utilizaron una dosis reducida de
FSH-P 0 eCG (Cuadro N°9).

Cuadro N°9. Respuesta superovulatoria después de diferentes tratamientos
gonadotroficos.

Tratamientos Porcentaje de respuesta

% FSH-P’
1 eCG*
FSH-P+eCG’

Referencias:'5-6 mg de FSH-P intramuscular y 10-11 mg subcutdneos, vaquillonas o vacas
respectivamente.
21000 Ui o 1250 Ul de eCG, via subcuténea, vaquillonas o vacas respectivamente.
756 mg de FSH-P intramuscular y 10-11 mg subcutdneos, vaquillonas o vacas
respectivamente mas 1000 Ul o 1250 Ul de eCG, via subcuténea, vaquillonas o
vacas respectivamente.

**Valores con letras distintas en una misma columna difieren significativamente
(P<0,01).
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El grupo de hembras tratadas con una dosis reducida de FSH-P tuvo el menor
porcentaje de celo post tratamiento (P<0,01); no existiendo diferencias entre los
tratamientos eCG y FSH-P+eCG (25%, 75% y 100% respectivamente).

B. intervalo prostaglandina-celo

Las hembras que respondieron a los tratamientos superovulatorios tuvieron un
menor intervalo prostaglandina-celo que aquellas que no respondieron (46,9121 y
85,6+7,8 horas respectivamente; P<0,01).

El intervalo prostaglandina-celo del grupo FSH-P+eCG (46,9+2,1 horas) resulté
inferior al de los tratamientos %2 FSH-P (82,5+18,4 horas; P<0,01) y % eCG (70,5+7.,5
horas; P<0,05).

C. Cuerpos luteos y foliculos
En el grupo FSH-P + eCG se observd el mayor numero de cuerpos luteos (P<0,01);

los otros tratamientos no difirieron entre si (P>0,05, Cuadro N°10).

Cuadro N°10. Numero de cuerpos liteos después de diferentes
tratamientos gonadotréficos ( xze.e.).

Tratamientos Cuerpo liteos

% FSH-P'
% eCG*
FSH-P+eCG’

Referencias: ">*Ver Cuadro N°9
*®Valores con letras distintas en una misma columna difieren
significativamente (P<0,01).

El numero de foliculos > 10 mm de diametro presentes en el momento de realizar la
colecta de embriones, fue similar entre tratamientos (1,6+0,3; P>0,05).

D. Embriones y ovocitos sin fertilizar

En las hembras tratadas con FSH-P+eCG se obtuvo el mayor niimero de embriones
totales, transferibles y congelables (P<0,01) comparado con los tratamientos que
utilizaron una dosis reducida de FSH-P o de eCG (Cuadro N°11). Este efecto también
fue observado en el nimero de embriones degenerados y de ovocitos sin fertilizar
(P<0,05).



Cuadro N°11. Produccién de embriones y ovocitos sin fertilizar en los diferentes tratamientos de
estimulacién ovdrica ( x+e.e.).

Tratamientos Etrans
Y FSH-P'

Econg 7
¥ eCG*

Edeg

FSH-P+eCG’

Referencias: "**Ver Cuadro N°9
ET: Embriones Totales. Etrans: Embriones transferibles. Econg: Embriones congelables. Edeg:
Embriones degenerados. Ovo: Ovocitos sin fertilizar.

Valores con letras distintas en una misma columna difieren significativamente: ab ( P<001) y c,d
(P<0,05).

Los porcentajes de embriones recolectados, de embriones transferibles y congelados
se presentan solo en el tratamiento FSH-P+eCG, dado que en los otros tratamientos la
mayoria de los animales no presentaron respuesta superovulatoria (Cuadro N°12).

Cuadro N°12. Porcentaje de embriones recolectados,
transferibles y congelables en el tratamiento FSH-P + eCG'
( xte.e.).

Porcentaje de Embriones Recolectados

Porcentaje de Embriones Transferibles

Porcentaje de Embriones congelables

Referencias: '5-6 mg de FSH-P  intramuscular y 10-11 mg subcuténeos,

vaquillonas o vacas respectivamente mds 1000 Ul o 1250 Ul de eCG, via
subcutanea, vaquillonas o vacas respectivamente.

E. Relacion entre el estadio del foliculo dominante y el nimero de cuerpos liteos, de
embriones totales, transferibles, congelables, degenerados y de ovocitos sin fertilizar

Al momento de comenzar los tratamientos de estimulacion ovarica, hubo similar
proporcion de animales con los tres tipos de fases de foliculo dominante (crecimiento,
meseta o en regresion, Cuadro N°13).

35
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Cuadro N°13. Proporcién de los diferentes estadios del foliculo dominante al momento de
comenzar la estimulacion ovdrica en los diferentes grupos experimentales ( x+e.e.).

Tratamientos Estadio del foliculo dominante
Crecimiento Meseta Regresion

1% FSH-P'
1 eCG*
FSH-P+eCG’®

Referencias: "**Ver Cuadro N°9

Para el analisis del efecto del estadio del foliculo dominante sobre la respuesta
superovulatoria solo se consideré al grupo FSH-P+eCG debido a que fue el unico que
respondio al tratamiento de estimulacién ovarica.

Las hembras con un foliculo dominante en fases de meseta o regresion al inicio del
tratamiento superovulatorio, tuvieron la mayor respuesta en numero de cuerpos luteos,
de embriones totales, transferibles y congelables en comparacion con las hembras que
tuvieron un foliculo dominante en crecimiento (Cuadro N°14). Los dos primeros estadios
no difirieron entre si (P>0,05).

Cuadro N°14. Efecto del estadio del foliculo dominante al momento de iniciar el
tratamiento de estimulacion ovarica sobre la respuesta al mismo ( x+e.e.).

ET Etrans Econg Edeg

Referencias: FD: Estadio del folfculo dominante. C: Crecimiento, M: Meseta, R: Regresion
ET: Embriones Totales. Efrans: Embriones transferibles. Econg: Embriones congefables.
Edeg: Embriones degenerados. Ovo:Ovocitos sin fertilizar.
Valores con letras distintas en una misma columna difieren significativamente: a.b
(P<0.01) y c.d (P<0,05).

F. Relacién entre el nivel de progesterona plasmética en el dia de inicio del tratamiento
Superovulatorio y respuesta ovarica al mismo

Solo se consider6 al grupo FSH-P+eCG por ser el Gnico que presentd respuesta
superovulatoria.

Las hembras que tuvieron un nivel de progesterona plasmatica >5 ng/ml al inicio del
tratamiento de estimulacion ovérica presentaron la mayor cantidad de cuerpos IUteos,
embriones totales, transferibles y congelables (P<0,01; Cuadro N°15).
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Cuadro N°15. Namero de cuerpos liteos, embriones totales, transferibles, congelables y
degenerados y ovocitos sin fertilizar segtin el nivel de progesterona plasmatica al dia de inicio
del tratamiento superovulatorio

P4 (ng/mi) ~CL  ET  Etrans  Econg  Edeg

<5
=5

Referencias: ET: Embriones Totales. Etrans: Embriones transferibles. Econg: Embriones congelables. Edeg: Embriones

degenerados. Ovo: Qvocitos sin fertilizar.
=P\alores con letras distintas en una misma columna difieren significativamente ( P<0.01).

1.2.6. Discusion

El uso de dosis reducidas de FSH-P o de eCG no tuvo efecto estimulatorio, de
acuerdo a la hipétesis planteada al disefar el presente trabajo.

La reduccién de la dosis de las gonadotrofinas, administradas en un esquema de
multiples aplicaciones, no fue suficiente para obtener una buena respuesta
superovulatoria (hMG: a un 25%, Mc Gowan y otros, 1985; Folltropin: a 5 mg Armouir,
Mapletoft y otros, 1988a; Gonzalez y otros, 1990).

La dosis total de gonadotrofinas, administrada por via subcutanea en la paleta en
una unica vez, provocé una respuesta superovulatoria comparable a la observada
después de la aplicacion de multiples inyecciones intramusculares (Bo y otros, 1991;
Hockley y otros, 1992; Staigmiller y otros, 1992; Misra y otros, 1992; Kasiraj y otros,
1992; Schallemberger y otros, 1994). No obstante, otros autores han obtenido una
respuesta menor (Kelly y otros, 1997, Walsh y otros, 1993), postulando que la
concentracion plasmatica de FSH era inadecuada. Este hecho fue observado por
Takedomi y otros (1993), quienes determinaron que los niveles de FSH a las 48 hs de
administrada la gonadotrofina, via subcutanea, eran similares a las detectadas previo a
la aplicacion del tratamiento. En el presente trabajo, en el grupo % FSH-P ademas de
utilizar una unica aplicacion, la dosis fue reducida por lo que se puede plantear que los
niveles plasmaticos de FSH generados por el tratamiento no fueron suficientes para
provocar una adecuada estimulacion ovarica.

Con respecto a la eCG, las dosis utilizadas en vaquillonas y vacas (1000-1250 Ul)
no fueron suficientes para obtener un nimero de cuerpos lGteos y embriones similares
a lo informado por diversos investigadores, quienes emplearon un rango de 2000 a
3000 Ul (Wubishet y otros, 1986; Zeitun y otros, 1991; Boland y otros, 1991). Sin
embargo, se trataba de un nivel hormonal similar al utilizado para producir mellizos
(Anderson, 1982; Turman y otros, 1972).

En funcion de los resultados obtenidos en los grupos % FSH-P y % eCG, es posible
afirmar que la respuesta observada en el grupo con la asociacion de las dos
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gonadotrofinas (FSH-P+eCQG) es el resultado del efecto combinado de ambas y no del
efecto de una de ellas en particular.

El efecto de la presencia de un foliculo dominante en crecimiento al inicio de un
tratamiento de estimulacion ovarica y del nivel de progesterona en dicho momento es
ceincidente con lo observado y discutido en la seccion 1.1.6.

En los animales gque no manifestaron celo después del tratamiento, el nivel de
progesterona en el momento esperado del celo fue menor a 1 ng/ml de plasma,
descartandose una faila en el mecanismo de lutedlisis. En consecuencia y dado que los
animales ovularon, el celo no fue observado. Es dificil encontrar una explicacion al
respecto dado que la metodologia de deteccidn y el momento fueron los mismos en los
diferentes grupos experimentales.

Por udltimo, el intervalo prostaglandina-celo en los animales superovulados se
encuentra en el rango citado en la bibliografia (Canseco y otros, 1982; Mac Gowan y
otros, 1985; Lindsell y otros, 1986; Lopez Gatius y otros, 1988; Larocca y otros, 1999).
Los animales que no tuvieron respuesta superovulatoria presentaron un intervalo
mayor, comportandose como si no hubiera recibido tratamiento de estimulacion ovarica
(Seidel y otros, 1978; citado por Canseco y otros, 1982).

1.2.7. Conclusiones

> Las dosis reducidas de FSH-P (5 0 6 mg en forma intramuscular y 10 u 11 mg via
subcutanea, segun sean vaquillonas o vacas respectivamente) o de eCG (1000-
1250 Ul, en forma subcutanea, segun sean vaquillonas o vacas respectivamente)
son incapaces de producir respuesta ovaricas compatibles con un tratamiento
superovulatorio por ausencia de respuesta en un caso o insuficiencia en el otro.

» La respuesta superovulatoria que se obtiene con el tratamiento de dosis reducidas
de gonadotrofinas aplicadas en dosis uUnica (FSH-P+eCG) es debida al efecto
combinado de ambas gonadotrofinas y no de una de ellas en particular. Esta
respuesta es similar en vaquillonas y vacas.

Ademas, se corroborod io observado en la seccion 1.1.;

¥ La presencia de un foliculo dominante en crecimiento afecta negativamente la
respuesta superovulatoria.

» El nivel de progesterona al momento de iniciar un tratamiento superovulatorio afecta
la respuesta al mismo. Niveles mayores o iguales a 5 ng/ml de plasma se relacionan



39

con una mayor respuesta en cuerpos lUteos, embriones totales, transferibles y
congelables.
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2. Control de la dinamica folicular mediante la administracion de
progesterona. Su importancia en tratamientos superovulatorios.

2.1. Evaluacion de tres dosificaciones de progesterona exogena para
inducir niveles endogenos capaces de controlar la onda de
crecimiento folicular.

2.1.1. Introduccion

El nivel plasmatico de progesterona afecta el destino del foliculo dominante. Cuando
los niveles son altos (fase luteal), este no llega a ovular y regresa (foliculo dominante no
ovulatorio), originandose una nueva onda de crecimiento folicular. Por el contrario cuando
los niveles son bajos a consecuencia de la Ilutedlisis natural o inducida, el foliculo
dominante culminara su desarrollo con la ovulacion (Savio y otros, 1990; Lucy y otros,
1992).

Se ha sugerido que existe un nivel umbral en la concentracion de progesterona, el
cual, una vez alcanzado, afecta el destino de! foliculo dominante. Adams y otros (1992)
mantuvieron los niveles de dicha hormona a un valor promedio de 9,3 ng/ml durante la
fase de crecimiento del foliculo dominante e inhibieron su desarrollo. Por otro iado, Savio y
otros (1991) con niveles de progesterona de 5-5,5 ng/ml fueron incapaces de modificar la
dinamica folicular. Sin embargo, segun las observaciones de Taylor y Rajamahendran
(1994), los animales que tuvieron un nivel plasmatico de progesterona mayor a 5 ng/mi
tuvieron un mayor numero de ondas de crecimiento folicular que aquellas con un nivel
inferior. Estas observaciones (Savio y otros, 1991; Taylor y Rajamahendran, 1994)
plantean que €l nivel de progesterona en &l cual se afecta 1a dinamica folicular parece no
repetirse y surge la necesidad de estudiar diferentes niveles de dicha hormona para
determinar aquel que mejor controle la dinamica folicular.

2.1.2. Objetivo

» Evaluar tres dosis de progesterona (200, 400 y 600 mg/dia) para determinar con cual
de ellos se logran niveles plasmaticos superiores a los de una fase luteal y en que
medida estos son capaces de controlar la onda folicular.

2.1.3. Hipétesis

%

» Elaumento en el nivel de progesterona plasmatica a niveles superiores a los de una
fase luteal normal afectan la dinamica folicular.
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2.1.4. Materiales y métodos
A. Lugar, animales experimentales y tratamientos
El lugar es el indicado en la seccion 1.1.4.A.

Se utilizaron 18 vacas Aberdeen Angus, con ciclos estrales previos regulares y una
condicion corporal de 7,8+0,15 ( xtee., escala 1 a 9 1: excesivamente flaca, 9:
excesivamente gorda; Richards y otros, 1986) a las que se sincronizé el celo de acuerdo a
lo indicado en 1.1.4 A

Las vacas fueron distribuidas en un disefio completamente aleatorizado en cuatro
grupos correspondientes a cuatro tratamientos: T600 (n=5), 600 mg de progesteronaldia;
T400 (n=5), 400 mg de progesteronal/dia; T200 (n=4), 200 mg de progesterona/dia y
Control (n=4), una inyeccion diaria (2 a 6 ml) del vehiculo utilizado para diluir la
progesterona. Las inyecciones intramusculares fueron aplicadas desde el dia 3 al 9
inclusive del ciclo estral.

La progesterona utilizada (Jebsen & Jebsern, G.m.b.H.&Co) cumplid con los
controles de calidad previstos: polvo cristalino de coloracion blanca levemente
amarillenta, adecuada solubilidad e identificacion, 98,2% de contenido de progesterona
sobre base seca, rotacion especifica de 188°, punto de fusion de 128°, pérdida de peso
sobre base seca de 0,11%, residuos sulfatados de 0,08% y adecuados tests de claridad
en solucion, de color en solucion y de pureza microbiologica.

La progesterona fue diluida en cloroformo (25% del volumen final) y luego en aceite
puro de girasol (75% del volumen) hasta alcanzar una concentracion final de 100 mg de
progesterona/ml de vehiculo.

B. Deteccion de celos
La deteccion de celos se realizo segun lo descrito en la seccion 1.1.4.B., con el objetivo
de determinar el dia cero (celo).
C. Estudios ecograficos, muestreo sanguineo, procesamiento de las muestras y medicién
hormonal.
Se encuentran descritos en la seccion 1.1.4.E., con las siguientes diferencias:
Los estudios ecogréaficos y el muestreo sanguineo, realizados para determinar la

relacion entre el nivel de progesterona y la dinamica folicular, se llevaron a cabo
diariamente entre los dias 2 al 10 del ciclo estral (ver esquema).
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En cada observacion, cada ovario fue revisado varias veces en al menos dos planos.
Se realizd un mapa ovarico y en &l se dibujaron los foliculos iguales o mayores a 2 mm de
diametro, tomando como referencia la ubicacion de los foliculos mayor de 4 mm y/o del
cuerpo luteo.

Esquema de los momentos de realizacion de los estudios ecograficos, los muestreos
de sangre y administracion de progesterona:

D. Analisis estadistico

Se estudio el efecto de los tratamientos sobre:

+ Nivel absoluto de progesterona plasmatica y area bajo la curva del dia 2 al 10 del ciclo
estral.

4+ Diametro del foliculo que seguido durante el experimento tuvo el mayor tamafio de la
primera onda de crecimiento folicular del dia 2 al 10.

¢ Numero de foliculos presentes en las diferentes clases estudiadas. Para esto se
adoptd la clasificacion de Savio y otros (1993a), quienes agruparon a los foliculos en
tres clases: Clase |, foliculos de 3 a 4 mm; Clase II, foliculos de 5 a 9 mm y Clase Il
foliculos >a 10 mm.

¢ Tasa de crecimiento del foliculo dominante de la primera onda. La misma se calculd

como la diferencia en el diametro folicular entre los dias 7 y 3 dividido 4 (Taylor y

Rajamahendran, 1994).

Dia del maximo crecimiento.

4+ Tamano del foliculo dominante al dia 7 y tamafo maximo de dicho foliculo.

*
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Como dato accesorio, se registro el diametro del cuerpo Iuteo del dia 2 al 10 del ciclo
estral. Esto se realizd para determinar si el nivel de progesterona generado por los
tratamientos afectaba el desarrollo del mismo.

El procedimiento utilizado para realizar las comparaciones entre tratamientos se
encuentra descrito en la seccion 1.1.4.G.

Los datos pertenecientes al numero de foliculos dentro de las clases estudiadas, al
diametro del foliculo de la primera onda y del cuerpo luteo fueron transformados segun la
ecuacion y=log (x+1)(Sokal y Rolft, 1981).

El modelo utilizado para las medidas repetidas en el tiempo fue el siguiente:

Yik : 1+ ai + Dgj + Bg + (aB)ik + Egi

Yijk .

Bk :
(OLB)',kI

Eio-

Variable respuesta perteneciente al jotaésimo individuo en el iésimo
tratamiento y en el késimo punto muestral.

Media general.

Efecto del iésimo tratamiento al cual los animales fueron asignados
aleatoriamente.

Representa el efecto aleatorio del individuo anidado dentro del tratamiento
progesterona y corresponde al termino E(i)) del modelo perteneciente a un
disefio completamente aleatorizado con medidas no repetidas en el tiempo.
Efecto del tiempo en los distintos puntos muestrales, en el proceso de
medidas repetidas dentro de un individuo.

Representa la interaccion del iésimo tratamiento con el késimo punto
muestral.

Representa el error residual dentro de los individuos.

y en el caso de las medidas no repetidas en el tiempo:

Yi:u+T+Eg

Yj: Variable respuesta perteneciente al iésimo individuo, en el jésimo tratamiento.

L Media general.

T Efecto del jotaésimo tratamiento al cual los animales fueron asignados
aleatoriamente.

E@: Representa el error experimental aleatorio.

La evaluacion de las diferencias entre medias y la expresion de los resultados se
realizd segun lo descrito en la seccion 1.1.4.G.
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Dado que la interaccion tratamiento x dia fue significativa para las variables nivel de
progesterona plasmatica, diametro del foliculo de mayor tamano de la primera onda,
numero de foliculos Clase lll y diametro del cuerpo Iuteo, el efecto de los tratamientos se
estudio utilizando el area bajo la curva para la primera variable y el valor acumulado para
las restantes.

2.1.5. Resultados

A. Niveles de progesterona plasmatica

Se observé un efecto significativo del tratamiento, del dia y de la interaccion
tratamiento x dia sobre el nivel de progesterona plasmatica (P<0,01; Grafico N°1).

30
25 | v v P
Ll
15 A *

10 1

Progesterona plasmatica (ng/ml)

2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias del Ciclo Estral

Gréfico N°1. Niveles de progesterona plasmética (xzee) en vacas inyectadas con 600 mg/dia
(T600), 400 mg/dia (T400), 200 mg/dia (T200), o 0 mg/dia (C) de progesterona del dia 3 al 9 del
ciclo estral. * Inyecciones de progesterona.

El T600 tuvo mayor area bajo la curva del nivel de progesterona plasmatico (P<0,01;
128,8+4,2 ng—dia/ml) que los grupos Control (36,8+2 8 ng-dia/ml), T200 (64,8+4,0 ng-
dia/ml) y T400 (96,4+3,1 ng-dia/ml). Los tres Gltimos grupos difirieron entre si (P<0,01).

B. Dinamica folicular
B.1. Foliculo de mayor tamafio de la primera onda de crecimiento folicular
Se observd un efecto significativo de los tratamientos, del dia y de la interaccién

tratamientos x dia (P<0,01) sobre el didmetro del foliculo de mayor tamario de la primera
onda de crecimiento folicular (Grafico N°2).
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Grafico N°2. Diametro del foliculo de mayor tamario de fa primera onda de crecimiento folicular (xzee)
en vacas inyectadas con 600 mg/dia (T600), 400 mg/dia (T400), 200 mg/dia (T200), 0 0 mg/dia (C) de

progesterona def dia 3 al 9 del ciclo estral.

El diametro acumulado fue significativamente menor (P<0,05) en ios grupos T200
(68,3+9,1 mm), T400 (67+2,2 mm) y T600 (53,6+3,3 mm) comparado con el grupc Control
(95158 mm). Los tres primeros ne difirieron entre si (P>0,05).

La tasa de crecimiento del foliculo de mayor tamario de la primera onda de crecimiento
folicular fue superior en el tratamiento Control (1,63 mm/dia) comparado con las de T200
(0,56 mm{dia, P<0,05), T400 (0,6 mm/dia, P<0,05) y T600 (0,11 mm/dia, P<0,01).

El tamano del foliculo mayor al dia 7 fue significativamente superior {P<0,01) en el
tratamiento Control con respecto a los otros tres tratamientos (Control: 14,3+1,3 mm;
T200: 8,8+1,1 mm; T400: 8,21 mm y T600:. 6,4+0,9 mm). Esta situacion se mantuvo al
comparar el tamarfo maximo alcanzado (P<0,01; Control: 14,841 mm; T200: 10+1,1 mm;
T400: 9,4+0,6 mm y T600: 820,7 mm). En ambos parametros, los tratamientos T200, T400
y T600 no difirieron entre si (P>0,05).

B.2. Clases folicuiares

Se observo un efecto significativo del dia (P<0,01) y de los tratamientos (P<0,05)
sobre el numero de foliculos presentes en la clase [ (3-4 mm).
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Considerando los tratamientos, el Control tuvo un menor numerao de folicuios
promedio por dia comparado con T200 (P<0,05), T400 y T600 (P<0,01; 3,4; 5,3, 64y 7,8
respectivamente). T200 difirid de T600 (P<0,05) y fue similar a T400 (P>0,05), mientras
que T400 y T600 fueron similares entre si (P>0,05, Grafico N°3).

m CONTROL

Ne° de foliculos
Clase | (3-4 mm)
U L L B

-

04

Tratamientos

Grafico N°3. Nomero de folfculos promedio/dia de la clase | (3-4 mm) en vacas
inyectadas con 600 mg/dia (T600), 460 mg/dia {T400), 200 mg/dia (T200), o 0 mg/dia
{C) de progesterona del dia 3 al 9 del ciclo estral entre los dias 2 y 10 del ciclo estral.
Letras distintas difieren: a,b: P<0,05; b,c: P<0,05; a,c: P<0,01.

En el Grafico N°4 se puede observar el nimero de foliculos pertenecientes a la
Clase | independiente del tratamiento utilizado.
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Gréfico N°4. Namero promedio/dia (+ e.e.) de folifculos de la Clase | (3-4 mm),
independientemente def fratamiento utifizado.

Con respecto a los foliculos de la clase il (5-2 mm) se observé un efecto del dia
(P<0,01; Grafico N°5), pero no de los fratamientos, ni de Ia interaccidn tratamiento x dia

(P>0,05).
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Grafico N°5. Numero promedio/dia (+ e.e) de foliculos de la clase I (5-9 mm),
independientemente def tratamiento ufilizado.

Por ultimo, en los foliculos de la clase Il (=10 mm), se observaron efectos
significativos de los tratamientos, del dia del ciclo estral y de la interaccion tratamiento x
dia (P<0,01; Grafico N%).
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Grafico N°6. Namero de foliculos (xzee) pertenecientes a la clase il en vacas fratadas con
diferentes dosis de progesterona del dia 3 al 9 del ciclo estral (T600: 600 mg/dia, T400: 400
mg/dia, T200: 200 mg/dia y Control: 0 mg/dia)

El Control tuvo el mayor nimero acumulado de folicuios Clase |l (P<0,05; 5,8+0,9)
comparado con fos tratamientos T200 (2,34+1,3), T400 (1,240,7) y T600 (0,0+0,0). Estos
ultimos no difirieron entre si (P>0,05).

C. Diametro del cuerpo liiteo

Se observo un efecto significativo de los tratamientos (P<0,01), del dia (P<0,01) y de
la interaccién tratamiento x dia (P<0,05) sobre el diametro del cuerpo luteo. El T600 tuvo
el menor didmetro acumulado (P<0,05; 136,0:4,0 mm) comparado con el T200
(164,4+11,0 mm), T400 (164,0+6,0) y Control (164,1+10,4 mm). Estos Ulitimos no difirieron
entre si (P>0,05)



49

8

Diametro (mm)
o

-
o

2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias del ddlo estral

Grafico N°7. Didmetro del cuerpo liteo (xrfee} en vacas inyecfadas con diferentes dosis de
progesterona del dia 3 al 9 del ciclo estral (T600: 600 mg/dia, T400: 400 mg/dia, T200: 200 mg/dia y
Control: 0 mg/dia)

2.1.6. Discusion

La inyeccion de progesterona desde el dia 3 al 9 del ciclo estral, provocd cambios en
los niveles plasmaticos de dicha hormona. Se observd la existencia de una relacion dosis
respuesta, es decir que un aumento en la progesterona exogena provocd un incremento
en el nivel plasmatico. Sin embargo, ya con las dosis mas bajas evaluadas se observaron
niveles similares o superiores a los descriptos por Adams y otros (1892} como suficientes
para el control de la onda. De acuerdo con €llo, un alto nivel (>9 ng/ml) de progesterona
en plasma es capaz de provocar cambios mas notorios en la dinamica folicular. Asi, en el
tratamiento T60O, los animales tuvieron un nivel plasmatico promedioc de dicha hormona
superior a 15 ng/ml a partir de! dia 5 del ciclo estral y se afectd marcadamente el
desarrolio del foliculo de mayor tamarfo (< tasa de crecimiento, < tamafio al dia 7 y <
tamano maximo). En ninguno de los animales, dicho foliculo superd los 8 mm de didmetro.
Ademas, se observd un aumento de la pablacion de folicuios de 3 a 4 mm, lo que plantea
la hipotesis de una pérdida del efecto inhibitorio de dicho foliculo sobre la mencionada
poblacion folicular. Sin embargo, con los niveles de P4 de los tratamientos T200 y T400 el
foliculo de mayor tamario también tuvo afectada su tasa de crecimiento; pero crecid mas
alla de los 9 mm, pudiendo observarse en algunos animales foliculos de 11y 12 mm.
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Diversos estudios muestran una relacion entre los niveles de progesterona y el
desarrollo del foliculo dominante; asi: a) En un cicio estral con 3 ondas, el diametro
maximo del foliculo dominante de la primera onda fue mayor que el de la segunda (onda
1. minima dominancia luteal durante la fase de crecimiento del foliculo dominante} (Sirois
y Fortune, 1988; Ginther y otros, 1989c). b) El diametro maximo obtenido de un foliculo
dominante anovulatorio fue mayor en la primera onda de crecimiento folicular que en todas
las ondas presentes en animales prefiados (Ginther y otros, 1989b) y en vaquillonas
tratadas con progesterona, no prefiadas (Bergfelt y otros, 1991). c) Altos niveles de
progesterona (endégena + exdgena) provocaron que el foliculo dominante de la segunda
onda tuviera un diametro mas pequeno que el presente en las ondas en las cuales los
niveles de progesterona fueron mencres (solo progesterona exogena; Bergfelt y otros,
1991).

En conclusion, cuando los niveles de progesterona son elevados el foliculo dominante
se ve afectado en su desarrollo y esto ha sido relacionado con una disminucién en la
frecuencia pulsatil de LH (Taylor y Rajamahendran, 1991b; Savio y ofros, 1992; Taylor y
otros, 1994). Si bien en el presente trabajo no se realizd un esquema de muestreo
sanguineo que permitiera determinar la frecuencia puisatil de dicha hormona, se puede
hipotetizar que el aumento en los niveles plasmaticos de progesterona en los diferentes
tratamientos provocd una menor secrecion pulsatil de LH que afectd el desarrolio del
foliculo de mayor tamario.

Teniendo en cuenta que la secrecion pulsatil de LH es necesaria para que los
foliculos crezcan mas alla de los 9 mm de diametro (Webb y ofros, 1999) y que interviene
en el desarrollo y mantenimiento del cuerpo IUteo (Peters y otros, 1994; Vizcarra y otros,
1997), se puede plantear que el grado de inhibicidn que la progesterona ejercid saobre la
secrecion de LH fue diferente segun el tratamiento utilizado. Asi, la mayor inhibicidn se
habria producido en el tratamiento T600, en el cual ningun foliculo crecié mas alla de
los 9 mm de didmetro y se afectd el desarrollo del cuerpo luteo. En los otros
tratamientos (T200 y T400), se observaron algunos animales con foliculos de 11 y 12
mm y el cuerpo luteo tuvo un desarrollo similar al de los animales Control. Sanchez y
otros (1995) plantearon que el efecto inhibitorio que ejerce la progesterona sobre la
secrecion de LH es dependiente del nivel de progesterona y da base a lo hipotetizado
previamente sobre un efecto inhibitorio diferencial sobre la secrecion de LH segun el
tratamiento utilizado.

La progesterona, ademas de ejercer su efecto sobre la secrecion de LH, tendria un
efecto directo en el ovario. Esta hormona podria afectar el desarrolic del foliculo
dominante actuando en el sistema enzimatico ubicado en la capa granulosa de dicho
foliculo {Manikkan y y Rajamahendran, 1997) y en consecuencia detener su desarrolio.

La ausencia de foliculo dominante en los animales del tratamiento T600, plantea ia
posibilidad gue en estos animales se puedan obtener mejores respuestas superovulatorias
comparado con aquellas respuestas de animales que presentan un foliculo dominante en
crecimiento al momento de iniciar dichos tratamientos. Esto ha sido informado por
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numerosos investigadores (Grasso y otros, 1989a; Guilbault y otros, 1991; Huhtinem y
otros, 1992; Bungartz y Niemann, 1994; Kohram y otros, 1995; Lussier y otros, 1995) y
corroborado por os trabajos descriptos en las secciones 1.1. y 1.2. Ademas, la respuesta
superovulatoria se veria favorecida por el aumento en la poblacién de foliculos pequerios,
tal cual lo citado en la bibliografia (Grasso y otros, 1989b, Romero y otros, 1991,
Kawamata, 1994 y Kohram y otros, 1995).

2.1.7. Conclusiones

» Inyecciones diarias de progesterona, del dia 3 al 9 del ciclo estral, provocan a partir de
los 200 mg/dia niveles plasmaticos de dicha hormona capaces de controlar o modificar
la onda de crecimiento folicular.

» Niveles de progesterona superiores a 15 ng/ml (600 mg/dia de progesterona) a partir
del dia 5 del ciclo estral inhiben el desarrolio del foliculo dominante, aumentan la
poblacién de foliculos de 34 mm y afectan el desarrolio del cuerpo liteo.
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2.2. Efecto del nivel de progesterona plasmdatica modificado por
inyecciones intramusculares sobre la respuesta superovulatoria.

2.2.1. Introduccion

La respuesta superovulatoria es afectada por las caracteristicas del foliculo
dominante y por el numero de foliculos pequefios presentes al momento de comenzar el
tratamiento. Nuestros trabajos anteriores asi como el de diversos investigadores han
demostrado que la presencia de un foliculo dominante en crecimiento tiene efectos
depresores de la respuesta al tratamiento (Grasso y otros, 1989a; Guilbault y ofros,
1991; Huhtinem y otros, 1992; Bungartz y Niemann, 1994; Kohram y otros, 1995;
Lussier y otros, 1995). Por el contrario, un mayor nimero de foliculos pequefios la
favorece (Grasso y otros, 1989b; Romero y otros, 1991; Kawamata, 1994; Kohram y
otros, 1995).

En la seccion 2.1. se demostrd que inyecciones diarias de 200, 400 o 600 mg/dia de
progesterona, del dia 3 al 9 del ciclo estral, provocaban un aumento en los niveles de
dicha hormona, afectando el desarrollo del foliculo dominante. No obstante, solo la
dosis de 600 mg/dia fue la que anuld todo crecimiento folicular mas alla de los 9 mm de
diametro y provecé un aumento en la poblacion de foliculos de 3-4 mm. En
consecuencia, esta situacion ovarica, seria la mas adecuada para favorecer la
respuesta a un tratamiento de superovulacion y dado que en el dia 7 del ciclo estral, se
encontraron las caracteristicas ovaricas mencionadas previamente, no seria necesario
prolongar el tratamiento con progesterona mas alla de dicho dia.

2.2.2. Objetivo

» Evaluar la respuesta superovulatoria de vacas tratadas con progesterona en los
primeros dias del ciclo estral (dias 3 a 7) y superovuiadas a partir del dia 7 en
relacion con la de aquellas que no reciben progesterona y que son superovutadas a
partir del dia 7 u 8/9 de su ciclo estral.

2.2.3. Hipétesis

» El ambiente ovarico generado por la administracion de 600 mg/dia de progesterona
entre los dias 3 al 7 del ciclo estral elimina la presencia de foliculos dominantes en
crecimiento y aumenta la presencia de foliculos pequefios lo que produce un
aumento en la respuesta superovulatoria, comparada con la de vacas que no
recibieron progesterona.
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2.2.4. Materiales y métodos
A. Lugar, animales experimentales y tratamientos
El lugar es el indicado en la seccién 1.1.4 A

Se utilizaron 26 vacas Aberdeen Angus, con actividad sexuaf ciclica previa y con una
condicién corporal de 76+0,1 ( xtee; escala 1 a 9; 1. excesivamente flaca, 9.
excesivamente gorda; Richards y otros, 1986).

El ciclo estral de los animales fue sincronizado segun lo indicado en la seccion 1.1.4.A.

Las vacas fueron distribuidas segin un disefio completamente aleatorizado en dos
grupos correspondientes a dos tratamientos:

* P600 (n: 14): 600 mg de progesteronal/dia, intramuscular (IM), entre los dias 3 al 7
del ciclo estral inclusive. En este dia comenzd el tratamiento superovulatorio.

Las caracteristicas de la progesterona inyectada y la forma en que fue diuida se
encuentran descriptas en la seccién 2.1.4 A.

¢ Control (n: 12): 6 mi de aceite de girasol/dia, intramuscular (vehiculc de la
progesterona) entre los dias 3 al 7 del ciclo estral inclusive. El tratamiento
superovulatorio comenzo en los dias 7 (n:3) u 8-9 (n:9) del ciclo estral.

El tratamiento de estimulacion ovarica en ambos grupos se realizd con un extracto
purificado de pituitarias porcinas (Foltropin-V® Vetrepharm, Inc.). El contenido de cada
frasco de 20 ml, equivalente a 400 mg de NIH-FHS-P1, se diluyé en una solucién
bacteriostatica de cloruro de sodic para inyeccion, quedando a una concentracion final
de 20 mg/ml. El iratamiento fue administrado cada 12 horas (mafiana y tarde) durante
4 dias, inyectando cada vez 2,5 ml de la solucion por via intramuscular. A las 48 y 60
horas de comenzado el tratamiento se administraron 500 ug y 250 pg de cloprostenol,
intramuscular (CX0.1%, Lépez & Villanueva).

B. Deteccitn de celos y servicios

Se encuentra descrito en la seccion 1.1.4.B.
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C. Respuesta superovulatoria

Se encuentra descrito en la seccion 1.1.4.C
D. Recoleccion y evaluacion de embriones

Se encuentra descrito en la seccidon 1.1.4.D.

E. Estudios ecograficos, muestreo sanguineo, procesamiento de las muestras y medicion
hormonal

Se encuentran descriptos en las seccion 1.1.4E. y 21.4.C., con las siguientes
diferencias:

Los estudios ecograficos en el grupo P600, se realizaron del dia 3 al 7 del ciclo
estral. En el grupo Control comenzaron en el tercer dia previo al inicio del tratamiento
de estimulacion ovarica y se repitieron en los tres dias siguientes. Por ultimo, en ambos
grupos se realizd una ecografia ovarica en el momento de efectuar la recoleccion de
embriones con la finalidad de evaluar el nimero de cuerpos luteos.

El muestreo sanguineo se realizd, en forma diaria, por puncion yugular desde el dia 3
del ciclo estral hasta el momento de iniciar el tratamiento de estimulacion ovérica. En el
grupo P600 se tomaron muestras adicionales de sangre del dia 8 al 19 con la finalidad de
determinar los niveles de progesterona durante y a posteriori del tratamiento
superovulatorio.

F. Nivel de progesterona y respuesta superovulatoria
Se encuentra descrito en la seccion 1.1.4.F.
G. Anélisis estadisticos

Para realizar el analisis estadistico, se estudio:

1) El efecto de los tratamientos sobre:

+ Nivel absoluto de progesterona plasmatica y area bajo la curva del dia 3 al 9 del ciclo
estral.

4+ Diametro del foliculo dominante de la primera onda de crecimiento folicular o de aquel
que seguido durante el experimento tuvo el mayor tamano.

Tamario del foliculo dominante al dia 7.

+ Numero de foliculos presentes en las diferentes clases estudiadas del dia 3 al 9 del
ciclo estral. Para esto se adopto la clasificacion descrita en la seccion 2.1.4.D.

*
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+ Poblacion folicular 12 horas post tratamiento superovulatorio.

2) Elefecto de la presencia de un foliculo dominante en crecimiento al momento de iniciar
el tratamiento de estimulacion ovarica sobre la respuesta superovulatoria.

3) El efecto del nivel de progesterona en el momento de apiicar los tratamientos
superovulatorios sobre la respuesta al mismo.

Las comparaciones entre fratamientos se realizaron segun lo descrito en la seccion
2.1.4D.

El modelo utilizado para las variables que fueron repetidas 0 no en el tiempo, se
encuentran descrito en la seccion 2.1.4.D.

Las variables: nimero de foliculos dentro de las clases estudiadas, tamario de los
foliculos de la primera onda, poblacion folicular 12 hs post tratamiento superovulatorio,
fueron transformados utilizando ia ecuacidn y=log(x+1)(Sokal y Rolft, 1981).

Todos los datos se expresan como el x+e.e.

Dado que la interaccion tratamiento x dia fue significativa para las variables nivel de
progesterona plasmatica y numero de foliculos Clase 1ll, el efecto de los tratamientos se
estudio utilizando el area bajo la curva para la primera variable y et valor acumulado

para la restante. En esta ultima se tuvo en cuenta las observaciones realizadas del dia
4 al 7 del ciclo estral.

2.2.5. Resultados
A. Nivel de progesterona plasmatica
Se observd un efecto significativo del dia, del tratamiento y de la interaccién

tratamiento x dia sobre el nivel plasmatico de progesterona (P<0,01; Gréafico N8).
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Grafico N°8. Niveles plasméticos de progesterona (xzee) en vacas perfenecientes a los
tratamientos Control y P600 (recibieron una inyeccion diaria de 600 mg de progesterona del dia 3
al 7 del ciclo estral).
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Del dia 3 al 7 del ciclo estral, el area bajo la curva de progesterona fue
significativamente superior en el tratamiento P600 (59,5+1,9 ng—dia/ml vs. 10,7+0,6 ng—
dia/ml; xte.e; P<0,01).

Los niveles de progesterona se mantuvieron elevados luego de la ultima inyeccién de
progesterona (>18 ng/ml) hasta que se administr6 el agente luteolitico (dia 9); a partir de
ese momento disminuyeron a 6,18 ng/ml. Este valor se observo el dia en que se esperaba
que los animales manifestaran su celo post tratamiento superovulatorio. ElI nivel
plasmatico fue superior a 1 ng/ml hasta el dia 18 del ciclo estral (Grafico N°9).
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Gréfico N°9. Niveles de progesterona plasmética (x+ee) en vacas que recibieron una dosis diaria de
600 mg de progesterona del dia 3 al 7 del ciclo estral.

2 || Periodo en el que se realiz6 el tratamiento superovulatorio. @ Dia del celo esperado.

.......

B. Dinamica folicular
B.1. Foliculo dominante de la primera onda de crecimiento folicular

El diametro del foliculo mas grande de la primera onda de crecimiento folicular fue
mayor en los animales pertenecientes al Control (P<0,01; Grafico N°10) en todos los dias
observados (7,8+0,33 y 12,1+0,36; P<0,01).
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Gréafico N°10. Diametro del foliculo de mayor tamario de la primera onda de crecimiento
folicular (x+ee) en vacas de los tratamientos Control y P600 (recibieron una inyeccion diaria
de 600 mg de progesterona del dia 3 al 7 del ciclo estral).

B.2. Clases foliculares

Dias del ciclo estral
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Se observaron efectos significativos del dia y del tratamiento (P<0,01) sobre el
numero de foliculos pertenecientes a la clase | (34 mm, Grafico N°11). Las vacas

pertenecientes al P600 tuvieron el mayor numero de este tipo de foliculos.
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Grafico N°11. Numero de foliculos Clase | (3-4 mm) en vacas de los tratamientos Control
y P600 (recibieron una inyeccion diaria de 600 mg de progesterona del dia 3 al 7 del ciclo
estral). Los valores se expresan como el x+ee. Efecto tratamiento: P<0,01
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Con respecto a la clase 1l (5-9 mm), se observd un efecto significativo del dia (P<0,01;
Gréfico N°12); no asi del tratamiento ni de la interaccion tratamiento x dia.

5 1— —a— Control
T & P00

Numero de foliculos
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Gréafico N°12. Nimero de foliculos Clase Il (5-9 mm) en vacas de los fratamientos Conirol y P600
{recibieron una inyeccidn diaria de 600 mg de progesterona del dia 3 al 7 del ciclo esiral). Los

valores se expresan como ef x-ee,

Por Ultimo, se observaron efectos del dia, del tratamiento y de la interaccion
tratamiento x dia sobre el nimero de foliculos > 10 mm (P<0,05). El tratamiento Control
tuvo el mayor numero acumulado de foliculos (440,4 vs 0+0; P<0,01)(Grafico N°13).
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Grafico N°13. Ntimero de foliculos Clase lil (= 10 mwn) en vacas del tratamientos Controf y
P600 (recibieron una inyeccion diaria de 600 mg de progesterona def dia 3 al 7 del ciclo

estral). Los valores se expresan como el x1ee
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C. Respuesta superovulatoria

En el grupo P600 no se observo celo post tratamiento superovulatorio debido a que
todos los animales presentaron un nivel de progesterona plasmatica > 1 ng/ml (Grafico
N°9) y en consecuencia, ninguna de las vacas ovulé. Contrariamente, el 100% de las
vacas pertenecientes al grupo Control manifesté celo a las 50,8+0,8 horas de inyectado el
agente luteolitico; no existiendo diferencias entre animales con o sin respuesta
superovulatoria (51,0+1,1 hs. y 50,3+2,1 hs. respectivamente; P>0,05).

C.1. Poblacion folicular en el dia del celo (Control) o celo esperado (P600)

En el grupo P600 se observd un mayor numero de foliculos pertenecientes a la clase
Il (P<0,01) y un menor numero de foliculos de la clase Il (P<0,05) en el momento del celo
esperado (Gréfico N°14) que en el grupo Control. En los foliculos de clase Il del grupo
P600, el tamario folicular fue muy homogéneo (11-12 mm)

14.0
12.0
10.04
8.0
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40.
204
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5-9 mm >9mm

Clases foliculares

Gréfico N°14. Numero promedio (+ e.e) de foliculos Clases Il y Ill en el momento del celo
(tratamiento Control) y del celo esperado en las vacas que recibieron una inyeccion diaria
de 600 mg de progesterona del dia 3 al 7 del ciclo estral (P600). Dentro de cada clase
difieren: * P<0,05; ** P<0,01

C.2. Porcentaje de vacas con respuesta y numero de cuerpos liteos, de embriones
totales, transferibles, congelables, degenerados y de ovocitos sin fertilizar en el
tratamiento Control

El 66,7% de las vacas del tratamiento Control respondieron al tratamiento
superovulatorio, no existiendo diferencias entre las que comenzaron el tratamiento los dias
7 u 8/9 del ciclo estral. Lo mismo sucedié con la respuesta superovulatoria (P>0,05;
Cuadro N° 16)
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Cuadro N°16. Nuamero de cuerpo liteos (CL), de embriones fotales (ET), transferibles (Efrans),
congelables (Econg), degenerados (Edeg) y de ovocitos sin fertilizar (Ovo) en el tratamiento Control
segtin el dia en que comenzo el fratamiento superovulatorio.

Tratamientos  CL ET  Etrans Econg Edeg Ovo
Control 7 3+ = i 2+2,2 0,7+0,4

Control 8/9

Los porcentajes de recoleccion de embriones totales, de embriones transferibles y de
embriones congelables fueron de 64,4+14,04; 66,618,4 y 61,3+7,1 respectivamente.

C.3. Efecto del estadio del foliculo dominante sobre la respuesta superovulatoria

El 41,7 % de las vacas presentaron un foliculo dominante en crecimiento al momento
de iniciar el tratamiento de estimulacion ovarica; no existiendo diferencias entre animales
gue comenzaron el tratamiento de estimulacion ovarica en los dias 7 (33,3%) u 8/9
(44.4%).

Se observd un efecto altamente significativo (P<0,01) del estadio del foliculo
dominante al momento de comenzar el tratamiento superovulatorio sobre la respuesta al
mismo. Aquellos animales que tuvieron un foliculo dominante en fase de meseta
presentaron una mayor respuesta en cuerpos luteos, embriones totales, transferibles y
congelables que aquellas que tuvieron un foliculo dominante en crecimiento (Grafico
N°15). Ademas, el porcentaje de recoleccidon de embriones fue menor en el grupo de
animales que tuvieron un foliculo dominante en crecimiento (40+24,5 vs 84,7+3 1;
P<0,01).

BFOLM BEFOLC

o032

CL ET Etran Econg

Respuesta superovulatoria

Grafico N°15. Numero promedio (+ e.e.) de cuerpos liteos (CL), de embriones totales (ET),
embriones transferibles (Etrans) y congelables (Econg) segun tuvieran un foliculo dominante
en crecimiento (FOLC) o en meseta (FOLM) al momento de iniciar el tratamiento

superovulatorio en el tratamiento Control. * Dentro de cada parémetro difieren: P<0,01.
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C.4. Efecto del nivel de progesterona plasmatico al inicio del tratamiento superovulatorio
sobre la respuesta al mismo

No se observo efecto del nivel de progesterona al inicio del tratamiento de
estimulacion ovarica sobre la respuesta al mismo (Cuadro N°17).

Cuadro N°17. Efecto del nivel de progesterona al inicio del trafamiento de estimulacion
ovarica sobre la respuesta al mismo.

Progesterona CL ET  Etrans Econg Edeg

>5ng/mi
<5 ng/mi

Referencias : ET: Embriones Tofales. Etrans.. Embriones transferibles. Econg: Embriones congelables. Edeg:
Embriones degenerados. Ovo: Ovacitos sin fertilizar

C.5. Relacion entre los foliculos > 8 mm al momento del celo y ovulacion

Los foliculos de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 y 15 mm presentes al momento del celo post
tratamiento ovularon en un 29%, 66,7%, 92,9%, 100%, 100%, 100%, 100% y 100%

respectivamente (Grafico N°16).
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Grafico N°16. Relacion enire el numero de foliculos > 8 mm al momento del celo post
tratamiento y el nimero de cuerpos liteos formados.

C.6. Respuesta superovulatoria estimada en el tratamiento P600

La respuesta superovulatoria estimada del grupo P600, calculada a partir del
porcentaje de ovulacion de cada uno de los foliculos > a 8 mm y del nimero de cuerpos
Iiteos y embriones totales, transferibles y congelables observados en el Control, se puede
observar en el Cuadro N°18.
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Cuadro N°18. Numero (x+ee) estimado de cuerpos liteos (CL), de embriones totales
(ET), transferibles (Etrans), congelables (Econg), degenerados (Edeg) y de ovocitos
sin fertilizar (Ovo) en el fratamiento P600.

2.2.5. Discusion

La administracion de progesterona en el tratamiento P600, provocd un aumento en el
nivel plasmatico de la hormona tal como se reportd en la seccion 2.1.

El prolongado periodo en que los niveles de progesterona permanecieron en valores
superiores a 1 ng/ml de plasma, luego de inyectado el agente luteolitico, no fue el
esperado y puede atribuirse a un retardo en la absorcién y metabolismo del vehiculo que
genero un deposito de liberacion lenta de dicha hormona. Taylor y Rajamahendran (1994),
utilizando la misma via de administracion y similar vehiculo (aceite de maiz en lugar de
aceite de girasol), con inyecciones en los dias 3 (200 mg), 4 (100 mg) y 5 (50 mg) del ciclo
estral y una inyeccion de PGF2a en el dia 7, no observaron modificaciones en el tiempo
en que los niveles de progesterona descendieron a un valor menor de 1 ng/ml de plasma,
comparado con aquellos animales que no recibieron progesterona. No obstante, en el
presente trabajo se utilizd una dosis mayor de progesterona y un mayor nimero de
inyecciones, lo que podria explicar parte de las divergencias observadas. Adams y otros
(1992), informaron que luego de administrar progesterona a animales con lutedlisis previa,
via subcutanea, por un periodo de 14 dias, el tiempo para que los niveles descendieron a
un valor menor a 1 ng/ml fue prolongado y estuvo relacionado con las dosis utilizadas. A
pesar que la via de administracion fue diferente, esta observacion podria aplicarse a lo
sucedido en el presente trabajo.

En el tratamiento P600 se observo un aumento en el nivel de progesterona plasmatica
a valores superiores a 15 ng/ml de plasma a partir del dia 5 del ciclo estral. Esto es
coincidente con lo observado en la seccion 2.1. y habria provocado una depresion en los
niveles de LH a tal punto que no se observaron foliculos mayores a 9 mm de diametro al
momento de comenzar con el tratamiento superovulatorio. Esta hipétesis se basa en que
para que los foliculos crezcan mas alla de dicho tamafio, se requieren niveles adecuados
de la mencionada gonadotrofina (Webb y otros, 1999).

El tratamiento de estimulacion ovarica utilizado (Foltropin-V) contiene bajas cantidades
de LH (Amstrong y Opavske, 1986), lo cual fue suficiente para que se estimule el
crecimiento de un gran numero de foliculos y continuar su desarrollo mas alla de los 9
mm, a pesar de los elevados niveles de progesterona. El efecto estimulatorio de las
gonadotrofinas, habria sido favorecido por la ausencia de un foliculo dominante al
momento de comenzar con el tratamiento gonadotréfico y por el mayor nimero de folicuio
de 3-4 mm presentes en dicho momento, lo que se reflejo en un mayor nimero de
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foliculos mayores © iguales a 10 mm en et momento esperado del celo. Se ha demostrado
gue {a presencia de un foliculo dominante en crecimiento en el momento de comenzar con
un tratamiento de estimulacién ovarica, deprime la respuesta al mismo (Seccion 1.1. y
1.2., Grasso y otros, 1989a; Guilbault y otros, 1991; Huhtinem y otros, 1992; Bungartz y
Niemann, 1994; Kohram y otros, 1985; Lussier y otros, 1993) y la presencia de foliculos
pequenos la favorece (Grasso y otros, 1989b; Romero y otros, 1991, Kawamata, 1994,
Kohram y otros, 1995), lo que da base a lo previamente planteado.

La respuesta folicular observada en el momento esperado del celo en el tratamiento
P600, permite hipotetizar que si se hubieran controlado adecuadamente [os niveles de
progesterona (disminucion a menos de 1 ng/ml en el momento del celo esperado), se
hubiera obtenido una muy buena respuesta superovulatoria, tal cual fue estimado en los
resultados presentados. Esta respuesta hubiera coincidido con la que obtuvieron
diversos investigadores que indujeron superovulacion en animales con una dindmica
folicular controlada mediante diferentes tratamientos hormonales (Bo y otros, 1996;
Caccia y otros, 1998; Bo y Mapletoft, 1999; Caccia y otros, 1999).

El porcentaje de vacas que respondio al tratamiento superovulatorio en el grupo
Control (66,7%) es coincidente con lo informado por Vos y otros (1983), quienes
determinaron que entre el 60 y el 70% de los animales tuvieron mas de 3 ovulaciones. No
obstante, se debe considerar que en la bibliografia se encuentran rangos de respuestas
de 60 a 100% (Donaldson, 1984c; Lindsell y ofros, 1986; Calder y Rajamahendran,
1992; Sanchez Garcia y otros, 1992; Alvarez y otros, 1995), encontrandose nuestros
resultados en el limite inferior.

St bien existen numerosos factores que afectan la respuesta superovulatoria y
explican la variabilidad de los resultados obtenidos (Kafi y McGowan, 1997); en el
presente trabajo, las vacas que no respondieron al tratamiento superovulatorio tuvieron un
foliculo dominante en crecimiento, que como fue mencionado antes, deprime la respuesta
al mismo (Grasso y ofros, 1989b; Guilbault y otros, 1991; Huhtinem y otros, 1992,
Bungartz y Niemann, 1994; Kohram y otros, 1985; Lussier y otros, 1995). Esto plantea que
el estado ovérico al momento de iniciar el tratamiento superovulatorio fue la principal
causa de la baja respuesta observada.

El nivel de progesterona al inicio del tratamiento superovulatorio no estuvo relacionado
con la respuesta al mismo. A diferencia de lo observado en las secciones 1.1. y 1.2 los
animales con niveles de progesterona > a 5 ng/ml tuvieron en un 33,3% un foliculo
dominante en fase de crecimiento al inicio del tratamiento de estimulaciéon ovarica gue
como fue discutido es causa de una menor respuesta superovulatoria. En las secciones
1.1. y 1.2. el porcentaje de animales con foliculos en fase de crecimiento fue 13,3 % y 0%
respectivamente. Esto plantea que diferencias en la proporcion de los estadios del foliculo
dominante determinarian la mayor 0 menor respuesta en los animales con progesterona
igual o mayor a 5 ng/ml y explicarian parte de las divergencias observadas entre ensayos.
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Con respecto al dia en que comenzd el tratamiento superovulatorio, no existieron
diferencias entre las vacas que fueron estimuladas a partir del dia 7 u 8/9 del ciclo estral.
Dada la variabilidad de las ondas de crecimiento folicular {1 a 4), en el dia 7 puede 0 no
existir la presencia de un foliculo dominante en crecimiento. Segun ocurra uno u otro
hecho sera la respuesta superovulatoria observada.

Por ultimo, el porcentaje de embriones recolectados (64,4%) se encuentra dentro de
los valores informados por varios investigadores (46,6-87%; Romero y otros, 1991; Garcia
Bojalil y otros, 1994; Sanchez Garcia y otros, 1982; Walsh y otros, 1993; Wubishet y otros,
1986; Olivera Angel y otros, 1984; Alcivar y otros, 1984) y estuvo afectado por la presencia
de un foliculo dominante en crecimiento. En ausencia de éste, el porcentaje fue del 84,7%,
el cual es coincidente con lo obtenido por diversos investigadores (Alcivar y otros, 1984;
Wubishet y ofros, 1986 y Romero y otros, 1991). Por el contrario, |a presencia de un
foliculo dominante en crecimiento deprimié el porcentaje de recoleccion, no encontrandose
una explicacion al respecto.

2.2.6. Conclusiones

» La administracién diaria de 600 mg de progesterona, del dia 3 al 7 de! ciclo estral
produce un aumento en el nivel plasmatico de dicha hormona a partir del dia 4, con los
siguientes efectos sobre la dinamica folicular:

o Menor tasa de crecimiento y menor tamafo al dia 7 del ciclo estral del
foliculo de mayor tamafo.

® Ausencia de foliculos mayores a 10 mm de diametro.

e Aumento en la poblacion de foliculos pertenecientes a la clase | (3-4
mm).

e Ausencia de manifestacion de celo luego de inyectado un agente
luteolitico en el dia 9 del ciclo estral, debido a la presencia de niveles
de progesterona superiores a 1 ng/ml en el momento del celo
esperado.

» La estimulaciéon ovérica con Folitropin V® en animales que reciben una
inyeccion diaria de 600 mg de progesterona del dia 3 al 7 del ciclo estral produce una
poblacion de foliculos > a 10 mm, 12 horas posteriores a la Ultima inyeccion del
tratamiento superovulatorio, superior a la de aquellos animales que no reciben
supiementacién de progesterona.
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2.3. Efecto del nivel de progesterona modificado por progesterona
exégena aplicada por medio de esponjas intravaginales sobre la
dinamica folicular

2.3.1. Introduccion

El aumento en la concentracion plasmatica de progesterona durante la fase de
crecimiento del foliculo dominante de la primera onda de desarrollo folicular retarda el
desarrollo del mismo (Adams y otros, 1992). Asi, en la seccién 2.1. se observo que un
aumento en los niveles de progesterona a valores > a 15 ng/ml del dia 5 al 9 del ciclo
estral, mediante inyecciones intramusculares, provocé una disminucién de la tasa de
crecimiento folicular y del tamafo folicular. No obstante, cuando se suspendio la
administracién de progesterona y se inyectd PGF2q, los animales no ovularon ni
manifestaron celo debido a que los niveles de progesterona permanecieron por encima
de 1 ng/ml durante un periodo prolongado. Esto demostré que si bien se pudo controlar
el desarrollo folicular por este medio, la via intramuscular no fue la méas adecuada para
permitir la ovulacion y la aparicion del celo post tratamiento por mantenimiento de un
inadecuado ambiente hormonal (alta progesterona) después de finalizada su aplicacion
(seccidn 2.2.).

Otros investigadores han utilizado la via intravaginal para aumentar los niveles de
progesterona (Sirois y Fortune, 1990; Savio y otros, 1993a; D’Occhio y otros,1997).
Estos autores han utilizado 1 a 3 CIDR (“Controlled internal drug release”) impregnados
con progesterona, observando una rapida disminucion en los niveles de dicha hormona
luego de retirado los dispositivos. En consecuencia, esta via aparece como una de las
mas adecuadas para controlar los niveles de progesterona en forma precisa. De
acuerdo con esta informacion previa, fue propuesto el siguiente objetivo e hipdtesis:

2.3.2. Objetivo

» Estudiar el efecto de la administracion de progesterona aplicada por medio de
esponjas intravaginales recambiadas diariamente entre los dias 3 al 7 del ciclo
estral, sobre la dinamica folicular.

2.3.3.Hipétesis

» El uso de esponjas intravaginales impregnadas con progesterona, recambiadas
diariamente, entre los dias 3 a 7 del ciclo estral, genera un aumento en sus niveles
plasmaticos relacionados con la dosis utilizada. Este aumento produce una menor
tasa de crecimiento del foliculo de mayor tamafo y ausencia de foliculo dominante
en crecimiento al dia 7 del ciclo estral.
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2.3.4. Materiales y métodos
A. Lugar, animales experimentales y tratamientos
El lugar es el indicado en la seccién 1.1.4 A

Se utilizaron 8 vacas Aberdeen Angus, con ciclos estrales regulares previos y una
condicion corporal de 82+0,09 ( xte.e.; escala 1 a 9, 1. excesivamente flaca, 9
excesivamente gorda; Richards y otros, 1986).

El ciclo estral de los animales fue sincronizado segun lo descrito en la seccién 1.1.4 A,

Las vacas fueron distribuidas segun un diseno completamente aleatorizado en tres
grupos correspondientes a tres tratamientos:

¢ £6 (n:3). Esponja intravaginal con 5,7 g de progesterona, que fue renovada en
forma diaria entre los dias 3 y 7 del ciclo estral.

Se utilizaron 5,7 g basandose en los niveles plasmaticos informados por
D’'Occhio y otros (1997), quienes utilizaron 3 CIDR (1,9 g x 3) para estudiar el
efecto de la progesterona sobre la dindmica folicular. Ademas, se realizo un
recambio diario de las esponjas para asegurar que la cantidad de progesterona a
absorber diariamente no fuera limitante.

+ £11 (n: 3): Esponja intravaginal con 11 g de progesterona, que fue renovada en
forma diaria entre los dias 3 y 7 del ciclo estral.

D'Occhic y otros (1997) obtuvieron un nivel de progestercna en plasma de 14,7
ng/ml en el dia 7 del ciclo estral al utilizar 3 CIDR. Este valor es inferior al obtenido
en vacas inyectadas con 600 mg de progesterona/dia del dia 3 al 9 (23,1 ng/m;
seccidn 2.1.). En consecuencia, se colocaron 11 g de progesterona en cada
esponja con la finalidad de obtener un nivel de progesterona en piasma similar o
superior al obtenido en la seccidon 2.1.

¢ Controf (n:2); No fueron supiementados con progesterona.
La progesterona utilizada es la descrita en la seccidén 2.1.4 A.

Se utilizaron esponjas de espuma de poliuretano (densidad 0,018 gr/cm?®) de 11 cm
de diametro y 6 cm de alto.

Para |la preparacion de las esponjas se procedié de la siguiente forma:
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¢ E6: La progestercna se diluyo en cloroformo en una concentracion de 0,475 g de
progesterona/ml. Se aplicaron 4 mi sobre la superficie de la esponja y se esperd
a que se produjera la evaporacion del cloroformo. Este proceso se repitio tres
veces de manera de obtener una concentracién de progesteronalesponja de 5,7
gramos.

¢ £11; Se preparé una concentracion de (0,458 g de progesterona/mi de
cloroformo. Se aplicaron 4 ml sobre la superficie de la esponja. Se dejo evaporar
y se repiti¢ el procedimiento en seis oportunidades, de manera de obtener una
esponja con 11 gramos de progesterona.

En el momento de colocar las esponjas, a cada una de ellas se le inyectaron 2 mi de
una solucion de oxitetraciclina (400 mg, Terramicina LA®, Pfizer, Sanidad Animal).
Fueron colocadas en vagina segun la técnica descrita por Doray y otros (1989). La
esponja fue recambiada en forma diaria y la ultima fue retirada el dia 8 dei ciclo estral.

En el dia 9 del ciclo estral se inyecio a los animales una dosis de 500 pg de
cloprostenol (CX0.1®, Lopez & Villanueva), con la finalidad de lisar el cuerpo luteo.

B. Estudios ecograficos, muestreo sanguineo, procesamiento de las muestras y medicion
hormonal

Las caracteristicas de los estudios ecograficos, muestreo sanguineo, procesamiento
de las muestras y medicion de progesterona plasmatica fueron descritas en las secciones
1.1.4.Ey2.1.4.C, con las siguientes diferencias:

Los estudios ecogréficos y el muestreo sanguineo se realizaron entre los dias 2 al 10
del ciclo estral. Estas observaciones permitieron determinar el efecto de los tratamientos
sobre los niveles de progesterona plasmatica y sobre la dinamica folicular.
Adicionalmente, se tomaron muestras diarias (de sangre y ecograficas) en los 4 o 5 dias
siguientes a la inyeccién del agente luteolitico con el objeto de confirmar la lutedlisis (nivel
de progesterona < 1 ng/ml de plasma) y el destino del foliculo dominante presente al
momento de la misma. Otra muestra (sanguinea y ecografica) fue tomada entre los dias 3
y 6 del nuevo ciclo estral con el fin de determinar la ovulacidn del foliculo dominante
presente en el momento dei celo.

C. Deteccion de celos
Se realizd después de la segunda aplicacion de prostaglandina por observacion visual

2 veces por dia, con una hora de duracién en cada turno para determinar el dia cero (dia
del celo) y comenzar con la distribucion de ios animales. A partir del dia 9 del ciclo estral,
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se recomenzo6 con ia deteccion de celos, hasta el momento en que todos los animales lo
manifestaron.

D. Anéalisis estadistico

Se estudio el efecto de los tratamientos sobre:

4+ Nivel absoluto de progesterona plasmatica y area bajo la curva del dia 2 al 10 del ciclo
estral.

+ Diametro del foliculo dominante de la primera onda de crecimiento folicular o de aguel
que seguido durante el experimento tuvo el mayor tamano.

4 Numero de foliculos presentes en las diferentes clases estudiadas. Para esto se
adopt6 la clasificacion descrita en la seccién 2.1.4.D.

Tasa de crecimiento del foliculo dominante que fue calculada segun lo descripto en la
seccion 2.1.4.D.

Dia del maximo crecimiento

Tamano del foliculo dominante en el dia 7 y tamario maximo de dicho foliculo.
Porcentajes de vacas con iutedlisis y ovulacion del foliculo dominante.
Relacion entre el nivel de progesterona y la onda ovulatoria.

L 2

¢ o o0

Como dato accesorio, se regisiro el diametro del cuerpo luteo del dia 2 al 10 del ciclo
estral. Esto se realizd para determinar si el nivel de progesterona generado por los
tratamientos afectaba el desarrollo del mismo, {al cual fue observado cuando se inyectaron
600 mg de progesterona/dia (Seccidn 2.1.)

Las comparaciones entre tratamientos se realizaron segun lo descrito en la seccion
21.4D.

En el caso del nimero de foliculos dentro de las clases estudiadas, del didmetro de los
foliculos de la primera onda vy del cuerpo ldteo los datos fueron transformados segun la
ecuacion y=log (x+1){(Sokal y Roift, 1981).

Para las variables que fueron o no repetidas en el tiempo se utilizaron los modelos
descritos en la seccion 2.1.4.D.

Las diferencias entre medias fueron determinadas por el test de Tukey, con un nivel de
confianza del 95% (a=0,05).

Los valores son expresados como el x+ee.

Dado que la interaccion tratamiento x dia fue significativa para las variables nivel de
progesterona piasmatica, didmetro del foliculo de mayor tamafno de la primera onda,
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nimero de foliculos Clase | y relacién entre el nivel de progesterona y la onda
ovulatoria, el efecto de los tratamientos se estudio utilizando el area bajo la curva para
la primera y ultima variable y el valor acumulado para las restantes.

2.3.5.Resultados
A. Nivel de progesterona plasmatica

Se observé un efecto significative del tratamiento, del dia y de la interaccion
tratamiento x dia (P<0,01; Grafico N°17). El tratamiento E11 tuvo el &rea bajo la curva de

progesterona plasmatica mayor que el Control (53,344,7 ng—dia/ml vs. 306 ng—dia/mi;
P<0,05). El E6 (37+3 ng—dia/ml) no difirié del Control ni del E11 (P>0,05).

Los tratamientos E6 y Control no difirieron estadisticamente (P>0,05).

12

Progesterona plasmatica (ng/ml)

2 3 & 9 6 7 8 9 10

Dias del ciclo estral

Grafico N°17. Niveles de progesterona plasmatica (x+ee) en vacas Controles y en aquelias que
recibieron esponjas infravaginales confeniendo 5,7 g (E6) u 11 g de progesterona (E11), recambiadas
diariamente, del dia 3 al 7 del ciclo estral

Luego de retirada la esponja se produjo una disminucidon de los niveles de
progesterona plasmatica en los tratamientos respectivos y después de la inyeccion de
PGF2q, la disminucion se produjo en los tres grupos.

Durante el celo inducido por la PGF2a, el nivel plasmatico de progesterona fue de
0,140,1; no difirendo entre tratamientos (P>0,05).
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B. Dinamica folicular
B.1. Foliculo dominante de la primera onda de crecimiento folicular

Se observaron efectos del dia (P<0,01), del tratamiento (P=0,07) y de la interaccién
tratamiento x dia (P<0,05) sobre el diametro del foliculo dominante (Grafico N°18). El
diametro acumulado del foliculo dominante fue menor en el tratamiento E11 comparado
con el Control (74,7+£7,0 mm vs. 95+2 mm, P<0,05). Este no difiric del E6 (86,7+3 mm).

Luego de inyectado el agente luteolitico, el 100% de las vacas manifestaron celo a las
8446 8 horas, no existiendo diferencias entre tratamientos (P>0,05). La ovulacion del
foliculo dominante de la primera onda se produjo en el 50%, 100% y 33,3% de las vacas
de los tratamientos Control, E6 y E11 respectivamente.

18
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Gréafico N°18. Diametro del foliculo dominante de la primera onda de crecimiento folicular (x2ee} en
vacas Coniroles y en aquellas que recibieron esponja infravaginales conteniendo 5,7 g (E6) u 11 g
de progesterona (E11), recambiadas diariamente, del dia 3 al 7 del ciclo estral.

La tasa de crecimiento del foliculo de mayor tamafio de la primera onda de
crecimiento folicular no difirid entre tratamientos (1,5; 1,3 y 0,25 mm/dia; Control, E6 y
E11 respectivamente; P>0,05). No obstante, en el dia 7, el tamarno fue menor en el
tratamiento E11 comparado con el Control (P<0,05) y similar al observado en el E6 (13;
10,3y 9,3; Control, E6 y E11 respectivamente).

El diametro méaximo del foliculo de mayor tamario se obtuvo en promedic en los dias
8,5 (14,5 mm), 12 (16 mm) y 8,3 (11,3 mm) para los tratamientos Control, E6 y E11
respectivamente (P>0,05). En este ultimo grupo, el promedio no es representativo de lo
ocurrido en todos los animales, ya que uno de ellos obtuvo el diametro maximo en el dia 4
(9 mm) y los otros dos en los dias 11 (10 mm} y 14 (11 mm).
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B.2. Clases foliculares

Se observaron efectos significativos del dia, del tratamiento y de la interaccion
tratamiento x dia (P<0,01) sobre el nimero de foliculos pertenecientes a la clase | (3-4
mm; Grafico N°19). El tratamiento E11 tuvo el mayor nimero acumulado de folicuios
comparado con el E6 y Control {132,749,3; 71,7t7,4 y 54+1,0 respectivamente;
P<0,01).
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Grafico N°19. Namero de foliculos Clase | (3-4 mm) en vacas Controles y en aquellas que
recibieron esponja intravaginales conteniendo 5,7 g (E6) u 11 g de progesterona (E11),
recambiadas diariamente, del dia 3 al 7 del ciclo estral. Los valores se expresan como el x+ee.

Con respecto a la clase Il (5-9 mm), los efectos dia y tratamiento fueron significativos
(P<0,01 y P<0,05, respectivamente), no asi la interaccidn fratamiento x dia (P>0,05;
Grafico N°20).

El nimero promedio/dia de foliculos de 5 a 9 mm observado en el tratamiento E11
(3,4 foliculos) fue mayor que el de los tratamientos Controi (2,2 foliculos, P<0,05) y E6
(2 foliculos, P<0,01).
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Grafico N°2Q. Nimero de foliculos Clase Il (5-9 mm) en vacas Conltroles y en aquelfas que
recibieron esponja intravaginales conteniendo 57 g (E6) u 11 g de progesterona (E11),
recambiadas diarfamente, del dia 3 al 7 del ciclo estral. Los valores se expresan como el x+ee

Por ultimo, en la clase Il (=10 mm) solo se observé un efecto del dia en el numero de
foliculos de esta clase (P<0,01; Grafico N°21).
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Grafico N°21. Nimero promedio (+e.e.) de foliculos Clase It {(>10 mm) en vacas Confroles
y en aquellas que recibieron esponja intravaginales conteniendo 57 g (E6) u 11 g de
progesterona (E11), recambiadas diariamente, del dia 3 al 7 del ciclo estral
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C. Relacion entre el nivel de progesterona y la onda ovulatoria

Se observé un efecto significativo de la interaccidén del dia del ciclo estral x onda
ovulatoria sobre el nivel de progesterona plasmatica (P<0,05; Grafico N°22). Las vacas
que ovularon el foliculo dominante perteneciente a la primera onda de crecimiento folicular
tendieron a tener una menor area bajo la curva de progesterona plasmatica comparada
con aquellas gue ovularon el foliculo dominante de la segunda onda (35,8+3,6 ng—dia/m!
vs 50,9 7,3 ng—dia/mi, P=0,08).
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Grafico N°22: Niveles de progesterona {x+ee) en vacas que ovularon en fa primera o
segunda onda de crecimiento folicular.

D. Diametro def cuerpo liteo

El diametro del cuerpo luteo fue similar entre tratamientos (P>0,05; Grafico N°23).
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Grafico N°23. Diametro del cuerpo liteo (x+ee) del dia 2 al 10 del ciclo estral en vacas Controles
y en aquellas que recibieron esponja intravaginales conteniendo 5,7 g (E6) u 11 g de
progesterona (E11), recambiadas diariamente, del dia 3 al 7 del ciclo estral.

2.3.6. Discusion

El uso de esponjas con 5,7 g de progesterona (E6) no tuvo efecto sobre el nivel
plasmatico de dicha hormona comparado con el Control. La cantidad de progesterona
colocada en la esponja fue el equivalente a la concentracion que tienen 3 CIDR, y se
esperaba un aumento en el nivel de dicha hormona tal cual lo informado por D’Occhio y
otros (1997). Esta discrepancia se deberia a que la absorcion de la hormona proveniente
de los dispositivos utilizados fue diferente e indudablemente, la absorcion producida por la
esponja no fue la adecuada para imitar a |la lograda con el dispositivo CIDR.

El intercambiar la esponja en forma diaria (lo cual no fue realizado con el CIDR del
trabajo mencionado previamente) pudo haber afectado la disolucion de la hormona
contenida en el dispositivo. Al retirarlas, contenian una capa blanquecina, similar a la
observada al momento de la colocacion; no obstante en el momento se asumié que se
correspondia con el excedente de progesterona no absorbida, lo cual pudo no ser lo
correcto. Ademas, el haber colocado la dosis total de progesterona en una sola esponja y
no en tres, como en el caso de los CIDR (1,9 g cada uno) disminuyé la superficie de
contacto y por ende la probabilidad de absorcion de la hormona.

Cuando la concentracion de progesterona/esponja aumenté a 11 g, las diferencias
observadas en los niveles de progesterona plasmatica con respecto al Control fueron
significativas, obteniéndose niveles de 5,9+0,9 ng/ml a 10+0,8 ng/ml entre los dias 4 y 7
del ciclo estral. El mayor nivel obtenido se asemeja al generado al colocar un CIDR a partir
del dia 8 del ciclo estral (9 a 12 mg/ml; Savio y otros, 1993a) y es inferior al obtenido por
D’Occhio y otros (1997), quienes utilizaron 3 CIDR y obtuvieron una concentracion de
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progesterona de 14,73 ng/ml en el dia 7 y al obtenido luego de inyectar 200 mg/dia de
progesterona a partir del dia 3 del ciclo estral (Seccion 2.1.) No obstante, no se puede
inferir que el nivel de progesterona generado por la esponja fue equivalente al obtenido
por un CIDR (Savio y otros 1993a), dado que los niveles de progesterona luego de colocar
estos dispositivos son variables. Asi, la utilizacion de 1 (Savio y otros, 1993a), 2 (Sirois y
Fortune, 1990) o 3 CIDR (D’'Occhio y otros 1997), generaron niveles de 8-12ng/mi, 3,7-4,9
ng/ml y 14,7 ng/ml respectivamente. Es altamente probable que diferencias en la
funcionalidad del cuerpo Iiteo, variacion individual en la absorcion de la droga ¢ en la
metodologia de medicidon hormonal, expliquen las diferencias observadas.

E! aumento del nivel de progesterona en las vacas del tratamientc E11 afecté el
desarrolio del foliculo dominante que se reflejd en un menor tamarnio al dia 7, coincidiendo
con las observaciones realizadas por Adams y otros (1993a). Estos autores trataron
animales con progesterona durante la fase de crecimiento del foliculo dominante de la
primera onda.

Con respecto a la ausencia de diferencias estadisticamente significativas entre las
tasa de crecimiento del foliculo de mayor tamaro de los tratamientos E11 (0,25 mm/dia) y
Control 1,5 mm/dia), se podria deber al bajo nimerc de animales presentes en cada

grupo.

La inyeccion de cloprostenol en el dia 9 provocé una rapida disminucién en el nivel de
progesterona plasmatica, seguida por ovulacion del foliculo dominante perteneciente a la
primera o segunda onda de crecimiento folicular. Las vacas que ovularon el foliculo
dominante de la segunda onda de crecimiento folicular tendieron a tener un mayor area
bajo la curva de progesterona entre los dias 3 y 10 del ciclo estral que agueilas que
ovularon el foliculo de la primera onda. Este hecho es coincidente con lo informado por
diversos investigadores, quienes han observado una relacidon enire el nivel de
progesterona y el numero de ondas de crecimiento folicular (Sirois y Fortune, 1990; Taylor
y Rajamahendran, 1994). Estos ultimos informaron que las vacas con dos ondas de
crecimiento folicular tuvieron mayores niveles de progesterona entre los dias 4 y 7 del ciclo
estral (5 a 6 ng/ml) comparado con aquellas que presentaron una sola onda (< 5 ng/ml).
En el presente estudio, los niveles de progesterona, entre los dias 4 y 7 del ciclo estral,
variaron entre 5,1+1.6 y 9,541 ng/ml para los animales con dos ondas y 3,204 y 6,7+0,7
ng/mi para aquelios con una onda de crecimiento.

Las causas por las cuales los niveles de progesterona afectan ef desarrollo det foliculo
dominante son las discutidas en la seccidn 2.1.6. En sintesis, en las vacas con mayores
niveles de progesterona, tanto un efecto sobre el eje hipotalamo hipofisiario o sobre el
ovario, explicarian la regresién del foliculo dominante de la primera onda de crecimiento
folicular y el surgimiento de una nueva, que culmind en la ovulacion luego de inyectado el
cloprostenol.

La inhibicion del desarrollo del foliculo dominante provocaria un aumento de los
foliculos pertenecientes a la clase 1 (3-4 mm). A partir del dia 6 se observé que el foliculo
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dominante ces® su crecimiento y en ese momento comenzd una nueva onda de
crecimiento folicular en dos tercios de los animales del grupo E11. El tercio restante, no
tuvo una segunda onda de crecimiento folicular y del dia 7 al 10, el foliculo de ia primera
onda ceso6 su crecimiento. En este periodo se produjo un aumento de foliculos clase |, 1o
que indicaria una disminucion del efecto inhibitorio del foliculo dominante sobre dicha
clase folicular. Sin embargo, luego de inyectada la prostaglandina, este foliculo comenzé a
crecer y ovulo.

Con respecto a los foliculos de ia clase lI, el tratamiento E11 tuvo un mayor numera,
siendo esto mas notorio en el dia 5, momento en el cual el foliculo dominante cesd su
crecimiento.

Cuando el foliculo dominante deja de ejercer su efecto inhibitorio sobre el resto de la
poblacién folicular, se produce un aumento en el nimero de foliculos de la clase | y luego
de la clase H, siendo esto indicativo del desarrollo de una nueva onda de crecimiento
folicular (Lucy y otros, 1992). En el presente estudio, en los dias 2 y 3 el numero de
foliculos de la clase | se encontrd aumentado en los tres grupos (primera onda). A partir
del dia 2 aumenté la poblaciéon de foliculos de la clase ll, en los tres grupos, disminuyendo
en el dia 5 en el tratamiento Control. En este momento, en dicho grupo, el foliculo
dominante de la primera onda estaba en pleno crecimiento inhibiendo el desarrolio de los
foliculos subordinados (5 a 9 mm). En el tratamiento E11 el foliculo dominante ya no
crecia y esto coincidid con el desarrolio de foliculos subordinados. En los dias 6-8 surgi6 la
segunda onda de crecimiento folicular en el grupo E11 coincidiendo con un aumento en la
poblacion de folicuios de la clase | y un incremento, a partir del dia 9, de foliculos de la
clase ll; en este momento comenzd a disminuir fa poblacidn de foliculos de la clase .

Es llamativo el notorio incremento en la poblacion de foliculos de 3 a 4 mm ocurrido en
el tratamiento E11 en el surgimiento de la segunda onda de crecimiento folicular. Una
diferencia en este grupo con respecto a los demas fue la mayor area bajo fa curva de
progesterona plasmatica. Esta mayor concentracion de progesterona madifico la dinamica
folicular de la primera onda de crecimiento folicular y se podria hipotetizar que ejercid un
efecto sobre el ovario que afectd la préxima onda. No abstante, futuros estudios deberan
analizar este aspecto con mayor profundidad.

E! cambio ocurride en la dinamica folicular en el tratamientc E11, ausencia de foliculo
dominante en crecimiento y un aumento en la pobiacion de foliculos de 3-4 mm, plantea la
posibilidad de realizar en estos animales un fratamiento superovulatorio favoreciendo la
respuesta al mismo.

2.3.6. Conclusiones

» El uso de esponjas intravaginales con 11 g de progesterona y recambiadas
diariamente entre los dias 3 y 7 del ciclo estral, produce un cambio en la dinamica
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folicular, inhibiendo el desarrolio del foliculo de mayor tamafio y facilitando el
aumento en la poblacion de foliculos pertenecientes a las clases 3-4 mm y 5-8 mm.

» Eluso de esponjas intravaginales con 5,7 g de progesterona recambiadas diariamente
entre los dias 3 y 7 del ciclo estral, no produce aumento en el nivel de progesterona
plasmatica y en consecuencia no afecta la dinamica folicular.

> El nivel de progesterona en un ciclo corto, debido a la inyeccidn de prostaglandina
F2a en el dia 9 del ciclo estral, tiende a afectar el destino del foliculo dominante de
la primera onda de crecimiento folicular. En los de mayor nivel, regresa y surge una
nueva onda; en los otros es ovulatorio.
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2.4. Efecto del nivel de progesterona plasmatica modificado por esponjas
intravaginales impregnadas con progesterona sobre la respuesta
superovulatoria

2.4.1. Introduccion

La respuesta superovulatoria es afectada por las caracteristicas del foliculo
dominante y por el niumero de foliculos pequefos presentes al momento de comenzar
con el tratamiento superovulatorio. Nuestros trabajos anteriores y el de diversos
investigadores han demostrado gue la presencia de un foliculo dominante en
crecimiento produce efectos depresores en la respuesta al mismo (Grasso y otros,
1989b; Guilbault y ofros, 1991; Huhtinem vy otros, 1992; Bungartz y Niemann, 1994,
Kohram y otros, 1995; Lussier y otros, 1995) y, que contrariamente un mayor numero de
foliculos pequerios la favorece (Grasso y otros, 1989b; Romero y otros, 1991,
Kawamata, 1994; Kohram y otros, 1995).

La dinamica folicular puede ser modificada por el uso de esponjas intravaginales con
11 g de progesterona, recambiadas diariamente, cuando son aplicadas entre los dias 3 y 7
del ciclo estral. En el capitulo anterior se demosird que con este sistema, al dia 7 se
observa la ausencia de un foliculo dominante en crecimiento y un aumento en la poblacion
de foliculos de 3-4 mm (seccién 2.3.). En consecuencia, para el presente trabajo se
planted el siguiente objetivo e hipdtesis:

2.4.2. Objetivo

» Estudiar el efecio de la administracion de progesterona, via esponjas intravaginales,
recambiadas diariamente entre el dia 3 al 7 del ciclo estral, sobre la dinamica folicular y
la respuesta superovulatoria inducida con FSH-P, administrada a partir del dia 7 del
ciclo estral.

2.4.3. Hipétesis

» La administracién de progesterona, via esponjas intravaginales, recambiadas
diarramente del dia 3 al 7 del ciclo estral, produce un cambio en la dinamica folicular
caracterizada por ausencia de foliculo dominante en crecimiento lo cual posibilita una
respuesta superovulatoria caracterizada por un mayor numero de cuerpo IUteos vy
embriones que el tratamiento realizado en animales sin tratamiento con progesterona.



79

2.4.4. Materiales y métodos

A. Lugar, animales experimentales y tratamientos

El lugar es el indicado en la seccion 1.1.4. A

Se utilizaron 19 vacas Aberdeen Angus, con ciclos estrales regulares previos y una

condicién corporal 7,5+0,09 (xte.e; escala de 1 a 9, 1. excesivamente flaca, 9:
excesivamente gorda; Richards y otros, 1986).

El ciclo estral de los animales fue sincronizado segun lo indicado en la seccion 1.1.4.A.

Las vacas fueron distribuidas segun un disefio completamente aleatrorizado en dos

grupos correspondientes a dos tratamientos:

L

E11 (n:10): Esponja intravaginal con 11 g de progesterona preparada segun lo descrito
en la seccion 2.3.4.A. Las esponjas fueron colocadas a partir del dia 3 y recambiadas
todos los dias hasta el dia 8 en que se retird la Ultima. A partir del dia 7 comenzo el
tratamiento de estimulacion ovarica.

Se fijo como dia de inici6 del tratamiento de estimulacion ovarica el dia 7 del ciclo
estral, basado en lo observado en la seccion 2.3, en que se determind la ausencia de
un foliculo dominante en crecimiento y un aumento en el nimero de foliculos de 3 a 4
mm de diametro en dicho dia.

Control (n: 9): Tratamiento de estimulacion ovarica a partir de los dias 8/9 del ciclo
estral.

El tratamiento de estimulacion ovarica fue realizado segun lo descrito en la seccién

224A

B. Deteccion de celos y servicios

Se encuentra descrito en la secciéon 1.1.4.B.

C. Respuesta superovulatoria

Se encuentra descrito en la seccion 1.1.4.C.
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D. Recoleccion y evaluacion de embriones

Se encuentra descrito en la seccidn 1.1.4. D

E. Estudios ecogréaficos, muestreos sanguineos, procesamiento de las muestras y
medicion hormonal

Las caracteristicas de los estudios ecograficos, muestreos sanguineos, procesamiento
de las muestras y medicion de progesterona plasmatica son las descritas en la seccidn
2.1.4.B, con las siguientes diferencias:

Los estudios ecografico se realizaron en los 3 y 4 dias precedentes al comienzo de
la estimulacion ovarica en los tratamientos Control y E11 respectivamente; y una nueva
ecografia en el momento de recoleccion de embriones.

El muestreo sanguineo se realizé en ambos tratamientos, en forma diaria, par puncion
yugular desde el dia 3 del ciclo estral hasta el momento de iniciar el tratamiento de
estimulacion ovarica. Posteriormente se tomoO una muestra en el momento del celo.
Cuando el muestreo coincidié con un estudio ecografico, la extraccion de sangre se hizo
previamente.

F. Nivel de progesterona y respuesta superovulatoria

Se encuentra descrito en la seccién 1.1.4.F.

G. Analisis estadisticos
Para realizar el analisis estadistico, se estudio:

1) El efecto de los tratamientos sobre:

+ Nivel absolutc de progesterona plasmatica del dia 3 al momento de comenzar con
el tratamiento superovulatorio y area bajo la curva del nivel de progesterona
plasmatica del dia 3 al 7 del ciclo estral.

+ Diametro del foliculo dominante de la primera onda de crecimiento folicular o de
aquel que seguido durante el experimento tuvo el mayor tamano.

¢ Tasa de crecimiento del foliculo dominante de la primera onda. La misma se
calculd teniendo en cuenta la diferencia entre el didmetro folicular entre los dias 7 v
3 (E11; Taylor y Rajamahendran, 1994), 7 y 5 (Control, superovulados a partir del
dia 8) o 7 y 6 (Control, superovulados a partir del dia 9), dividido por el nimero de
dias entre mediciones.
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¢ Tamano del foliculo dominante al dia 7.

¢ Numero de foliculos presentes en las diferentes clases estudiadas. Para esto se
adoptd la clasificacion descrita en la seccion 2.1.4.C.

4+ Porcentaje de animales que respondieron al tratamiento superovulatorio.

¢ Porcentaje de animales en celo post tratamiento.

4+ Intervalo prostaglandina-celo.

4 Numero de cuerpo luteos (CL).

¢ Numero de embriones totales (ET): ovocitos + embriones recolectados.

¢ Numero de embriones transferibles (Etrans: Gl, Gll y GlllI).

¢ Numero de embriones congelables (Econg: Gl y GllI).

4 Numero de embriones degenerados.

¢ Numero de ovocitos sin fertilizar.

4+ Porcentaje de embriones recuperados con relacion al numero de cuerpos luteos
(ET/CL*100)

¢ Porcentaje de embriones transferibles con respecto a los totales (Etrans/ET*100)

+ Porcentaje de embriones congelables con respecto a los totales (Econg/ET*100)

2) El efecto de la presencia de un foliculo dominante en crecimiento sobre la respuesta
superovulatoria.

3) El efecto del nivel de progesterona en el momento de aplicar los tratamientos
superovulatorios sobre la respuesta al mismo.

4) La poblacion folicular al inicio del tratamiento de estimulacidn ovarica en ambos
grupos.

Las comparaciones entre tratamientos se realizaron segun lo descrito en la seccion
21.4.D.

Los modelos utilizados para las medidas repetidas o no en el tiempo son los descritos
en la seccion 2.1.4.D.

Los porcentajes de recuperacion de embriones transferibles y congelables fueron
transformados mediante la ecuacion y=arcoseno Y x y analizados por ANOVA (Sokal y
Rolft, 1981).

Los numeros de foliculos dentro de las clases estudiadas, el tamario de los foliculos
de la primera onda, el niumero de cuerpos luteos, embriones totales, transferibles,
congelables, degenerados y de ovocitos sin fertilizar fueron transformados utilizando la
ecuacion y=log(x+1) (Sokal y Rolft, 1981).
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Todos los datos se expresan como el x+e.e.

Dado que la interaccion tratamiento x dia fue significativa para las variables nivel de
progesterona plasmatica y numero de foliculos Clase |, el efecto de los tratamientos se
estudio utilizando el area bajo la curva para la primera variable y el valor acumulado para
la restante.

2.4.5. Resultados
A. Nivel de progesterona plasmatica

Se observé un efecto significativo del tratamiento, del dia y de la interaccion
tratamiento x dia (P<0,05; Grafico N°24). El area bajo la curva de progesterona plasmatica
al dia 7 fue significativamente superior en el tratamiento E11 (23,7+2,7 ng—dia/ml vs.
11,14+1,0 ng—dia/ml). No obstante, en 3 animales (30%) el tratamiento no tuvo efecto y el
area bajo la curva del nivel plasmatico de progesterona de estos animales fue inferior
comparado con el resto de los animales del mismo grupo (14,4+3,4 vs 27,6+1,8; P<0,01;
Grafico N°25). La interaccion tratamiento x dia fue significativa P<0,01).

-

Progesterona plasmatica (ng/ml)
O = N W b O O N 0 © O

Dias del ciclo estral

Grafico N°24. Nivel de progesterona plasmadtica (xzee) en vacas del grupo Control y en aquellas a las
que se le colocaron esponja infravaginales, recambiadas diariamente, conteniendo 11 g de
progesterona (E11), del dia 3 al 7 del ciclo estral.
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Grafico N°25. Nivel plasmidtico de progesterona en vacas perfenecientes al grupo ET11 que
respondieron con aumento de progesterona (P4) o no luego de colocar esponja intravaginales,
recambiadas diariamente, con 11 g de progesterona, del dia 3 al 7 def ciclo estral.

B. Dinamica folicular
B.1. Foliculo dominante de la primera onda de crecimiento folicular

Se observaron efectos del tratamiento y del dia sobre ef tamafio del foliculc dominante
de la primera onda de crecimiento folicular (P<0,01), no asi de la interaccion tratamiento x
dia (P>0,05; Grafico N°26).

Los foliculos de mayor tamafio pertenecientes al tratamiento E11 tuvieron un didametro
promedic menor que aguellos perienecientes al grupo Control (8,7 vs. 13,1 mm
respectivamente, P<0,01).

14 Tl el M=y , o
12 F

Tamario folicular (mm)

3 4 5 6 7l 8 9
Dias del ciclo estral

Grafico N°26. Tamaio del foliculo dominante de la primera onda de crecimiento folicular (xzee) en
vacas del grupo Control y en aquelfas a las que se le colocaron esponja infravaginales, recambiadas
dianiamente, conteniendo 11 g de progesterona (E11), del dia 3 al 7 del ciclo estral,
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La tasa de crecimiento del foliculo de mayor tamario fue significativamente inferior en
el tratamiento E11 que en el Control (06 mm/dia y 2,05 mm/dia, E11 y Control
respectivamente, P<0,05). Esta diferencia determind que al dia 7 del ciclo estral, los
animales del Control tuvieron un mayor diametro promedio del foliculo de mayor tamario
comparado con aquellos del E11 (P<0,01; 13,7 mm y 10,5 mm respectivamente).

B.2. Clases foliculares

Se observaron efectos significativos del tratamiento, del dia y de la interaccion
tratamiento x dia sobre el nimero de foliculos pertenecientes a la clase | (Grafico N°27).
Las vacas del tratamiento E11 tuvieron mayor nimero acumulado de dichos foliculos del
dia 5 al 7 del ciclo estral (P<0,05; 55,3+4,6 vs. 36,5+2,7; E11 vs. Control).

25

| —@&— Control
—8—E11

Numero de foliculos
— -
5 o B

18]

o

Dias del ciclo estral

Grafico N°27. Namero de foliculos Clase | (3-4 mm) en vacas del grupo Control y aquellas
a las que se le colocaron esponja intravaginales, recambiadas diariamente, conteniendo
11 g de progesterona (E11), del dia 3 al 7 del ciclo estral. Los valores se expresan como el
xztee.

Con respecto a los foliculos de la clase I, se observaron efectos significativos del
tratamiento y del dia (P<0,01); encontrandose un mayor numero de los mismos foliculos
en las vacas del tratamiento E11 comparada con las del Control (2,140,2 y 3,5+0,3;
Control y E11 respectivamente; Grafico N°28).
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Grdfico N°28. Namero de foliculos Clase I {5-9 mm) en vacas del grupo Control y aquellas a las
que se le colocaron esponja infravaginales, recambiadas diariamente, conteniendo 11 g de

progesterona (E11), del dia 3 al 7 del ciclo estral. Los valores se expresan como ef x+ee.

Por ultimo, se observaron efectos significativos del tratamiento (P<0,01) y del dia
(P<0,01) sobre el numero de foliculos de la clase Il (Grafico N°29). El tratamiento Control
presentd el mayor niumero de dichos foliculos (C: 1, E11: 0,24, P<0,01)

Numero de foliculos

S5 i e S -
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3 4 o 6 ' 8 9
Dias del ciclo estral

Gréfico N°29. Nimero de foliculos perfenecientes a la clase Il (210 mm) en vacas dl grupo
Control y aquellas a fas que se le colocaron esponja intravaginales, recambiadas diariamente,
conteniendo 11 g de progesterona (E11), def dia 3 al 7 del ciclo estral. Los valores se expresan

como el x+ee. Efecto fratamiento: P<0,01.
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D. Respuesta superovulatoria
D.1. Porcentaje de vacas con respuesta

No se observaron diferencias en el porcentaje de vacas que respondieron al
tratamiento superovulatorio (100% y 70,0% para los grupos Control y E11
respectivamente, P>0,05).

D.2. Celo post tratamiento e intervalo prostaglandina-celo

El 100% de los animales presentaron celo posterior al tratamiento de estimulacion
ovarica.

No se observaron diferencias en el intervalo prostaglandina-celo entre las vacas
Controles y las del tratamiento E11 (48,6+0,5 hs y 4810 hs respectivamente, P>0,05) y
entre los animales con o sin respuesta superovulatoria (484404 y 4840 hs
respectivamente). Ademas, la interaccion tratamiento x respuesta no fue significativa
(P>0,05).

D.3. Cuerpos liteos, embriones totales, transferibles y congelables

Las vacas del tratamiento Control tendieron a tener un mayor numero de cuerpos
Iiteos, embriones totales y congelables que las del grupo E11 (P<0,10). En el caso de los
embriones transferibles, las diferencias fueron significativas (P<0,05; Cuadro N°19).

Cuadro N°19. Ndmero de cuerpo liteos (CL), y de Embriones totales (ET), transferibles (Efrans) y
congelables (Econg) en vacas de los grupos Control (C) y E11 (recibieron 11 g de progesterona, via
esponjas intravaginales, recambiadas diariamente del dia 3 al 7 del ciclo estral). Los valores se

expresan como el x+ee.

Tratamientos L s Etrans _ Econg

C

Valores con superindices diferentes en una misma columna difieren: a,b: P<0,10; a,c: P<0,05

Cuando en el tratamiento E11 no se consideraron los animales en los que el
tratamiento no provoco un incremento en los niveles plasmaticos de progesterona (Cuadro
N°20), las diferencias en el numero de cuerpos Iiteos, embriones totales, transferibles y
congelables no fueron significativas (P>0,05).
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Cuadro N°20. Numero de cuerpo Iiteos (CL), y de embriones totales (ET), transferibles (Etrans) y
congelables (Econg) en vacas del grupo Control (C) y en aquellas vacas del tratamiento E11 que
respondieron con un aumento en los niveles de progesterona (recibieron 11 g de progesterona, via
esponjas intravaginales, recambiadas diariamente del dia 3 al 7 del ciclo estral). Los valores se

expresan como el x+ee.

Tratamientos s _ Etrans

C

Los porcentajes de embriones recolectados, transferibles y congelables no difirieron
entre los tratamientos E11 y Control (P>0,05; Cuadro N°21).

Cuadro N°21. Porcentajes de embriones recolectados, de embriones transferibles (Etrans) y de
embriones congelables (Econg) en vacas Control y E11 (recibieron 11 g de progesterona, via
esponjas intravaginales, recambiadas diariamente del dia 3 al 7 del ciclo estral). Los valores se

expresan como el x+ee.

Tratamientos  %deEtrans % de Econg

Control
E11

D.4. Embriones degenerados y ovocitos sin fertilizar

Los animales pertenecientes al Control tuvieron un mayor nimero de embriones
degenerados que aquellos del E11 (P<0,05; 1,1+0,3 y 0,140,1 respectivamente).

El nimero de ovocitos sin fertilizar fue similar entre los tratamientos estudiados
(Control: 0,440,4; E11: 0,740,9; P>0,05).

D.5. Efecto del estadio del foliculo dominante sobre la respuesta superovulatoria

En el tratamiento Control, ninguna de las hembras tuvo un foliculo dominante en
crecimiento al momento de iniciar el tratamiento superovulatorio. Por el contrario, en el
grupo E11, en 3 animales (30%), se observd la presencia de dicho foliculo. Estos
presentaron un menor nimero de cuerpo luteos (P<0,01), de embriones totales (P<0,01),
transferibles y congelables (P<0,05) que las vacas del tratamiento E11 sin foliculo
dominante (P<0,05; Grafico N°30). Los tres animales del grupo E11 que tuvieron un
foliculo dominante en fase de crecimiento fueron aquellos en los que el tratamiento E11 no
provocd un aumento en los niveles plasmaticos de progesterona (Grafico N°24).
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Gréfico N°30. Numero de cuerpos liteos (CL), de embriones fotales (ET), transferibles
(Etrans) y congelables (Econg) segin las donantes tuviesen el foliculo dominante en fase de
crecimiento o meseta al inicio del tratamiento superovulatorio en el grupo E11.

Dentro de cada variable, difieren: * P<0,05, ** P<0,01.

D.6. Efecto del nivel de progesterona plasmatico al inicio del tratamiento superovulatorio
sobre la respuesta al mismo.

En el tratamiento Control, no se observo efecto del nivel de progesterona al inicio del
tratamiento de estimulacion ovarica sobre la respuesta al mismo. Por el contrario, en el
grupo E11 los animales con un nivel plasmatico de progesterona menor a 5 ng/ml tuvieron
una respuesta superovulatoria inferior a la de aquellos con un nivel superior (Cuadro
N°22).

Cuadro N°22. Efecto del nivel de progesterona al inicio del tratamiento de estimulacién ovérica sobre la
respuesta al mismo.

Grupos Progesterona CL Etrans Econg Edeg Ovo
Control >5 ng/ml
< 5 ng/mi

E11  >5ng/mi
< 5§ ng/ml

Referencias : ET: Embriones Totales. Etrans: Embriones transferibles. Econg: Embriones congelables. Edeg: Embriones degenerados.
Ovo: Ovocitos sin fertilizar. Valores con letras distintas en una misma columna dentro de cada grupo difieren: ab
(P>0,01); c,d (P<0,05).
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E. Poblacion folicular al inicio del tratamiento de estimulacion ovarica

La poblacion folicular de las clases |, Il y lll al inicio del tratamiento de estimulacion
ovarica, no difirié entre tratamientos (P>0,05; Grafico N° 34).

H Control

HE1M

Numero de 15.0

foliculos 4 10 0,6

+/- +/- +-
0.0 g2

5.0

0.0

F34 F59 F>=10

Clases foliculares

Gréfico N°34. Numero de foliculos clases | (3-4 mm), Il (5-9 mm) , lll (> 10 mm) al inicio
del tratamiento de estimulacion ovarica en vacas de los fratamientos Controles y E11

(recibieron progesterona via esponjas intravaginales).

2.4.6. Discusion

La administracion de progesterona mediante el uso de esponjas intravaginales
provocd un aumento en el nivel plasmatico de dicha hormona. No obstante cuando se
analizaron los animales individualmente, se observd que en tres de ellos, los niveles
aumentaron transitoriamente en el dia 4 y posteriormente fueron similares a los de
aquellos que no recibieron tal dispositivo.

No se puede explicar lo sucedido con las vacas en las cuales el dispositivo intravaginal
no tuvo efecto, ya que los mismos fueron preparados y manipulados de la misma forma y
no se observaron particularidades en vagina que permitieran hipotetizar algun problema
diferencial de absorcion. Ademas en el trabajo realizado previamente (Seccién 2.3.), se
utilizé el mismo dispositivo, con un aumento en los niveles de progesterona plasmatica en
el 100% de los animales. Esto dio base a plantear a la esponja como adecuada para
modificar los niveles plasmaticos de dicha hormona.

No considerando los animales en los que el dispositivo intravaginal no tuvo efecto, el
nivel de progesterona obtenido es coincidente con lo descrito en la seccion 2.3. Los
niveles de progesterona aumentaron a 5,4 ng/ml en el dia 4 para llegar a un maximo de
9,6 ng/ml en el dia 7. En la seccion 2.3. los niveles fueron de 5,8 y 10,1 respectivamente.
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£n los animales en los que la esponja provocd un aumento en los niveles
plasmaticos de progesterona, se afectd la tasa de crecimiento del foliculo dominante y
en consecuencia su diametro, tal como fue mostrado en el trabajo previo (seccidn 2.3).
Algo similar ocurrid con respecto al efecto de la progesterona sobre las diferentes
clases foliculares (seccion 2.3.). Contrariamente, estos cambios no fueron observados
en los animales en o que el dispositivo intravaginal no tuvo efecto sobre los niveles de
progesterona.

El porcentaje de animales que responden a los tratamientos superovulatorios es
muy variable (60 a 100%), y los resultados del presente trabajo se situan dentro del
rango citado en la literatura (Donaldson, 1984c; Lindsell y otros, 1986; Calder y
Rajamahendran, 1992; Sanchez Garcia y otros, 1992, Alvarez y otros, 1995).

Los animales pertenecientes al tratamiento Control tuvieron una muy buena
produccidén de embriones transferibles (6,4+£1,5), superior a la observada en los
controles de los trabajos descritos en las secciones 1.1. (4,4+0,4) y 2.2 (3,3£1,6). Si
bien los trabajos no se hicieron simultaneamente para que fueran totalmente
comparables, se puede observar que al momento de iniciar el tratamiento de
estimulacion ovarica, existidé un rango de 17,5% a 50% de animales con presencia de
un foliculo dominante en crecimiento en los controles de las secciones 1.1. y 2.1,
comparado con el 0% del presente trabajo. Como es sabido la presencia de un foliculo
dominante al inicio del tratamiento superovulatorio deprime la respuesta al mismo
(Grasso y otros, 1989b; Guilbault y otros, 1991; Huhtinem y otros, 1992; Bungartz y
Niemann, 1994; Kohram y otros, 1995; Lussier y ofros, 1995) y plantea a este hecho
como causa de las diferencias observadas. Ademas, es importante remarcar que lo
sucedido en el tratamiento Control es llamativo, ya que lo que ocurre normalmente es
que existe, en diferentes proporciones, la presencia de un foliculo dominante en
crecimiento al inicio del tratamiento superovulatorio. Asi, D'Occhio y otros (1997)
informaron un 33,3% de animales con foliculo dominante en crecimiento, cuando el
tratamiento de estimulacién ovarica comenzd entre los dias 9 y 11 del ciclo estral;
siendo mayor este porcentaje (100%) cuando el tratamiento se inicio en el dia 6,5
(Savio y otros, 1991).

Con respecto al tratamiento E11, se observé una tendencia a tener un menor
numero promedio de cuerpos luteos, embriones totales y congelables con respecto al
Control; siendo significativas las diferencias observadas en el nimero de embriones
transferibles. Estos resultados se deberian principalmente a la ausencia de respuesta
superovulatoria observada en los tres animales (30%) que no respondieron al
tratamiento E11 con aumento en los niveles plasmaticos de progesterona y tuvieron un
foliculo dominante en crecimiento al momento de realizar el tratamiento superovulatorio.
De hecho, la exclusidon de los mismos en el analisis estadistico determind que las
diferencias entre tratamientos no fueran significativas.
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La presencia de un foliculo dominante al momento de comenzar un tratamiento de
superovulacion ha sido relacionada negativamente con la respuesta al mismo (Grasso y
otros, 1989b; Guilbault y otros, 1991; Huhtinem y otros, 1992; Bungartz y Niemann, 1994,
Kohram y ofros, 1995; Lussier y otros, 1995); aunque otros investigadores no han
encontrado tal efecto (Wilson y otros, 1990; Maciel y otros, 1995).

El estadio de dominancia folicular ha sido definido con diferentes criterios. Lussier y
otros (1995) y Maciel y otros (1995) consideraron a un foliculo como funcionalmente
dominante cuando tuviese mas de 9 mm de diametro y estuviese en fase de crecimiento
0 en los tres primeros dias de la fase de meseta, mientras que Bungartz y Nieman
(1994), solo lo consideran dominante cuando se encuentra en los dos primeros dias de
la fase de meseta. En el presente trabajo se analizaron Ias tres fases del desarrolio del
foliculo dominante (crecimiento, meseta y regresion) y solo la fase de crecimiento seria
de dominancia folicular. Esta se relaciond negativamente con {a respuesta
superovulatoria. Se debe tener en cuenta que la dominancia morfoldgica (foliculo mayor
a 9 mm) no siempre coincide con la dominancia funcional (efecto supresor sobre los
foliculos subordinados). Ejemplo de esto es que el foliculo dominante presente al
momento de inyectar un agente luteolitico puede ovular (Kastelic y otros, 1990,
Driancourt y otros, 1991) o regresar y surgir una nueva onda de crecimiento folicular del
cual se origina el foliculo ovulatorio (Lavoie y Fortune, 1990; Fortune y otros, 1991). En
ambos casos, tenemos un foliculo morfoldégicamente dominante; pero, solo en el
primero lo seria funcionalmente. Esto explicaria los diferentes resultados que han
obtenido los investigadores que consideraron a una parte de la fase de meseta como
criterio para definir dominancia folicular y fundamenta el criterio utilizado en el presente
trabajo para definir dicha caracteristica.

E! foliculo dominante en su fase de crecimiento, inhibe el desarrollo de los otros
foliculos (Pierson y Ginther, 1988; Sirois y Fortune, 1988; Guilbault y otros, 1991), a
través de mecanismos endocrinos, paracrinos y autocrinos. Hay un aumento en la
concentracion de estrogenos y de inhibina que inhiben la secrecion de FSH (Martin y
otros, 1988), afectandose el crecimiento de los foliculos subordinados y no del
dominante, dado que este presenta receptores para FSH y LH en un ndmero tal que le
permite tener un menor umbral de estimulacion para las gonadotrofinas (Findlay, 1986;
citado por Bungartz y Niemann, 1994). En consecuencia, la forma en que el foliculo
dominante ejerce su efecto inhibitorio sobre la poblacion folicular tiene clara relacién
con la menor respuesta observada en los animaies que tuvieron este tipo de foliculo ai
inictar un tratamiento de estimulacidn ovarica (Grasso y otros, 1989b; Guilbault y otros,
1991; Huhtinem y oftros, 1992; Bungartz y Niemann, 1994; Kohram y otros, 1995;
Lussier y otros, 1995).

El ndmero de embriones transferibles obtenido en los animales que no tuvieron un
foliculo dominante en crecimiento (5,4), es coincidente con lo informado por Bungartz y
Niemann (1994) para animales con estas caracteristicas. Ademas, se asemeja al
obtenido por Caccia y otros (1999), quienes utilizaron un tratamiento hormonal
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(progesteronafprogestagenos y estrégenos) para controlar la dinamica folicular (5,7
embriones transferibles).

Con respecto al porcentaje de embriones transferibles, es coincidente con lo
informado por Gonzalez y otros (1990) y Breuel y otros (1991) y superior al informado
por numerosos investigadores (Lopez Gatius, 1988; Blanchard y otros, 1990; Kuehner y
otros, 1993; Garcia Bojalil y otros, 1994; Gong y otros, 1995, Larocca y otros, 1995;
Caccia y otros, 1999).

El nimero de embriones degenerados fue superior en el Control comparado con el
E11 y se asemeja al limite inferior citado por Sanchez Garcia y otros (1992). No
obstante, otros han obtenido valores superiores (2,8 embriones degenerados, Garcia-
Bojalil y otros, 1994).

En la seccidon 2.2. se observdé que las vacas que recibieron 600 mg/dia de
progesterona tuvieron una poblacion folicular muy homogénea (foliculos 10-11 mm) 12
horas posteriores a la finalizacion del tratamiento superovulatorio. Esto pudo haber
ocurrido en el tratamiento E11 y los embriones producto de la ovulacidon de estos
foliculos tendrian menores probabilidades de provenir de ovocitos envejecidos. Esto no
seria el caso de las vacas Controf en el que la mayor tasa de embriones degenerados
podria estar relacionada con la presencia de una poblacién folicular heterogénea
existente al momento del pico preovulatorio de LH. En consecuencia, se generaron
embriones a partir de ovocitos tal vez ya envejecidos (activados) lo cual incidiria sobre
la tasa de anomalias.

La relacidén entre el nivel de progesterona al inicio del tratamiento superovulatorio y
la respuesta al mismo fue variable. Asi, en los animales Control no existid relacidn
alguna; mientras que en el grupo E11 los animales con progesterona plasmatica igual o
mayor a 5 ng/m! tuvieron una respuesta superovulatoria significativamente superior a la
de aquellos con un nivel inferior. Diferencias en el estadio del foliculo dominante al inicio
del tratamiento superovulatorio explican dicha variabilidad. En el primer grupo (Control)
no se observd la presencia de un foliculo dominante en fase de crecimiento y la
respuesta superovulatoria fue muy buena independientemente de la concentracion de
progesterona plasmatica. Por el contrario, los animales del grupo E11 que tuvieron un
nivel de progesterona menor a 5 ng/ml presentaron en una 100% un foliculo dominante
en fase de crecimiento y una pobre respuesta superovulatoria. Este no fue el caso de
los animales con progesterona igual o mayor a 5 ng/ml quienes tuvieron el foliculo
dominante en fase de meseta. En consecuencia dependiendo del estadio en que se
encuentre el foliculo dominante seran las diferencias observadas en la respuesta
superovulatoria y explican gran parte del efecto del nivel de progesterona al inicio del
tratamiento de estimulacion ovérica sobre la respuesta al mismo.

Por ultimo, el intervalo prostaglandina-celo registrado en los animales superovutados
se encuentra en el rango citado en la bibliografia (Seidel y otros, 1978 citado por Canseco
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y otros, 1982; Mac Gowan y otros, 1985; Lindsell y otros, 1986; Lopez Gatius y otros,
1988, Larocca y ofros, 1989).

2.4.7. Conclusiones

» El tratamiento superovulatoric iniciado en el dia 7 en vacas que recibieron
progesterona, via esponjas intravaginales (11 g), recambiadas diariamente del dia 3
al 7 del ciclo estral, no mejora la respuesta superovulatoria que se obtiene en
animales sin tratamiento de progesterona y con ausencia de foliculo dominante en
crecimiento.

Ademas, se confirmo lo observado en la seccion 2.3., en que la administracion de
progesterona, via esponjas intravaginales {11 g), recambiadas diariamente del dia 3 al 7
del ciclo estral, provoca:

¢ Un control de la dinamica folicular en aquellos animales con niveles plasmaticos
de progesterona superiores a 5 ng/ml a partir del dia 5 del ciclo estral. E! foliculo
dominante tiene una menor tasa de crecimiento y un menor tamarfio al dia 7.

e Un aumento en la poblacion de foliculo de 3 a 4 mm (Clase |) y de 5 2 9 mm
(Clase {I).
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IV. Aportes de la tesis y prospectiva

1. Gonadotrofinas y superovulacion

La combinaciéon de dosis reducida de FSH-P y de eCG administradas en un mismo
momento permitieron obtener una respuesta superovulatoria equivalente a aquélla
observada luego de utilizar el tratamiento tradicional de FSH-P (inyecciones cada 12
horas durante 4 dias) (Cuadro N°23). Esta respuesta fue el resultado del efecto
asociado de ambas gonadotrofinas y no de una de ellas en particular (Cuadro N°24).

Cuadro N°23. Producciéon de embriones en hembras ftratadas con
FSH-P o FSH-P+eCG (x+e.e.)

Tratamientos
FSH-P'

FSH-P+eCG*

Referencias: ET: Embriones Totales. Etrans.: Embriones transferibles. Econg:
Embriones congelables.

'30-34 mg de FSH-P, segiin se tratara de vaquillonas o vacas respectivamente,
administrados en dosis decrecientes por via intramuscular, a intervalos de 12 horas,
durante 4 dias.

’5.6 mg de FSH-P intramuscular y 10-11 mg subcutdneos, vaquillonas o vacas
respectivamente mas 1000 Ul o 1250 Ul de eCG, via subcuténea, vaquillonas o
vacas respectivamente.

Cuadro N°24. Produccion de embriones en hembras tratadas con
dosis reducidas de FSH-P y de eCG (xze.e.).

Tratamientos
¥ FSH-P

% eCG*
FSH-P+eCG’

Referencias: '5-6 mg de FSH-P intramuscular y 10-11 mg subcuténeos, vaquillonas
0 vacas respectivamente.

21000 Ul o 1250 Ul de eCG, via subcuténea, vaquillonas o vacas respectivamente.
5.6 mg de FSH-P ntramuscular y 10-11 mg subcuténeos, vaquillonas o vacas
respectivamente més 1000 Ul o 1250 Ul de eCG, via subcutdnea, vaquillonas o
vacas respectivamente.

ET: Embriones Totales. Etrans: Embriones transferibles. Econg: Embriones
congelables.

Valores con letras distinfas en una misma columna difieren significativamente:
P<0,01
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Por otro lado, la disminucion en el nimero de inyecciones de FSH-P a una sola
administracion utilizando un medio de liberacion lenta (PVP) no fue efectiva para
obtener una respuesta superovulatoria (Cuadro N°25), descartando el uso de este
tratamiento en los trabajos de transferencia embrionaria.

Cuadro N°25. Produccién de embriones en hembras lratadas con
FSH-P administrada en muiltiples inyecciones o en una Unica vez

(xze.e.)

Tratamientos
FSH-P’

FSH-P PVP*

Referencias: ET: Embriones Totales. Etrans.: Embriones transferibles. Econg:
Embriones congelables.

30-34 mg de FSH-P, segin se tratara de vaquillonas o vacas respectivamente,
administrados en dosis decrecientes por via intramuscular, a intervalos de 12 horas,
durante 4 dias.

%30-34 mg de FSH-P, segin sean vaquillonas o vacas respectivamente,
administrados en una lnica aplicacion, por via intramuscular, disuelto en polivinil
pirrolidona.

*PValores con letras distintas en una misma columna difieren significativamente
(P<0,017).

Trabajos futuros permitiran determinar el beneficio de utilizar el tratamiento que
combina dosis reducidas de FSH-P y de eCG en animales Cebuinos y sus cruzas en los
que al utilizar esta forma de administracion se disminuye el estrés ocasionado por los
numerosos encierres que se deben realizar para administrar el tratamiento de FSH-P
con multiples inyecciones.

2.Dinamica folicular y Progesterona

La dinamica folicular fue modificada al aumentar artificialmente los niveles de
progesterona en plasma. Asi, inyecciones diarias por via intramuscular de 200, 400 o
600 mg de progesterona del dia 3 al 9 del ciclo estral deprimieron la tasa de crecimiento
del foliculo de mayor tamano y aumentaron el numero de foliculos de 3 a 4 mm de
diametro (Clase I). La dosis mas alta genero niveles superiores a 15 ng/ml a partir del
dia 5 del ciclo estral, y afecté ademas de la dinamica folicular el desarrollo del cuerpo
luteo.

La administracion de progesterona por via intravaginal mediante el dispositivo
esponja del dia 3 al 7 del ciclo estral, no fue adecuada. Se requirieron altas dosis de
dicha hormona (11 gl/esponja) para obtener un nivel plasmatico de progesterona
significativamente superior a una fase luteal normal y el aumento en la concentraciéon
hormonal no se observo en el 100% de los animales tratados. No obstante, en aquellos
animales con niveles de progesterona aumentado se produjo inhibicion del desarrollo
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del foliculo de mayor tamafo y un aumento en el numero de foliculos de 3 a 4 mm y de
5 a 9 mm de diametro.

3. Dinamica folicular, progesterona y superovulacion

En todos los ensayos realizados, la presencia de un foliculo dominante en
crecimiento al inicio de un tratamiento superovulatorio afectd negativamente la
respuesta al mismo (Cuadro N°26).

Cuadro N°26. Numero de cuerpos [lifeos, embriones ftotales, transferibles y
congelables segun el estado del foliculo dominante al momento de realizar
diferentes tratamientos superovulatorios (xze.e.).

Tratam:en to ET Etrans Econg

FSH-P' y FSH-P + eCG’ _E!EEI
FSH-P + eCG?

Foltropin

Folitropin V* + E11°

Referencias: FD: Estadio del foliculo dominante. C: Crecimiento, M: Meseta, R: Regresi6n.

CL: Cuerpo luteo. ET: Embriones Totales. Etrans: Embriones transferibles. Econg: Embriones
congelables.

'30-34 mg de FSH-P, segiin se tratara de vaquillonas o vacas respectivamente, administrados en dosis
decrecientes por via intramuscular, a intervalos de 12 horas, durante 4 dias a partir del dia 10 a 12 del
cr'c!o estral.

5.6 mg de FSH-P intramuscular y 10-11 mg subcutdneos, vaquillonas o vacas respectivamente mas
1000 Ul 0 1250 Ul de eCG, via subcutdnea, vaquillonas o vacas respectivamente.

3400 mg de NIH-FSH-P1 administrados cada 12 horas durante 4 dias (20 mg/dia) a partir del dia 7 del
ciclo estral.
4400 mg de NiH-FSH-P1 administrados cada 12 horas durante 4 dias (20 mg/dia) a partir del dia 8 0 9 del
ciclo estral.
°E11: Esponja intravaginal con 11 g de progesterona colocadas a partir del dia 3 y recambiadas todos los
dias hasta el dia 8 en que se retiro la dltima.

Valores con letras distinfas en una misma columna dentro de cada tratamiento superovulatorio difieren,
a,b: P<0,01; c,d: P<0,05.

La superovulacion de vacas en las que se realizaron tratamientos para controlar la
dinamica folicular mediante la suplementacion con progesterona por via de inyecciones
intramusculares o de esponjas intravaginales produjo resultados variables. En el primer
caso, se observd una respuesta folicular a las 12 horas de finalizado el tratamiento
superovulatorio mas homogénea (foliculos de 11 a 12 mm de diametro) y de mayor
magnitud que la observada en los animales que no recibieron progesterona. Esta
respuesta es explicada por la ausencia de un foliculo dominante en crecimiento y por un
aumento en el numero de foliculos de 3 a 4 mm en el dia de inicio del tratamiento de



g7

estimulacion ovarica. No obstante, la via en que fue administrada la progesterona hizo
que los niveles plasmaticos de dicha hormona (>1 ng/ml) se mantuvieran por un periodo
prolongado luego de la Uitima administracién lo que provoco ausencia de ovulacion.

En el segundo caso (esponjas intravaginales), la respuesta superovulatoria fue
inferior a la observada en los animales no suplementados con progesterona (Control).
Dos hechos explican este resultado: 1) Las esponjas no fueron efectivas en el 100% de
los animales; por lo tanto, en algunos animales el nivel de progesterona no fue
aumentado al punto de modificar la dinamica folicular. En consecuencia, en estos
animales se observo la presencia de un foliculo dominante en crecimiento y una menor
respuesta superovulatoria. 2) Ausencia de un foliculo dominante en crecimiento en la
totalidad de los animales Control que permitieron obtener una muy buena respuesta
superovulatoria. Este grupo se comporté como si los animales hubieran sido sometidos
a un tratamiento de control de la dinamica folicular.

Por ditimo, el nivel de progesterona al inicio del tratamiento superovulatorio tuvo un
efecto variable sobre la respuesta al mismo. En los experimentos 1.1, 1.2 y 2.4 (grupo
E11) los animales que tuvieron un nivel de progestercna igual o mayor a 5 ng/mi de
plasma presentaron una mayor respuesta superovulatoria comparada con aquellos con
un nivel menor. En cambio en los experimentos 2.2 y 2.4 (grupo Control) la respuesta
superovulatoria fue independiente del nivel de progesterona menciocnado
precedentemente (Cuadro N°27).

Cuando el nivel de progesterona afectd la respuesta al tratamiento superovulatorio,
el grupc de animales con nivel de progesterona igual o mayor a 5 ng/ml tuvieron en su
mayoria (90,9%) la presencia de un foliculo dominante en fases de meseta o regresion.
En los que tuvieron un nivel de progesterona inferior, la mayoria (66,7%) tuvieron un
foliculo dominante en fase de crecimiento. Contrariamente, en los animales en los que
no hubo efecto del nivel de progesterona sobre la respuesta superovulatonia la
proporcion de animales que tuvieron un foliculo dominante en fase de meseta o
regresion fue similar en los distintos niveles de progesterona estudiados (Cuadro N°28).
Esto permite plantear que el efecto del nivel de progesterona sobre la respuesta
superovulatoria depende de la dinamica folicular al inicio del tratamiento
superovulatorio.
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Cuadro N°27. Namero de cuerpos liteos, embriones totales, transferibles y congelables segtin el
nivel de progesterona plasmética al dia de inicio de diferentes tratamientos superovulatorios

(xze.e.).

Experimentos  Tratamientos P4 ETrans ECong
(ng/mi)
1.1 FSH-P’' y FSH-P
+ eCG’

1.2 FSH-P + eCG?

2.4 Folitropin V*° +
E11?

2.2 Folltropin

Folltropin Ve
{Control)

Referencias: CL: Cuerpo liteo. ET: Embriones Totales. Etrans: Embriones transferibles. Econg: Embriones congelables.
'30-34 mg de FSH-P, segtin se tratara de vaquillonas o vacas respectivamente, administrados en dosis decrecientes por
via intramuscular, a intervalos de 12 horas, durante 4 dias.

5.6 mg de FSH-P intramusculary 10-11 mg subcuténeos, vaquillonas o vacas respectivamente mas 1000 Ul o 1250 U/
de eCG, via subcuténea, vaquillonas o vacas respectivamente.

400 mg de NIH-FSH-P1 administrados cada 12 horas durante 4 dias (20 mg/dia) a partir del dia 7 del ciclo estral.

*E11: Esponja intravaginal con 11 g de progesterona colocadas a partir del dia 3 y recambiadas todos los dias hasta el
dia 8 en que se retiro la dltima.

400 mg de NIH-FSH-P1 administrados cada 12 horas durante 4 dias (20 mg/dia) a partir del dia 7, 8 o 9 del ciclo estral.
400 mg de NIH-FSH-P1 administrados cada 12 horas durante 4 dias (20 mg/dia) a partir del dia 8 o 9 del ciclo
estral.

Valores con letras distintas en una misma columna difieren significativamente: a,b (P<0,01); c,d (P<0,05).

Cuadro N°28. Efecto del nivel de progesterona sobre la respuesta superovulatoria y su
relacién con el porcentaje de los diferentes estadios del foliculo dominante al inicio del
tratamiento de estimulacién ovarica.

Efecto del Progesterona
nivel de {ng/mi)
progesterona

Presencia

Ausencia
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En funcion de los resuitados obtenidos surge el disefio de futuros frabajos que
permitan obtener un dispositivo intravaginal para fliberar progesterona que controle
adecuadamente el aporte hormonal, de manera que en el 100% de los animafes se
aumenten los niveles plasmaticos de progesterona y al retiro de los mismos se
produzca una rapida disminucion de los mismos a aquel compatible con una respuesta
ovulatoria (< 1 ng/ml). Ademas, el nivel plasmatico logrado debera encontrarse en el
rango de 15 a 25 ng/mi que es aquel cbservado luego de realizar inyecciones diarias de
600 mg de progesterona del dia 3 al 7 del ciclo estral. Esftos niveles fueron
acompafiados por un eficiente control de la dinamica folicular y una muy buena
respuesta folicular luego de finalizado el tratamiento superovulatorio.

Sumado a lo enunciado precedentemente, la administracion del tratamiento de
estimulacion ovarica que combina dosis reducida de FSH-FP y de eCG en animales con
una dinamica folicular controlada por un tratamiento hormonal se constituye en una
alternativa de interés para disenar futuras lineas de investigacion.
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