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ESTUDIO DE FACTORES QUE AFECTAN LA RESPUESTA 
SUPEROVULATORIA EN BOVINOS

Palabras clave: superovulación, FSH-P, polivinil pirrolidona, progesterona, folículo 
dominante.

Resumen

Se realizaron 6 experimentos (E) con la finalidad de estudiar diversos factores que 
afectan la respuesta superovulatoria en bovinos. Se hicieron estudios ecográficos para 
determinar estructuras foliculares y luteales y muéstreos sanguíneos para cuantificar los 
niveles plasmáticos de progesterona (P). En los E 1.1 y 1.2 se utilizaron vaquillonas y 
vacas, con ciclos ostrales regulares, de raza Aberdeen Angus con el objetivo de 
estudiar el efecto de aplicar FSH-P en dosis única o de FSH-P en dosis reducida 
(subcutánea + intramuscular) combinada con eCG (subcutánea) sobre la respuesta 
superovulatoria. Se observó que la combinación 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 aplicar 8 inyecciones de 
FSH-P separadas por 12 horas cada una (4,5+0,7 y 5,5+0,5 embriones totales 
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 
disminución en el número de inyecciones de FSH-P a una sola administración utilizando 
un medio de liberación lenta (polivinil pirrolidona, PVP) no fue efectiva para obtener una 
respuesta superovulatoria (0,7+0,4 embriones totales, E 1.1). En los E 2.1 a 2.4 sólo se 
utilizó la categoría vaca. En el E 2.1 se evaluaron diferentes dosis de P administradas 
por vía intramuscular para determinar aquella dosis que mejor controlare la dinámica 
folicular. Ésta, fue modificada por inyecciones diarias de 200, 400 o 600 mg de P/día, 
vía intramucular, del día 3 al 9 del ciclo estral. Se deprimió la tasa de crecimiento del 
folículo de mayor tamaño y aumentó el número de folículos de 3 a 4 mm de diámetro. 
En el E 2.2 se estudio la respuesta superovulatoria de vacas a las que se realizaron 
tratamientos para controlar la dinámica folicular mediante la suplementación con P por 
vía de inyecciones intramusculares (600 mg de P/día). A las 12 horas de finalizado el 
tratamiento superovulatorio, se observó una mayor respuesta folicular en los animales 
que recibieron P (13,2+1,8 y 4,0+0,9 folículos > a 10 mm respectivamente, P<0,01). No 
obstante, la vía por la que fue administrada la P hizo que los niveles plasmáticos de 
dicha hormona (>1 ng/ml) se mantuvieran por un período prolongado luego de la última 
administración lo que provocó ausencia de ovulación. En el E 2.3 se utilizó la vía 
intravaginal para administrar P y se evaluaron diferentes dosis para determinar aquella 
que mejor controlare la dinámica folicular. Se utilizaron esponjas con 7 g y 11 g de P, 
las cuales fueron recambiadas diariamente del día 3 al 7 del ciclo estral. Se requirieron 
altas dosis de dicha hormona (11 g/esponja) para obtener un nivel plasmático de P 
significativamente superior al de una fase luteal normal y provocar cambios en la
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dinámica folicular. Por último, en el E 2.4 se evaluó la respuesta superovulatoria de 
vacas tratadas con esponjas con 11 g de P. El aumento en la concentración hormonal 
se observó en el 700% de los animales tratados. En aquellos animales con niveles de P 
aumentado se produjo inhibición del desarrollo del folículo de mayor tamaño y un 
aumento en el número de folículos de 3 a 4 mm y de 5 a 9 mm de diámetro. No se 
observó una mejora en la respuesta superovulatoria en relación 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 último grupo, ninguno de los animales tuvo un folículo 
dominante en crecimiento al inicio del tratamiento superovulatorio. En todos los 
experimentos realizados, la presencia de un folículo dominante en crecimiento al inicio 
de un tratamiento superovulatorio afectó negativamente la respuesta al mismo (ej. E 
1.1:1,2±1,1 vs. 6,3±0,3 embriones totales, folículo dominante en fase de crecimiento vs. 
fases de meseta + regresión; P<0,01). El nivel de P al inicio del tratamiento 
superovulatorio tuvo un efecto variable sobre la respuesta al mismo. En los E 1.1., 1.2. y 
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 
2.2. y 2.4 (grupo control). Diferencias en la dinámica folicular explicarían las 
divergencias observadas. De los experimentos realizados se concluye que: a) la 
combinación de dosis reducidas de FSH-P (subcutánea + intramuscular) y eCG 
(subcutánea), administradas en un mismo momento inducen una respuesta 
superovulatoria similar a la que se obtiene con el tratamiento tradicional de FSH-P 
administrado durante 4 días en dosis decrecientes, y es debida al efecto combinado de 
ambas gonadotrofinas; b) la administración 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/día de progesterona) a partir del día 5 del 
ciclo estral inhiben el desarrollo del folículo dominante, aumentan la población de 
folículos de 3-4 mm y afectan el desarrollo del cuerpo lúteo; d) la estimulación ovárica 
con Foltropin V® en animales que reciben una inyección diaria de 600 mg de 
progesterona del día 3 al 7 del ciclo estral produce, 12 horas posteriores a la última 
inyección del tratamiento superovulatorio, una población de folículos > a 10 mm superior 
a la de aquellos animales que no reciben suplementación hormonal; e) el uso de 
esponjas intravaginales con 11 g de progesterona, recambiadas diariamente entre los 
días 3 y 7 del ciclo estral, inhibe el desarrollo del folículo de mayor tamaño y aumenta la 
población de folículos de 3-4 mm y 5-9 mm; f) el tratamiento superovulatorio iniciado en 
el día 7 en vacas que reciben progesterona, vía esponjas intravaginales (11 g), 
recambiadas diariamente del día 3 al 7 del ciclo estral, no mejora la respuesta 
superovulatoria que se obtiene en animales sin tratamiento de progesterona y con 
ausencia de folículo dominante en crecimiento y g) la presencia de un folículo 
dominante en crecimiento afecta negativamente la respuesta a un tratamiento 
superovulatorio.
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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 
(0.7±0.4 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 intramuscular 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. Twelve 
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 g/sponge) 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
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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; c) 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 follicles population and affect the corpora 
lútea 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 follicle 
negatively affects the superovulatory response.
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I. Introducción general

La transferencia embrionaria es una técnica que permite optimizar el potencial 
reproductivo de las hembras de los animales domésticos, como así también una rápida 
reproducción de individuos exóticos o de razas en peligro de extinción. Además, mediante 
la congelación 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 
estimulación de la actividad ovárica de hembras donantes con el objetivo de aumentar el 
número de ovulaciones y obtener a partir de allí un número elevado de embriones de una 
calidad adecuada para ser congelados y/o transferidos. Es precisamente este proceso 
(superovulación) el que presenta mayor variabilidad en relación con los resultados 
obtenidos, consecuencia de los numerosos factores involucrados (Cabodevila y Torquati, 
1993; Kafi y Me Gowan, 1997).

A continuación se hará una revisión bibliográfica para analizar las características del 
tratamiento hormonal y de las gonadotrofinas utilizadas, la relación Hormona Folículo 
Estimulante (FSH) / Hormona Luteinizante (LH), las dosis, las vías de administración y las 
frecuencias de las aplicaciones. Por último, se analizarán aspectos de la dinámica folicular 
bovina y la relación de esta con la respuesta superovulatoria.
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II. Revisión bibliográfica

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 Coriónica 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 más utilizadas y estudiadas actualmente.

1.1. Extractos pituitarios

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

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

1.2. Relación FSH/LH

La FSH-P presenta diferentes concentraciones de FSH y de LH (Lindsell y otros, 
1986); la contaminación de los preparados con la segunda de estas hormonas, está 
relacionado con una menor respuesta superovulatoria (Chupín y otros, 1984). Estos 
autores observaron que a medida que aumentaba la relación FSH/LH (0,1 a 8,7), se 
obtenía un mayor número 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 número 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 purificación se han mejorado, permitiendo 
disponer de productos con un 80% menos de LH (ej. Foltropin V®) que las preparaciones
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más antiguas (ej. FSH-P de Schering®; Amstrong y Opavske, 1986). Esta reducción de LH 
permitió obtener un mayor número de cuerpos lúteos y de embriones que el logrado con 
preparados estándar de pituitaria porcina (Wiltmott y otros, 1990). Alteraciones en la 
foliculogénesis que conducen a ovulaciones prematuras (Caliesen y otros, 1986, 1987), 
disturbios en la maduración citoplasmática y/o nuclear del ovocito (Callensen y otros, 
1986, Moor y otros, 1984, 1985), luteinización de las células granulosas (Armstrong y 
Opavsky, 1988; Opavsky y Armstrong, 1989) y alteraciones en el pico de LH (Launa 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 mínimas 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; Chupín y otros, 1987; Herrler y otros, 1991).

En conclusión, la relación FSH/LH cobra importancia cuando hay un exceso de LH ya 
que perjudica la respuesta superovulatoria por las razones enunciadas previamente y se 
ha establecido que el máximo nivel de contaminación con dicha hormona que no afecta la 
respuesta superovulatoria estaría ubicado entre 15 y 20% (Willmott y otros, 1990). Por lo 
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 utilizado diferentes dosis de FSH para estimular el crecimiento folicular ovárico 
observándose 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 rango 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 superó en un 200% la dosis de FSH-P (120 
mg Armour) se produjo una disminución significativa en el número de embriones 
fertilizados. Otros (Mapletoft y otros, 1988b; Gonzalez y otros, 1990) observaron una 
disminución en el número de embriones fertilizados luego de superados los 30 mg de 
extracto puro de FSH. Sin embargo, se ha demostrado que la dosis óptima de 
gonadotrofina para obtener una mayor respuesta superovulatoria varía en función de la 
raza y la edad de la hembras (Breuel y otros, 1991), lo que podría explicar las diferencias 
observadas entre investigadores.
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Breuel y otros (1991) utilizaron un rango de 25 a 50 mg de FSH-P y observaron que 
mientras en los animales jóvenes (1 a 2 años de edad) de raza Polled Hereford el número 
de embriones totales disminuía cuando se aumentaba la dosis de gonadotrofinas, en los 
viejos ocurría lo contrario (mayor dosis, mayor número de embriones totales). Esta 
observación coincide con lo informado por Lerner y otros (1986) en la raza Holstein. Los 
ovarios de los animales jóvenes poseen una mayor sensibilidad a la estimulación 
gonadotrófica que los de animales adultos y el aumento en la dosis por encima de 
determinado umbral produce una sobreestimulación ovárica que se traduce en una 
disminución en el número de embriones recuperados. Muchos folículos comienzan a 
desarrollar pero pocos son capaces de ovular y la mayoría sufre luteinización o se 
atresian. Las causas serían un insuficiente aporte sanguíneo a determinados folículos 
debido a limitantes físicas del ovario para albergar tantos folículos en crecimiento y por 
otro lado, alteraciones endocrinas con una excesiva producción de esteroides ováricos 
que interfieren con el propio desarrollo folicular y ovulación. En contraste, en animales de 
mayor edad el aumento en la dosis de FSH produce un aumento en el número de 
embriones recuperados. Esto es debido a que en estos animales habría menor 
disponibilidad de folículos en crecimiento capaces de responder a las gondatrofinas y el 
aumento en la dosis de FSH produce una mayor estimulación de folículos secundarios y 
antrales pequeños (Lerner y otros, 1986). En la raza Simental, se observó una interacción 
dosis x edad opuesta a la descripta previamente y en la raza Aberdeen Angus no se 
observó efecto de la dosis ni de la edad sobre el número de embriones totales (Breuel y 
otros, 1991). En ambas razas las consideraciones mencionadas son validas dentro del 
rango de dosis utilizadas (25 a 50 mg).

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

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

1.4. Vía de administración y frecuencia de inyecciones

La FSH se administra, principalmente por vía intramuscular, a intervalos de 12 horas, 
durante 4 días (Kohram y otros, 1995), no encontrándose un incremento en la respuesta 
superovulatoria cuando se aumenta el número de días a cinco (Donaldson, 1984b; 
Donaldson y Ward, 1986). Por ejemplo, Chupín y Procurer (1982) informaron que usando 
32 mg de FSH en animales adultos, se obtuvo una mayor respuesta con 4 que con 5 días 
de administración.
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Otra vía de administración posible es la subcutánea. Debido a que esta vía permite 
que la gonadotrofina sea liberada más lentamente, el lapso entre inyecciones puede 
prolongarse a 24 horas. Sin embargo, la respuesta superovulatoria ha sido menor que la 
obtenida con la administración intramuscular cada 12 horas en similar período (Walsh y 
otros, 1993). Otros investigadores han administrado la dosis superovulatoria en una única 
aplicación, por vía subcutánea, con resultados equivalentes (Bo y otros, 1991; Hockley y 
otros, 1992; Kasiraj y otros, 1992; Tríbulo y otros, 1993; Schallenberger y otros, 1994) o 
inferiores al obtenido con múltiples inyecciones (Bungartz y Niemann, 1994; Kelly y otros, 
1997). En este último trabajo, se planteó una posible interacción entre el contenido de LH 
y el método de administración. Utilizando preparados con mayor contenido de LH (ej. 
Pluset®) con una sola aplicación se obtuvieron resultados superovulatorios equivalentes 
al de múltiples inyecciones, mientras que con preparados con bajo contenido en LH (ej. 
Foltropin®) los resultados fueron inferiores. No obstante, en el tratamiento Pluset el 
número de embriones recuperados fue inferior cuando se utilizó una única administración.

Otros trabajos han utilizado a la polivinil pirrolidona como vehículo de liberación lenta 
para posibilitar la aplicación de la FSH en una única dosis intramuscular (Yamamoto y 
otros, 1994; Susuki y otros, 1994; Satoh y otros 1996) o subcutánea (Takedomi y otros, 
1993, 1995; Satoh y otros, 1996) con una buena respuesta superovulatoria.

En conclusión, la administración intramuscular con inyecciones cada 12 horas durante 
4 días aparece como la más aceptada en la mayoría de los estudios. Por el contrario, se 
requieren mayores trabajos de investigación antes de recomendar la vía subcutánea. De 
la misma manera, la utilización de un vehículo de liberación lenta constituye una 
alternativa de interés. No obstante, se requiere la realización de un mayor número de 
estudios que confirmen los resultados obtenidos hasta el presente.

1.5. Gonadotrofina Coriónica Equina (eCG)

La eCG es sintetizada en la copas endometriales de la yegua preñada (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 preñadas y en diferentes momentos de 
la gestación en una misma yegua (Gonzalez-Mencio y otros, 1978).

El efecto superovulatorio de la eCG es inferior al de la FSH-P (Eldsen y otros, 1978; 
Monniaux y Saumande, 1983; Kudlác y otros, 1991). No obstante, Me Gowan y otros 
(1985) obtuvieron resultados similares. Se la ha utilizado en un rango de dosis que varía 
entre 1500 y 6000 UI (Boland y otros, 1986; Zaoral y otros, 1991; Zeitoun y otros, 1991; 
Caliesen y otros, 1992; Callensen y otros, 1987, 1990; Balakrishnan y otros, 1993) y se 
requiere de sólo una aplicación intramuscular para provocar el efecto estimulatorio, 
debido a que su vida media en el bovino es larga (2 pendientes de desaparición: 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 folículos persistentes al momento de 
realizar la recolección de embriones, perfiles endocrinos anormales y disminución de la 
calidad embrionaria (Mikel-Jenson y otros, 1982; Betteridge y otros 1981/82; Moor y 
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 provocó una disminución en el excesivo 
crecimiento folicular (Dieleman y otros, 1993). No obstante, los resultados obtenidos en la 
respuesta superovulatoria con eCG y anti-eCG, han sido divergentes. Algunos 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, 1990, Callensen y otros, 1989; Saumande y 
otros, 1984). Actualmente todavía se cuestiona la recomendación práctica de utilizar el 
mencionado suero.

En conclusión, 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 manipulación posible. Además, el costo de este tratamiento es 
inferior al resto de los utilizados comúnmente. 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 Menopáusica Humana (hMG)

La hMG es un producto biológico altamente purificado con igual contenido de FSH y 
LH que se extrae de la orina de mujer menopáusica (Tegegne y otros, 1994). Se 
administra en forma similar a la FSH-P (Lauria y otros, 1982a; McGowan y otros, 1983) y 
se obtienen resultados superovulatorios 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 (Me Gowan y otros, 1985). No obstante, estos autores obtuvieron un 
menor número de embriones totales (hMG: 14,3 y FSH-P: 22,8); pero, el número de 
embriones transferibles no difirió significativamente entre tratamientos (hMG: 7,3; FSH-P. 
11). A pesar de esto, el elevado costo de este preparado limita su utilización.

7.7 Esquema de administración de las diferentes gonadotrofinas

En el Esquema N°1 se describe la forma de utilización más frecuente de las diferentes 
gonadotrofinas descriptas en las secciones previas. Se ha considerado al día 10 del ciclo 
estral como el día de inicio del tratamiento superovulatorio. Además se indican la 
frecuencia de inyecciones y se incorpora al agente luteolítico utilizado dentro del esquema 
de la superovulación.
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Días del ciclo estral eCG

21/0 (celo)
1
2

8
9

Mañana y tarde: Una parte de la 
dosis en cada turno1

Mañana y tarde: Una parte de la 
dosis en cada turno

Mañana: 1 parte de la dosis + PG
Tarde: 1 parte de la dosis + % PG

Mañana y tarde: Una parte de la 
dosis en cada turno

14/0
(celo + IA)

7

Recolección de 
embriones

10 Unica dosis

Mañana: PG 
Tarde: % PG

Esquema N°1. Tratamientos superovulatorios utilizando diferentes gonadotrofinas.
'La dosis total se puede administrar en fracciones decrecientes o similares 
durante un período de 4 o 5 días. En el caso de utilizarse 5 días, la 
prostaglandina (PG) se administra a las 72 hs de comenzado el tratamiento 
superovulatorio.

FSH, hMG
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2. Rol del estado del ovario al inicio del tratamiento superovulatorio

La dinámica folicular ha sido relacionada con la respuesta superovulatoria: tanto el 
número de folículos pequeños presentes en el momento de iniciar el tratamiento de 
estimulación ovárica (Romero y otros, 1991) como la presencia o no de un folículo 
dominante en crecimiento afectan la respuesta al mismo (Savio y otros, 1991).

2.1. Dinámica folicular

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

Rajakoski (1960; citado por Roche y Boland, 1991) sostenía la existencia de dos 
ondas de crecimiento folicular ubicadas entre los días 3 a 12 y 13 a 0 del ciclo estral. 
Posteriormente, con el advenimiento de la ultrasonografía y su corroboración como un 
método efectivo para realizar el seguimiento y evaluación de la actividad folicular 
ovárica (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, selección, dominancia de folículos (Hodgen, 1982; citado por Lucy y 
otros, 1992) y finalmente de atresia, sólo en aquellos folículos no ovulatorios 
(Sunderland y otros, 1994).

La fase de Reclutamiento está caracterizada por la presencia de una cohorte de 
folículos que comienza a desarrollarse simultáneamente con un aporte adecuado de 
gonadotrofinas que le permite avanzar hacia la potencial ovulación.

La fase de Selección, es el proceso por el cual un folículo de la cohorte que se está 
desarrollando es elegido para evitar la atresia posibilitando su llegada a la potencial 
ovulación.

La fase de Dominancia es el proceso por el cual el folículo seleccionado domina el 
panorama ovárico ejerciendo un efecto inhibitorio sobre el reclutamiento de una nueva 
cohorte de folículos. Este folículo alcanza un tamaño marcadamente superior a los demás, 
es responsable de la mayor secreción de estradiol y adquiere la capacidad de continuar su 
desarrollo en un medio hormonal adverso para el resto de los folículos.
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Por último, la fase de atresia involucra la desaparición del folículo dominante no 
ovulatoho (Savio y otros, 1988; Sunderland y otros, 1994).

Al comienzo del ciclo estral, se produce el reclutamiento de una cohorte de folículos 
del conjunto de folículos antrales más pequeños (2 a 4 mm) producto del segundo pico 
de FSH que ocurre luego de la ovulación (Turzillo y Fortune, 1990). Después de 2 a 4 
días (días 2, 3, y 4 del ciclo estral), se detectan por ultrasonografía varios folículos de 
un tamaño medio, de 6 a 9 mm (Lucy y otros, 1992). Inmediatamente después de este 
período comienza el de selección, producto del aumento transitorio de FSH (Sunderland 
y otros, 1994). En el, un folículo emerge del conjunto de folículos reclutados y continúa 
creciendo (Pierson y Ginther, 1987a). Posteriormente, este folículo se transforma en 
dominante (período de dominancia) e inhibe el crecimiento de los demás (Pierson y 
Ginther, 1987a; Lucy y otros, 1992; Adams y otros, 1993). A este folículo se lo define 
como un gran folículo (>10 mm de diámetro) que ha sido reclutado 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 intraováricos tales como la activina, la folistatina (Findlay, 
1994) y la inhibina (Martin y otros, 1991).

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

En un ciclo estral con 2 ondas de crecimiento folicular, la maduración del segundo 
folículo dominante coincide con la regresión del cuerpo lúteo y culmina con la ovulación 
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 duración, debido a que se posterga el celo al no ovular el segundo folículo 
dominante y, en consecuencia, el tercer folículo requiere de un tiempo para madurar y 
poder ovular.

La tasa de crecimiento (mm/día) del folículo dominante desarrollado al comienzo o 
al final del ciclo estral es mayor que 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 secreción de LH y esto, 
afecta el desarrollo de dicho folículo dominante (Savio y otros, 1993b; Stock y Fortune, 
1993). El folículo que se desarrolla durante la mitad de la fase luteal estaría expuesto a 
una menor secreción pulsátil de LH que aquellos que se desarrollan al comienzo o al 
final del ciclo estral y en consecuencia tiene una menor tasa de crecimiento

Con respecto al mecanismo responsable de la regresión del folículo no ovulatoho, 
se ha propuesto que una disminución en la frecuencia de los pulsos de LH debida a los
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altos niveles de progesterona (Taylor y otros, 1994), provocaría una menor síntesis de 
andrógenos y en consecuencia una menor síntesis de estradiol (Lucy y otros, 1992; 
Savio y otros, 1993b). No obstante, Manikkam y Rajamahendran (1997) sugirieron que 
la atresia del folículo dominante estaría relacionada con una menor actividad de la 
enzima responsable de la transformación de los andrógenos en estrógenos (aromatasa) 
de las células granulosas y no por una falta de sustrato (andrógenos). Estos autores 
concluyeron que existiría un aumento de la proteína fijadora del Factor de crecimiento 
similar a la insulina -IGF- (IGFBPs) con una consecuente disminución en la 
disponibilidad de IGF-I y II que provocaría una disminución de la actividad de la enzima 
aromatasa y en consecuencia una menor síntesis de estrógenos.

Por último, el cuerpo lúteo tendría un efecto intraovárico sobre la dinámica folicular. 
Se ha encontrado una mayor cantidad de folículos > 2 mm en el ovario en que había un 
cuerpo lúteo (Pierson y Ginther, 1987b). Además, en el ovario derecho se observó una 
mayor actividad folicular en coincidencia con una mayor frecuencia de ovulación 
(Pierson y Ginther, 1987b) y por ende, una mayor presencia de cuerpos lúteos.

2.2. Dinámica folicular y respuesta superovulatoria

La presencia de un folículo dominante en el momento de comenzar un tratamiento 
de superovulación ha sido mayoritariamente correlacionada en forma negativa con 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 otros, 1995). Sin 
embargo, otros autores no han encontrado tal efecto (Wilson y otros, 1990; Gray y 
otros, 1992; Maciel y otros, 1995).

Tal como fue mencionado anteriormente, el folículo dominante en su fase de 
crecimiento inhibe el desarrollo de los otros folículos (Pierson y Ginther, 1988; Sirois y 
Fortune, 1988; Guilbault y otros, 1991), por medio de mecanismos endocrinos, 
parácrinos y autócrinos. Fundamentalmente, se produce un aumento en la 
concentración de estrógenos y de inhibina que inhiben la secreción de FSH (Martín y 
otros, 1988). Se afecta así el crecimiento de los folículos subordinados y no del 
dominante que al disponer de un alto número de receptores para FSH y LH puede ser 
estimulado aún con muy bajos niveles de gonadotrofinas (Findlay, 1986, citado por 
Bungartz y Niemann, 1994). De esta manera, el efecto inhibitorio que ejerce el folículo 
dominante sobre la población folicular explica la menor respuesta que se observa en los 
animales que tienen este tipo de folículos al inicio del tratamiento de estimulación 
(Grasso y otros, 1989b; Guilbault y otros, 1991; Huhtinem y otros, 1992; Bungartz y 
Niemann, 1994; Kohram y otros, 1995; Lussier y otros, 1995).

La ausencia de un folículo dominante en crecimiento permite un aumento del 
número de folículos pequeños (Lucy y otros, 1992) lo que ha sido relacionado 
positivamente con la respuesta superovulatoria (Grasso y otros, 1989b; 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 folículos mayores de 1,7 mm de diámetro 
son movilizados con destino a ovulación o luteinización luego de realizar un tratamiento 
con eCG. Esto significa que a una mayor población de estos folículos, mayores serían 
las probabilidad de obtener una mejor respuesta superovulatoria.

La relación planteada entre la secuencia de fases foliculares y la respuesta 
superovulatoria explica 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 día 3 comparado con el día 9; 
momento en el cual es altamente probable la ausencia de un folículo dominante en 
crecimiento.

Lo descripto precedentemente explica por qué los tratamiento son iniciados 
principalmente entre el día 8 y el 12 inclusive del ciclo estral (Kohram y otros, 1995). En 
este período existe una mayor probabilidad de que el folículo dominante no se 
encuentre en fase de crecimiento, facilitando así el desarrollo de los folículos pequeños.

En función de la revisión bibliográfica realizada surgen distintos protocolos de 
trabajo, para generar nuevos tratamientos de estimulación ovárica que permitan 
simplificar los tratamientos utilizados hasta el presente y/o disminuir la variabilidad en la 
respuesta superovulatoria. Entre estos se encuentran:

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

b) La asociación 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 obtendría una respuesta 
superovulatoria equivalente a la del tratamiento con FSH-P en un esquema de 
múltiples inyecciones pero con la ventaja de poder efectuar el tratamiento una 
sola vez.

c) La anulación de la dominancia folicular, aumentando los niveles plasmáticos de 
progesterona por medio de la administración exógena de dicha hormona. Esto 
permitirá generar un ambiente ovárico más favorable para obtener una adecuada 
respuesta a un tratamiento de estimulación ovárica.



16

III. Trabajos experimentales

1. Uso de FSH-P y eCG

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

1.1.1. Introducción

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

Las dosis empleadas de eCG (2000-6000 U.I.; Mapletoft, 1980; Monniaux y 
Saumande, 1983; Zeitoun y otros, 1988; Springmann y otros, 1986; Caliesen y otros, 
1992) como asimismo su prolongada vida media (Murphy y Martinuk, 1991; Yadav y otros, 
1986) hacen que el período de estimulación sobre el crecimiento folicular sea prolongado. 
Esto se traduce en un número de folículos grandes no ovulados en el momento en que se 
realiza la recolección de embriones, 7 u 8 días 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 número de folículos iguales o mayores a 10 mm y disminuye el 
porcentaje de embriones transferibles.

De acuerdo con lo descrito precedentemente es posible que una disminución de las 
dosis de eCG utilizada y su combinación con FSH-P en dosis única para fortalecer el 
estímulo ovárico constituya una alternativa viable en la generación de un nuevo 
tratamiento superovulatorio.

Por último, algunos estudios han determinado que tanto la presencia de un folículo 
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 estimulación 
ovárica (Callensen y otros, 1988; Goto y otros, 1987, 1988) afectan la respuesta al mismo. 
Por lo tanto se considera de interés contemplar estos parámetros 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

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

> Estudiar el efecto de la combinación 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 folículo dominante (en fases de crecimiento, 
de meseta o de regresión) al momento de iniciar un tratamiento de estimulación 
ovárica sobre la respuesta al mismo.

> Estudiar el efecto del nivel de progesterona plasmática al inicio del tratamiento de 
estimulación ovárica sobre la respuesta al mismo.

1.1.3. Hipótesis

> La administración de FSH-P vehiculizada en un medio de liberación lenta, aplicada en 
una sola dosis, provoca una respuesta superovulatoria igual al tratamiento 
convencional de FSH-P en vahas aplicaciones.

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

> La presencia de un folículo dominante en crecimiento al inicio de un tratamiento de 
estimulación ovárica afecta negativamente la respuesta al mismo.

> El nivel de progesterona al momento de iniciar el tratamiento de estimulación ovárica 
se relaciona con la respuesta al mismo.

1.1.4. Materiales y métodos

A. Lugar, animales experimentales y tratamientos

El ensayo se realizó en la Reserva 7 perteneciente a la Estación Experimental 
Agropecuaria del INTA Balcarce.

Nueve vacas y 9 vaquillonas Aberdeen Angus, agrupadas dentro de cada categoría en 
tres grupos de tres animales cada uno respectivamente, fueron asignados aleatoriamente 
dentro de cada grupo, en un diseño “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 aleatorización 
se tuvo en cuenta la categoría a la que pertenecía el animal.

♦ Tratamiento Control (FSH-P): El tratamiento de estimulación ovárica se realizó 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 (mañana y tarde) durante 4 días, 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 ^g y 250 pg de cloprostenol (CX0.1®, López & 
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 inyección 
intramuscular. En este grupo, la FSH-P fue diluida en una solución al 30% de 
polivinilpirrolidona según lo descrito por Yamamoto y otros (1994). A las 48 y 60 horas 
de inyectada la FSH-P se administraron respectivamente 500 pg y 250 pg de 
cloprostenol (CX0.1®, López & Villanueva).

♦ Tratamiento FSH-P+eCG: Inyección simultánea de 5 o 6 mg (Vaquillonas o vacas) de 
FSH-P intramuscular con una inyección subcutánea de 1000 Ul de eCG (Novormon®, 
Sintex) + 10 mg de FSH-P (Vaquillonas) o 1250 UI de eCG + 11 mg de FSH-P 
(vacas).

En los tres tratamientos la estimulación ovárica comenzó el día 10,4±0,2 (x+ee) del 
ciclo estral. El ciclo estral de los animales fue sincronizado mediante el uso de un análogo 
sintético de la PGF2a (500 mcg de cloprostenol, CX0.1®, López & Villanueva), en un 
esquema de dos inyecciones separadas por 13 días.

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

B. Detección de celos y servicios

La detección de celos se realizó por observación visual, 2 veces por día, con una hora 
de duración en cada turno luego de finalizado el tratamiento de sincronización de celos. 
Esta frecuencia aumentó a tres veces por día luego de realizado el tratamiento 
superovulatorio. Se consideró animal en celo aquel que permaneció inmóvil al ser 
montado por otro.
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El servicio se realizó mediante Inseminación Artificial (I.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 consideró que el animal respondió al tratamiento superovulatorio cuando presentó 
más de dos cuerpos lúteos (determinado por ultrasonografía) al momento de la 
recolección de embriones.

D. Recolección y evaluación de embriones

La recolección de embriones se realizó el día 7 u 8 post celo, utilizando el método no 
quirúrgico descrito por Palma (1993a).

La evaluación morfológica de los embriones se realizó bajo lupa estereoscópica, 
según la clasificación descrita por Palma (1993b), en 4 grados: Excelente (Gl), bueno 
(Gil), regular (GUI) y malo (GIV) y ovocito sin fertilizar.

E. Estudios ecográficos, muestreo sanguíneo, procesamiento de las muestras y medición 
hormonal

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

En cada ecografía, cada uno de los ovarios fue revisado varias veces en al menos 2 
planos y se midió el folículo de mayor tamaño. Se registró una sola medida cuando el 
folículo era esférico y el promedio de 2 diámetros perpendiculares, cuando no lo era.

Las ecografías se realizaron el día -2 (día 0: inicio del tratamiento superovulatorio), el 
día 0 y en el momento de la recolección de embriones.

Las dos primeras observaciones ecográficas fueron realizadas para determinar las 
características del o los folículos existentes en el momento de iniciar el tratamiento 
superovulatorio: folículo dominante en fase de crecimiento (> 1 mm de diferencia entre las 
dos observaciones), en meseta (sin diferencias) o en regresión (< 1 mm de diferencia). La 
última observación ecográfica permitió evaluar la respuesta superovulatoria determinando 
el número de folículos >10 mm de diámetro y el de cuerpos lúteos.
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Los muéstreos de sangre se realizaron en todos los animales el día de inicio del 
tratamiento superovulatorio y, en los animales que no manifestaron celo, en el momento 
del celo esperado. Las muestras se tomaron por punción yugular, colocándolas en tubos 
heparinizados, se las centrifugó inmediatamente de extraídas y el plasma sobrenadante 
se conservó a -20°C hasta el momento en que se determinó la concentración de 
progesterona. Cuando la muestra de sangre coincidió con el estudio ecográfico, esta fue 
tomada en primer lugar.

La medición de progesterona se realizó por radioinmunoanálisis utilizando el Kit 
comercial ImmunoChem™ provisto por ICN Pharmaceuticals, Inc. El trazador radiactivo 
utilizado fue 125l, con una sensibilidad de 0,15 ng/ml y coeficientes de variación ínter e 
intraensayo, en niveles equivalentes a una fase luteal, de 9,1 % y 5,9% respectivamente.

F. Nivel de progesterona y respuesta a ios tratamientos de estimulación ovárica

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

G. Análisis estadístico

1. Se estudió 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 parámetro los animales fueron 

agrupados teniendo en cuenta si respondieron o no al tratamiento superovulatorio.
♦ Número de cuerpo lúteos (CL).
♦ Número de folículos > 10 mm.
♦ Número de embriones totales (ET): ovocitos + embriones recolectados.
♦ Número de embriones transferíbles (Etrans: Gl, Gil y GUI).
♦ Número de embriones congelables (Econg: Gl y Gil).
♦ Número de embriones degenerados.
♦ Número de ovocitos sin fertilizar.
♦ Porcentaje de embriones recolectados con relación al número de CL (ET/CL*100)
♦ Porcentaje de embriones transferíbles con respecto a los totales (Etrans/ET*100)
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♦ Porcentaje de embriones congeiabies con respecto a ios totales (Econg/ET*100)

2. El efecto de la presencia de un folículo dominante en crecimiento, en meseta o en 
regresión sobre el número de cuerpo lúteos, de embriones totales, transferibles, 
congeiabies y degenerados y de ovocitos sin fertilizar.

3. El efecto del nivel de progesterona en el momento de aplicar los tratamientos 
superovulatorios sobre el número de cuerpo lúteos, de embriones totales, transferibles, 
congeiabies 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 estadístico SAS (1989).

El modelo utilizado fue el siguiente:

Yjjklm . μ + 0¡ + D(¡)j + 5(¡)k + P(¡)| + T(i)m + ^ m' + Y(i)km+ E(ijkl)

Y¡jkim : Variable respuesta perteneciente al iésimo cuadrado, al jotaésimo individuo, en 
la késimo categoría, al elésimo período y al emésimo tratamiento 
superovulatorio.

μ: Media general.
0¡: Efecto del iésimo cuadrado.
D(¡)j: Efecto de jotaésimo individuo anidado dentro del iésimo cuadrado.
5(¡)k: Efecto de la késimo categoría anidada dentro del iésimo cuadrado.
P(¡)i: Efecto del elésimo período anidado dentro del iésimo cuadrado.
T(¡)m: Efecto del emésimo tratamiento anidado dentro del iésimo cuadrado.
Y(¡)km: Efecto de la interacción de la késima categoría con emésimo tratamiento 

anidado dentro del iésimo cuadrado.
!%< Efecto residual del m' tratamiento aplicado en el período previo.
E(ijk); El error del modelo.

Para estudiar el efecto del estadio del folículo dominante (en fases de crecimiento, 
meseta o en regresión) o el nivel de progesterona al momento de iniciar el tratamiento 
superovulatorio se realizó un ANOVA, considerando dichos efectos en el modelo de 
análisis.

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

El número de cuerpos lúteos, de embriones totales, transferibles, congeiabies, 
degenerados y de ovocitos sin fertilizar fue transformado utilizando la ecuación y=log(x+1).
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Los porcentajes de recuperación de embriones, de embriones transferibles y de 
embriones congelables fueron transformados mediante la ecuación y^arcoseno λ/ x, 
analizándoselos 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 observó un efecto de la categoría 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 presentó 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 parámetros, 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 estimulación ovárica.

Tratamientos n Porcentaje de respuesta Porcentaje de celo
FSH-P1
FSH-P PVP 2
FSH-P+eCG *

Referencias:130-34 mg de FSH-P, según se tratara de vaquillonas o vacas respectivamente, administrados en 
dosis decrecientes por vía intramuscular, a intervalos de 12 horas, durante 4 días.

230-34 mg de FSH-P, según sean vaquillonas o vacas respectivamente, administrados en una 
única aplicación, por vía intramuscular, disuelto en polivinil pirrolidona.

35-6 mg de FSH-P intramuscular y 10-11 mg subcutáneos, vaquillonas o vacas 
respectivamente más 1000 Ul o 1250 Ul de eCG, vía subcutánea, 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 plasmáticos de progesterona > a 1 ng/ml.

B. Intervalo prostaglandina-celo

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

Cuadro N°2. Intervalo prostaglandina-celo en cada tratamiento de estimulación 
ovárica según haya habido (CR) o no respuesta (SR) (x±ee).

Referencias: CR: Con respuesta. SR: sin respuesta. El valor entre paréntesis corresponde al número de 
animales que manifestaron celo post tratamiento.
1,2,3Ver cuadro N°1.
4Efecto respuesta superovulatoria: Solo significativo en el tratamiento FSH-P+eCG (P<0.01). 
abLetras distintas en una fila difieren estadísticamente (P<0,01).

Tratamientos Respuesta superovulatoria
CR SR

FSH-P1 45,4±2,1 a 
(16/18)

51±3a 
(2/18)

FSH-P PVP* 50,4±11a 
(5/18)

36 a 
(1/18)

FSH-P+eCGJ4 46,2±2,6a 
(13/18)

75,6±5,9d 
(5/18)

C. Cuerpos lúteos y folículos

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

Cuadro N°3. Número de cuerpos lúteos en los diferentes tratamientos 
superovulatorios ( x±e.e.).

Referencias: tZ3Ver cuadro N°1.
Valores con letras distintas en una misma columna difieren significativamente 
(P<0.01).

Tratamientos Número de cuerpos lúteos
FSH-P1
FSH-P PVP*
FSH-P+eCG*

No se observó efecto de los tratamientos sobre la presencia de folículos >10 mm de 
diámetro 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 número de embriones totales, 
transferíbles y congelables (P<0,01); los tratamientos FSH-P y FSH-P+eCG no difirieron 
entre sí (P>0,05; Cuadro N°4).
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Cuadro N°4. Producción de embriones y ovocitos en los diferentes 
tratamientos de estimulación ovárica ( x±e.e.)

Referencias: ET: Embriones Totales. Etrans: Embriones transferibles. Econg: Embriones 
congelables. Edeg: Embriones degenerados. Ovo: Ovocitos sin fertilizar. 
123Ver cuadro N°1.
a,bValores con letras distintas en una misma columna difieren 
significativamente (P<0,01).

Tratamientos ET Etrans Econg Edeg Ovo
FSH-P1
FSH-P PVP*
FSH-P+eCG* | 4,5±0,7a I 1 2,6±0,4a | 0,6±0,2a |QEEKHI

Se observó un efecto significativo del tratamiento sobre el porcentaje de embriones 
recolectados en relación con los cuerpos lúteos presentes (P<0,05). Por el contrario, no 
se observaron diferencias en los porcentajes de embriones transferibles o congelables 
en relación con los totales (Cuadro N°5). En el grupo FSH-P PVP se determinó 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 según tratamiento utilizado ( x±e.e.).

Referencias:1Z3Ver cuadro N°1.
abValores con letras distintas en una misma columna difieren significativamente 
(P<0.01).

Tratamientos Porcentaje de Embriones Recolectados
FSH-P1
FSH-P PVP*
FSH-P+eCG*

Porcentaje de Embriones Transferibles
F^H-P1
FSH-PPVP*
FSH-P+eCG*

Porcentaje de Embriones Congelables
FSH-P1
FSH-P PVP*
FSH-P+eCG*
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E. Relación entre el estadio del folículo dominante en el momento de iniciar un tratamiento 
superovulatorio y el número de cuerpos lúteos, embriones totales, transferibles, 
congelables, degenerados y ovocitos sin fertilizar

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

Cuadro N°6. Porcentaje de los diferentes estadios del folículo dominante al 
momento de comenzar la estimulación ovárica en los diferentes tratamientos 
superovulatorios.

Referencias: 12 3Ver cuadro N°1.
aValores con letras iguales en una misma columna no difieren significativamente (P>0,05)

Tratamientos Estado del folículo dominante
Meseta

FSH-P1 17,5a (3/18) 33,3 a (6/18)
FSH-P PVP¿ 17,5 a (3/18) 33,3 a (6/18) 50,0 a (9/18)
FSH-P+eCG3 33,3 a (6/18) 38,9 a (7/18) 27,8 a (5/18)

Se observó un efecto significativo de la interacción tratamiento por el estadio del 
folículo dominante al momento de realizar la superovulación, sobre la producción de 
cuerpos lúteos, embriones totales, transferibles y congelables (P<0,05). No hubo efecto 
sobre el número de embriones degenerados y ovocitos sin fertilizar (P>0,05). La 
presencia de un folículo dominante en crecimiento al momento de comenzar el 
tratamiento de estimulación ovárica provocó una disminución en la respuesta al mismo 
en los grupos FSH-P y FSH-P+eCG comparado con aquellos animales que tuvieron un 
folículo dominante en fases de meseta o regresión (P<0,05). La presencia de estos dos 
estadios no afectó la respuesta superovulatoria (P>0,05; Cuadro N°7). En el grupo FSH- 
P PVP no se observó efecto del estadio del folículo dominante.

Cuadro N°7. Número de cuerpos lúteos, embriones totales, transferibles, congelables y 
degenerados y ovocitos sin fertilizar según el estado del folículo dominante al momento de 
realizar el tratamiento superovulatorio en los grupos FSH-P y FSH-P+eCG ( x+e.e.).

Referencias: FD: Estadio del folículo dominante. C: Crecimiento, M: Meseta, R: Regresión.
CL: Cuerpo lúteo. ET: Embriones Totales. Etrans: Embríones transferibles. Econg: Embriones 
congelables. Edeg: Embñones degenerados. Ovo: Ovocitos sin fertilizar.
1,2Ver cuadro N°1.
Valores con letras distintas en una misma columna difieren (P<0,01).

Tratamiento FD CL ET Etrans ECong Edeg Ovo
FSH-P1 y FSH-P

+ eCG | 6,3+0,3a 115,2±0,2a 1|3,7±0,3a ||0,9±0,1a I|0,2±0,1a I
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F. Relación entre el nivel de progesterona plasmática en el día de inicio del tratamiento 
superovulatorio y el número de cuerpos lúteos, embriones totales, transferidles, 
congelables, degenerados y ovocitos sin fertilizar

En función 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 día de inicio del tratamiento 
superovulatorio, se observó una menor producción de cuerpos lúteos, de embriones 
totales, transferíbles y congelables que aquellos con un nivel igual o mayor (P<0,01¡ 
Cuadro N°8).

Cuadro N°8. Número de cuerpos lúteos, embriones totales, transferíbles, congelables y 
degenerados y ovocitos sin fertilizar según el nivel de progesterona plasmática al día de inicio de 
los tratamientos superovulatoríos ( x±e.e.).

Tratamientos P4 CL
(ng/ml)

ET Etrans Econg Edeg Ovo

FSH-P1 y FSH-P IEEE! im IB+ eCG2 ISEESEEEHi I ESEESIEES3Him
Referencias: CL: Cuerpo lúteo. ET: Embriones Totales. Etrans: Embriones transferíbles. Econg: Embriones congelables.

Edeg: Embriones degenerados. Ovo: Ovocitos sin fertilizar.
1,2,3Ver cuadro N°1.
Valores con letras distintas en una misma columna difieren significativamente (P<0.01).

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

1.1.6. Discusión

La comparación de los diferentes tratamientos utilizados, demostró que en el grupo 
FSH-P PVP la respuesta superovulatoria observada fue baja e inferior a la de los otros 
grupos experimentales. El número de cuerpo lúteos y embriones fue similar al obtenido 
con una sola administración, intramuscular, de FSH-P disuelta en un medio de 
liberación rápida (solución salina -grupo control-, Yamamoto y otros, 1994). Esta 
respuesta también fue observada cuando la administración de FSH-P/solución salina se 
realizó vía subcutánea (Takedomi y otros, 1993). Estos autores determinaron que el 
nivel plasmático de FSH a las 48 horas de inyectada dicha hormona fue similar a los 
niveles pretratamiento, hecho que no ocurrió cuando utilizaron un medio de liberación 
lenta. En consecuencia, se puede plantear la hipótesis que la preparación de FSH-P 
disuelta en polivinil pirrolidona utilizada en el presente trabajo, tuvo una absorción
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similar a la disuelta en solución salina (medio de liberación rápida), no comportándose 
de acuerdo a lo esperado (medio de liberación lenta). Por lo tanto, con una sola 
inyección no se lograría que los animales tuvieran un nivel sostenido de FSH para 
obtener una respuesta superovulatoria acorde o superior a la obtenida en el grupo 
Control.

La FSH-P PVP se preparó y administró de acuerdo a lo indicado por Yamamoto y 
otros (1994) para el grupo tratado (FSH-P en solución de polivinil pirrolidona), quienes 
obtuvieron una respuesta superovulatoria caracterizada por 12,3 y 7,2 cuerpos lúteos y 
embriones transferibles respectivamente. Además, 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 utilizada, la forma en que se preparó y 
administró la FSH-P como causa explicativa de los resultados obtenidos.

Por otro lado, Susuki y otros (1994) observaron una baja respuesta superovulatoria 
en vaquillonas tratadas con 30 mg de FSH-P en PVP (3,8 cuerpos lúteos y 2,8 
embriones transferibles), atribuyendo esto a un efecto de sobre-estimulación ovárica. 
Este hecho se reflejó en un mayor número de folículos > 10 mm de diámetro en los 
animales con menor respuesta superovulatoria (5,2 y 1,8 a 2 folículos en animales con 
baja o alta respuesta superovulatoria respectivamente). En el presente trabajo el 
número de folículos mayores a 10 mm fue similar en los diferentes grupos 
experimentales (1,2 a 2 folículos), lo que permite descartar a esta hipótesis como causal 
de la baja respuesta superovulatoria observada en el grupo FSH-P PVP.

En conclusión, 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 contraposición a lo informado Yamamoto y otros (1994) en vacas 
Holstein.

La administración de dosis reducidas de eCG (1000 - 1250 Ul) y su combinación 
con bajas dosis de FSH-P (15-17 mg Armour), permitió obtener una respuesta 
superovulatoria equivalente a la observada en el grupo Control (FSH-P). La presencia 
de folículos > a 10 mm al momento del “flushing” no difirió entre grupos, con lo cual se 
evitó 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 número de cuerpo lúteos (5,9-7,2), embriones totales 
(4,5-5,5), transferidles (3;84,4) 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 
García y otros, 1992; Ambrose y Rajamahendran; 1995; ET: 3,2 - 22,8, Prado Delgado y 
otros, 1984; Me Gowan y otros, 1983; Mapletoft y otros, 1990; Etrans: 0-11, Sanchez 
García y otros, 1992; Ortuno y otros, 1985; Me Gowan y otros, 1983; Nigro y otros, 1999; 
Econg: 3-6,5, Boland y otros, 1991; Staigmiller y otros, 1992; Kelly y otros, 1995; Walsh y 
otros, 1993).

El porcentaje de recolección 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 la bibliografía (Wubishet y otros, 1986; Sanchez Garcia y 
otros, 1992 y Alcivar y otros, 1984), no encontrándose una explicación clara al respecto.

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

Existen numerosos factores que afectan la respuesta superovulatoria (Kafi y 
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 folículo dominante en crecimiento, por lo que la respuesta al 
mismo fue severamente deprimida, tal cual fue observado por diversos investigadores 
(Grasso y otros, 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 ovárico al momento de iniciar el tratamiento de 
estimulación fue la principal causa de la baja respuesta observada en número de cuerpos 
lúteos, embriones totales, transferibles y congelables.

El nivel de progesterona plasmática también explicaría una parte de la variabilidad en 
la respuesta al tratamiento superovulatorio ya que se encontró 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 
relación (Saumande, 1980; Tamboura y otros, 1985; Walton y Stubbing, 1986).

Los animales que tuvieron un nivel de progesterona > a 5 ng/ml al inicio del 
tratamiento superovulatorio tuvieron en su mayoría un folículo dominante en fases de 
meseta o regresión (86,7%). Por el contrario, los animales con una concentración inferior
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presentaron en un 83,3% un folículo 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 deberían al estadio del folículo dominante. Diferencias en 
esta característica como en las sensibilidades de las metodologías utilizadas para realizar 
la medición hormonal podrían explicar las divergencias observadas entre investigadores.

Con respecto al tratamiento FSH-P PVP, no se observaron efectos del estadio del 
folículo dominante y del nivel de progesterona debido a que en estos animales no existió 
respuesta alguna a la estimulación ovárica.

La ausencia de celo post tratamiento superovulatorio en el grupo FSH-P PVP (25% de 
ios 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 luteólisis. Una posible explicación 
es que la dosis total de FSH-P al ser utilizada en una única aplicación y en un medio que 
no se habría comportado como de liberación lenta, haya provocado la ovulación del 
folículo dominante presente al momento de aplicar el tratamiento. La causa de este hecho 
sería el contenido de LH presente en el preparado hormonal. En consecuencia, al 
momento de inyectar el agente luteolítico, el cuerpo lúteo formado recientemente no sería 
sensible al mismo (Fortín, 1989). Ovulaciones prematuras han sido informadas por 
Callensen y otros (1987) en animales estimulados con gonadotrofinas, lo que daría 
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 difícil encontrar una explicación a la ausencia del mismo dado 
que la metodología empleada y el momento en que se hizo la detección fueron los mismos 
en todos los grupos y solamente en el grupo FSH-P PVP se observaron animales sin 
manifestación de celo.

Por último, el intervalo prostaglandina-celo en los animales superovulados se 
encuentra en el rango citado en la bibliografía (Canseco y otros, 1992; Me Gowan y 
otros, 1985; Lindsell y otros, 1986; López Gatius y otros, 1988; Larocca y otros, 1999); 
observándose 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 estimulación ovárica (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 estimulación ovárica combinando dosis reducidas de FSH-P 
(subcutánea + intramuscular) y eCG (subcutánea), 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 días en dosis decrecientes,

^ La administración 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 vaquillonas.

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

^ La presencia de un folículo dominante en crecimiento al momento de realizar un 
tratamiento de estimulación ovárica afecta negativamente la respuesta al mismo.

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

1.2,1, Introducción

En el experimento anterior se determinó que la asociación de dosis reducida de 
FSH-P y eCG, administradas en una única aplicación, provocaron una respuesta 
superovulatoria equivalente a la obtenida con el tratamiento convencional de FSH-P 
(dosis completa, fraccionada en múltiples aplicaciones). En consecuencia, se diseño el 
presente trabajo para discriminar con mayor precisión si el efecto obtenido era producto 
de la asociación de ambas hormonas o de alguna de ellas en particular.

1.2.2. Objetivo

> Determinar la respuesta ovárica después de la aplicación de dosis reducidas de 
eCG administradas por vía subcutánea, de FSH-P aplicada por vía intramuscular y 
subcutánea, y de la combinación de ambas.

1.2.3. Hipótesis

> La respuesta superovulatoria que se obtiene después de administrar la asociación 
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 sección 1.1.4.A.

Se utilizaron 12 vaquillonas y 24 vacas con actividad sexual cíclica, distribuidas en 
según un diseño completamente aleatoriatorizado en tres tratamientos de acuerdo con 
el tipo de estimulación ovárica realizada.

♦ ^FSH-P: 5 o 6 mg de FSH-P administrados vía intramuscular y 10 u 11 mg de FSH- 
P inyectados por vía subcutánea en vaquillonas y vacas respectivamente. En ambos 
casos en dosis única y simultánea.
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♦ ^eCG: 1000 o 1250 UI de eCG administradas vía subcutánea en vaquillonas y 
vacas respectivamente.

♦ FSH-P+eCG: Combinación de los tratamientos hormonales de los grupos anteriores 
(%FSH-P + %eCG).

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

En los tres grupos el tratamiento superovulatorio se realizó a partir del día 10+0,1 
(x±ee) del ciclo estral. El mismo fue sincronizado según lo indicado en la sección 1.1.4.A.

La condición corporal de las hembras al inicio del tratamiento no difirió entre 
categorías, ni entre tratamientos (6,9±0,1; x+ee).

B. Detección de celos y servicios

Se encuentra descrito en la sección 1.1.4.B..

C. Respuesta superovulatoria

Se encuentra descrito en la sección 1.1.4.C.

D. Recolección y evaluación de embriones

Se encuentra descrito en la sección 1.1.4.D.

E. Estudios ecográficos, muestreo sanguíneo, procesamiento de las muestras y medición 
hormonal

Se encuentra descrito en la sección 1.1.4.E.

F. Nivel de progesterona y respuesta a los tratamientos de estimulación ovárica

Se encuentra descrito en la sección 1.1.4.F.
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G. Análisis estadístico

Los parámetros estudiados como el procedimiento utilizado es el descrito en la 
sección 1.1.4.G. El modelo estadístico utilizado fue el siguiente:

Yw: p + 5k + Tj + Yjk+ E(jjk)

Y¡ki: Variable respuesta perteneciente al iésimo individuo, a la késima categoría y al 
jotaésimo tratamiento superovulatorio

p: Media general.
6k: Efecto de la késima categoría.
Tj: Efecto del jotaésimo tratamiento superovulatorio.
Yjk: Efecto de la interacción del jotaésimo tratamiento superovulatorio con la késima 

categoría.
E(ijk): Error del modelo.

1.2.5. Resultados

En ninguna de las variables analizadas se observaron efectos de la categoría, ni de la 
interacción tratamiento por categoría (P>0,05). En consecuencia, los resultados se 
presentan agrupando ambas categorías.

A. Respuesta superovulatoria y celo post tratamiento

El 100% de las hembras respondió al tratamiento FSH-P+eCG, difiriendo 
significativamente (P<0,01) de los tratamientos que utilizaron una dosis reducida de 
FSH-P o eCG (Cuadro N°9).

Cuadro N°9. Respuesta superovulatoria después de diferentes tratamientos 
gonadotró fíeos.

Tratamientos n Porcentaje de respuesta
% FSH-P1

______ % eCG¿ _______
FSH-P+eCG"

Referencias:15-6 mg de FSH-P intramuscular y 10-11 mg subcutáneos, vaquillonas o vacas 
respectivamente.

21000 Ul o 1250 Ul de eCG, vía subcutánea, vaquillonas o vacas respectivamente.
35-6 mg de FSH-P intramuscular y 10-11 mg subcutáneos, vaquillonas o vacas 

respectivamente más 1000 Ul o 1250 Ul de eCG, vía subcutánea, vaquillonas o 
vacas respectivamente.

abValores 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 (46,9±2,1 y 
85,6+7,8 horas respectivamente; P<0,01).

El intervalo prostaglandina-celo del grupo FSH-P+eCG (46,9+2,1 horas) resultó 
inferior al de los tratamientos 14 FSH-P (82,5±18,4 horas; P<0,01) y 14 eCG (70,5±7,5 
horas; P<0,05).

C. Cuerpos lúteos y folículos

En el grupo FSH-P + eCG se observó el mayor número de cuerpos lúteos (P<0,01); 
los otros tratamientos no difirieron entre sí (P>0,05, Cuadro N°10).

Cuadro N°10. Número de cuerpos lúteos después de diferentes 
tratamientos gonadotróficos ( x±e.e.).

Tratamientos Cuerpo lúteos
72 FSH-P1
%eCG*

FSH-P+eCG1 KEESM
Referencias: 123Ver Cuadro N°9

abValores con letras distintas en una misma columna difieren 
significativamente (P<0,01).

El número de folículos >10 mm de diámetro 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 número 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 número de embriones degenerados y de ovocitos sin fertilizar 
(P<0,05).
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Cuadro N°11. Producción de embriones y ovocitos sin fertilizar en los diferentes tratamientos de 
estimulación ovárica ( x±e.e.).

Referencias: 123Ver Cuadro N°9
ET: Embriones Totales. Etrans: Embriones transferibles. Econg: Embriones congelables. Edeg: 
Embnones 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).

Tratamientos ET Etrans Econg Edeg Ovo
y2 FSH-P1 o,o±o,oc

1/2 eCG¿ I o,7±o,4a 0,3±0,2a 0,1±0,1a 0,1±0,1c 0,06±0,1c
FSH-P+eCGJ 6,3±0,7b 4,3±0,5b 3±0,4b 0,9±0,2d 0,9±0,3d

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 
mayoría 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 + eCG1
( x±e.e.).

Porcentaje de Embriones Recolectados

Porcentaje de Embriones Transferibles

Porcentaje de Embriones congelables

Referencias: 15-6 mg de FSH-P intramuscular y 10-11 mg subcutáneos, 
vaquillonas o vacas respectivamente más 1000 Ul o 1250 Ul de eCG, vía 
subcutánea, vaquillonas o vacas respectivamente.

E. Relación entre el estadio del folículo dominante y el número de cuerpos lúteos, de 
embriones totales, transferibles, congelables, degenerados y de ovocitos sin fertilizar

Al momento de comenzar los tratamientos de estimulación ovárica, hubo similar 
proporción de animales con los tres tipos de fases de folículo dominante (crecimiento, 
meseta o en regresión, Cuadro N°13).
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Cuadro N°13. Proporción de los diferentes estadios del folículo dominante al momento de 
comenzarla estimulación ovárica en los diferentes grupos experimentales ( x±e.e.).

Tratamientos
Crecimiento

Estadio del folículo dominante 
Meseta Regresión

% FSH-P1 25,0 (4/16)
%eCG¿ 43,8 (7/16) mu ¡iiMi

FSH-P+eCG* 50,0 (8/16) 25,0 (4/16) 25,0 (4/16)

Referencias: 123Ver Cuadro N°9

Para el análisis del efecto del estadio del folículo dominante sobre la respuesta 
superovulatoria sólo se consideró al grupo FSH-P+eCG debido a que fue el único que 
respondió al tratamiento de estimulación ovárica.

Las hembras con un folículo dominante en fases de meseta o regresión al inicio del 
tratamiento superovulatorio, tuvieron la mayor respuesta en número de cuerpos lúteos, 
de embriones totales, transferibles y congeiabies en comparación con las hembras que 
tuvieron un folículo dominante en crecimiento (Cuadro N°14). Los dos primeros estadios 
no difirieron entre si (P>0,05).

Cuadro N°14. Efecto del estadio del folículo dominante al momento de iniciar el 
tratamiento de estimulación ovárica sobre la respuesta al mismo ( x±e.e.).

FD CL ET Etrans Econg Edeg Ovo
C F DCSíCTi 0,0
M+R 3,7±0,2b 0,9±0,2 1,25±0,2

Referencias: FD: Estadio del folículo dominante. C: Crecimiento, M: Meseta, R: Regresión
ET: Embriones Totales. Etrans: Embriones transferibles. Econg: Embriones congeiabies.
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. Relación entre el nivel de progesterona plasmática en el día de inicio del tratamiento 
superovulatorio y respuesta ovárica al mismo

Solo se consideró al grupo FSH-P+eCG por ser el único que presentó respuesta 
superovulatoria.

Las hembras que tuvieron un nivel de progesterona plasmática >5 ng/ml al inicio del 
tratamiento de estimulación ovárica presentaron la mayor cantidad de cuerpos lúteos, 
embriones totales, transferibles y congeiabies (P<0,01; Cuadro N°15).
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Cuadro N°15. Número de cuerpos lúteos, embriones totales, transferibles, congelables y 
degenerados y ovocitos sin fertilizar según el nivel de progesterona plasmática al día de inicio 
del tratamiento superovulatorío

P4 (ng/ml) CL ET Etrans Econg Edeg Ovo
<5 2,4±0,4a
>5 5,2±0,7b εκιεεξβεπ·

Referencias: ET: Embriones Totales. Etrans: Embriones transferibles. Econg: Embriones congelables. Edeg: Embriones 
degenerados. Ovo: Ovocitos sin fertilizar.
a,bValores con letras distintas en una misma columna difieren significativamente ( P<0,01).

1.2.6. Discusión

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

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

La dosis total de gonadotrofinas, administrada por vía subcutánea en la paleta en 
una única vez, provocó una respuesta superovulatoria comparable a la observada 
después de la aplicación de múltiples 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 
concentración plasmática 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, vía subcutánea, eran similares a las detectadas previo a 
la aplicación del tratamiento. En el presente trabajo, en el grupo % FSH-P además de 
utilizar una única aplicación, la dosis fue reducida por lo que se puede plantear que los 
niveles plasmáticos de FSH generados por el tratamiento no fueron suficientes para 
provocar una adecuada estimulación ovárica.

Con respecto a la eCG, las dosis utilizadas en vaquillonas y vacas (1000-1250 Ul) 
no fueron suficientes para obtener un número de cuerpos lúteos 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 función de los resultados obtenidos en los grupos 14 FSH-P y 34 eCG, es posible 
afirmar que la respuesta observada en el grupo con la asociación de las dos
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gonadotrofinas (FSH-P+eCG) 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 folículo dominante en crecimiento al inicio de un 
tratamiento de estimulación ovárica y del nivel de progesterona en dicho momento es 
coincidente con lo observado y discutido en la sección 1.1.6.

En los animales que no manifestaron celo después del tratamiento, el nivel de 
progesterona en el momento esperado del celo fue menor a 1 ng/ml de plasma, 
descartándose una falla en el mecanismo de luteólisis. En consecuencia y dado que los 
animales ovularon, el celo no fue observado. Es difícil encontrar una explicación al 
respecto dado que la metodología de detección y el momento fueron los mismos en los 
diferentes grupos experimentales.

Por último, el intervalo prostaglandina-celo en los animales superovulados se 
encuentra en el rango citado en la bibliografía (Canseco y otros, 1982; Mac Gowan y 
otros, 1985; Líndsell y otros, 1986; López Gatius y otros, 1988; Larocca y otros, 1999). 
Los animales que no tuvieron respuesta superovulatoria presentaron un intervalo 
mayor, comportándose como si no hubiera recibido tratamiento de estimulación ovárica 
(Seidel y otros, 1978; citado por Canseco y otros, 1982).

1.2.7. Conclusiones

^ Las dosis reducidas de FSH-P (5 o 6 mg en forma intramuscular y 10 u 11 mg vía 
subcutánea, según sean vaquillonas o vacas respectivamente) o de eCG (1000- 
1250 Ul, en forma subcutánea, según sean vaquillonas o vacas respectivamente) 
son incapaces de producir respuesta ováricas 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 única (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.

Además, se corroboró lo observado en la sección 1.1.:

^ La presencia de un folículo 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 lúteos, embriones totales, transferíbles y 
congelables.



40

2. Control de la dinámica folicular mediante la administración de 
progesterona. Su importancia en tratamientos superovulatorios.

2.1. Evaluación de tres dosificaciones de progesterona exógena para 
inducir niveles endógenos capaces de controlar la onda de 
crecimiento folicular.

2.1.1. Introducción

El nivel plasmático de progesterona afecta el destino del folículo dominante. Cuando 
los niveles son altos (fase luteal), este no llega a ovular y regresa (folículo dominante no 
ovulatoho), originándose una nueva onda de crecimiento folicular. Por el contrario cuando 
los niveles son bajos a consecuencia de la luteólisis natural o inducida, el folículo 
dominante culminará su desarrollo con la ovulación (Savio y otros, 1990; Lucy y otros, 
1992).

Se ha sugerido que existe un nivel umbral en la concentración de progesterona, el 
cual, una vez alcanzado, afecta el destino del folículo 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 folículo dominante e inhibieron su desarrollo. Por otro lado, Savio y 
otros (1991) con niveles de progesterona de 5-5,5 ng/ml fueron incapaces de modificar la 
dinámica folicular. Sin embargo, según las observaciones de Taylor y Rajamahendran 
(1994), los animales que tuvieron un nivel plasmático de progesterona mayor a 5 ng/ml 
tuvieron un mayor número de ondas de crecimiento folicular que aquellas con un nivel 
inferior. Estas observaciones (Savio y otros, 1991; Taylor y Rajamahendran, 1994) 
plantean que el nivel de progesterona en el cual se afecta la dinámica folicular parece no 
repetirse y surge la necesidad de estudiar diferentes niveles de dicha hormona para 
determinar aquel que mejor controle la dinámica folicular.

2.1.2. Objetivo

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

2.1.3. Hipótesis

> El aumento en el nivel de progesterona plasmática a niveles superiores a los de una
fase luteal normal afectan la dinámica folicular.
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2.1.4. Materiales y métodos

A. Lugar, animales experimentales y tratamientos

El lugar es el indicado en la sección 1.1.4.A.

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

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

La progesterona utilizada (Jebsen & Jebsern, G.m.b.H.&Co) cumplió con los 
controles de calidad previstos: polvo cristalino de coloración blanca levemente 
amarillenta, adecuada solubilidad e identificación, 98,2% de contenido de progesterona 
sobre base seca, rotación específica de 188°, punto de fusión de 128°, pérdida de peso 
sobre base seca de 0,11%, residuos sulfatados de 0,08% y adecuados tests de claridad 
en solución, de color en solución y de pureza microbiológica.

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

B. Detección de celos

La detección de celos se realizó según lo descrito en la sección 1.1.4.B., con el objetivo 
de determinar el día cero (celo).

C. Estudios ecográficos, muestreo sanguíneo, procesamiento de las muestras y medición 
hormonal.

Se encuentran descritos en la sección 1.1.4.E., con las siguientes diferencias:

Los estudios ecográficos y el muestreo sanguíneo, realizados para determinar la 
relación entre el nivel de progesterona y la dinámica folicular, se llevaron a cabo 
diariamente entre los días 2 al 10 del ciclo estral (ver esquema).
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En cada observación, cada ovario fue revisado varias veces en al menos dos planos. 
Se realizó un mapa ovárico y en él se dibujaron los folículos ¡guales o mayores a 2 mm de 
diámetro, tomando como referencia la ubicación de los folículos mayor de 4 mm y/o del 
cuerpo lúteo.

Esquema de los momentos de realización de los estudios ecográficos, los muéstreos 
de sangre y administración de progesterona:

D. Análisis estadístico

Se estudió el efecto de los tratamientos sobre:

♦ Nivel absoluto de progesterona plasmática y área bajo la curva del día 2 al 10 del ciclo 
estral.

♦ Diámetro del folículo que seguido durante el experimento tuvo el mayor tamaño de la 
primera onda de crecimiento folicular del día 2 al 10.

♦ Número de folículos presentes en las diferentes clases estudiadas. Para esto se 
adoptó la clasificación de Savio y otros (1993a), quienes agruparon a los folículos en 
tres clases: Clase I, folículos de 3 a 4 mm¡ Clase II, folículos de 5 a 9 mm y Clase III, 
folículos > a 10 mm.

♦ Tasa de crecimiento del folículo dominante de la primera onda. La misma se calculó 
como la diferencia en el diámetro folicular entre los días 7 y 3 dividido 4 (Taylor y 
Rajamahendran, 1994).

♦ Día del máximo crecimiento.
♦ Tamaño del folículo dominante al día 7 y tamaño máximo de dicho folículo.



43

Como dato accesorio, se registró el diámetro del cuerpo lúteo del día 2 al 10 del ciclo 
estral. Esto se realizó para determinar si el nivel de progesterona generado por ios 
tratamientos afectaba el desarrollo del mismo.

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

Los datos pertenecientes al número de folículos dentro de las clases estudiadas, al 
diámetro del folículo de la primera onda y del cuerpo lúteo fueron transformados según la 
ecuación y=log (x+1)(Sokal y Rolft, 1981).

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

Y¡jk : μ + a¡ + D(¡)j + Bk + (aB)¡k + E(¡jk)

Y¡jk: Variable respuesta perteneciente al jotaésimo individuo en el iésimo
tratamiento y en el késimo punto muestra!.

μ: Media general.
a¡: Efecto del iésimo tratamiento al cual los animales fueron asignados

aleatoriamente.
D(¡)j: Representa el efecto aleatorio del individuo anidado dentro del tratamiento

progesterona y corresponde al termino E(i)j del modelo perteneciente a un 
diseño completamente aleatorizado con medidas no repetidas en el tiempo.

βk: Efecto del tiempo en los distintos puntos muéstrales, en el proceso de
medidas repetidas dentro de un individuo.

(αβ)^: Representa la interacción del iésimo tratamiento con el késimo punto 
muestral.

E(ijk): Representa el error residual dentro de los individuos.

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

Y¡b μ + Tj + E(¡j)

Y¡j: Variable respuesta perteneciente al iésimo individuo, en el jésimo tratamiento.
μ: Media general.
Tj: Efecto del jotaésimo tratamiento al cual los animales fueron asignados

aleatoriamente.
E(¡j): Representa el error experimental aleatorio.

La evaluación de las diferencias entre medias y la expresión de los resultados se 
realizó según lo descrito en la sección 1.1.4.G.
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Dado que la interacción tratamiento x día fue significativa para las variables nivel de 
progesterona plasmática, diámetro del folículo de mayor tamaño de la primera onda, 
número de folículos Clase III y diámetro del cuerpo lúteo, el efecto de los tratamientos se 
estudio utilizando el área bajo la curva para la primera variable y el valor acumulado para 
las restantes.

2.1.5. Resultados

A. Niveles de progesterona plasmática

Se observó un efecto significativo del tratamiento, del día y de la interacción 
tratamiento x día sobre el nivel de progesterona plasmática (P<0,01; Gráfico N°1).

Gráfico N°1. Niveles de progesterona plasmática (x±ee) en vacas inyectadas con 600 mg/día 
(T600), 400 mg/día (T400), 200 mg/día (T200), o 0 mg/día (C) de progesterona del día 3 al 9 del 
ciclo estral. Inyecciones de progesterona.

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

B. Dinámica folicular

B. 1. Folículo de mayor tamaño de la primera onda de crecimiento folicular

Se observó un efecto significativo de los tratamientos, del día y de la interacción 
tratamientos x día (P<0,01) sobre el diámetro del folículo de mayor tamaño de la primera 
onda de crecimiento folicular (Gráfico N°2).
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Gráfico N°2. Diámetro del folículo de mayor tamaño de la primera onda de crecimiento folicular (x±ee) 
en vacas inyectadas con 600 mg/día (T600), 400 mg/día (T400), 200 mg/día (T200), o O mg/día (C) de 
progesterona del día 3 al 9 del ciclo estral.

El diámetro acumulado fue significativamente menor (P<0,05) en los grupos T200 
(68,3+9,1 mm), T400 (67+2,2 mm) y T600 (53,6+3,3 mm) comparado con el grupo Control 
(95±5,8 mm). Los tres primeros no difirieron entre sí (P>0,05).

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

El tamaño del folículo mayor al día 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: 8,2±1 mm y T600: 6,4±0,9 mm). Esta situación se mantuvo al 
comparar el tamaño máximo alcanzado (P<0,01; Control: 14,8+1 mm; T200: 10+1,1 mm; 
T400: 9,4+0,6 mm y T600: 8+0,7 mm). En ambos parámetros, los tratamientos T200, T400 
y T600 no difirieron entre sí (P>0,05).

B.2. Clases foliculares

Se observó un efecto significativo del día (P<0,01) y de los tratamientos (P<0,05) 
sobre el número de folículos presentes en la clase I (3-4 mm).
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Considerando los tratamientos, el Control tuvo un menor número de folículos 
promedio por día comparado con T200 (P<0,05), T400 y T600 (P<0,01; 3,4; 5,3; 6,4 y 7,8 
respectivamente). T200 difirió de T600 (P<0,05) y fue similar a T400 (P>0,05); mientras 
que T400 y T600 fueron similares entre sí (P>0,05, Gráfico N°3).

Gráfico N°3. Número de folículos promedio/día de la clase I (3-4 mm) en vacas 
inyectadas con 600 mg/día (T600), 400 mg/día (T400), 200 mg/día (T200), o 0 mg/día 
(C) de progesterona del día 3 al 9 del ciclo estral entre los días 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 Gráfico N°4 se puede observar el número de folículos pertenecientes a la 
Clase I independiente del tratamiento utilizado.
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Gráfico N°4. Número promedio/día (± e.e.) de folículos de la Clase I (3-4 mm), 
independientemente del tratamiento utilizado.

Con respecto a los folículos de la clase II (5-9 mm) se observó un efecto del día 
(P<0,01; Gráfico N°5), pero no de los tratamientos, ni de la interacción tratamiento x día 
(P>0,05).

Gráfico N°5. Número promedio/día (± e.e.) de folículos de la clase II (5-9 mm), 
independientemente del tratamiento utilizado.

Por último, en los folículos de la clase III (>10 mm), se observaron efectos 
significativos de los tratamientos, del día del ciclo estral y de la interacción tratamiento x 
día (P<0,01; Gráfico N°6).
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Gráfico N°6. Número de folículos (x±ee) pertenecientes a la clase III en vacas tratadas con 
diferentes dosis de progesterona del día 3 al 9 del ciclo estral (T600: 600 mg/día, T400: 400 
mg/día, T200: 200 mg/día y Control: O mg/día)

El Control tuvo el mayor número acumulado de folículos Clase III (P<0,05; 5,8±0,9) 
comparado con los tratamientos T200 (2,3+1,3), T400 (1,2±0,7) y T600 (0,0±0,0). Estos 
últimos no difirieron entre sí (P>0,05).

C. Diámetro del cuerpo lúteo

Se observó un efecto significativo de los tratamientos (P<0,01), del día (P<0,01) y de 
la interacción tratamiento x día (P<0,05) sobre el diámetro del cuerpo lúteo. El T600 tuvo 
el menor diámetro 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 últimos no difirieron 
entre sí (P>0,05)
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Gráfico N°7. Diámetro del cuerpo lúteo (x±ee) en vacas inyectadas con diferentes dosis de 
progesterona del día 3 al 9 del ciclo estral (T600: 600 mg/día, T400: 400 mg/día, T200: 200 mg/día y 
Control: O mg/día)

2.1,6, Discusión

La inyección de progesterona desde el día 3 al 9 del ciclo estral, provocó cambios en 
los niveles plasmáticos de dicha hormona. Se observó la existencia de una relación dosis 
respuesta, es decir que un aumento en la progesterona exógena provocó un incremento 
en el nivel plasmático. Sin embargo, ya con las dosis más bajas evaluadas se observaron 
niveles similares o superiores a los descriptos por Adams y otros (1992) como suficientes 
para el control de la onda. De acuerdo con ello, un alto nivel (>9 ng/ml) de progesterona 
en plasma es capaz de provocar cambios más notorios en la dinámica folicular. Así, en el 
tratamiento T600, los animales tuvieron un nivel plasmático promedio de dicha hormona 
superior a 15 ng/ml a partir del día 5 del ciclo estral y se afectó marcadamente el 
desarrollo del folículo de mayor tamaño (< tasa de crecimiento, < tamaño al día 7 y < 
tamaño máximo). En ninguno de los animales, dicho folículo superó los 9 mm de diámetro. 
Además, se observó un aumento de la población de folículos de 3 a 4 mm, lo que plantea 
la hipótesis de una pérdida del efecto inhibitorio de dicho folículo sobre la mencionada 
población folicular. Sin embargo, con los niveles de P4 de los tratamientos T200 y T400 el 
folículo de mayor tamaño también tuvo afectada su tasa de crecimiento; pero creció mas 
allá de los 9 mm, pudiendo observarse en algunos animales folículos de 11 y 12 mm.
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Diversos estudios muestran una relación entre los niveles de progesterona y el 
desarrollo del folículo dominante; así: a) En un ciclo estral con 3 ondas, el diámetro 
máximo del folículo dominante de la primera onda fue mayor que el de la segunda (onda 
1: mínima dominancia luteal durante la fase de crecimiento del folículo dominante) (Sirois 
y Fortune, 1988; Ginther y otros, 1989c). b) El diámetro máximo obtenido de un folículo 
dominante anovulatorio fue mayor en la primera onda de crecimiento folicular que en todas 
las ondas presentes en animales preñados (Ginther y otros, 1989b) y en vaquillonas 
tratadas con progesterona, no preñadas (Bergfelt y otros, 1991). c) Altos niveles de 
progesterona (endógena + exógena) provocaron que el folículo dominante de la segunda 
onda tuviera un diámetro mas pequeño que el presente en las ondas en las cuales los 
niveles de progesterona fueron menores (solo progesterona exógena; Bergfelt y otros, 
1991).

En conclusión, cuando los niveles de progesterona son elevados el folículo dominante 
se ve afectado en su desarrollo y esto ha sido relacionado con una disminución en la 
frecuencia pulsátil de LH (Taylor y Rajamahendran, 1991b; Savio y otros, 1992; Taylor y 
otros, 1994). Si bien en el presente trabajo no se realizó un esquema de muestreo 
sanguíneo que permitiera determinar la frecuencia pulsátil de dicha hormona, se puede 
hipotetizar que el aumento en los niveles plasmáticos de progesterona en los diferentes 
tratamientos provocó una menor secreción pulsátil de LH que afectó el desarrollo del 
folículo de mayor tamaño.

Teniendo en cuenta que la secreción pulsátil de LH es necesaria para que los 
folículos crezcan más allá de los 9 mm de diámetro (Webb y otros, 1999) y que interviene 
en el desarrollo y mantenimiento del cuerpo lúteo (Peters y otros, 1994; Vizcarra y otros, 
1997), se puede plantear que el grado de inhibición que la progesterona ejerció sobre la 
secreción de LH fue diferente según el tratamiento utilizado. Así, la mayor inhibición se 
habría producido en el tratamiento T600, en el cual ningún folículo creció más allá de 
los 9 mm de diámetro y se afectó el desarrollo del cuerpo lúteo. En los otros 
tratamientos (T200 y T400), se observaron algunos animales con folículos de 11 y 12 
mm y el cuerpo lúteo tuvo un desarrollo similar al de los animales Control. Sanchez y 
otros (1995) plantearon que el efecto inhibitorio que ejerce la progesterona sobre la 
secreción de LH es dependiente del nivel de progesterona y da base a lo hipotetizado 
previamente sobre un efecto inhibitorio diferencial sobre la secreción de LH según el 
tratamiento utilizado.

La progesterona, además de ejercer su efecto sobre la secreción de LH, tendría un 
efecto directo en el ovario. Esta hormona podría afectar el desarrollo del folículo 
dominante actuando en el sistema enzimático ubicado en la capa granulosa de dicho 
folículo (Manikkan y y Rajamahendran, 1997) y en consecuencia detener su desarrollo.

La ausencia de folículo dominante en los animales del tratamiento T600, plantea la 
posibilidad que en estos animales se puedan obtener mejores respuestas superovulatorias 
comparado con aquellas respuestas de animales que presentan un folículo dominante en 
crecimiento al momento de iniciar dichos tratamientos. Esto ha sido informado por
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númerosos 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 los trabajos descriptos en las secciones 1.1. y 1.2. Además, la respuesta 
superovulatoria se vería favorecida por el aumento en la población de folículos pequeños, 
tal cual lo citado en la bibliografía (Grasso y otros, 1989b, Romero y otros, 1991, 
Kawamata, 1994 y Kohram y otros, 1995).

2.1.7. Conclusiones

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

> Niveles de progesterona superiores a 15 ng/ml (600 mg/día de progesterona) a partir 
del día 5 del ciclo estral inhiben el desarrollo del folículo dominante, aumentan la 
población de folículos de 3-4 mm y afectan el desarrollo del cuerpo lúteo.
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2.2. Efecto del nivel de progesterona plasmática modificado por 
inyecciones intramusculares sobre la respuesta superovulatoria.

2.2.1. Introducción

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

En la sección 2.1. se demostró que inyecciones dianas de 200, 400 o 600 mg/día de 
progesterona, del día 3 al 9 del ciclo estral, provocaban un aumento en los niveles de 
dicha hormona, afectando el desarrollo del folículo dominante. No obstante, solo la 
dosis de 600 mg/día fue la que anuló todo crecimiento folicular más allá de los 9 mm de 
diámetro y provocó un aumento en la población de folículos de 3-4 mm. En 
consecuencia, esta situación ovárica, sería la más adecuada para favorecer la 
respuesta a un tratamiento de superovulación y dado que en el día 7 del ciclo estral, se 
encontraron las características ováricas mencionadas previamente, no sería necesario 
prolongar el tratamiento con progesterona más allá de dicho día.

2.2.2. Objetivo

> Evaluar la respuesta superovulatoria de vacas tratadas con progesterona en los 
primeros días del ciclo estral (días 3 a 7) y superovuladas a partir del día 7 en 
relación con la de aquellas que no reciben progesterona y que son superovuladas a 
partir del día 7 u 8/9 de su ciclo estral.

2.2.3. Hipótesis

> El ambiente ovárico generado por la administración de 600 mg/día de progesterona 
entre los días 3 al 7 del ciclo estral elimina la presencia de folículos dominantes en 
crecimiento y aumenta la presencia de folículos pequeños 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 sección 1.1.4.A.

Se utilizaron 26 vacas Aberdeen Angus, con actividad sexual cíclica previa y con una 
condición corporal de 7,6+0,1 ( x±e.e.; escala 1 a 9; 1: excesivamente flaca, 9: 
excesivamente gorda; Richards y otros, 1986).

El ciclo estral de los animales fue sincronizado según lo indicado en la sección 1.1.4.A.

Las vacas fueron distribuidas según un diseño completamente aleatorizado en dos 
grupos correspondientes a dos tratamientos:

♦ P600 (n: 14): 600 mg de progesterona/día, intramuscular (IM), entre los días 3 al 7 
del ciclo estral inclusive. En este día comenzó el tratamiento superovulatorio.

Las características de la progesterona inyectada y la forma en que fue diluida se 
encuentran descriptas en la sección 2.1.4.A.

♦ Control (n: 12): 6 mi de aceite de girasol/día, intramuscular (vehículo de la 
progesterona) entre los días 3 al 7 del ciclo estral inclusive. El tratamiento 
superovulatorio comenzó en los días 7 (n:3) u 8-9 (n:9) del ciclo estral.

El tratamiento de estimulación ovárica en ambos grupos se realizó con un extracto 
purificado de pituitarias porcinas (Foltropin-V®' Vetrepharm, Inc.). El contenido de cada 
frasco de 20 mi, equivalente a 400 mg de NIH-FHS-P1, se diluyó en una solución 
bacteriostática de cloruro de sodio para inyección, quedando a una concentración final 
de 20 mg/ml. El tratamiento fue administrado cada 12 horas (mañana y tarde) durante 
4 días, inyectando cada vez 2,5 mi de la solución por vía intramuscular. A las 48 y 60 
horas de comenzado el tratamiento se administraron 500 pg y 250 ug de cloprostenol, 
intramuscular (CX0.1®, López & Villanueva).

B. Detección de celos y servicios

Se encuentra descrito en la sección 1.1.4.B.



54

C. Respuesta superovulatoria

Se encuentra descrito en la sección 1.1,4.C

D. Recolección y evaluación de embriones

Se encuentra descrito en la sección 1.1.4.D.

E. Estudios ecográficos, muestreo sanguíneo, procesamiento de las muestras y medición 
hormonal

Se encuentran descriptos en las sección 1.1.4.E. y 2.1.4.C., con las siguientes 
diferencias:

Los estudios ecográficos en el grupo P600, se realizaron del día 3 al 7 del ciclo 
estral. En el grupo Control comenzaron en el tercer día previo al inicio del tratamiento 
de estimulación ovárica y se repitieron en los tres días siguientes. Por último, en ambos 
grupos se realizó una ecografía ovárica en el momento de efectuar la recolección de 
embriones con la finalidad de evaluar el número de cuerpos lúteos.

El muestreo sanguíneo se realizó, en forma diaria, por punción yugular desde el día 3 
del ciclo estral hasta el momento de iniciar el tratamiento de estimulación ovárica. En el 
grupo P600 se tomaron muestras adicionales de sangre del día 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 sección 1.1.4.F.

G. Análisis estadísticos

Para realizar el análisis estadístico, se estudió:

1) El efecto de los tratamientos sobre:

♦ Nivel absoluto de progesterona plasmática y área bajo la curva del día 3 al 9 del ciclo 
estral.

♦ Diámetro del folículo dominante de la primera onda de crecimiento folicular o de aquel 
que seguido durante el experimento tuvo el mayor tamaño.

♦ Tamaño del folículo dominante al día 7.
♦ Número de folículos presentes en las diferentes clases estudiadas del día 3 al 9 del 

ciclo estral. Para esto se adoptó la clasificación descrita en la sección 2.1.4.D.
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♦ Población folicular 12 horas post tratamiento superovulatorio.

2) El efecto de la presencia de un folículo dominante en crecimiento al momento de iniciar 
el tratamiento de estimulación ovárica sobre la respuesta superovulatoria.

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

Las comparaciones entre tratamientos se realizaron según lo descrito en la sección 
2.1.4.D.

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

Las variables: número de folículos dentro de las clases estudiadas, tamaño de los 
folículos de la primera onda, población folicular 12 hs post tratamiento superovulatorio, 
fueron transformados utilizando la ecuación y=log(x+1)(Sokal y Rolft, 1981).

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

Dado que la interacción tratamiento x día fue significativa para las variables nivel de 
progesterona plasmática y número de folículos Clase III, el efecto de los tratamientos se 
estudio utilizando el área bajo la curva para la primera variable y el valor acumulado 
para la restante. En esta última se tuvo en cuenta las observaciones realizadas del día 
4 al 7 del ciclo estral.

2.2.5. Resultados

A. Nivel de progesterona plasmática

Se observó un efecto significativo del día, del tratamiento y de la interacción 
tratamiento x día sobre el nivel plasmático de progesterona (P<0,01; Gráfico N°8).

Gráfico N°8. Niveles plasmáticos de progesterona (x±ee) en vacas pertenecientes a los 
tratamientos Control y P600 (recibieron una inyección diaria de 600 mg de progesterona del día 3 
al 7 del ciclo estral).
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Del día 3 al 7 del ciclo estral, el área bajo la curva de progesterona fue 
significativamente superior en el tratamiento P600 (59,5+1,9 ng-día/ml vs. 10,7±0,6 ng- 
día/ml; x±e.e.; P<0,01).

Los niveles de progesterona se mantuvieron elevados luego de la última inyección de 
progesterona (>18 ng/ml) hasta que se administró el agente luteolítico (día 9); a partir de 
ese momento disminuyeron a 6,18 ng/ml. Este valor se observó el día en que se esperaba 
que los animales manifestaran su celo post tratamiento superovulatorio. El nivel 
plasmático fue superior a 1 ng/ml hasta el día 18 del ciclo estral (Gráfico N°9).

Gráfico N°9. Niveles de progesterona plasmática (x±ee) en vacas que recibieron una dosis diaria de 
600 mg de progesterona del día 3 al 7 del ciclo estra!.

fsh-p Período en el que se realizó el tratamiento superovulatorio. • Día del celo esperado.

B. Dinámica folicular

B. 1. Folículo dominante de la primera onda de crecimiento folicular

El diámetro del folículo más grande de la primera onda de crecimiento folicular fue 
mayor en los animales pertenecientes al Control (P<0,01; Gráfico N°10) en todos los días 
observados (7,8+0,33 y 12,1+0,36; P<0,01).
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Gráfico N°10. Diámetro del folículo de mayor tamaño de la primera onda de crecimiento 
folicular (x±ee) en vacas de los tratamientos Control y P600 (recibieron una inyección diaria 
de 600 mg de progesterone del día 3 al 7 del ciclo estral).

B.2. Clases foliculares

Se observaron efectos significativos del día y del tratamiento (P<0,01) sobre el 
número de folículos pertenecientes a la clase I (3-4 mm, Gráfico N°11). Las vacas 
pertenecientes al P600 tuvieron el mayor número de este tipo de folículos.

Gráfico N°11. Número de folículos Clase I (3-4 mm) en vacas de los tratamientos Control 
y P600 (recibieron una inyección diaria de 600 mg de progesterona del día 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 II (5-9 mm), se observó un efecto significativo del día (P<0,01; 
Gráfico N°12); no así del tratamiento ni de la interacción tratamiento x día.

Gráfico N°12. Número de folículos Clase II (5-9 mm) en vacas de los tratamientos Control y P600 
(recibieron una inyección diaria de 600 mg de progesterona del día 3 al 7 del ciclo estral). Los 
valores se expresan como el x±ee.

Por último, se observaron efectos del día, del tratamiento y de la interacción 
tratamiento x día sobre el número de folículos >10 mm (P<0,05). El tratamiento Control 
tuvo el mayor número acumulado de folículos (4±0,4 vs 0+0; P<0,01)(Gráfico N°13).

Gráfico N°13. Número de folículos Clase III (> 10 mm) en vacas del tratamientos Control y
P600 (recibieron una inyección diaria de 600 mg de progesterona del día 3 al 7 del ciclo
estral). Los valores se expresan como el x±ee
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C. Respuesta superovulatoria

En el grupo P600 no se observó celo post tratamiento superovulatorio debido a que 
todos los animales presentaron un nivel de progesterona plasmática > 1 ng/ml (Gráfico 
N°9) y en consecuencia, ninguna de las vacas ovuló. Contrariamente, el 100% de las 
vacas pertenecientes al grupo Control manifestó celo a las 50,8±0,8 horas de inyectado el 
agente luteolítico; no existiendo diferencias entre animales con o sin respuesta 
superovulatoria (51,0±1,1 hs. y50,3±2,1 hs. respectivamente; P>0,05).

C. 1. Población folicular en el día del celo (Control) o celo esperado (P600)

En el grupo P600 se observó un mayor número de folículos pertenecientes a la clase 
III (P<0,01) y un menor número de folículos de la clase II (P<0,05) en el momento del celo 
esperado (Gráfico N°14) que en el grupo Control. En los folículos de clase III del grupo 
P600, el tamaño folicular fue muy homogéneo (11-12 mm)

Gráfico N°14. Número promedio (± e.e) de folículos Clases II y III en el momento del celo 
(tratamiento Control) y del celo esperado en las vacas que recibieron una inyección diaria 
de 600 mg de progesterona del día 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 número de cuerpos lúteos, 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 días 
7 u 8/9 del ciclo estral. Lo mismo sucedió con la respuesta superovulatoria (P>0,05; 
Cuadro N° 16)
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Cuadro N°16. Número de cuerpo lúteos (CL), de embriones totales (ET), transferibles (Etrans), 
congelables (Econg), degenerados (Edeg) y de ovocitos sin fertilizar (Ovo) en el tratamiento Control 
según el día en que comenzó el tratamiento superovulatorio.

Tratamientos CL ET Etrans Econg Edeg Ovo
Control 7 4,3+1,2 3+1,5 2,3±2,2 2±2,2 0,7±0,4 0,1±0,1
Control 8/9 5,8±1,5 4,4±1,7 3,3±1,6 3±1,5 1+0,3 0,1±0,2

Los porcentajes de recolección de embriones totales, de embriones transferibles y de 
embriones congelables fueron de 64,4±14,04; 66,6+8,4 y 61,3±7,1 respectivamente.

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

El 41,7 % de las vacas presentaron un folículo dominante en crecimiento al momento 
de iniciar el tratamiento de estimulación ovárica; no existiendo diferencias entre animales 
que comenzaron el tratamiento de estimulación ovárica en los días 7 (33,3%) u 8/9 
(44,4%).

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

Gráfico N°15. Número promedio (+e.e.) de cuerpos lúteos (CL), de embriones totales (ET), 
embriones transferibles (Etrans) y congelables (Econg) según tuvieran un folículo dominante 
en crecimiento (FOLC) o en meseta (FOLM) al momento de iniciar el tratamiento 
superovulatorio en el tratamiento Control. * Dentro de cada parámetro difieren: P<0,01.
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C.4. Efecto del nivel de progesterona plasmático al inicio del tratamiento superovulatorio 
sobre la respuesta al mismo

No se observó efecto del nivel de progesterona al inicio del tratamiento de 
estimulación ovárica sobre la respuesta al mismo (Cuadro N°17).

Cuadro N°17. Efecto del nivel de progesterona al inicio del tratamiento de estimulación 
ovárica sobre la respuesta al mismo.

Progesterona CL ET Etrans Econg Edeg Ovo
> 5 ng/ml |6,6±1,6 5,2+2,0 3,8+1,8 3,5±1,7 1,3±0,4 0,0
< 5 ng/ml 13,8±0,9 2,6±1,1 2±1,1,0 1,8±0,9 0,4±0,2 0,2±0,2

Referencias : ET: Embriones Totales. Etrans.: Embriones transferibles. Econg: Embriones congela bles. Edeg: 
Embriones degenerados. Ovo: Ovocitos sin fertilizar

C.5. Relación entre los folículos > 8 mm al momento del celo y ovulación

Los folículos 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 (Gráfico N°16).

Gráfico N°16. Relación entre el número de folículos > 8 mm al momento del celo post 
tratamiento y el número de cuerpos lúteos formados.

C.6. Respuesta superovulatoria estimada en el tratamiento P600

La respuesta superovulatoria estimada del grupo P600, calculada a partir del 
porcentaje de ovulación de cada uno de los folículos > a 8 mm y del número de cuerpos 
lúteos 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. Número (x+ee) estimado de cuerpos lúteos (CL), de embriones totales 
(ET), transferíbles (Etrans), congelables (Econg), degenerados (Edeg) y de ovocitos 
sin fertilizar (Ovo) en el tratamiento P600.

CL ET Etrans Econg Edeg Ovo
112,8±0,8 110,8±0,7 18,1+0,5 17,4±0,5 |2,5±0,2 10,25±0,02 I

2.2.5. Discusión

La administración de progesterona en el tratamiento P600, provocó un aumento en e! 
nivel plasmático de la hormona tal como se reportó en la sección 2.1.

El prolongado período en que los niveles de progesterona permanecieron en valores 
superiores a 1 ng/ml de plasma, luego de inyectado el agente luteolítico, no fue el 
esperado y puede atribuirse a un retardo en la absorción y metabolismo del vehículo que 
generó un depósito de liberación lenta de dicha hormona. Taylor y Rajamahendran (1994), 
utilizando la misma vía de administración y similar vehículo (aceite de maíz en lugar de 
aceite de girasol), con inyecciones en los días 3 (200 mg), 4 (100 mg) y 5 (50 mg) del ciclo 
estral y una inyección de PGF2a en el día 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 utilizó una dosis mayor de progesterona y un mayor número de 
inyecciones, lo que podría explicar parte de las divergencias observadas. Adams y otros 
(1992), informaron que luego de administrar progesterona a animales con luteólisis previa, 
vía subcutánea, por un período de 14 días, 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 vía de administración fue diferente, esta observación podría aplicarse a lo 
sucedido en el presente trabajo.

En el tratamiento P600 se observó un aumento en el nivel de progesterona plasmática 
a valores superiores a 15 ng/ml de plasma a partir del día 5 del ciclo estral. Esto es 
coincidente con lo observado en la sección 2.1. y habría provocado una depresión en los 
niveles de LH a tal punto que no se observaron folículos mayores a 9 mm de diámetro al 
momento de comenzar con el tratamiento superovulatorio. Esta hipótesis se basa en que 
para que los folículos crezcan mas allá de dicho tamaño, se requieren niveles adecuados 
de la mencionada gonadotrofina (Webb y otros, 1999).

El tratamiento de estimulación ovárica 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 número de folículos y continuar su desarrollo mas allá de los 9 
mm, a pesar de los elevados niveles de progesterona. El efecto estimulatorio de las 
gonadotrofinas, habría sido favorecido por la ausencia de un folículo dominante al 
momento de comenzar con el tratamiento gonadotrófico y por el mayor número de folículo 
de 3-4 mm presentes en dicho momento, lo que se reflejó en un mayor número de
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folículos mayores o iguales a 10 mm en el momento esperado del celo. Se ha demostrado 
que la presencia de un folículo dominante en crecimiento en el momento de comenzar con 
un tratamiento de estimulación ovárica, deprime la respuesta al mismo (Sección 1.1. y 
1.2., 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 la presencia de folículos 
pequeños 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 los niveles de 
progesterona (disminución 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 superovulación en animales con una dinámica 
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 respondió 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 más de 3 ovulaciones. No 
obstante, se debe considerar que en la bibliografía se encuentran rangos de respuestas 
de 60 a 100% (Donaldson, 1984c; Lindsell y otros, 1986; Calder y Rajamahendran, 
1992; Sanchez Garcia y otros, 1992; Alvarez y otros, 1995), encontrándose nuestros 
resultados en el límite inferior.

Si 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 
folículo dominante en crecimiento, que como fue mencionado antes, 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 otros, 1995). Esto plantea que 
el estado ovárico 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 folículo 
dominante en fase de crecimiento al inicio del tratamiento de estimulación ovárica que 
como fue discutido es causa de una menor respuesta superovulatoria. En las secciones 
1.1. y 1.2. el porcentaje de animales con folículos en fase de crecimiento fue 13,3 % y 0% 
respectivamente. Esto plantea que diferencias en la proporción de los estadios del folículo 
dominante determinarían la mayor o menor respuesta en los animales con progesterona 
igual o mayor a 5 ng/ml y explicarían parte de las divergencias observadas entre ensayos.



64

Con respecto al día en que comenzó el tratamiento superovulatorio, no existieron 
diferencias entre las vacas que fueron estimuladas a partir del día 7 u 8/9 del ciclo estral. 
Dada la variabilidad de las ondas de crecimiento folicular (1 a 4), en el día 7 puede o no 
existir la presencia de un folículo dominante en crecimiento. Según ocurra uno u otro 
hecho será la respuesta superovulatoria observada.

Por último, 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 García y otros, 1992; 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 folículo 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 otros, 1986 y Romero y otros, 1991). Por el contrario, la presencia de un 
folículo dominante en crecimiento deprimió el porcentaje de recolección, no encontrándose 
una explicación al respecto.

2.2.6. Conclusiones

^ La administración diaria de 600 mg de progesterona, del día 3 al 7 del ciclo estral 
produce un aumento en el nivel plasmático de dicha hormona a partir del día 4, con los 
siguientes efectos sobre la dinámica folicular:

• Menor tasa de crecimiento y menor tamaño al día 7 del ciclo estral del 
folículo de mayor tamaño.

• Ausencia de folículos mayores a 10 mm de diámetro.

• Aumento en la población de folículos pertenecientes a la clase I (3-4 
mm).

• Ausencia de manifestación de celo luego de inyectado un agente 
luteolítico en el día 9 del ciclo estral, debido a la presencia de niveles 
de progesterona superiores a 1 ng/ml en el momento del celo 
esperado.

^ La estimulación ovárica con Folltropin V® en animales que reciben una 
inyección diaria de 600 mg de progesterona del día 3 al 7 del ciclo estral produce una 
población de folículos > a 10 mm, 12 horas posteriores a la última inyección del 
tratamiento superovulatorio, superior a la de aquellos animales que no reciben 
suplementación de progesterona.
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2.3. Efecto del nivel de progesterona modificado por progesterona 
exógena aplicada por medio de esponjas intravaginales sobre la 
dinámica folicular

2.3.1. Introducción

El aumento en la concentración plasmática de progesterona durante la fase de 
crecimiento del folículo dominante de la primera onda de desarrollo folicular retarda el 
desarrollo del mismo (Adams y otros, 1992). Así, en la sección 2.1. se observó que un 
aumento en los niveles de progesterona a valores > a 15 ng/ml del día 5 al 9 del ciclo 
estral, mediante inyecciones intramusculares, provocó una disminución de la tasa de 
crecimiento folicular y del tamaño folicular. No obstante, cuando se suspendió la 
administración de progesterona y se inyectó PGF2oc, los animales no ovularon ni 
manifestaron celo debido a que los niveles de progesterona permanecieron por encima 
de 1 ng/ml durante un período prolongado. Esto demostró que si bien se pudo controlar 
el desarrollo folicular por este medio, la vía intramuscular no fue la más adecuada para 
permitir la ovulación y la aparición del celo post tratamiento por mantenimiento de un 
inadecuado ambiente hormonal (alta progesterona) después de finalizada su aplicación 
(sección 2.2.).

Otros investigadores han utilizado la vía 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 rápida disminución en los niveles de dicha hormona 
luego de retirado los dispositivos. En consecuencia, esta vía aparece como una de las 
más adecuadas para controlar los niveles de progesterona en forma precisa. De 
acuerdo con esta información previa, fue propuesto el siguiente objetivo e hipótesis:

2.3.2. Objetivo

> Estudiar el efecto de la administración de progesterona aplicada por medio de 
esponjas intravaginales recambiadas diariamente entre los días 3 al 7 del ciclo 
estral, sobre la dinámica folicular.

2.3.3. Hipótesis

> El uso de esponjas intravaginales impregnadas con progesterona, recambiadas 
diariamente, entre los días 3 a 7 del ciclo estral, genera un aumento en sus niveles 
plasmáticos relacionados con la dosis utilizada. Este aumento produce una menor 
tasa de crecimiento del folículo de mayor tamaño y ausencia de folículo dominante 
en crecimiento al día 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 sección 1.1.4.A.

Se utilizaron 8 vacas Aberdeen Angus, con ciclos estrales regulares previos y una 
condición corporal de 8,2±0,09 ( x+e.e.; escala 1 a 9, 1: excesivamente flaca, 9: 
excesivamente gorda; Richards y otros, 1986).

El ciclo estral de los animales fue sincronizado según lo descrito en la sección 1.1.4.A.

Las vacas fueron distribuidas según un diseño completamente aleatorizado en tres 
grupos correspondientes a tres tratamientos:

♦ E6 (n:3): Esponja intravaginal con 5,7 g de progesterona, que fue renovada en 
forma diaria entre los días 3 y 7 del ciclo estral.

Se utilizaron 5,7 g basándose en los niveles plasmáticos 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 dinámica folicular. Además, se realizó un 
recambio diario de las esponjas para asegurar que la cantidad de progesterona a 
absorber diariamente no fuera limitante.

4 E11 (n: 3): Esponja intravaginal con 11 g de progesterona, que fue renovada en 
forma diaria entre los días 3 y 7 del ciclo estral.

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

♦ Control (n:2): No fueron suplementados con progesterona.

La progesterona utilizada es la descrita en la sección 2.1.4.A.

Se utilizaron esponjas de espuma de poliuretano (densidad 0,018 gr/cm3) de 11 cm 
de diámetro y 6 cm de alto.

Para la preparación de las esponjas se procedió de la siguiente forma:
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♦ E6: La progesterona se diluyó en cloroformo en una concentración de 0,475 g de 
progesterona/ml. Se aplicaron 4 mi sobre la superficie de la esponja y se esperó 
a que se produjera la evaporación del cloroformo. Este proceso se repitió tres 
veces de manera de obtener una concentración de progesterona/esponja de 5,7 
gramos.

♦ E11: Se preparó una concentración de 0,458 g de progesterona/ml de 
cloroformo. Se aplicaron 4 mi sobre la superficie de la esponja. Se dejó evaporar 
y se repitió 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 solución de oxitetraciclina (400 mg, Terramicina LA®, Pfizer, Sanidad Animal). 
Fueron colocadas en vagina según la técnica descrita por Doray y otros (1989). La 
esponja fue recambiada en forma diaria y la última fue retirada el día 8 del ciclo estral.

En el día 9 del ciclo estral se inyectó a ios animales una dosis de 500 pg de 
cloprostenol (CX0.1®, López & Villanueva), con la finalidad de lisar el cuerpo lúteo.

B. Estudios ecográficos, muestreo sanguíneo, procesamiento de las muestras y medición 
hormonal

Las características de los estudios ecográficos, muestreo sanguíneo, procesamiento 
de las muestras y medición de progesterona plasmática fueron descritas en las secciones 
1.1.4.E y 2.1.4. C, con las siguientes diferencias:

Los estudios ecográficos y el muestreo sanguíneo se realizaron entre los días 2 al 10 
del ciclo estral. Estas observaciones permitieron determinar el efecto de los tratamientos 
sobre los niveles de progesterona plasmática y sobre la dinámica folicular. 
Adicionalmente, se tomaron muestras diarias (de sangre y ecográficas) en los 4 o 5 días 
siguientes a la inyección del agente luteolítico con el objeto de confirmar la luteólisis (nivel 
de progesterona < 1 ng/ml de plasma) y el destino del folículo dominante presente al 
momento de la misma. Otra muestra (sanguínea y ecográfica) fue tomada entre los días 3 
y 6 del nuevo ciclo estral con el fin de determinar la ovulación del folículo dominante 
presente en el momento del celo.

C. Detección de celos

Se realizó después de la segunda aplicación de prostaglandina por observación visual 
2 veces por día, con una hora de duración en cada turno para determinar el día cero (día 
del celo) y comenzar con la distribución de los animales. A partir del día 9 del ciclo estral,
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se recomenzó con la detección de celos, hasta el momento en que todos los animales lo 
manifestaron.

D. Análisis estadístico

Se estudió el efecto de los tratamientos sobre:

♦ Nivel absoluto de progesterona plasmática y área bajo la curva del día 2 al 10 del ciclo 
estral.

♦ Diámetro del folículo dominante de la primera onda de crecimiento folicular o de aquel 
que seguido durante el experimento tuvo el mayor tamaño.

♦ Número de folículos presentes en las diferentes clases estudiadas. Para esto se 
adoptó la clasificación descrita en la sección 2.1.4.D.

♦ Tasa de crecimiento del folículo dominante que fue calculada según lo descripto en la 
sección 2.1.4.D.

♦ Día del máximo crecimiento
♦ Tamaño del folículo dominante en el día 7 y tamaño máximo de dicho folículo.
♦ Porcentajes de vacas con luteólisis y ovulación del folículo dominante.
♦ Relación entre el nivel de progesterona y la onda ovulatoria.

Como dato accesorio, se registró el diámetro del cuerpo lúteo del día 2 al 10 del ciclo 
estral. Esto se realizó para determinar si el nivel de progesterona generado por los 
tratamientos afectaba el desarrollo del mismo, tal cual fue observado cuando se inyectaron 
600 mg de progesterona/día (Sección 2.1.)

Las comparaciones entre tratamientos se realizaron según lo descrito en la sección 
2.1.4.D.

En el caso del número de folículos dentro de las clases estudiadas, del diámetro de los 
folículos de la primera onda y del cuerpo lúteo los datos fueron transformados según la 
ecuación y=log (x+1)(Sokal y Rolft, 1981).

Para las variables que fueron o no repetidas en el tiempo se utilizaron los modelos 
descritos en la sección 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 interacción tratamiento x día fue significativa para las variables nivel de 
progesterona plasmática, diámetro del folículo de mayor tamaño de la primera onda,
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número de folículos Clase I y relación entre el nivel de progesterona y la onda 
ovulatoria, el efecto de los tratamientos se estudio utilizando el área bajo la curva para 
la primera y última variable y el valor acumulado para las restantes.

2.3.5. Resultados

A. Nivel de progesterona plasmática

Se observó un efecto significativo del tratamiento, del día y de la interacción 
tratamiento x día (P<0,01; Gráfico N°17). El tratamiento E11 tuvo el área bajo la curva de 
progesterona plasmática mayor que el Control (53,3±4,7 ng-día/ml vs. 30+6 ng-día/ml; 
P<0,05). El E6 (37+3 ng-día/ml) no difirió del Control ni del E11 (P>0,05).

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

Gráfico N°17. Niveles de progesterona plasmática (x±ee) en vacas Controles y en aquellas que 
recibieron esponjas intravaginales conteniendo 5,7 g (E6) u 11 g de progesterona (E11), recambiadas 
diariamente, del día 3 al 7 del ciclo estral.

Luego de retirada la esponja se produjo una disminución de los niveles de 
progesterona plasmática en los tratamientos respectivos y después de la inyección de 
PGF2a, la disminución se produjo en los tres grupos.

Durante el celo inducido por la PGF2a, el nivel plasmático de progesterona fue de 
0,1+0,1; no difiriendo entre tratamientos (P>0,05).
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B. Dinámica folicular

B. 1. Folículo dominante de la primera onda de crecimiento folicular

Se observaron efectos del día (P<0,01), del tratamiento (P=0,07) y de la interacción 
tratamiento x día (P<0,05) sobre el diámetro del folículo dominante (Gráfico N°18). El 
diámetro acumulado del folículo 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 difirió del E6 (86,7±3 mm).

Luego de inyectado el agente luteolítico, el 100% de las vacas manifestaron celo a las 
84±6,8 horas, no existiendo diferencias entre tratamientos (P>0,05). La ovulación del 
folículo 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.

Gráfico N°18. Diámetro del folículo dominante de la primera onda de crecimiento folicular (x±ee) en 
vacas Controles y en aquellas que recibieron esponja intravaginales conteniendo 5,7 g (E6) u 11 g 
de progesterona (E11), recambiadas diariamente, del día 3 al 7 del ciclo estral.

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

El diámetro máximo del folículo de mayor tamaño se obtuvo en promedio en los días 
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 último grupo, el promedio no es representativo de lo 
ocurrido en todos los animales, ya que uno de ellos obtuvo el diámetro máximo en el día 4 
(9 mm) y los otros dos en los días 11 (10 mm) y 14 (11 mm).
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B.2. Clases foliculares

Se observaron efectos significativos del día, del tratamiento y de la interacción 
tratamiento x día (P<0,01) sobre el número de folículos pertenecientes a la clase I (3-4 
mm; Gráfico N°19). El tratamiento E11 tuvo el mayor número acumulado de folículos 
comparado con el E6 y Control (132,7+9,3; 71,7+7,4 y 54±1,0 respectivamente; 
P<0,01).

Gráfíco N°19. Número de folículos Clase I (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 día 3 al 7 del ciclo estral. Los valores se expresan como el x±ee.

Con respecto a la clase II (5-9 mm), los efectos día y tratamiento fueron significativos 
(P<0,01 y P<0,05, respectivamente), no así la interacción tratamiento x día (P>0,05; 
Gráfico N°20).

El número promedio/día de folículos de 5 a 9 mm observado en el tratamiento E11 
(3,4 folículos) fue mayor que el de los tratamientos Control (2,2 folículos, P<0,05) y E6 
(2 folículos, P<0,01).
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Gráfico N°20. Número de folículos Clase II (5-9 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 día 3 al 7 del ciclo estral. Los valores se expresan como el x±ee

Por último, en la clase III (>10 mm) solo se observó un efecto del día en el número de 
folículos de esta clase (P<0,01; Gráfico N°21).

Gráfico N°21. Número promedio (±e.e.) de folículos Clase III (>10 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 día 3 al 7 del ciclo estral
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C. Relación entre el nivel de progesterona y la onda ovulatoria

Se observó un efecto significativo de la interacción del día del ciclo estral x onda 
ovulatoria sobre el nivel de progesterona plasmática (P<0,05; Gráfico N°22). Las vacas 
que ovularon el folículo dominante perteneciente a la primera onda de crecimiento folicular 
tendieron a tener una menor área bajo la curva de progesterona plasmática comparada 
con aquellas que ovularon el folículo dominante de la segunda onda (35,8±3,6 ng-día/m! 
vs 50,9 7,3 ng-día/ml, P=0,08).

Gráfico N°22: Niveles de progesterona (x+ee) en vacas que ovularon en la primera o 
segunda onda de crecimiento folicular.

D. Diámetro del cuerpo lúteo

El diámetro del cuerpo lúteo fue similar entre tratamientos (P>0,05; Gráfico N°23).
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Gráfíco N°23. Diámetro del cuerpo lúteo (x+ee) del día 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 día 3 al 7 del ciclo estral.

2.3.6. Discusión

El uso de esponjas con 5,7 g de progesterona (E6) no tuvo efecto sobre el nivel 
plasmático de dicha hormona comparado con el Control. La cantidad de progesterona 
colocada en la esponja fue el equivalente a la concentración 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 debería a que la absorción de la hormona proveniente 
de los dispositivos utilizados fue diferente e indudablemente, la absorción 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 disolución de la hormona 
contenida en el dispositivo. Al retirarlas, contenían una capa blanquecina, similar a la 
observada al momento de la colocación; no obstante en el momento se asumió que se 
correspondía con el excedente de progesterona no absorbida, lo cual pudo no ser lo 
correcto. Además, 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) disminuyó la superficie de 
contacto y por ende la probabilidad de absorción de la hormona.

Cuando la concentración de progesterona/esponja aumentó a 11 g, las diferencias 
observadas en los niveles de progesterona plasmática con respecto al Control fueron 
significativas, obteniéndose niveles de 5,9±0,9 ng/ml a 10±0,8 ng/ml entre los días 4 y 7 
del ciclo estral. El mayor nivel obtenido se asemeja al generado al colocar un CIDR a partir 
del día 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 concentración de
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progesterona de 14,73 ng/ml en el día 7 y al obtenido luego de inyectar 200 mg/día de 
progesterona a partir del día 3 del ciclo estral (Sección 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. Así, la utilización de 1 (Savio y otros, 1993a), 2 (Sirois y 
Fortune, 1990) o 3 CIDR (D’Occhio y otros 1997), generaron niveles de 9-12ng/ml, 3,7-4,9 
ng/ml y 14,7 ng/ml respectivamente. Es altamente probable que diferencias en la 
funcionalidad del cuerpo lúteo, variación individual en la absorción de la droga o en la 
metodología de medición hormonal, expliquen las diferencias observadas.

El aumento del nivel de progesterona en las vacas del tratamiento E11 afectó el 
desarrollo del folículo dominante que se reflejó en un menor tamaño al día 7, coincidiendo 
con las observaciones realizadas por Adams y otros (1993a). Estos autores trataron 
animales con progesterona durante la fase de crecimiento del folículo dominante de la 
primera onda.

Con respecto a la ausencia de diferencias estadísticamente significativas entre las 
tasa de crecimiento del folículo de mayor tamaño de los tratamientos E11 (0,25 mm/día) y 
Control 1,5 mm/día), se podría deber al bajo número de animales presentes en cada 
grupo.

La inyección de cloprostenol en el día 9 provocó una rápida disminución en el nivel de 
progesterona plasmática, seguida por ovulación del folículo dominante perteneciente a la 
primera o segunda onda de crecimiento folicular. Las vacas que ovularon el folículo 
dominante de la segunda onda de crecimiento folicular tendieron a tener un mayor área 
bajo la curva de progesterona entre los días 3 y 10 del ciclo estral que aquellas que 
ovularon el folículo de la primera onda. Este hecho es coincidente con lo informado por 
diversos investigadores, quienes han observado una relación entre el nivel de 
progesterona y el número de ondas de crecimiento folicular (Sirois y Fortune, 1990; Taylor 
y Rajamahendran, 1994). Estos últimos informaron que las vacas con dos ondas de 
crecimiento folicular tuvieron mayores niveles de progesterona entre los días 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 días 4 y 7 del ciclo estral, 
variaron entre 5,1 ±1,6 y 9,5+1 ng/ml para los animales con dos ondas y 3,2±0,4 y 6,7±0,7 
ng/ml para aquellos con una onda de crecimiento.

Las causas por las cuales los niveles de progesterona afectan el desarrollo del folículo 
dominante son las discutidas en la sección 2.1.6. En síntesis, en las vacas con mayores 
niveles de progesterona, tanto un efecto sobre el eje hipotálamo hipofisiario o sobre el 
ovario, explicarían la regresión del folículo dominante de la primera onda de crecimiento 
folicular y el surgimiento de una nueva, que culminó en la ovulación luego de inyectado el 
cloprostenol.

La inhibición del desarrollo del folículo dominante provocaría un aumento de los 
folículos pertenecientes a la clase I (3-4 mm). A partir del día 6 se observó que el folículo
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dominante cesó su crecimiento y en ese momento comenzó 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 día 7 al 10, el folículo de la primera 
onda cesó su crecimiento. En este período se produjo un aumento de folículos clase I, lo 
que indicaría una disminución del efecto inhibitorio del folículo dominante sobre dicha 
clase folicular. Sin embargo, luego de inyectada la prostaglandina, este folículo comenzó a 
crecer y ovuló.

Con respecto a los folículos de la clase II, el tratamiento E11 tuvo un mayor número, 
siendo esto más notorio en el día 5, momento en el cual el folículo dominante cesó su 
crecimiento.

Cuando el folículo dominante deja de ejercer su efecto inhibitorio sobre el resto de la 
población folicular, se produce un aumento en el número de folículos de la clase I y luego 
de la clase II, siendo esto indicativo del desarrollo de una nueva onda de crecimiento 
folicular (Lucy y otros, 1992). En el presente estudio, en los días 2 y 3 el número de 
folículos de la clase I se encontró aumentado en los tres grupos (primera onda). A partir 
del día 2 aumentó la población de folículos de la clase II, en los tres grupos, disminuyendo 
en el día 5 en el tratamiento Control. En este momento, en dicho grupo, el folículo 
dominante de la primera onda estaba en pleno crecimiento inhibiendo el desarrollo de los 
folículos subordinados (5 a 9 mm). En el tratamiento E11 el folículo dominante ya no 
crecía y esto coincidió con el desarrollo de folículos subordinados. En los días 6-8 surgió la 
segunda onda de crecimiento folicular en el grupo E11 coincidiendo con un aumento en la 
población de folículos de la clase I y un incrementó, a partir del día 9, de folículos de la 
clase II; en este momento comenzó a disminuir la población de folículos de la clase I.

Es llamativo el notorio incremento en la población de folículos 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 demás fue la mayor área bajo la curva de 
progesterona plasmática. Esta mayor concentración de progesterona modificó la dinámica 
folicular de la primera onda de crecimiento folicular y se podría hipotetizar que ejerció un 
efecto sobre el ovario que afectó la próxima onda. No obstante, futuros estudios deberán 
analizar este aspecto con mayor profundidad.

El cambio ocurrido en la dinámica folicular en el tratamiento E11, ausencia de folículo 
dominante en crecimiento y un aumento en la población de folículos de 3-4 mm, plantea la 
posibilidad de realizar en estos animales un tratamiento 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 días 3 y 7 del ciclo estral, produce un cambio en la dinámica
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folicular, inhibiendo el desarrollo del folículo de mayor tamaño y facilitando el 
aumento en la población de folículos pertenecientes a las clases 3-4 mm y 5-9 mm.

^ El uso de esponjas intravaginales con 5,7 g de progesterona recambiadas diariamente 
entre los días 3 y 7 del ciclo estral, no produce aumento en el nivel de progesterona 
plasmática y en consecuencia no afecta la dinámica folicular.

^ El nivel de progesterona en un ciclo corto, debido a la inyección de prostaglandina 
F2oc en el día 9 del ciclo estral, tiende a afectar el destino del folículo 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 plasmática modificado por esponjas 
intravaginales impregnadas con progesterona sobre la respuesta 
superovulatoria

2.4.1. Introducción

La respuesta superovulatoria es afectada por las características del folículo 
dominante y por el número de folículos pequeños presentes al momento de comenzar 
con el tratamiento superovulatorio. Nuestros trabajos anteriores y el de diversos 
investigadores han demostrado que la presencia de un folículo dominante en 
crecimiento produce efectos depresores en 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 otros, 1995) y, que contrariamente un mayor número de 
folículos pequeños la favorece (Grasso y otros, 1989b; Romero y otros, 1991; 
Kawamata, 1994; Kohram y otros, 1995).

La dinámica folicular puede ser modificada por el uso de esponjas intravaginales con 
11 g de progesterona, recambiadas diariamente, cuando son aplicadas entre los días 3 y 7 
del ciclo estral. En el capítulo anterior se demostró que con este sistema, al día 7 se 
observa la ausencia de un folículo dominante en crecimiento y un aumento en la población 
de folículos de 3-4 mm (sección 2.3.). En consecuencia, para el presente trabajo se 
planteó el siguiente objetivo e hipótesis:

2.4.2. Objetivo

^ Estudiar el efecto de la administración de progesterona, vía esponjas intravaginales, 
recambiadas diariamente entre el día 3 al 7 del ciclo estral, sobre la dinámica folicular y 
la respuesta superovulatoria inducida con FSH-P, administrada a partir del día 7 del 
ciclo estral.

2.4.3. Hipótesis

^ La administración de progesterona, vía esponjas intravaginales, recambiadas 
diariamente del día 3 al 7 del ciclo estral, produce un cambio en la dinámica folicular 
caracterizada por ausencia de folículo dominante en crecimiento lo cual posibilita una 
respuesta superovulatoria caracterizada por un mayor número de cuerpo lúteos y 
embriones que el tratamiento realizado en animales sin tratamiento con progesterona.
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2.4.4. Materiales y métodos

A. Lugar, animales experimentales y tratamientos

El lugar es el indicado en la sección 1.1.4.A.

Se utilizaron 19 vacas Aberdeen Angus, con ciclos estrales regulares previos y una 
condición corporal 7,5±0,09 (x±e.e; escala de 1 a 9, 1: excesivamente flaca, 9: 
excesivamente gorda; Richards y otros, 1986).

El ciclo estral de los animales fue sincronizado según lo indicado en la sección 1.1.4. A.

Las vacas fueron distribuidas según un diseño completamente aleatrorizado en dos 
grupos correspondientes a dos tratamientos:

♦ E11 (n:10): Esponja intravaginal con 11 g de progesterona preparada según lo descrito 
en la sección 2.3.4.A. Las esponjas fueron colocadas a partir del día 3 y recambiadas 
todos los días hasta el día 8 en que se retiró la última. A partir del día 7 comenzó el 
tratamiento de estimulación ovárica.

Se fijo como día de inició del tratamiento de estimulación ovárica el día 7 del ciclo 
estral, basado en lo observado en la sección 2.3, en que se determinó la ausencia de 
un folículo dominante en crecimiento y un aumento en el número de folículos de 3 a 4 
mm de diámetro en dicho día.

♦ Control (n: 9): Tratamiento de estimulación ovárica a partir de los días 8/9 del ciclo 
estral.

El tratamiento de estimulación ovárica fue realizado según lo descrito en la sección 
2.2.4.A.

B. Detección de celos y servicios

Se encuentra descrito en la sección 1.1.4.B.

C. Respuesta superovulatoria

Se encuentra descrito en la sección 1.1 4.C.
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D. Recolección y evaluación de embriones

Se encuentra descrito en la sección 1.1.4. D

E. Estudios ecográficos, muéstreos sanguíneos, procesamiento de las muestras y 
medición hormonal

Las características de los estudios ecográficos, muéstreos sanguíneos, procesamiento 
de las muestras y medición de progesterona plasmática son las descritas en la sección 
2.1.4.B, con las siguientes diferencias:

Los estudios ecográfico se realizaron en los 3 y 4 días precedentes al comienzo de 
la estimulación ovárica en los tratamientos Control y E11 respectivamente; y una nueva 
ecografía en el momento de recolección de embriones.

El muestreo sanguíneo se realizó en ambos tratamientos, en forma diaria, por punción 
yugular desde el día 3 del ciclo estral hasta el momento de iniciar el tratamiento de 
estimulación ovárica. Posteriormente se tomó una muestra en el momento del celo. 
Cuando el muestreo coincidió con un estudio ecográfico, la extracción de sangre se hizo 
previamente.

F. Nivel de progesterona y respuesta superovulatoria

Se encuentra descrito en la sección 1.1.4.F.

G. Análisis estadísticos

Para realizar el análisis estadístico, se estudio:

1) El efecto de los tratamientos sobre:

♦ Nivel absoluto de progesterona plasmática del día 3 al momento de comenzar con 
el tratamiento superovulatorio y área bajo la curva del nivel de progesterona 
plasmática del día 3 al 7 del ciclo estral.

♦ Diámetro del folículo dominante de la primera onda de crecimiento folicular o de 
aquel que seguido durante el experimento tuvo el mayor tamaño.

♦ Tasa de crecimiento del folículo dominante de la primera onda. La misma se 
calculó teniendo en cuenta la diferencia entre el diámetro folicular entre los días 7 y 
3 (E11; Taylor y Rajamahendran, 1994), 7 y 5 (Control, superovulados a partir del 
día 8) o 7 y 6 (Control, superovulados a partir del día 9), dividido por el número de 
días entre mediciones.
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♦ Tamaño del folículo dominante al día 7.
♦ Número de folículos presentes en las diferentes clases estudiadas. Para esto se 

adoptó la clasificación descrita en la sección 2.1.4.C.
♦ Porcentaje de animales que respondieron al tratamiento superovulatorio.
♦ Porcentaje de animales en celo post tratamiento.
♦ Intervalo prostaglandina-celo.
♦ Número de cuerpo lúteos (CL).
♦ Número de embriones totales (ET): ovocitos + embriones recolectados.
♦ Número de embriones transferibles (Etrans: Gl, Gil y GUI).
♦ Número de embriones congelables (Econg: Gl y Gil).
♦ Número de embriones degenerados.
♦ Número de ovocitos sin fertilizar.
♦ Porcentaje de embriones recuperados con relación al número de cuerpos lúteos 

(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 folículo 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 población folicular al inicio del tratamiento de estimulación ovárica en ambos 
grupos.

Las comparaciones entre tratamientos se realizaron según lo descrito en la sección 
2.1.4. D.

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

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

Los números de folículos dentro de las clases estudiadas, el tamaño de los folículos 
de la primera onda, el número de cuerpos lúteos, embriones totales, transferibles, 
congelables, degenerados y de ovocitos sin fertilizar fueron transformados utilizando la 
ecuación 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 interacción tratamiento x día fue significativa para las variables nivel de 
progesterona plasmática y número de folículos Clase I, el efecto de los tratamientos se 
estudio utilizando el área bajo la curva para la primera variable y el valor acumulado para 
la restante.

2.4.5. Resultados

A. Nivel de progesterona plasmática

Se observó un efecto significativo del tratamiento, del día y de la interacción 
tratamiento x día (P<0,05; Gráfico N°24). El área bajo la curva de progesterona plasmática 
al día 7 fue significativamente superior en el tratamiento E11 (23,7+2,7 ng-día/ml vs. 
11,1 ±1,0 ng-día/ml). No obstante, en 3 animales (30%) el tratamiento no tuvo efecto y el 
área bajo la curva del nivel plasmático 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; 
Gráfico N°25). La interacción tratamiento x día fue significativa P<0,01).

Gráfico N°24. Nivel de progesterona plasmática (x±ee) en vacas del grupo Control y en aquellas a las 
que se le colocaron esponja intravaginales, recambiadas diariamente, conteniendo 11 g de 
progesterona (E11), del día 3 al 7 del ciclo estral.
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Gráfíco N°25. Nivel plasmático de progesterona en vacas pertenecientes al grupo E11 que 
respondieron con aumento de progesterona (P4) o no luego de colocar esponja intravaginales, 
recambiadas diariamente, con 11 g de progesterona, del día 3 al 7 del ciclo estral.

B. Dinámica folicular

B. 1. Folículo dominante de la primera onda de crecimiento folicular

Se observaron efectos del tratamiento y del día sobre el tamaño del folículo dominante 
de la primera onda de crecimiento folicular (P<0,01), no así de la interacción tratamiento x 
día (P>0,05; Gráfico N°26).

Los folículos de mayor tamaño pertenecientes al tratamiento E11 tuvieron un diámetro 
promedio menor que aquellos pertenecientes al grupo Control (8,7 vs. 13,1 mm 
respectivamente, P<0,01).

Gráfico N°26. Tamaño del folículo dominante de la primera onda de crecimiento folicular (x±ee) en 
vacas del grupo Control y en aquellas a las que se le colocaron esponja intravaginales, recambiadas 
diariamente, conteniendo 11 g de progesterona (E11), del día 3 al 7 del ciclo estral.
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La tasa de crecimiento del folículo de mayor tamaño fue significativamente inferior en 
el tratamiento El 1 que en el Control (0,6 mm/día y 2,05 mm/día, E11 y Control 
respectivamente, P<0,05). Esta diferencia determinó que al día 7 del ciclo estral, los 
animales del Control tuvieron un mayor diámetro promedio del folículo de mayor tamaño 
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 día y de la interacción 
tratamiento x día sobre el número de folículos pertenecientes a la clase I (Gráfico N°27). 
Las vacas del tratamiento E11 tuvieron mayor número acumulado de dichos folículos del 
día 5 al 7 del ciclo estral (P<0,05; 55,3+4,6 vs. 36,5+2,7; E11 vs. Control).

Gráfico N°27. Número de folículos Clase I (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 día 3 al 7 del ciclo estral. Los valores se expresan como el 
x±ee.

Con respecto a los folículos de la clase II, se observaron efectos significativos del 
tratamiento y del día (P<0,01); encontrándose un mayor número de los mismos folículos 
en las vacas del tratamiento E11 comparada con las del Control (2,1 ±0,2 y 3,5±0,3; 
Control y E11 respectivamente; Gráfico N°28).
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Gráfico N°28. Número de folículos Clase II (5-9 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 día 3 al 7 del ciclo estral. Los valores se expresan como el x±ee.

Por último, se observaron efectos significativos del tratamiento (P<0,01) y del día 
(P<0,01) sobre el número de folículos de la clase III (Gráfico N°29). El tratamiento Control 
presentó el mayor número de dichos folículos (C: 1, E11: 0,24, P<0,01)

Gráfico N°29. Número de folículos pertenecientes a la clase III (>10 mm) en vacas di grupo 
Control y aquellas a las que se le colocaron esponja intravaginales, recambiadas diariamente, 
conteniendo 11 g de progesterona (E11), del día 3 al 7 del ciclo estral. Los valores se expresan 
como el x±ee. Efecto tratamiento: 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 estimulación 
ovárica.

No se observaron diferencias en el intervalo prostaglandina-celo entre las vacas 
Controles y las del tratamiento E11 (48,6±0,5 hs y 48±0 hs respectivamente, P>0,05) y 
entre los animales con o sin respuesta superovulatoria (48,4±0,4 y 48±0 hs 
respectivamente). Además, la interacción tratamiento x respuesta no fue significativa 
(P>0,05).

D.3. Cuerpos lúteos, embriones totales, transferidles y congelables

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

Cuadro N°19. Número de cuerpo lúteos (CL), y de Embriones totales (ET), transferíbles (Etrans) y 
congelables (Econg) en vacas de los grupos Control (C) y E11 (recibieron 11 g de progesterona, vía 
esponjas intravaginales, recambiadas diariamente del día 3 al 7 del ciclo estral). Los valores se 
expresan como el x+ee.

Tratamientos CL ET Etrans Econg
C 9,7+1,7a 8,0±2,0a 6,4±1,5a 5,7+1,5a
E11 6,2±1,5b 3,6±1,3b 2,8±1,3C 2,8+1,3b

Valores con superíndices 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 provocó un incremento en los niveles plasmáticos de progesterona (Cuadro 
N°20), las diferencias en el número de cuerpos lúteos, embriones totales, transferíbles y 
congelables no fueron significativas (P>0,05).
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Cuadro N°20. Número de cuerpo lúteos (CL), y de embriones totales (ET), transferibles (Etrans) y 
congeiabies (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, vía 
esponjas intravaginales, recambiadas diariamente del día 3 al 7 del ciclo estral). Los valores se 
expresan como el x±ee.

Tratamientos CL ET Etrans Econg
C 9,7+1,7a 8,0±2,0a 6,4±1,5a 5,7±1,5a
E11 8,3+0,7a 5,1+1,0a 4,0±1,1a 4,0±1,1a

Los porcentajes de embriones recolectados, transferibles y congeiabies no difirieron 
entre los tratamientos El 1 y Control (P>0,05; Cuadro N°21).

Cuadro N°21. Porcentajes de embriones recolectados, de embriones transferibles (Etrans) y de 
embriones congeiabies (Econg) en vacas Control y E11 (recibieron 11 g de progesterona, vía 
esponjas intravaginales, recambiadas diariamente del día 3 al 7 del ciclo estral). Los valores se 
expresan como el x±ee.

Tratamientos % de E. Recolectados % de Etrans % de Econg
Control 79,1±10,6 83,2+4,6 70,5±5,6
E11 42,9+8,4 83,3+8,6 83,3±8,6

D.4. Embriones degenerados y ovocitos sin fertilizar

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

El número de ovocitos sin fertilizar fue similar entre los tratamientos estudiados 
(Control: 0,4±0,4; E11: 0,7+0,9; P>0,05).

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

En el tratamiento Control, ninguna de las hembras tuvo un folículo dominante en 
crecimiento al momento de iniciar el tratamiento superovulatorio. Por el contrario, en el 
grupo E11, en 3 animales (30%), se observó la presencia de dicho folículo. Estos 
presentaron un menor número de cuerpo lúteos (P<0,01), de embriones totales (P<0,01), 
transferibles y congeiabies (P<0,05) que las vacas del tratamiento E11 sin folículo 
dominante (P<0,05; Gráfico N°30). Los tres animales del grupo E11 que tuvieron un 
folículo dominante en fase de crecimiento fueron aquellos en los que el tratamiento E11 no 
provocó un aumento en los niveles plasmáticos de progesterona (Gráfico N°24).
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Gráfico N°30. Número de cuerpos lúteos (CL), de embriones totales (ET), transferibles 
(Etrans) y congelables (Econg) según las donantes tuviesen el folículo 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 plasmático al inicio del tratamiento superovulatorio 
sobre la respuesta al mismo.

En el tratamiento Control, no se observó efecto del nivel de progesterona al inicio del 
tratamiento de estimulación ovárica sobre la respuesta al mismo. Por el contrario, en el 
grupo E11 los animales con un nivel plasmático 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 estimulación ovárica sobre la 
respuesta al mismo.

Grupos Progesterona CL ET Etrans Econg Edeg Ovo
Control > 5 ng/ml 9,8±0,9 6,8+2,5 5,8±2,3 4,8±1,8 1±0,4 0+0

< 5 ng/ml 9,6±2,9 9,0±3,2 7,0±2,2 6,4±2,3 1,2±0,5 0,8±0,7
E11 > 5 ng/ml 8,3 ¡0,7a 5,2+1,0a 4,0±1,1c 4,0±1,1c 0,1±0,1 1,0+1,0

< 5 ng/ml 1,3±0,3b 0±0b o+od Oto” 0±0 0±0

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: a.b 
(P>0,01); c,d (P<0,05).
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E. Población folicular al inicio del tratamiento de estimulación ovárica

La población folicular de las clases I, II y III al inicio del tratamiento de estimulación 
ovárica, no difirió entre tratamientos (P>0,05; Gráfico N° 34).

Gráfico N°34. Número de folículos clases I (3-4 mm), II (5-9 mm) , III (> 10 mm) al inicio 
del tratamiento de estimulación ovárica en vacas de los tratamientos Controles y E11 
(recibieron progesterona vía esponjas intravaginales).

2.4.6. Discusión

La administración de progesterona mediante el uso de esponjas intravaginales 
provocó un aumento en el nivel plasmático de dicha hormona. No obstante cuando se 
analizaron los animales individualmente, se observó que en tres de ellos, los niveles 
aumentaron transitoriamente en el día 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 algún problema 
diferencial de absorción. Además en el trabajo realizado previamente (Sección 2.3.), se 
utilizó el mismo dispositivo, con un aumento en los niveles de progesterona plasmática en 
el 100% de los animales. Esto dio base a plantear a la esponja como adecuada para 
modificar los niveles plasmáticos 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 sección 2.3. Los 
niveles de progesterona aumentaron a 5,4 ng/ml en el día 4 para llegar a un máximo de 
9,6 ng/ml en el día 7. En la sección 2.3. los niveles fueron de 5,8 y 10,1 respectivamente.
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En los animales en los que la esponja provocó un aumento en los niveles 
plasmáticos de progesterona, se afectó la tasa de crecimiento del folículo dominante y 
en consecuencia su diámetro, tal como fue mostrado en el trabajo previo (sección 2.3). 
Algo similar ocurrió con respecto al efecto de la progesterona sobre las diferentes 
clases foliculares (sección 2.3.). Contrariamente, estos cambios no fueron observados 
en los animales en lo 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 sitúan dentro del 
rango citado en la literatura (Donaldson, 1984c; Lindsell y otros, 1986; Calder y 
Rajamahendran, 1992; Sanchez García y otros, 1992; Alvarez y otros, 1995).

Los animales pertenecientes al tratamiento Control tuvieron una muy buena 
producción 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 simultáneamente para que fueran totalmente 
comparables, se puede observar que al momento de iniciar el tratamiento de 
estimulación ovárica, existió un rango de 17,5% a 50% de animales con presencia de 
un folículo 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 folículo 
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 otros, 1995) y plantea a este hecho 
como causa de las diferencias observadas. Además, 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 folículo dominante en 
crecimiento al inicio del tratamiento superovulatorio. Así, D’Occhio y otros (1997) 
informaron un 33,3% de animales con folículo dominante en crecimiento, cuando el 
tratamiento de estimulación ovárica comenzó entre los días 9 y 11 del ciclo estral; 
siendo mayor este porcentaje (100%) cuando el tratamiento se inicio en el día 6,5 
(Savio y otros, 1991).

Con respecto al tratamiento E11, se observó una tendencia a tener un menor 
número promedio de cuerpos lúteos, embriones totales y congeiabies con respecto ai 
Control; siendo significativas las diferencias observadas en el número de embriones 
transferibles. Estos resultados se deberían principalmente a la ausencia de respuesta 
superovulatoria observada en los tres animales (30%) que no respondieron al 
tratamiento E11 con aumento en los niveles plasmáticos de progesterona y tuvieron un 
folículo dominante en crecimiento al momento de realizar el tratamiento superovulatorio. 
De hecho, la exclusión de los mismos en el análisis estadístico determinó que las 
diferencias entre tratamientos no fueran significativas.
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La presencia de un folículo dominante al momento de comenzar un tratamiento de 
superovulación 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 otros, 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 folículo como funcionalmente 
dominante cuando tuviese más de 9 mm de diámetro y estuviese en fase de crecimiento 
o en los tres primeros días de la fase de meseta; mientras que Bungartz y Nieman 
(1994), solo lo consideran dominante cuando se encuentra en los dos primeros días de 
la fase de meseta. En el presente trabajo se analizaron las tres fases del desarrollo del 
folículo dominante (crecimiento, meseta y regresión) y solo la fase de crecimiento sería 
de dominancia folicular. Esta se relacionó negativamente con la respuesta 
superovulatoria. Se debe tener en cuenta que la dominancia morfológica (folículo mayor 
a 9 mm) no siempre coincide con la dominancia funcional (efecto supresor sobre los 
folículos subordinados). Ejemplo de esto es que el folículo dominante presente al 
momento de inyectar un agente luteolítico 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 folículo ovulatoho (Lavoie y Fortune, 1990; Fortune y otros, 1991). En 
ambos casos, tenemos un folículo morfológicamente dominante; pero, solo en el 
primero lo sería funcionalmente. Esto explicaría 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 característica.

El folículo dominante en su fase de crecimiento, inhibe el desarrollo de los otros 
folículos (Pierson y Ginther, 1988; Sirois y Fortune, 1988; Guilbault y otros, 1991), a 
través de mecanismos endocrinos, parácrinos y autócrinos. Hay un aumento en la 
concentración de estrógenos y de inhibina que inhiben la secreción de FSH (Martín y 
otros, 1988), afectándose el crecimiento de los folículos subordinados y no del 
dominante, dado que este presenta receptores para FSH y LH en un número tal que le 
permite tener un menor umbral de estimulación para las gonadotrofinas (Findlay, 1986; 
citado por Bungartz y Niemann, 1994). En consecuencia, la forma en que el folículo 
dominante ejerce su efecto inhibitorio sobre la población folicular tiene clara relación 
con la menor respuesta observada en los animales que tuvieron este tipo de folículo al 
iniciar un tratamiento de estimulación ovárica (Grasso y otros, 1989b; Guilbault y otros, 
1991; Huhtinem y otros, 1992; Bungartz y Niemann, 1994; Kohram y otros, 1995; 
Lussier y otros, 1995).

El número de embriones transferibles obtenido en los animales que no tuvieron un 
folículo dominante en crecimiento (5,4), es coincidente con lo informado por Bungartz y 
Niemann (1994) para animales con estas características. Además, se asemeja al 
obtenido por Caccia y otros (1999), quienes utilizaron un tratamiento hormonal
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(progesterona/progestágenos y estrógenos) para controlar la dinámica folicular (5,7 
embriones transferíbles).

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

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

En la sección 2.2. se observó que las vacas que recibieron 600 mg/día de 
progesterona tuvieron una población folicular muy homogénea (folículos 10-11 mm) 12 
horas posteriores a la finalización del tratamiento superovulatorio. Esto pudo haber 
ocurrido en el tratamiento E11 y los embriones producto de la ovulación de estos 
folículos tendrían menores probabilidades de provenir de ovocitos envejecidos. Esto no 
sería el caso de las vacas Control en el que la mayor tasa de embriones degenerados 
podría estar relacionada con la presencia de una población folicular heterogénea 
existente al momento del pico preovulatoho de LH. En consecuencia, se generaron 
embriones a partir de ovocitos tal vez ya envejecidos (activados) lo cual incidiría sobre 
la tasa de anomalías.

La relación entre el nivel de progesterona al inicio del tratamiento superovulatorio y 
la respuesta al mismo fue variable. Así, en los animales Control no existió relación 
alguna; mientras que en el grupo E11 los animales con progesterona plasmática igual o 
mayor a 5 ng/ml tuvieron una respuesta superovulatoria significativamente superior a la 
de aquellos con un nivel inferior. Diferencias en el estadio del folículo dominante al inicio 
del tratamiento superovulatorio explican dicha variabilidad. En el primer grupo (Control) 
no se observó la presencia de un folículo dominante en fase de crecimiento y la 
respuesta superovulatoria fue muy buena independientemente de la concentración de 
progesterona plasmática. Por el contrario, los animales del grupo E11 que tuvieron un 
nivel de progesterona menor a 5 ng/ml presentaron en una 100% un folículo 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 folículo 
dominante en fase de meseta. En consecuencia dependiendo del estadio en que se 
encuentre el folículo dominante serán las diferencias observadas en la respuesta 
superovulatoria y explican gran parte del efecto del nivel de progesterona al inicio del 
tratamiento de estimulación ovárica sobre la respuesta al mismo.

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

2.4.7. Conclusiones

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

Además, se confirmó lo observado en la sección 2.3., en que la administración de 
progesterona, vía esponjas intravaginales (11 g), recambiadas diariamente del día 3 al 7 
del ciclo estral, provoca:

• Un control de la dinámica folicular en aquellos animales con niveles plasmáticos 
de progesterona superiores a 5 ng/ml a partir del día 5 del ciclo estral. El folículo 
dominante tiene una menor tasa de crecimiento y un menor tamaño al día 7.

• Un aumento en la población de folículo de 3 a 4 mm (Clase I) y de 5 a 9 mm 
(Clase II).
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IV. Aportes de la tesis y prospectiva

1. Gonadotrofinas y superovulación

La combinación 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 días) (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. Producción de embriones en hembras tratadas con 
FSH-P o FSH-P+eCG (x±e.e.)

Tratamientos ET Etrans Econg
FSH-P1 4,4±0,4 3,2±0,5
FSH-P+eCG2 4,5+0,7 3,8±0,6 2,6±0,4

Referencias: ET: Embriones Totales. Etrans.: Embriones transferibles. Econg: 
Embriones congelables.
^30-34 mg de FSH-P, según se tratara de vaquillonas o vacas respectivamente, 
administrados en dosis decrecientes por vía intramuscular, a intervalos de 12 horas, 
durante 4 días.
25-6 mg de FSH-P intramuscular y 10-11 mg subcutáneos, vaquillonas o vacas 
respectivamente más 1000 Ul o 1250 Ul de eCG. vía subcutánea, vaquillonas o 
vacas respectivamente.

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

Tratamientos ET Etrans Econg
% FSH-P' 0,06±0,06a 0,06±0,06a
% eCG; 0,7±0,4a 0,3±0,2a 0,1±0,1a
FSH-P+eCG* 6,3+0,7* 4,3±0,5b 3±0,4b

Referencias:15-6 mg de FSH-P intramuscular y 10-11 mg subcutáneos, vaquillonas 
o vacas respectivamente.
21000 Ul o 1250 Ul de eCG, vía subcutánea, vaquillonas o vacas respectivamente.
3 5-6 mg de FSH-P ntramuscular y 10-11 mg subcutáneos, vaquillonas o vacas 
respectivamente más 1000 Ul o 1250 Ul de eCG, vía subcutánea, vaquillonas o 
vacas respectivamente.
ET: Embriones Totales. Etrans: Embriones transferibles. Econg: Embriones 
congelables.
Valores con letras distintas en una misma columna difieren significativamente: 
P<0,01
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Por otro lado, la disminución en el número de inyecciones de FSH-P a una sola 
administración utilizando un medio de liberación 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. Producción de embriones en hembras tratadas con 
FSH-P administrada en múltiples inyecciones o en una única vez 
(x±e.e.)

Tratamientos ET Etrans Econg
FSH-P1 5,5±0,5a 4,4±0,4a 3,2±0,5a
FSH-P PVP' | 0,7±0,4b 0,3±0,2b 0,2±0,1b

Referencias: ET: Embriones Totales. Etrans.: Embriones transferibles. Econg: 
Embriones congeiabies.
130-34 mg de FSH-P, según se tratara de vaquillonas o vacas respectivamente, 
administrados en dosis decrecientes por vía intramuscular, a intervalos de 12 horas, 
durante 4 días.
230-34 mg de FSH-P, según sean vaquillonas o vacas respectivamente, 
administrados en una única aplicación, por vía intramuscular, disuelto en polivinil 
pirrolidona.
abValores con letras distintas en una misma columna difieren significativamente 
(P<0,01).

Trabajos futuros permitirán 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 administración se disminuye el estrés ocasionado por los 
numerosos encierres que se deben realizar para administrar el tratamiento de FSH-P 
con múltiples inyecciones.

2. Dinámica folicular y Progesterona

La dinámica folicular fue modificada al aumentar artificialmente los niveles de 
progesterona en plasma. Así, inyecciones dianas por vía intramuscular de 200, 400 o 
600 mg de progesterona del día 3 al 9 del ciclo estral deprimieron la tasa de crecimiento 
del folículo de mayor tamaño y aumentaron el número de folículos de 3 a 4 mm de 
diámetro (Clase I). La dosis más alta generó niveles superiores a 15 ng/ml a partir del 
día 5 del ciclo estral, y afectó además de la dinámica folicular el desarrollo del cuerpo 
lúteo.

La administración de progesterona por vía intravaginal mediante el dispositivo 
esponja del día 3 al 7 del ciclo estral, no fue adecuada. Se requirieron altas dosis de 
dicha hormona (11 g/esponja) para obtener un nivel plasmático de progesterona 
significativamente superior a una fase luteal normal y el aumento en la concentración 
hormonal no se observó en el 100% de los animales tratados. No obstante, en aquellos 
animales con niveles de progesterona aumentado se produjo inhibición del desarrollo
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del folículo de mayor tamaño y un aumentó en el número de folículos de 3 a 4 mm y de 
5 a 9 mm de diámetro.

3 . Dinámica folicular, progesterona y superovulación

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

Cuadro N°26. Número de cuerpos lúteos, embriones totales, transferibles y 
congelables según el estado del folículo dominante al momento de realizar 
diferentes tratamientos superovulatorios (x±e.e.).

Tratamiento FD CL ET Etrans Econg
FSH-P1 y FSH-P + eCG2 ΕΕ·ΙΙΞηΐΕ1!Ξ·ΕΒΙ
FSH-P + eCG2

Foltropin V3 HSSMIEEBIEKSSIEES^a
Folltropin V* + E115 [l,3±0,3a |0a 1 E9M

Referencias: FD: Estadio del folículo dominante. C: Crecimiento, M: Meseta, R: Regresión.
CL: Cuerpo lúteo. ET: Embriones Totales. Etrans: Embriones transferibles. Econg: Embriones 
congelables.
130-34 mg de FSH-P, según se tratara de vaquillonas o vacas respectivamente, administrados en dosis 
decrecientes por vía intramuscular, a intervalos de 12 horas, durante 4 días a partir del día 10 a 12 del 
ciclo estral.
25-6 mg de FSH-P intramuscular y 10-11 mg subcutáneos, vaquillonas o vacas respectivamente más 
1000 Ul o 1250 Ul de eCG, vía subcutánea, vaquillonas o vacas respectivamente.
¿400 mg de NIH-FSH-P1 administrados cada 12 horas durante 4 días (20 mg/día) a partir del día 7 del 
ciclo estral.
4400 mg de NIH-FSH-P1 administrados cada 12 horas durante 4 días (20 mg/día) a partir del día 8 o 9 del 
ciclo estral.
^EH: Esponja intravagínal con 11 g de progesterona colocadas a partir del día 3 y recambiadas todos los 
días hasta el día 8 en que se retiro la última.
Valores con letras distintas en una misma columna dentro de cada tratamiento superovulatoño difieren, 
a,b: P<0,01; c,d: P<0,05.

La superovulación de vacas en las que se realizaron tratamientos para controlar la 
dinámica folicular mediante la suplementación con progesterona por vía de inyecciones 
intramusculares o de esponjas intravaginales produjo resultados variables. En el primer 
caso, se observó una respuesta folicular a las 12 horas de finalizado el tratamiento 
superovulatorio más homogénea (folículos de 11 a 12 mm de diámetro) y de mayor 
magnitud que la observada en los animales que no recibieron progesterona. Esta 
respuesta es explicada por la ausencia de un folículo dominante en crecimiento y por un 
aumento en el número de folículos de 3 a 4 mm en el día de inicio del tratamiento de
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estimulación ovárica. No obstante, la vía en que fue administrada la progesterona hizo 
que los niveles plasmáticos de dicha hormona (>1 ng/ml) se mantuvieran por un período 
prolongado luego de la última administración lo que provocó ausencia de ovulación.

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 dinámica folicular. En consecuencia, en estos 
animales se observó la presencia de un folículo dominante en crecimiento y una menor 
respuesta superovulatoria. 2) Ausencia de un folículo dominante en crecimiento en la 
totalidad de los animales Control que permitieron obtener una muy buena respuesta 
superovulatoria. Este grupo se comportó como si los animales hubieran sido sometidos 
a un tratamiento de control de la dinámica folicular.

Por último, 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 progesterona igual o mayor a 5 ng/ml 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 mencionado 
precedentemente (Cuadro N°27).

Cuando el nivel de progesterona afectó la respuesta al tratamiento superovulatorio, 
el grupo de animales con nivel de progesterona igual o mayor a 5 ng/ml tuvieron en su 
mayoría (90,9%) la presencia de un folículo dominante en fases de meseta o regresión. 
En los que tuvieron un nivel de progesterona inferior, la mayoría (66,7%) tuvieron un 
folículo dominante en fase de crecimiento. Contrariamente, en los animales en los que 
no hubo efecto del nivel de progesterona sobre la respuesta superovulatoria la 
proporción de animales que tuvieron un folículo dominante en fase de meseta o 
regresión 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 dinámica folicular al inicio del tratamiento 
superovulatorio.
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Cuadro N°27. Número de cuerpos lúteos, embriones totales, transferibles y congeiabies según el 
nivel de progesterona plasmática al día de inicio de diferentes tratamientos superovulatorios 
(x±e.e.).

Experimentos Tratamientos P4 
(ng/ml)

CL ET ETrans ECong

1.1 FSH-P1 y FSH-P
+ eCG2

1.2 FSH-P + eCG2 ra14,6±0,4a 13,6+0,5a 12,4±0,4a í

2.4 Foiltropin V3 +
E114 BEEME^SEBiCESM

2.2 Foiltropin Vs

2.4 Folltropin V6
(Control)

Referencias: CL: Cuerpo lúteo. ET: Embriones Totales. Etrans: Embriones transferibles. Econg: Embriones congeiabies.
130-34 mg de FSH-P, según se tratara de vaquillonas o vacas respectivamente, administrados en dosis decrecientes por 
vía intramuscular, a intervalos de 12 horas, durante 4 días.
25-6 mg de FSH-P intramuscular y 10-11 mg subcutáneos, vaquillonas o vacas respectivamente más 1000 Ul o 1250 Ul 
de eCG, vía subcutánea, vaquillonas o vacas respectivamente.
3400 mg de NIH-FSH-P1 administrados cada 12 horas durante 4 días (20 mg/día) a partir del día 7 del ciclo estral.
4E11: Esponja intravaginal con 11 g de progesterona colocadas a partir del día 3 y recambiadas todos los días hasta el 
día 8 en que se retiro la última.
5400 mg de NIH-FSH-P1 administrados cada 12 horas durante 4 días (20 mg/día) a partir del día 7. 8 o9 del ciclo estral. 
e400 mg de NIH-FSH-P1 administrados cada 12 horas durante 4 días (20 mg/día) a partir del día 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).

Efecto significativo del nivel de progesterona sobre la respuesta superovulatoria
Ausencia de efecto del nivel de progesterona sobre la respuesta superovulatoria

Cuadro N°28. Efecto del nivel de progesterona sobre la respuesta superovulatoria y su 
relación con el porcentaje de los diferentes estadios del folículo dominante al inicio del 
tratamiento de estimulación ovárica.

Efecto del 
nivel de 

progesterona

Progesterona 
(ng/m!)

Estadios del folículo dominante (%)
Fase de crecimiento Fases de meseta o 

regresión

Presencia <5 66,7 33,3
__________________ > 5 9,1 90,9

Ausencia <5 25,0 75,0
> 5 23,1 76,9
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En función de los resultados obtenidos surge el diseño de futuros trabajos que 
permitan obtener un dispositivo intravaginal para liberar progesterona que controle 
adecuadamente el aporte hormonal, de manera que en el 100% de los animales se 
aumenten los niveles plasmáticos de progesterona y al retiro de los mismos se 
produzca una rápida disminución de los mismos a aquel compatible con una respuesta 
ovulatoria (< 1 ng/ml). Además, el nivel plasmático logrado deberá encontrarse en el 
rango de 15 a 25 ng/ml que es aquel observado luego de realizar inyecciones diarias de 
600 mg de progesterona del día 3 al 7 del ciclo estral. Estos niveles fueron 
acompañados por un eficiente control de la dinámica folicular y una muy buena 
respuesta folicular luego de finalizado el tratamiento superovulatorio.

Sumado a lo enunciado precedentemente, la administración del tratamiento de 
estimulación ovárica que combina dosis reducida de FSH-P y de eCG en animales con 
una dinámica folicular controlada por un tratamiento hormonal se constituye en una 
alternativa de interés para diseñar futuras líneas de investigación.
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