Efecto de la GnRH postinseminacion sobre la
concentracion plasmatica de progesterona y las tasas
de concepcion en vacas Holstein repetidoras

Jorge Enrique Cruz Velazquez

Tesis

Presentada como requisito parcial para obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS AGRARIAS

Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro
Unidad Laguna
Subdireccion de Postgrado

Torredén, Coah., México

Septiembre de 2005



Efecto de la GnRH postinseminacion sobre la
concentracion plasmatica de progesterona y las tasas
de concepcion en vacas Holstein repetidoras

Jorge Enrique Cruz Velazquez

Tesis

Presentada como requisito parcial para obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS AGRARIAS

Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
Unidad Laguna
Subdireccion de Postgrado

Torredn, Coah., México

Septiembre de 2005



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna por su
hospitalidad y apoyo para realizar la investigacion.

Al CONACYT por los recursos facilitados para la investigacion.

A mi asesora principal, Dra. llda Graciela Fernandez Garcia, por su gran apoyo
en la realizacidn de este trabajo de investigacion.

Al Dr. Carlos Alonso Elizondo Vazquez, por su dedicacion sobre la presente
investigacion.

Al Dr. Carlos Leyva Orasma por su asesoria y optimismo sobre la presente
investigacion.

Dr. Raul Ulloa Arvizu, por su dedicacion y paciencia en la asesoria estadistica
sobre la investigacion.

Al Dr. José Eduardo Favela Reyes, por su apoyo sobre la presente
investigacidén y ensefianzas incondicionales.

A mis maestros, por los conocimientos que me brindaron.

A la MC. Susana Roja Maya y a la MVZ Clara Murcia del laboratorio de
Endocrinologia de la FMVZ, UNAM, por su apoyo en la interpretacion de los
resultados del analisis de la progesterona.

A mis compaferos del postgrado, por el animo que me dieron y los gratos
momentos compartidos.

Al Sr. Indalecio Tricio Gomez, por facilitar las vacas utilizadas en la
investigacion.

A los técnicos del establo Cantabria; Tomas, Juan y Manuel por su apoyo
durante el trabajo experimental.



DEDICATORIAS

A Ti, Dios, que conmigo estas en todo momento y me has guiado a realizar mis
suefos y mis metas.

A mi esposa, M. V. Z. Mia Margarita Rascon Hernandez, que me has apoyado
en todo momento para la realizacion de mis objetivos.

A mi hijo, Jorge Alberto Cruz Rascon, por tu gran capacidad para hacerme
retomar energia y no caer en la rutina.

A mis padres, René Cruz y Maria Elena Velazquez por la confianza y apoyo que
siempre tengo de ustedes.



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
UNIDAD LAGUNA
SUBDIRECCION DE POSTGRADO

Efecto de la GnRH postinseminacién sobre la concentraciéon plasmatica de
progesterona y las tasas de concepcion en vacas Holstein repetidoras

Tesis
Por:
Jorge Enrique Cruz Velazquez

Elaborada bajo la supervision del Comité Particular de Asesoria y aprobada

como requisito parcial para optar al grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS AGRARIAS

Comité Particular de Asesoria

Asesora principal:

Dra. llda Graciela Fernandez Garcia

Asesor:
Dr. Carlos Alejandro Elizondo Vazquez
Asesor:
Dr. Carlos Leyva Orasma
Asesor:

Dr. Raul Ulloa Arvizu

M.C. Gerardo Arellano Rodriguez
Jefe del Departamento de Postgrado

Dr. Jerénimo Landeros Flores
Subdirector de Postgrado

Torredn, Coahuila, septiembre de 2005



Efecto de la GnRH postinseminacién sobre la concentracion plasmatica de

progesterona y las tasas de concepcion en vacas Holstein repetidoras

Tesis
Por:
Jorge Enrique Cruz Velazquez
Presentada como requisito parcial para obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS AGRARIAS

Asesor

Dra. llda Graciela Fernandez Garcia

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la respuesta de la administracion
de la GnRH en el dia cinco y en el dia once postinseminacién sobre las
concentraciones de progesterona plasmatica y las tasas de concepcién en
vacas Holstein repetidoras durante el verano. De las vacas detectadas en estro,
se seleccionaron las vacas repetidoras y fueron inseminadas artificialmente. Las
vacas fueron posteriormente asignadas a uno de los siguientes tratamientos:
testigo, sin GnRH (n = 34); GnRH-5, 100 ug de GnRH al dia 5 (n = 33); GnRH-
11, 100 pg de GnRH al dia 11 (n = 34) postinseminacién. Las vacas fueron
alojadas en corrales sin enfriamiento artificial y los datos ambientales fueron
colectados diariamente para calcular el THI. Las muestras sanguineas fueron
obtenidas de las vacas en los dias 8, 11, 14, 17, 20 y 23 postinseminacion, para
la determinacién de la progesterona (P4) plasmatica mediante RIA. El estado de



prenez de las vacas fue evaluado por palpacion rectal al dia 43 + 3
postinseminacién. Las concentraciones de P4 plasmatica, fueron evaluadas
mediante un ANDEVA y prueba de Tukey; y las tasas de concepcion mediante
un andlisis de regresion logistica. Los datos del medio ambiente indicaron que
las vacas experimentaron estrés cal6rico durante el experimento (THI medio =
73.79 £ 0.51). Las concentraciones de P4 plasmética de todas las vacas fueron
mayores para el tratamiento GnRH-5 en el dia 11 postinseminacion (P<0.05).
Las tasas de concepcion (11.8, 12.1 y 14.7 % para los tratamientos testigo,
GnRH-5 y GnRH-11, respectivamente), no fueron diferentes estadisticamente.
Cuando se incluyé el THI en el analisis de regresion logistica, tampoco se
detectaron diferencias. El intervalo entre estros de las vacas ciclicas que no
quedaron prefadas fue similar entre los tratamientos. De los resultados de este
estudio se concluye que la administracion de GnRH en el dia 5 0 en el dia 11 no
mejoréd las tasas de concepcion en vacas Holstein repetidoras.

Palabras clave: vacas Holstein, repetidoras, GnRH, progesterona, tasas de
concepcidn, estrés calérico.
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SUMMARY

The objective of this study was to evaluate the response of GnRH
administration on day five or day eleven postinsemination on plasma
progesterone concentration and conception rate in repeat breeding Holstein
cows during summer. Amongst the cows detected in estrus, only were selected
the repeat breeding cows which were artificially inseminated. Cows were then
assigned to one of the following treatments: control, no GnRH (n = 34); GnRH-5,
GnRH 100 pg on day 5 (n = 33); GnRH-11, GnRH 100 ug on day 11 (n = 34)
postinsemination. Cows were housed in open corrals without artificial cooling
and environmental data were collected daily to calculate THI. Blood samples
were obtained from cows on days 8, 11, 14, 17, 20 and 23 postinsemination for
determination of plasma progesterone (P4) by RIA. Pregnancy of cows was
evaluated by rectal palpation on day 43 = 3 postinsemination. Plasma P4



concentrations were evaluated by ANOVA and Tukey test; and conception rates
by logistic regression. Environmental data indicated that cows experienced heat
stress during the time of experiment (mean THI = 73.79 + 0.51). Plasma P4
concentrations of all the cows were higher for GnRH-5 treatment on day 11
postinsemination (P<0.05). Conception rates (11.8, 12.1 y 14.7 % for control,
GnRH-5 and GnRH-11, respectively), were not different statistically. When THI
was included in the logistic regression analysis, no differences were detected.
Estrus intervals of cyclic cows that did not become pregnant were similar
between treatments. From the results of this study, it was concluded that
administration of GnRH on day 5 or 11 did not improve conception rates in
repeat breeding Holstein cows.

Keywords: Holstein cows, repeat breeding, GnRH, progesterone, conception
rate, heat stress.
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| INTRODUCCION

A través del tiempo, el hombre no solamente se ha adaptado al medio
ambiente natural, sino que también lo ha alterado, por ejemplo, cuando
comenz0 a cultivar; a domesticar y a cruzar los animales para obtener leche,
carne y fibra; a seleccionar ciertos granos como trigo y cebada para su
alimentacién; y a combatir el desarrollo de plantas no comestibles. Sin
embargo, de igual forma que el hombre ha domesticado sus animales también
han surgido una serie de problemas los cuales lo han llevado a combatir
enfermedades, obtener alimento o tener forraje disponible y proteger a los
animales contra climas adversos.

El ganado europeo fue introducido por primera vez al continente
americano por Cristébal Colon en su segundo viaje en 1493, de tal manera que
el ganado ha estado sujeto a diferentes condiciones ambientales, climaticas,
culturales y técnicas de manejo, las cuales afectan el desempefio de los
animales (Johnson y Vanjonack, 1976).

Al nivel mundial, algunos parametros reproductivos han sido afectados,
como las tasas de concepcion al primer servicio en vacas lecheras lactantes,
las cuales han sufrido una disminucién, de tal manera que en los 40’s y 50’s
fueron mayores a 50%; en los 70’s menores a 50%; y en los 90’s 40% 0 menos,
se piensa que esa reduccién puede ser debida a causas multifactoriales (Sartori
et al., 2002; Lopez-Gatius, 2003).

Uno de los factores que altera tanto la eficiencia productiva como la

reproductiva de las vacas lecheras es el estrés calérico (EC; Jordan, 2003) y se



le ha asociado a la baja fertilidad de alrededor del 60 % del ganado en el
mundo (Roth et al., 2001). Algunos investigadores Howell et al. (1994), han
estudiado la exposicion de las vacas lecheras a temperaturas ambientales
elevadas durante el verano que resulta en periodos de baja fertilidad.

El impacto del EC sobre la eficiencia reproductiva esta bien documentado
y se ha demostrado que altera la duracion del estro (Hansen y Aréchiga, 1999),
el desarrollo folicular (Wolfenson et al., 1995), el pico preovulatorio de LH y
desarrollo del subsiguiente CL (Ullah et al, 1996), la produccion de
progesterona (P4) luteal (Alnimer et al, 2002) y el desarrollo embrionario
(Willard et al., 2003).

La mortalidad embrionaria es un factor que limita significativamente el
establecimiento y mantenimiento de la prefiez en las vacas, ya que la viabilidad
embrionaria disminuye de 59% en el dia 7, a 27% el dia 14 postinseminacion
durante la época de calor (Ryan et al, 1993; Funston et al., 2005). Las
concentraciones circulantes de P4 en tiempos especificos, asi mismo los
cambios en otras hormonas como una consecuencia de los patrones de P4,
estan relacionadas con el mantenimiento de la prefiez (Inskeep, 2004). Las
vacas repetidoras, son aquellas que aparentemente estan saludables y fértiles,
pero que no pueden alcanzar la gestacién después de varias inseminaciones
con toros de fertilidad probada, lo cual tiene que ver con fallas en la fertilizacién
y muerte embrionaria temprana (Aréchiga et al., 2002).

En la comarca lagunera se presenta una disminucion en las tasas de
concepcién durante la época de calor, por lo que el numero de vacas

repetidoras se incrementa durante esa época (Fernandez, 2003).
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La inyeccion de la GnRH o sus agonistas a la mitad del ciclo estral tiene
efectos luteotrépicos, debido a que la secreciéon de P4 por el CL puede ser
incrementada en un corto tiempo y hasta mas de 12 dias después de la
administracion de la GnRH, mediante la induccién de la liberacién de LH y FSH
de la glandula pituitaria (Rettmer et al., 1992), por lo que se ha utilizado con el
fin de ayudar a la supervivencia del embrién. La liberacion de gonadotropinas
también puede causar atresia, luteinizacién u ovulacién seguida de luteinizacién
de los foliculos, dependiendo del estado folicular, lo cual aparte de la
estimulacion de la secrecién de P4 causa una disminucion en la produccién de
estradiol, que a su vez podria inhibir la formacion de receptores de oxitocina y
consecuentemente la inhibicidén de la secrecion de PGF.a (Peters et al., 2000).

Sobre la base de lo anterior el objetivo de este estudio fue evaluar la
respuesta de la administracién de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) en el dia cinco y en el dia once postinseminacién sobre las
concentraciones plasmaticas de progesterona y las tasas de concepcion en

vacas Holstein repetidoras durante el verano.



Il REVISION DE LITERATURA

2.1 Neuroendocrinologia del ciclo estral

La transmision de las sefales entre el cerebro y la glandula pituitaria
anterior estda mediada por mensajeros quimicos (neurohormonas) que son
transportados por los vasos portahipofisiarios desde el hipotdlamo a la glandula
pituitaria anterior donde estimulan o inhiben la liberacion de las hormonas. Las
hormonas liberadas de las células de la pituitaria anterior son transportadas en
la circulacion sanguinea al érgano blanco correspondiente. A su vez, el cerebro
esta modulado por la retroalimentacién negativa de las hormonas secretadas

por los 6rganos blanco de la pituitaria (Conn y Freeman, 2000).

2.1.1 Hormona liberadora de gonadotropinas

Las neuronas de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) se
originan fuera del sistema nervioso central, en la placa nasal y son las
responsables de la funcion reproductiva como miembros del eje hipotalamo-
hipofisis-gbnadas durante la vida postnatal (Wray, 2001).

El ciclo estral resulta de una organizacion compleja de eventos
neuroquimicos y endocrinos que actuan en el sistema nervioso central (SNC), la
glandula pituitaria anterior y los ovarios (Halvorson y DeCherney, 1996; Smith y
Jennes, 2001).

El sistema neuroendocrino envuelve grupos de células que secretan
péptidos y monoaminas en la porcion anterior y media del hipotdlamo ventral.

En general existen dos areas que contienen cantidades significantes de



neuronas GnRH, la regién del septo-predptico-supraquiasmatico y el area
mediobasal del tuber cinerum, especialmente el nucleo premamilar e
infundibular. En la rata y el mono, las terminales que contienen GnRH estan en
contacto  sinaptico con neuronas GnRH. También, con fibras
catecolaminérgicas, serotoninérgicas, tanto como axones que contienen
neuropéptido Y, sustancia P, neurotensina, hormona liberadora de
corticotropina, vasopresina, galanina (Conn y Freeman, 2000), asi como
glutamato, péptido delta inductor del suefio, colecistokinina y neurotensina,
terminan sobre neuronas GnRH en regiones que proyectan a la eminencia
media (Gore, 2004). Sus productos son transportados a través de fibras
nerviosas a las terminales en la eminencia media. De ahi son liberadas al
sistema portahipofisiario y transportadas a la pituitaria para regular la secrecién
de las hormonas del I6bulo anterior de la hipdfisis (Halasz, 1985; Padmanabhan
et al., 2002).

La accién de la GnRH, sobre los gonadotropos es iniciada por interaccion
con sus receptores sobre la membrana plasmatica. La GnRH regula la
secrecion de hormonas de la pituitaria por mecanismos que envuelven la
generacion de fosfato inositol con movilizacion de Ca™ y formacién de

diacilglicerol con activacién de proteina kinasa C (Conn y Freeman, 2000).

2.1.2 Hormonas hipofisiarias

La liberaciéon basal de la hormona luteinizante (LH) es pulsétil y sus
acciones en las hembras son promover la ovulacién y el mantenimiento del

cuerpo luteo (CL). Las células gonadotroficas constituyen del 5 al 10% de la



poblacion de células de la glandula pituitaria anterior y sintetizan la LH y la
hormona foliculo estimulante (FSH), cada una de las cuales consiste de dos
péptidos diferentes llamados subunidades a y B (Mol y Rijnberk, 1989;
Padmanabhan et al., 2002).

Las gonadotropinas sintetizadas son almacenadas en granulos
secretorios en el citoplasma y son secretados por exocitosis mediante la
estimulacion de la GnRH (Roche, 1996).

Los diferentes patrones de secrecion pulsatil de GnRH dentro del sistema
porta-hipofisiario, junto con cambios en la respuesta de las células
gonadotréficas a GnRH, causan cambios en la secrecién de la LH y de la FSH
manifestados durante el ciclo estral (Dobson y Smith, 2000; Smith y Jennes,
2001). Durante la oleada de LH se ha observado que los pulsos son
extremadamente grandes y la frecuencia alta (mas de un pulso cada 15-20 min)
segun se ha reportado en vacas, ovejas, ratas y en la mujer (Karsch, 1987). La
FSH también es regulada por los esteroides y proteinas secretadas por las
gonadas, especificamente por la activina, la inhibina y la folistatina. Esta bien
establecido que la inhibina y la folistatina suprimen potencialmente la FSH y
que la activina estimula potencialmente la produccion y secrecién de FSH
(Padmanabhan et al., 2002).

Puede observarse una elevacion en las concentraciones de FSH que
comienza entre 16 y 24 horas después del pico de LH. Es probable que este
incremento sea el pico que estimula la emergencia de la oleada folicular (Kulick
et al., 1999). Durante el desarrollo folicular, la FSH se asocia con la proliferacién

de las células de la granulosa, la formacién del antro folicular, el mantenimiento
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de la viabilidad de las células de la granulosa y la sintesis de receptores de
gonadotropinas en las células de la granulosa. Por su parte, la LH estimula la
sintesis de andrégenos en la teca (Smith, 1986; Padmanabhan et al., 2002).
Las células de la teca, de la granulosa y del cumulus, conjuntamente sirven
para el mantenimiento del oocito y para proveerle un medio ambiente que lo

capacite para desarrollarse (Hagemann, 1999).

2.1.3 Hormonas ovaricas

La LH y la FSH, ejercen acciones sobre las células de la teca y de la
granulosa, respectivamente. Después de la estimulacién de la LH, la teca
interna sintetiza andrégenos, los cuales subsecuentemente se difunden a través
de la membrana y por accién de la aromatasa, una enzima regulada por la FSH,
son convertidos a 17B-estradiol en las células de la granulosa (Smith, 1986).

El estradiol y la P4 regulan la sintesis y liberacién de gonadotropinas a
través de los efectos de retroalimentacién negativa y positiva sobre el sistema

nervioso central y la glandula pituitaria anterior (Looper et al., 2003).

2.1.3.1 Dinamica folicular durante el ciclo estral en la vaca

El proceso de foliculogénesis en el ovario comienza con la formacion de
foliculos primordiales, cada uno con un ovocito rodeado por una capa simple de
células granulosas indiferenciadas. El crecimiento subsecuente del foliculo esta
caracterizado morfol6égicamente por el tamafo del ovocito, el numero de capas
de células granulosas cuboidales, la presencia y extension de la teca y el antro,

y los signos de atresia, lo cual culmina en la ovulacion o luteinizacién, pero



mayormente en atresia (Findlay, 1993). Los foliculos vienen a ser dependientes
de gonadotropinas cuando miden de 3-4 mm de diametro para el caso de las
vacas (Hunter et al., 2004).

El desarrollo folicular ocurre en oleadas que comprenden las fases de
reclutamiento, seleccién, dominancia y atresia. El reclutamiento folicular ocurre
cada 7-10 dias (Inskeep, 2004). Pocos dias después de que emerge la primera
oleada, se da la desviaciéon folicular (inicio de la diferencia en la tasa de
crecimiento) donde un foliculo de la oleada continta creciendo (foliculo
dominante) mientras que los otros regresan. Dicha desviacion esta relacionada
con la adquisicion selectiva de receptores LH con mayor eficacia de respuesta
por el foliculo dominante. Durante la desviacién, las concentraciones de LH
circulantes permanecen elevadas (Kulick et al., 1999). En un estudio realizado
por Hagemann (1999), demostrd que los dias 7 y 15, representan la fase de
dominancia de la primera y segunda oleadas foliculares, donde habia sido
observado un foliculo dominante grande al menos por tres dias.

Se cree que el foliculo dominante es seleccionado debido a que puede
competir mas efectivamente por gonadotropinas, que los otros foliculos
subordinados. Este crece hasta un diametro de 14-20 mm y sostiene su tamafio
por un periodo de cinco a siete dias, usualmente, el ganado tiene dos o tres
oleadas foliculares por ciclo estral (Fortune et al., 2004).

La ovulacion ocurre como un resultado de una interaccién dinamica entre
el pico de LH y factores locales incluyendo esteroides, prostaglandinas y

péptidos. El pico de LH dispara cambios estructurales y bioquimicos que



conducen a la ruptura del foliculo de Graaf, resultando en la expulsién del oocito
y el subsecuente desarrollo del CL (Acosta y Miyamoto, 2004).

Durante la fase luteal de un ciclo normal, el foliculo dominante no puede
ovular debido a que el CL es dominante por virtud de sus secreciones de P4, la
cual limita la frecuencia de los pulsos de LH, conduciendo a la atresia de los
foliculos dominantes. Sin embargo, cuando son expuestos a un pico de FSH y
LH, esos foliculos responden de manera similar a un foliculo ovulatorio durante
el estro, demostrado por la presencia de foliculos luteinizados y CL accesorios
observados después de tratamientos con LH o GnRH durante el ciclo estral en
vacas, vaquillas y ovejas. Los patrones de desarrollo folicular y sus secreciones
de estrogenos durante los dias 14 a 17 o mas, después de la inseminacién
artificial (IA) pueden comprometer la supervivencia del embrién directamente o
a través de la interferencia con los mecanismos del reconocimiento materno de
la prefiez o el mantenimiento luteal (Inskeep, 2004). Las concentraciones de
estradiol en suero de las vaquillas prefiadas tratadas con un agonista de la
GnRH fueron menores que en vaquillas que no recibieron dicho tratamiento

(Rettmer et al., 1992).

2.1.3.2 Funciones de las inhibinas

La sintesis y secrecién de la FSH y la LH en la pituitaria son reguladas
por factores hipotalamicos, gonadales y de la pituitaria. La produccion
hipotalamica de la GnRH parece ser esencial para mantener las gonadotropinas
y al fin de cuentas la fertilidad en los mamiferos. La activina y la inhibina

originalmente identificadas como péptidos gonadales pero también expresadas



en la pituitaria, estimulan e inhiben, respectivamente, la sintesis y secrecién de
gonadotropinas (Fafioffe et al., 2004).

El reinicio del crecimiento de los foliculos primordiales y la adquisicion de
la dependencia de FSH de los foliculos preantrales son independientes de la
accion de las gonadotropinas y probablemente incluye una regulacion paracrina
(comunicacion hormonal que existe entre células adyacentes) y autocrina. En el
subsecuente reclutamiento de estos foliculos hay una interaccion entre las
gonadotropinas y reguladores locales como algunos péptidos los cuales tienen
acciones en todos los estados funcionales de la foliculogénesis, incluyendo la
ovulacién (Findlay, 1993; Roche, 1996).

Las activinas, inhibinas y folistatinas, forman un grupo de factores
interrelacionados, cruciales para un namero de funciones reproductivas y no
reproductivas (Phillips, 2005). La produccién de activina, inhibina y folistatina es
estimulada por las gonadotropinas de la pituitaria (Halvorson y DeCherney,
1996).

Activina

La activina es un producto de las células de la granulosa y esta
compuesta de dos homodimeros o heterodimeros de la misma subunidad B,
resultando la activina A (BA-BA), activina AB (BA-BB), o activina B (3B-BB). Los
receptores de activina pueden ser divididos en dos clases: tipo | (actRl) y tipo Il
(actRlI). La actRI se une a la activina de alta afinidad; sin embargo, la unién solo
ocurre en presencia de la sefial del péptido actRIl. Por otro lado, la actividad de
la actRIl depende de la formacién de un complejo con act Rl (Halvorson y

DeCherney, 1996).
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La activina regula la diferenciacion de las células de la granulosa de
manera autocrina (comunicacién que se da mediante la liberaciébn de una
hormona o neurotransmisor que tiene un efecto de retroalimentacién directa
sobre la célula que lo secreta) y paracrina, y sus acciones estan relacionadas
con el estado de diferenciacion de las células de la granulosa y de la madurez
folicular. En presencia de FSH, aumenta la actividad de la aromatasa y la
produccién de estradiol. También estimula la produccion de inhibina basal e
inducida por FSH y es bloqueada por la folistatina (Findlay, 1993).

Inhibina

La inhibina consiste de una subunidad a (masa molecular relativa M,= 18
kilodaltons) unido por un puente disulfuro a una de dos subunidades f
altamente homdlogas (M, aproximada = 14 kd) para formar la inhibina A (a-BA)
o la inhibina B (a-BB). Esta hormona es sintetizada por las células de la
granulosa del foliculo y su producciéon puede ser regulada en el ambito
endocrino (comunicacion entre células que liberan sus hormonas a la corriente
sanguinea y tienen efecto en células blanco a distancia; FSH, LH), paracrino
(factor de crecimiento epidermal, androstenediona) y autocrino (factor de
crecimiento similar a la insulina-1, activina, folistatina; Halvorson y DeCherney,
1996; Phillips, 2005).

La inhibina ejerce un efecto estimulatorio sobre la produccién de
andrégenos inducida por la LH. Dicho efecto puede ser atenuado por la activina.
En general, la inhibina ejerce un efecto paracrino en el foliculo ovarico
(particularmente sobre las células de la teca); sin embargo, es probable que la

inhibina actue como una hormona endocrina periférica que regula la secrecion
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de FSH y de éste modo tiene influencia sobre la foliculogénesis a través del eje
hipotalamo-hipdfisis-ovarios (Findlay, 1993). Segun Phillips (2005) la inhibina
bloquea la producciéon de FSH en una proporcién de gonadotropos, disminuye
el nimero de receptores GnRH en algunos gonadotropos productores de FSH e
induce receptores GnRH para LH en otros.
Folistatina

La folistatina es un polipéptido glicosilado organizado en tres dominios
homogéneos en mas del 50% (Halvorson y DeCherney, 1996; Phillips, 2005). El
principal sitio de produccion de la folistatina son las células de la granulosa en
el ovario y su produccién esta regulada por la FSH pero no por la LH, segun
estudios in vivo e in vitro, ademas por la activina. Sus efectos son contrarios a
los de la activina e incluyen, disminucién de la actividad de la aromatasa y de la
produccién de ihibina, por otro lado, incrementa la produccion de P4 inducida
por la FSH (Findlay, 1993). La folistatina puede actuar en la modulacién de la
inhibina y la activina, debido a la habilidad de unirse a la subunidad 8 de éstas.
Se ha comprobado que la adicién de folistatina bloquea la estimulacion de la
activina sobre la produccion y secrecion de FSH, ademas, generalmente, se
considera que la folistatina inhibe la funcién de la activina e inhibina previniendo

la interaccion con sus receptores (Halvorson y DeCherney, 1996).

2.1.3.3 Funcion del cuerpo luteo en la vaca

Para el mantenimiento de la prefiez se requiere un CL funcional. EI CL es

una glandula endocrina que se desarrolla a partir de la pared del foliculo que
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ovuldé (Howell et al., 1994), y gradualmente incrementa su secrecion de P4 en
los dias posteriores (Acosta y Miyamoto, 2004).

La funcion principal del CL es sintetizar y secretar P4, que es esencial
para el mantenimiento de la prefez, ya que el grado de desarrollo del embrion
esta estrechamente relacionado con el medioambiente de P4 materna (Mann y
Lamming, 2001; Inskeep, 2004). También tiene un importante papel regulatorio
en el ciclo estral, que es determinada por la duracién de la secrecion de P4,
misma que a su vez esta controlada por las secreciones de la glandula pituitaria
anterior, del Utero, de los ovarios, del embrién y de la placenta, por medio de
mecanismos luteotrdpicos y luteoliticos (Milvae et al., 1996).

Segun Karsh (1987) la P4 puede alterar la amplitud y frecuencia del
pulso de LH incrementando el intervalo entre los episodios de liberacién de
GnRH y puede actuar sobre la pituitaria para modificar su respuesta a GnRH.
Dado que no existen evidencias en vacas que indiquen un efecto estimulatorio
directo de la P4 sobre el embridn, la relacion entre la P4 y el desarrollo del
embrién probablemente se de a través de los efectos de la P4 sobre el medio
ambiente uterino (Mann y Lamming, 2001), ya que se ha reportado un efecto de
accion inhibitoria de la P4 sobre la expresién de genes de receptores de
oxitocina durante la fase luteal temprana y media del ciclo estral (Robinson et
al., 1999). La hormona luteinizante ha sido considerada la luteotropina primaria
en ovejas y vacas (Smith, 1986) que también puede ejercer un efecto
luteotropico, incrementando la sintesis de P4 por el CL, que puede ser un
mecanismo luteoprotectivo para prevenir la regresion luteal (Rettmer et al,

1992).
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El CL contiene una poblacién heterogénea de células que difieren en
tamano, apariencia de las organelas y capacidad esteroidogénica. Las células
luteales esteroidogénicamente activas incluyen células grandes y pequefas en
vacas y otras especies. El origen de esas células ha sido motivo de
controversia, ya que se ha reportado que en el CL de los ovinos y bovinos las
células pequenas son derivadas de las células de la teca y las células grandes
derivadas de las células de la granulosa. No obstante, también se ha sugerido
que las células luteales grandes también son derivadas de las células luteales
pequenas, cuya transicién es regulada por la LH. Las células luteales grandes
de bovinos secretan 20 veces mas P4 que las células luteales pequefas. Sin
embargo, las células luteales pequenas son seis veces mas sensibles a la LH
que las células luteales grandes. Las células luteales grandes en los ovinos,
pueden determinar si el CL se mantiene o si se da la lutedlisis dado que los
receptores para PGF.a y PGE2 estan localizados predominantemente en éste
tipo de células. Se cree que la secrecion de P4 por las células luteales ocurre
por difusién. Con todo, estudios en ovejas han mostrado una correlacion
positiva entre la exocitosis de granulos secretorios luteales y la secrecién de P4
durante el ciclo estral (Smith, 1986).

El CL de bovinos y ovinos contiene oxitocina, y las concentraciones de
ésta pueden ser incrementadas por la PGF.a, a su vez, la oxitocina puede
incrementar la secrecion de PGF.a del Gtero. Asi, ambas hormonas pueden
estar envueltas en una retroalimentacidén positiva lo cual asegura la regresion

luteal (Smith, 1986).
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El incremento inicial en la sensibilidad endometrial a oxitocina

aparentemente ocurre entre el dia 13 y 16 postestro debido a un aumento en
las concentraciones de receptores de oxitocina en el endometrio. El producto
puede evitar la lutedlisis durante la gestacién en vacas reduciendo la secrecion
de PGF.a. La reduccion de la PGF.a durante la prefiez temprana se debe
parcialmente a la reduccion de la sensibilidad a oxitocina por medio de una
reduccién en la poblacién de receptores a oxitocina y la inhibicién de la
habilidad de la oxitocina para estimular la actividad de la fosfolipasa (Tysseling
et al., 1998).
Durante la mayor parte del ciclo estral, el estradiol y la P4 restringen la
secrecion de GnRH a través de una retroalimentacién negativa. Sin embargo,
durante el proestro, estas dos hormonas esteroides ejercen una
retroalimentacion positiva sobre las neuronas de GnRH y los gonadotropos de
la pituitaria. Sobresale entre estos cambios la secrecidon masiva de LH (Mol y
Rijnberk, 1989; Dobson y Smith, 2000; Smith y Jennes, 2001).

Existen reportes de que algunas neuronas GnRH en el cerebro de la rata
pueden contener receptores de estrégenos y de P4, estudios en otras especies
consistentemente indican que las neuronas GnRH no contienen esos
receptores. Ademas, generalmente se considera que las acciones de las
hormonas esteroides gonadales se dan mediante neuronas que contienen €sos

receptores y las transmiten a las neuronas GnRH (Scott et al., 2000).
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2.1.3.4 Mecanismo luteolitico

La oxitocina secretada del CL y probablemente también de Ila
neurohipéfisis, se unen a los receptores de oxitocina en el endometrio, iniciando
la secrecién pulsatil de PGF.a (Robinson et al., 1999). Una de las principales
acciones de la PGF.a es disminuir el fluido sanguineo y consecuentemente la

lutedlisis (Acosta y Miyamoto, 2004).

2.2 Funcion del interferon tau durante el reconocimiento materno de la

prenez

En las vacas, el aumento inicial de receptores de oxitocina anterior a la
lutedlisis ocurre entre los dias 15-17. Durante la prefiez temprana, la regulacion
del aumento de receptores de oxitocina y consecuentemente la lutedlisis es
inhibida por la secreciéon de interferédn tau (IFN-1) del trofectodermo en los dias
12-25. Una falla en este sistema lleva a un estado tardio de muerte embrionaria
debido a la produccion insuficiente de P4 para sostener el desarrollo del
embrién. (Mann y Lamming, 2001).

El IFN-T regula la expresion de genes endometriales, de tal manera que
atenla la secrecion de prostaglandinas del endometrio. Las vacas con bajas
concentraciones de P4 plasmatica producen fuertes sefiales luteoliticas y
pueden estar predispuestas a altas tasas de pérdidas embrionarias. Se cree
que la secrecién suficiente de P4 es critica para el mantenimiento de un medio
ambiente antiluteolitico (Thatcher et al., 1997).

Robinson et al. (1999) estudiaron el efecto de la prefiez sobre la

expresién de receptores de P4, estrdgenos y oxitocina durante la prefez
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temprana en la vaca y encontraron que el embriéon no tuvo efecto sobre la
expresion de receptores de estrogenos o receptores de P4, pero si de suprimir
la expresién de receptores de oxitocina y la liberaciéon de PGF2a.

En las vacas, el reconocimiento materno de la prefiez envuelve una
interacciéon directa del trofoblasto con el epitelio luminal del Utero. Durante la
peri-implantacién ocurren cambios en el Utero, algunos de los cuales son
hormona-dependientes (hormonas esteroides ovaricas) y que hacen posibles
los procesos subsecuentes (Weitlauf, 1994). El éxito de éste reconocimiento
depende de la presencia de un embridén suficientemente bien desarrollado que
produzca suficiente cantidad de IFN-1, lo cual, a su vez, depende de un patrén
apropiado de la secrecion de P4 materna (Mann y Lamming, 2001). Inskeep
(2004), da una lista de factores que afectan el establecimiento de la prefez la
cual incluye 1) influencias preovulatorias sobre el foliculo y el oocito, 2) funcién
uterina y luteal postovulatoria y 3) concentraciones de hormonas asociadas con
la funcién trofoblastica y endometrial durante el reconocimiento materno de la
prenez.

Durante la prefiez temprana, los embriones deben inhibir el desarrollo del
mecanismo luteolitico para mantener la secrecibn de P4 necesaria para
continuar su desarrollo (Mann y Lamming, 2001). De éste modo, los embriones
deben secretar una proteina, IFN-1, la cual actia de manera local en el Utero
para inhibir la secreciébn de PGF2a luteolitica a través de la inhibicion del
desarrollo de receptores de oxitocina en el epitelio luminal. Los efectos
antiluteoliticos del IFN-t son responsables del reconocimiento materno de la

prefiez, el cual es el término usado para describir como una madre responde
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(fisiol6gicamente) a la presencia de un embridbn en su tracto reproductivo
(Robinson et al., 1999; Demmers et al., 2001). Este efecto antiluteolitico del
IFN-T resulta en el mantenimiento de un CL funcional y la secrecién de P4 que
es esencial para mantener un medioambiente uterino que soporte los eventos
criticos para un desarrollo exitoso del embrion hasta el término (Spencer et al.,

2004).

2.3 Factores que afectan el comportamiento reproductivo en vacas

lecheras

2.3.1 Estrés calorico

Dobson y Smith (2000) definen estrés como la incapacidad de un animal
para hacer frente a su medio ambiente, un fenédmeno que se revela por la falla
para alcanzar el potencial genético que se manifestard en la tasa de
crecimiento, en la produccién de leche, en la resistencia a enfermedades y en la
fertilidad. Se ha comprobado que los estimulos estresantes reducen la fertilidad
en primates y las especies domésticas (Macfarlane et al., 2000).

El EC puede ser definido como la suma de las fuerzas externas hacia un
animal homeotérmico que actua para desalojar la temperatura corporal a partir
de un estado de descanso (Hansen y Aréchiga, 1999).

Los factores estresantes reducen la fertilidad al interferir con los
mecanismos que regulan los tiempos precisos de los eventos durante la fase
folicular. En general el estrés ya sea agudo o crénico disminuye la secrecién de
gonadotropinas, que puede ser consecuencia de la reduccion de la actividad

hipotalamica o por disminucion de la sensibilidad de la pituitaria (Conn y
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Freeman, 2000; Daley et al., 2000). Ademas, el EC reduce el contenido de
receptores de LH, la actividad de la aromatasa y las concentraciones de
estradiol en el foliculo (Ozawa et al., 2005).

La temperatura ambiental efectiva afecta el nivel de EC al cual estan
expuestos los animales y esta influenciada por cinco factores
medioambientales, la temperatura del aire, la humedad, el movimiento del aire,
la radiacién solar, y la precipitacion pluvial (Ravagnolo et al., 2000).

Las neuronas sensibles a la temperatura estan localizadas a través del
cuerpo de los animales y canalizan su informacion al hipotalamo. El hipotalamo
recibe la informacion, la integra y produce cambios fisiolégicos, anatémicos y de
comportamiento, los cuales sirven para mantener un balance de calor aceptable
(Du Preez, 2000).

La zona termoneutral para las vacas Holstein altas productoras se
encuentra entre los -5 y 21°C (Howell et al.,, 1994). Cuando la temperatura
ambiental rebase los 26°C se activan en el animal procesos fisiol6gicos
compensatorios, tendientes a mantener el balance energético, térmico, del

agua, hormonal y mineral (Mellado, 1995).

2.3.1.1 Efectos detrimentales del estrés calorico sobre la fertilidad

El incremento en la temperatura corporal causado por el EC tiene
consecuencias adversas directas sobre la funcién celular (Hansen y Aréchiga,
1999), a tal grado que la hipertermia de diferentes 6rganos resulta en diferentes
alteraciones funcionales (Wolfenson et al., 1997). Una de estas alteraciones se

da cuando las vacas lecheras son expuestas a temperaturas ambientales
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elevadas (arriba de 25°C) durante el verano lo cual resulta en periodos de baja
fertilidad (Ryan et al., 1992; Ealy et al., 1993; Howell et al., 1994; Mellado, 1995)
y que puede observarse con una declinacién precipitada al inicio de la estacién
con estrés que posteriormente se recupera gradualmente (por ejemplo, de
octubre a diciembre) con el final de la temporada de EC (Thatcher et al., 1997).
En consecuencia, el periodo de dias abiertos es mas extenso para vacas
inseminadas durante la temporada con EC en comparacién con otras épocas
del afno (Howell et al.,, 1994). Segun Ravagnolo et al. (2000) actualmente las
vacas Holstein son mas susceptibles a tener menor fertilidad que hace unas
décadas.

Durante los periodos de EC, las vacas lecheras presentan consumo de
alimento reducido, aumentan el consumo de agua, la tasa metabdlica, la
pérdida de agua por evaporacion, la tasa de respiracién y la temperatura
corporal (Armstrong, 1994).

Segun Putney et al. (1988) el EC disminuye la secrecion de IFN-1 del
embrién en un 70% y aumenta la liberacion de PGF2a endometrial, lo cual
conduce a las tasas de crecimiento reducidas y la incapacidad del embrion para
producir sefiales bioquimicas en cantidades adecuadas para prevenir la
regresion del CL. Estos cambios causados por el EC, contribuyen a que durante
el ano, se presenten parametros reproductivos muy variables, encontrandose
una tasa de concepcidén de vacas lactantes que desciende desde un 50% en
invierno hasta menos del 20% en verano dependiendo de la severidad del
estrés (Gilad et al., 1993; Roth et al., 2000), incluso, bajo condiciones humedas

y calientes del verano, las tasas de prefiez pueden caer a menos del 10%
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(Badinga et al., 1992; Ambrose et al., 1999). El incremento de la temperatura
rectal de 38.5 a 40°C durante 72 horas postinseminacién, disminuye la tasa de
prefiez desde 48 a 0% (Ryan et al., 1992).

La tasa de prenez, producto de la tasa de deteccion del celo y de
concepcién (Thatcher et al., 1997) ha disminuido significativamente a través de
los afos cuando se hace el andlisis para todas las vacas inseminadas durante
el ano y para las vacas inseminadas durante la temporada de calor y ha
permanecido practicamente constante en vacas inseminadas durante el periodo
frio (Lopez-Gatius, 2003).

Sin embargo, es evidente que existe un efecto retardado del EC del
verano sobre la fertilidad del otofio, que es menor (30% o0 menos) que en el
invierno (Wolfenson et al.,, 2000). Esto es apoyado por el hecho de que
pequenos foliculos antrales toman alrededor de 40 a 50 dias para desarrollarse
a foliculos preovulatorios, por lo que la exposicion al EC durante el estado
temprano del desarrollo folicular en el verano, puede dafar la funcion

preovulatoria folicular y la fertilidad de la vaca en el otofio (Roth et al., 2000).

2.3.1.2 Comportamiento hormonal durante el estrés calérico

Los factores estresantes afectan la funcidon reproductiva mediante
acciones en el hipotdlamo como dafiando la liberacion de LH de la pituitaria
inducida por GnRH (Dobson y Smith, 1995).

En situaciones como el estrés crénico, la frecuencia del pulso en la
GnRH/LH sera lenta e iniciara el crecimiento folicular pero sera incapaz de

continuar al siguiente estado que depende de pulsos mas frecuentes. Asi, el
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animal no puede mantener el ciclo estral y se presenta el consecuente anestro.
También puede presentarse que la frecuencia del pulso de GnRH/LH sea
suficiente para desarrollar un foliculo y llevarlo al estado tardio de su desarrollo,
pero no lo suficientemente rapido para proveer la GnRH estimulante de la
pituitaria y la adecuada produccion de estradiol, de tal mantera que se genera
un pico inadecuado de LH y, como este es incapaz de causar la ovulacion y
luteinizacion, el foliculo persiste y produce el sindrome de quiste ovarico. En
situaciones de estrés moderadas la frecuencia del pulso de GnRH/LH puede ser
suficiente para apoyar el crecimiento folicular, pero estara sobre un limite, y
puede ser susceptible a interrupcién o variacién por otra via. En este caso, la
integridad de las células de la granulosa y del mismo oocito pueden estar
afectados y aunque el estro y la fertilizacion puedan ocurrir, ésta concepcion
sera incapaz para desarrollar una prefiez (Dobson y Smith, 2000).

Los efectos estacionales sobre la dinamica folicular tienen el potencial de
afectar todas las células foliculares, incluyendo las células de la teca, granulosa,
el cumulo y oocitos (Zeron et al., 2001), alterando asi durante el EC la eficiencia
de la seleccion, dominancia y la calidad general de los foliculos ovaricos
(Badinga et al., 1992).

Una de las causas de la disminucion de la fertilidad durante el EC se
debe parcialmente a la disminucion en el desarrollo de los foliculos ovaricos
(Wilson et al., 1998a), ya que los foliculos dominantes son afectados durante
periodos de EC, que se encuentran con tamafo disminuido y son incapaces de

evitar el crecimiento de los foliculos subordinados (Guzeloglu et al., 2001),
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quiza debido a la disminucion en la secrecién de inhibina inducida por el EC
(Wolfenson et al., 1995).

Otro aspecto a considerar es que el dano de la funcién del foliculo
preovulatorio durante el estrés térmico puede afectar otros eventos
reproductivos, como la secrecion de gonadotropinas, el desarrollo subsiguiente
del CL y el embridén (Guzeloglu et al., 2001).

Un medioambiente caluroso puede estar directamente relacionado a la
incidencia de foliculos persistentes, ya que se conoce que varios factores de
estrés reducen la frecuencia y amplitud de los pulsos de LH (Lopez-Gatius,
2003).

Por otro lado, la funcion inadecuada del CL se ha considerado como
causa de infertilidad en los bovinos y en otras especies como la oveja y los
primates. Se sugiere que la insuficiencia lutea puede deberse a la presencia de
un CL de vida media corta (7 a 12 dias), o bien el CL tiene una vida media
normal, pero existe una produccién disminuida de P4. La inadecuada funcién
litea se ha asociado a un desarrollo incorrecto del foliculo preovulatorio, a un
estimulo luteotrépico disminuido o a la liberacion prematura de PGF.a (Aréchiga
et al., 2002).

Los cambios endocrinos y celulares durante el desarrollo folicular pueden
afectar el subsiguiente CL, de tal manera que la owulacidn no garantiza el
desarrollo y la funcién luteal normal (Smith, 1986).

Los mecanismos luteoliticos también se ven comprometidos cuando las
vacas estan bajo condiciones de EC, dando como resultado un retraso en la

lutedlisis y la de los foliculos dominantes (Wilson et al., 1998b), aunque otros
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autores mencionan que el EC no prolonga la funcién luteal o duracion del ciclo
estral, pero si afecta el crecimiento folicular y la concentracion de P4 en el
plasma, que puede contribuir a la baja fertiidad cuando las vacas son
inseminadas durante el verano (Howell et al., 1994; Trout et al., 1998).

Sin embargo, Aké et al. (1995) estudiaron el nivel de P4 plasmatica sobre
el porcentaje de prefiez en hembras bovinas receptoras de embriones y
encontraron que la concentracion de P4 de la receptora al momento de la

transferencia, no influy6 sobre el porcentaje de prefiez.

2.3.1.3 Efectos del estrés caldrico sobre el embrion

Otros estudios muestran las diferencias en la habilidad de los oocitos
para desarrollarse como blastocitos en las diferentes estaciones, y que tienen
una competencia reducida durante el verano (Zeron et al., 2001; Al-Katanani et
al., 2002).

El periodo mas critico para la supervivencia del embrion, en caso de
estrés térmico, se presenta durante los primeros tres a siete dias de vida
(Mellado, 1995; Thatcher et al., 1997) sin embargo, la mortalidad entre el dia 7 y
14 de gestacion también es elevada. Durante la época fria no existen
diferencias en el porcentaje de embriones viables colectados entre los dias 6-7
o 13-14. De igual modo, no hay diferencia entre los embriones colectados en los
dias 6-7 durante la época de frio o de calor; sin embargo, la tasa de mortalidad
embrionaria incrementé entre los dias 6 y 14 de gestacion durante la época de

calor (Ryan et al., 1992; 1993).
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Los efectos adversos del EC materno disminuyen a medida que la
prefez avanza debido, probablemente, a la adquisicién de resistencia térmica
por el embrién, conforme progresa de cigoto a blastocito (Hansen y Aréchiga,
1999). Sin embargo, las pérdidas tardias también se presentan, y parecen estar
asociadas no con la muerte del embrion sino con una reduccion en el
crecimiento del mismo que lleva a la produccion insuficiente de proteina

antiluteolitica o IFN-1 (Thatcher et al., 1997).

2.3.1.4 Efectos del estrés calorico sobre la progesterona

Se ha sugerido que un medio ambiente caliente puede ejercer sus
efectos depresivos sobre la fertilidad actuando sobre el medio ambiente uterino,
el sistema endocrino o el embrion (Badinga et al., 1992), ya sea antes de la
ovulacion, el dia de la inseminacion o durante el desarrollo del embrién (Al-
Katanani et al., 1999). De este modo, el calor intenso disminuye la produccion
de las hormonas ovaricas y de la glandula pituitaria (Johnson y Vanjonack,
1976; Badinga et al., 1992).

La concentracion de P4 estd positivamente relacionada con la tasa de
concepcién y la tasa de gestacién (Burke et al.,, 1996). Las concentraciones de
P4 han sido implicadas en muertes embrionarias durante tres periodos, el
primero es el periodo postovulatorio temprano, antes del dia 6 después de la
inseminacién, el segundo es del dia 4 al 9 después de la inseminacién, cuando
la secrecién excesiva de PGF.a puede ser embriotoxica y luteolitica y el tercero

durante el reconocimiento materno de la prefiez, del dia 14 al 17, donde las
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bajas tasas de prefiez han estado asociadas con bajas concentraciones de P4y
altas concentraciones de 173-estradiol (Inskeep, 2004).

Mann y Lamming (2001) estudiaron la relacion entre el medio ambiente
endocrino materno, el desarrollo temprano del embrién y la inhibicién del
mecanismo luteolitico en vacas, en el cual encontraron que la concentracion de
P4 durante la fase luteal fue menor en vacas vacias que en las prefadas. A las
vacas prefiadas se les detecté IFN-1 y de acuerdo a sus niveles de produccién,
fueron subdivididas en dos grupos, IFN positivo e IFN negativo. Los embriones
de las vacas en el grupo IFN negativo todavia estaban en estado esférico o
tubular, mientras que los embriones del grupo IFN positivo habia desarrollado al
estado tubular o filamentoso. Ademas, las vacas del grupo IFN negativo
sufrieron un incremento retardado en las concentraciones de P4 después de la
ovulacion, asi como una menor concentraciéon de la misma al final de la fase
luteal.

Asi, el escaso incremento de las concentraciones de P4 después de la
ovulacién puede ser el resultado de una pobre luteinizacién o del inadecuado
soporte de la secreciéon de P4 por la LH (Mann y Lamming, 2001).

Wolfenson et al. (2002) estudiaron las concentraciones de progesterona
de vacas lecheras en ambas estaciones. Las concentraciones de progesterona
en el plasma fueron significantemente mayores en invierno que en verano,
durante la fase luteal media la diferencia entre las dos estaciones fue de 1.5

ng/ml.
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2.3.2 Sindrome de la vaca repetidora

Una de las principales causas de infertilidad en el ganado bovino lechero
lo representan aquellas vacas aparentemente saludables y fértiles pero que
fallan en alcanzar la gestacion después de varias inseminaciones con toros de
fertilidad probada. Tradicionalmente, a éstas hembras se les ha denominado
como vacas repetidoras (Aréchiga et al., 2002).

Una vaca repetidora se define como un animal que ha tenido por lo
menos tres |IA sin quedar gestante y que esta libre de lesiones o anormalidades
genitales detectables al examen rectal y ha parido anteriormente al menos en
una ocasion (Guise y Gwazdauskas, 1987; Aréchiga et al., 2002). Sin embargo,
también puede ser definida de manera general, como las hembras que retornan
al estro después de la tercera IA. Esta falla del ganado para alcanzar la
gestacion después de inseminaciones repetidas es una causa de frustracion y
pérdidas econémicas para productores de leche (Stevenson et al., 1990).

A pesar de que este sindrome fue descrito desde los afos cuarenta y
que ha habido grandes avances en la medicina veterinaria, el problema sigue
siendo una de las principales causas de infertilidad en el ganado bovino lechero
(Aréchiga et al.,, 2002). Dado que una de las caracteristicas de las vacas
repetidoras es la de presentar ciclos estrales regulares, implica que la
mortalidad embrionaria ocurre antes del reconocimiento materno de la prefiez
(Aréchiga et al., 2002).

Graden et al. (1967) encontraron una amplia variedad de

microorganismos en el Utero y cérvix del 56% de las vacas repetidoras.
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También hallaron algunas anormalidades en la falla en la fertilizacién como la
alteracion en la ovulacion, la obstruccion del oviducto, los 6vulos anormales, las
adhesiones ovaricas y la endometritis, con un 8.7, 6.7, 3.3, 2 y 3.3 %,

respectivamente.

2.3.3 Efectos de la produccion de leche sobre la fertilidad

En los anos recientes, el objetivo principal de desarrollo en la tecnologia
reproductiva de los mamiferos ha sido preservar la fertilidad. Sin embargo, a
pesar del progreso en la sincronizacion del estro y en la IA, el desarrollo
reproductivo de las vacas lecheras no ha mejorado substancialmente, por el
contrario, en las cinco décadas pasadas se ha notado un incremento drastico
en la incidencia de deso6rdenes reproductivos e infertilidad de vacas lecheras
conforme la produccién de leche incrementa (Lopez-Gatius, 2003), por lo mismo
se ha aumentado la demanda para establecer nuevas herramientas en el
manejo de la reproduccion bovina (Lucy et al., 2004).

En un estudio retrospectivo realizado por Lopez-Gatius (2003), encontré
una asociacion por cada 1,000 Kg de incremento en el promedio de produccion
de leche con la disminucion de 3.2 a 6% en la tasa de prefiez y de 4.4 a 7.6%
en el numero de vacas ciclicas en todas las vacas inseminadas durante el afio y
las que se inseminaron durante la estacién de calor, respectivamente.

El calor al que estan sujetas las vacas proviene fundamentalmente de
fuentes exdgenas (medio ambiente) y enddgenas (metabolismo interno del
animal). En las vacas que estan produciendo leche, la tasa metabdlica del

animal se incrementa, ocasionando a su vez una elevacion en la produccion de
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calor (Mellado, 1995; Thatcher et al., 1997). A pesar de que durante un EC
severo las vacas reducen el consumo de alimento hasta en 25% con el fin de
reducir la generacion corporal de calor (Mellado, 1995), la temperatura corporal
de una vaca lactando es mayor que la de una vaca fuera de la lactacién
(Guzeloglu et al., 2001).

Genéticamente, por otro lado, la heredabilidad estimada para la
temperatura rectal bajo condiciones de EC se encuentra en un rango de .25 a
.65. Sin embargo, la seleccion de animales para temperatura rectal baja puede
conducir a la seleccién indirecta de vacas con baja produccion de leche debido
a la asociacion negativa entre el nivel de produccion de leche y la resistencia al
EC (Thatcher et al., 1997). Por el contrario, el mejoramiento genético del animal
para incrementar la produccion esta haciendo a estos animales menos capaces
de regular la temperatura corporal, es decir, menos adaptados a climas

calurosos (Hansen y Aréchiga, 1999).

2.4 Alternativas para contrarrestar los factores que afectan la fertilidad

durante el verano

2.4.1 Enfriamiento corporal

Las técnicas mas comunes para aminorar el EC han estado
encaminadas a alterar el medioambiente de la vaca por medio de la provision
de sombras, ventiladores, rociadores o sistemas de enfriamiento evaporativo.
Se ha observado incremento en la produccion de leche (Jordan, 2003); sin
embargo, la variacién estacional sobre la funcién reproductiva aun persiste

(Thatcher et al., 1997; Hansen y Aréchiga, 1999), de tal manera que los
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distintos procedimientos de enfriamiento usados en los establos no han sido
capaces de mejorar la fertilidad substancialmente, y la tasa de concepcion de
vacas lactantes en el verano, de igual manera en establos equipados con
sistemas de enfriamiento, todavia es pronunciadamente mas baja que en
invierno (Wolfenson et al., 2000).

La mortalidad embrionaria se incrementa de un 41% de los dias 6y 7 a
73% en los dias 13 y 14 de gestacion durante la estacién célida. Sin embargo,
este incremento no se da del dia 6 al 14 de gestacion en la estacidn fria (Ryan
et al, 1992). En un experimento realizado por Al-Katanani et al. (2002),
aplicaron un tratamiento de enfriamiento a las vacas por 42 dias, donde los
resultados obtenidos no fueron benéficos al oocito.

La provisién de sombras en el preparto inmediato no mostré diferencias
estadisticas en los dias al primer aumento de P4 (mayor a 1 ng), dias al primer
estro, dias abiertos y el nUmero de servicios por concepcion (Jordan, 2003).

Esto implica que se necesita investigacién adicional para determinar que
efectos fisioldgicos se ven afectados negativamente a largo plazo, es decir, de
las etapas de foliculogénesis, del ambiente uterino, de las hormonas
metabdlicas que alteran la funcidon reproductiva y otros factores (Thatcher et al.,

1997).

2.4.2 Tratamiento hormonal para aumentar las tasas de prefiez

2.4.2.1 Uso de progestagenos

En los 60’s se obtuvieron los primeros métodos de sincronizacién. Dichos

métodos bloquean la ovulacion mediante la administracién de progestagenos

30



exogenos. El descubrimiento de la PGF.a condujo al desarrollo de nuevos
métodos de sincronizacion en los 70’s. Los progestagenos y la PGF.a fueron
combinados para mejorar las tasas de concepcién; sin embargo, continuaron
siendo bajas. El agente causal de la baja fertilidad se atribuye al fenémeno de
foliculo dominante persistente provocado por la suplementacién de
progestagenos, que puede causar cambios ultra estructurales en el oocito de
vacas tratadas (Lucy et al., 2004). También puede ser debida a una inadecuada
relacion entre el estro, el pulso preovulatorio de LH y la ovulacién (Sanchez-

Torres, 1997).

2.4.2.2 Sincronizacidén de estro y la ovulacion

El desarrollo de un sistema de sincronizacion adecuado del estro estaba
fundamentado en el entendimiento de la biologia béasica de la dinamica del
foliculo en el ovario y en la retrogradaciéon del CL (Thatcher et al., 1997), de tal
manera que las hormonas utilizadas actualmente para controlar el ciclo estral,
farmacolégicamente son idénticas a (o anélogos de) las hormonas
reproductivas que se encuentran en el hipotdlamo (GnRH), ovarios (estradiol y
P4) y utero (PGF.a) del ganado (Lucy et al, 2004). Los tratamientos
hormonales que inducen el estro y la ovulacién en vacas lecheras pueden tener
un efecto benéfico sobre el desarrollo reproductivo de los hatos (Alnimer et al.,
2002).

Peters y Pursley (2002) evaluaron la respuesta de vacas que recibieron
un protocolo de sincronizacién (Ovsynch) Unicamente, contra vacas que

recibieron el mismo protocolo pero ademas una presincronizacion con PGF.a y
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GnRH, 10 y 7 dias, respectivamente, antes del inicio de Ovsynch, sin encontrar
diferencias entre ambos tratamientos.

Las tasas de prefiez tampoco fueron diferentes en vacas inseminadas
por deteccidn de estros, en vacas tratadas con Ovsynch o en las tratadas con
gonadotropina coriénica humana (hCG) en los dias que se les administré GnRH
(0 y 9) en el protocolo Ovsynch (De Rensis et al., 2002).

Los efectos del tratamiento con GnRH al momento de la |IA sobre la tasa
de fertilizacién y la mortalidad embridnica no se conocen, pero pueden estar
relacionados con el tiempo de la ovulacion y en a la secrecion de P4 por el CL
(Stevenson et al., 1990).

Por otro lado, la IA a tiempo fijo, inducida hormonalmente, puede reducir
las pérdidas en la eficiencia reproductiva causada por una pobre deteccion de
estro, pero no son suficientes para restablecer la prefiez del hato a un nivel
similar al expresado durante el clima frio debido a las severas consecuencias
del EC sobre la embriogénesis (Thatcher et al., 1997; Hansen y Aréchiga,
1999).

En un experimento realizado por Ulla et al. (1996) encontraron que el
tratamiento con GnRH de 10 a 12 horas antes de la IA aumenta la secrecion de
P4 luteal y la supervivencia de los embriones durante el EC. También
Stevenson et al. (1990) encontraron que la tasa de prefiez fue mejorada cuando
se aplic6 GnRH inmediatamente después de una |A simple en vacas
repetidoras. Sin embargo, la tasa de gestacion (producto de las tasas de
deteccion de estro y de concepcion) encontrada en una evaluacién de

inseminacién a tiempo fijo realizada por Burke et al. (1996), fue de 29%
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mientras que para el grupo control fue de 30.5%, y la tasa de concepcion
(numero de vacas inseminadas sobre el nUmero de vacas prefadas por 100)
fue de 26.5% para las vacas inseminadas a tiempo fijo y 41.5% para el grupo
control.

Algunas desventajas en la sincronizacion de las oleadas foliculares con
GnRH incluyen la necesidad de un foliculo dominante presente, de tal manera
gue no se sincronizaran aquellas vacas que no tengan un foliculo dominante o

que lo tengan fisiol6gicamente inmaduro (Lucy et al., 2004).

2.4.2.3 Aplicacion de hormonas durante la fase luteal

Muchas vacas que no pueden mantener la prefiez tienden a tener bajas
concentraciones de P4 durante la fase luteal temprana y media y se ha sugerido
que en tales animales, el CL puede no tener una funcién éptima, sugiriendo una
inadecuada funcién, que causa pérdidas econdmicas sustanciales por
disminucién en la fertilidad (Rajamahendran y Sianangama, 1992).

La GnRH es comunmente utilizada para la sincronizacién de la oleada
folicular. La liberacion de LH inducida por la GnRH causa ovulacién o
luteinizacion del foliculo dominante (Lucy et al., 2004).

Willard et al. (2003) evaluaron la administracion de GnRH en los dias 5 o
11 después de la inseminacion en ganado lechero bajo EC, y encontraron
aparicion de mayor tejido de CL, incremento en las concentraciones de P4 y

una tendencia hacia una mayor tasa de prefez.
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Otra hormona utilizada durante el ciclo estral es la hCG, cuya
administracion aumenta la duracion del ciclo estral mediante el mantenimiento
del CL en vaquillas ciclando (Wiltbank et al., 1961).

Pritchard et al. (1994) no encontraron relacién entre las concentraciones
de P4 y las tasas de prefiez; sin embargo, encontraron una disminucién lineal
en las tasas de prefiez asociada con altas concentraciones de estradiol. La
ovulacién o luteinizacion de los foliculos dominantes y la formacion de cuerpos
luteos accesorios incrementa y reducen las concentraciones de P4 vy
estrégenos, respectivamente.

El tratamiento con GnRH entre los dias 11 y 14 coincide con el pico de la
segunda oleada folicular y con altas concentraciones de estradiol en animales
con tres oleadas foliculares; sin embargo, en animales con dos oleadas
foliculares las concentraciones de estradiol probablemente estén bajas en ese
momento. De este modo, seria interesante determinar si existen diferencias en
la respuesta a GnRH entre animales de dos y tres oleadas foliculares (Peters et

al., 2000).

2.4.2.4 Transferencia de embriones

Otro de los métodos para mitigar los impactos negativos del EC sobre la
tasa de concepcion es la transferencia de embriones ya que el EC puede
reducir la maduracién del oocito, la fertilizacion y el desarrollo temprano del
embrién. Aunque la transferencia de embriones de buena calidad parece
proveer una metodologia para aumentar la fertilidad durante el verano, los

problemas no dejan de estar presentes. Durante periodos de EC, el nimero de
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embriones producidos después de la superovulacion puede ser reducido como
resultado de una pobre respuesta a la terapia hormonal, a bajas tasas de
fertilizacion o calidad embrionaria reducida. Otros efectos que han evitado la
adopcién comercial de la transferencia de embriones son 1) el uso de vaquillas
lecheras como donadoras puede retrasar la edad a primer parto, y por lo tanto
la productividad; 2) la relaciébn negativa entre la calidad del embrién y la
temperatura ambiental significa que esta disponible la menor calidad de
embriones cuando se necesita la mayor calidad; 3) la recuperacién de
embriones es altamente técnica y requiere labores experimentadas que
representa costos adicionales; y 4) sélo los embriones producidos in vivo han
incrementado el porcentaje de prefiez de los animales comparado con la IA

(Jordan, 2003).
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Il MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del area de estudio

El estudio se llevo a cabo en el establo Cantabria, ubicado en la carretera
La Popular-Chimal, municipio de Gdémez Palacio, Durango, latitud 26° N,
longitud 103° O, con una altitud de 1,140 msnm, y clima céalido seco, donde la
precipitacion media anual es de 310 mm. y la temperatura media anual es 23.4

2C (CONAGUA, 2005).

3.2 Diseno de la investigacion

3.2.1 Unidades experimentales

El trabajo de campo se realiz6 de mayo a agosto de 2004. Todos los
animales estuvieron estabulados en corrales en forma de abanico con
capacidad para 100 vacas, los cuales cuentan con una sombra convencional de
500 m? a 4.5 m de altura.

Se utilizaron 101 vacas Holstein repetidoras con tres a siete
inseminaciones artificiales (IA) con toros de fertilidad probada, libres de lesiones
o anormalidades genitales detectables a la exploracion rectal, sin descargas
vaginales anormales y que habian parido al menos en una ocasién.

La alimentacién que recibieron fue igual para todas las vacas a base de
una dieta mixta total (TMR por sus siglas en inglés) y la produccién de leche en

promedio fue de 30.5 L/vaca/dia con dos ordefias al dia.
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3.2.2 Diseho experimental

Se utilizé un disefio de mediciones completamente al azar. Las vacas
fueron asignadas en forma aleatoria a cada uno de los tres tratamientos. Los
animales pertenecientes al tratamiento testigo no recibieron aplicacion de
GnRH después de la IA (n = 34); los tratamientos GnRH-5 (n = 33) y GnRH-11
(n = 34) recibieron una dosis de GnRH (100 pg de acetato de gonadorelina im.;

Gonasyl, Syva) en el dia 5 y en el dia 11 post-1A, respectivamente.

3.2.3 Variables estudiadas

3.2.3.1 Progesterona

Para la coleccién de sangre para el andlisis de P4, se seleccionaron al
azar al 50% de las vacas incluidas en el experimento. La coleccién de sangre
se obtuvo de la vena coccigea los dias 8, 11, 14, 17, 20 y 23, postinseminacion,
para lo cual se utilizaron agujas Vacutainer desechables y tubos de ensayo
estériles de 5.0 ml con 40.0 pyl de anticoagulante EDTA. Las muestras de
sangre fueron transportadas a una temperatura media de 4°C para luego ser
centrifugadas el mismo dia de la coleccion a una velocidad de 3000 rpm
durante 20 minutos, para obtener plasma. Posteriormente fueron congeladas a
una temperatura de -20°C hasta la determinacion de las concentraciones de P4
en plasma, realizado en el laboratorio de Endocrinologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

Las concentraciones de P4 en plasma fueron determinadas por

radioinmunoanalisis (RIA) usando un kit comercial DPC (Diagnostics Products
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Corporation, USA), de fase sélida con una sensibilidad analitica de 0.02 ng/ml y

un coeficiente de variacion de 4.5%.

3.2.3.2 Tasas de concepcion

Las vacas que no retornaron al estro fueron revisadas mediante
palpacion rectal al dia 43 + 3 para el diagnéstico de prefiez. La presencia de
liguido en el cuerno uterino, una vesicula amniética palpable y el
desplazamiento de membrana fetal fueron considerados indicadores positivos
de prefiez. Aquellas vacas que retornaban al estro después de un ciclo normal
fueron inseminadas como practica de manejo del establo, arrojando por logica
un resultado para el experimento de no gestantes.

La tasa de concepcién fue definida como el niumero de vacas que
quedaron prefadas divididas entre el nimero de vacas que fueron inseminadas

al estro.

3.2.3.3 Variables de control

Al momento de la IA se reqistrd la temperatura rectal utilizando un
termometro digital (Deltatrak, USA), la condicién corporal (CC), para lo cual se
utilizé la escala para ganado lechero (1 delgada, 5 obesa; Ferguson et al.,
1994) y solo formaron parte del experimento las que estaban entre 2.5y 4.0.

Ademas fueron adquiridos de los registros individuales de las vacas, el
namero de IA, el nimero de lactancias y los dias en leche.

Los datos del medio ambiente fueron tomados wusando un

termo/higrémetro digital (TAYLOR, modelo 1409), para obtener las
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temperaturas ambientales y humedades maximas y minimas, las cuales fueron
registradas diariamente. Esos datos fueron utilizados para calcular el indice
temperatura humedad (THI; Temperature — Humidity Index, por sus siglas en
inglés) usando la siguiente férmula: THI = °F — (0.55 — 0.55 (RH / 100)) (°F —
58). Para la clasificacion de los valores de THI, se utilizé el indice de Seguridad
Meteorolégico para el ganado (LWSI, por sus siglas en inglés) del Instituto para

la Conservacién del Ganado (Du Preez, 2000).

3.3 Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis multivariado para mediciones repetidas llamado
analisis de perfiles. El perfil se conformé por 6 puntos de medicidn repetidos en
el tiempo, que corresponden a los dias 8, 11, 14, 17, 20 y 23, postinseminacion.
También se realizaron contrastes polinomiales dentro de cada tratamiento.
Ademas se realizé un analisis de varianza univariado en cada dia de muestreo
y se utilizd la prueba de Diferencia Minima Significativa Honesta de Tukey
cuando el analisis de varianza fue significativo.

En andlisis previos, se encontré que ninguna de las covariables fue
significativa (P>0.05) por lo que el modelo final empleado fue el siguiente:

YEHAT &y
Donde:

y Es el vector de los niveles de P4 en los 6 dias de medicion.
u Es el vector de medias para cada uno de los dias.

7, Es el efecto del i-ésimo tratamiento (i=1, 2,3);
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¢; Es la fluctuacion aleatoria en cada observacion.

Por otro lado, se compararon los niveles de P4 en cada punto de
muestreo dentro de cada tratamiento entre vacas gestantes y vacias para lo
cual se empled la prueba U de Mann-Whitney. Todos los analisis estadisticos
se realizaron con el paquete estadistico SPSS, 2004, version.

Para evaluar las tasas de concepcion se utilizé un analisis de regresion
logistica; en el modelo logistico linealizado (Agresti, 1996; Johnson, 2000) se
incluyé el efecto del tratamiento, la temperatura rectal, el numero de lactancias
y el THI. Para evaluar la significacién de los coeficientes se utilizd el estadistico
de Wald. El modelo utilizado fue el siguiente:

10git(7£)= a+fix, + Boxy + Bizy + Bizy + Pszs + Bz
Donde:
7z Es la probabilidad de que una vaca quede gestante;
X1 es la variable dicotomica para indicar pertenencia al tratamiento GnRH-5
(x=1) o no (x=0);
X2 €s la variable dicotémica para indicar pertenencia al tratamiento GnRH-11
(x=1) 0 no (x=0);
z3 es la temperatura rectal al momento de la inseminacion;
z4 €s el numero de dias en leche al momento de la inseminacion;
Zs es el numero de lactancia actual de la vaca;
zs es el valor del indice humedad-temperatura al momento de la inseminacion; y

Bison los coeficientes que indican el cambio en las probabilidades.
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IV RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Progesterona

En el andlisis de varianza corregido debido a que no cumple con el
supuesto de esfericidad (Johnson, 2000) se encontrd que los niveles de P4
varian a través del tiempo (P< 0.001) y que los perfiles de cada uno de los
tratamientos son similares (P> 0.05; Anexo 1).

En la Figura 1 y Anexo 2 se presentan las concentraciones de P4
plasmatica en promedio de los animales de los que se obtuvo sangre, sin tomar
en cuenta el tratamiento y el estado de prefiez. En el dia 14 se obtienen los
valores mas altos de P4; pero al realizar los contrastes entre los puntos de
muestreo, se observa que entre el dia 11 y 14 y entre el 14 y 17 no hay
diferencias significativas (P> 0.05). Ademas, se observa que hay una
interaccidn entre los tratamientos sé6lo entre los dias 8 y 11 del muestreo (Anexo
3).

Segun Robinson et al. (2001) las concentraciones de P4 comienzan a
incrementar a partir del dia 3 después del estro, alcanzando las maximas
concentraciones alrededor de los dias 12-18 y comienzan a descender mas o
menos al dia 19.

Cabe decir, que los animales en este estudio, no estuvieron sometidos a
ningun sistema de enfriamiento ambiental; sin embargo, segun Roth et al.
(2000), las concentraciones de P4 plasmatica durante el ciclo estral, no son
diferentes entre vacas bajo EC y vacas bajo un sistema de enfriamiento artificial

durante el verano.
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8 11 14 17 20 23
Dias postinseminacion

Figura 1. Medias de cuadrados minimos (xee) para el perfil general de los
niveles de P4, de las vacas de las que se obtuvo una muestra de
sangre durante el experimento (n=51). NS: No diferencias
significativas entre los dias de muestreo.

Cuando se hizo el analisis dentro de tratamiento, no hubo una tendencia
en el tiempo para los niveles de progesterona en el grupo GnRH-11, no
cambiaron a través del tiempo (P=0.15) pero si para el grupo control y el GnRH-
5 (P<0.01; Anexo 4). Por otro lado, en el tratamiento testigo y en el GhRH-5, se
probaron los contrastes polinomiales (Anexo 5). Se encontr6 que para el
tratamiento testigo, sélo el efecto cuadratico fue significativo (P< 0.01)
alcanzando su maximo al dia 14 (4.01 ng/ml). Mientras para el tratamiento
GnRH-5, el efecto cuadratico (P< 0.01) y cubico (P< 0.05) fueron significativos.

En este tratamiento, el maximo nivel de P4 (5.10 ng/ml) se alcanzé en el dia 14
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después de la inseminacion y el efecto cubico se debié a que el decremento
entre el dia 20 y 23 no fue tan acentuado.

La concentracion media para cada uno de los dias de muestreo y
tratamiento se presenta en las Figuras 2, 3, 4 y Anexos 6, 7 y 8, para todas las
vacas de las que se obtuvo una muestra de sangre en el experimento
independientemente del estado de gestaciéon, vacas no gestantes y vacas
gestantes, respectivamente.

El tratamiento GnRH-5 tuvo una concentracién mayor en el dia 11
postinseminacion que los tratamientos testigo y GnRH-11 (P<0.05) cuando se
compararon todas las vacas incluidas en el muestreo dentro del experimento, lo
cual coincide con los resultados obtenidos por Willard et. al. (2003), cuyas
vacas tratadas con GnRH en el dia 5 post-IA tuvieron concentraciones de P4 en
suero mayores que las vacas control. En vaquillas, también fueron
incrementadas las concentraciones de P4 cuando se aplicé hCG entre 3y 7
dias después del estro (Funston et al., 2005). Entre los tratamientos testigo y
GnRH-11 los niveles de P4 fueron similares durante todos los dias del muestreo

(P>0.05; Figura 2 y Anexo 6).
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11 *P<0.05
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Dias postinseminacién

Figura 2. Medias de cuadrados minimos (xee) de la concentracién de P4
independientemente del estado de gestacion de los tratamientos
testigo (A), GnRH-5 (m) y tratamiento GnRH-11 (¢).

En la Figura 3 y Anexo 7 se presentan los niveles promedio de P4 en
vacas no gestantes (n=45) y se observa que los perfiles son similares a los
obtenidos con los datos totales independientemente del estado de gestacion, de
la figura 2; sin embargo, en este analisis no se encontraron diferencias

significativas (P>0.05).
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NS

8 11 14 17 20 23
Dias postinseminacion
Figura 3. Medias de cuadrados minimos (txee) de la concentracion de P4 para

las vacas no gestantes de los tratamientos testigo (A ), GnRH-5 (m) y
tratamiento GnRH-11 (¢). NS: No diferencias significativas.

El numero de animales estudiados para los perfiles de P4 fue de 51. El
namero de vacas muestreadas y que se diagnosticaron gestantes fue de 6, dos
por cada tratamiento. Las vacas gestantes mantienen los niveles de P4 por
arriba de 5 ng/ml a partir del dia 17 llegando hasta casi los 6 ng/ml. Al observar
el GnRH-11 (Figura 4 y Anexo 8), los niveles fueron por debajo del testigo hasta
el dia 14 pero en el dia 17 el nivel fue aritméticamente superior que el control
(P>0.05). En los animales que recibieron la inyeccién de GnRH se observa un
incremento de los niveles de P4 en los dias subsecuentes; sin embargo, en el
tratamiento testigo la P4 alcanza concentraciones mayores a 4 ng/ml los dias

17 y 20 y vuelve a niveles de 3 ng/ml al final del muestreo (dia 23); sin
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embargo, estadisticamente no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos. En un estudio realizado por Willard et al. (2003), encontraron que
las vacas que habian sido tratadas con GnRH en el dia 5 post-IA tuvieron
concentraciones mayores de P4 en suero que las del control; sin embargo, las
vacas prenadas que recibieron GnRH en el dia 11 post-IA tuvieron
concentraciones similares a las de las vacas control en los dias posteriores a la

aplicacion.

-
N

(ng/ml)

NS

= DD W » 01 O N ©

8 11 14 17 20 23
Dias postinseminacion

Figura 4. Medias de cuadrados minimos (txee) de la concentracion de P4 para
las vacas gestantes de los tratamientos testigo (A), GnRH-5 (m) y
tratamiento GnRH-11 (¢). NS: No diferencias significativas.

En controversia, las vaquillas prefiadas tratadas con acetato de fertirelina
(agonista de la GnRH) tuvieron mayor concentracién de P4 en suero que las

prefiadas del tratamiento control del dia 4 al 12 después de la inyeccion que se
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llevé a cabo entre los dias 11 y 13 post-1A (Rettmer et al., 1992). De igual modo,
el tratamiento con hCG en el dia 7 o en el 14 después de la inseminacién
incrementd las concentraciones de P4 plasmatica (Rajamahendran y
Sianangama, 1992).

Al comparar las vacas gestantes con las vacias (Figura 5 y Anexo 9), se
observa que las vacas gestantes tuvieron niveles de P4 aritméticamente
mayores que las vacias a partir del dia 14, manteniéndose el nivel hasta el dia

17, pero a partir del dia 20 las diferencias fueron significativas (P< 0.05).

P4

(ng/ml)

N W A~ 00 OO N

* P<0.05

—

8 11 14 17 20 23
Dias

Figura 5. Medias de cuadrados minimos (txee) de la concentracion de P4 para
las vacas gestantes (m) y vacias (A).

La aplicacién de GnRH durante la fase luteal es cuestionable, debido a

que al aumentar las concentraciones de P4, se estaria acrecentando también
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su efecto de retroalimentacion negativa sobre el hipotadlamo: disminuir la
frecuencia del pulso de GnRH mediante péptidos opioides endbégenos
(Goodman et al., 2002).

Las concentraciones de P4 de vacas gestantes contra vacas vacias de
cada uno de los tratamientos, no fueron diferentes, quiza debido al numero

reducido de vacas que resultaron gestantes (Figuras 6-8 y Anexos 10-12).

P4

(ng/ml)

NS

8 11 14 17 20 23
Dias postinseminacion

Figura 6. Medias de cuadrados minimos (xee) de la concentracion de P4 en
vacas gestantes (m) y vacias (A) del tratamiento testigo. NS: No
diferencias significativas.
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Figura 7. Medias de cuadrados minimos (xee) de la concentracion de P4 en
vacas gestantes (m) y vacias (A) del tratamiento GnRH-5. NS: No
diferencias significativas.

P4

(ng/ml)
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8 11 14 17 20 23
Dias postinseminacion

Figura 8. Medias de cuadrados minimos (xee) de la concentracion de P4 en
vacas gestantes (m) y vacias (A) del tratamiento GnRH-11. NS: No
diferencias significativas.
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Segun Aréchiga et al. (2002) los dos motivos por los que una vaca
repetidora no logra la gestacion es por fallas en la fertilizacion y por muerte
embrionaria temprana. Las concentraciones de P4 estan relacionadas con el
mantenimiento de la prefiez (Inskeep, 2004); sin embargo, en este estudio, el
analisis de regresidon logistica no detectd ninguna relacion entre las
concentraciones de P4 plasmatica y la gestacion de la vaca.

Los efectos de las concentraciones de P4 sobre las tasas de concepcion
son discutibles, ya que no se encontr6 influencia del nivel promedio de P4
plasmatica de la receptora al momento de la transferencia sobre el porcentaje
de prefiez (Aké et al., 1995).

El tratamiento con hCG estuvo asociado con el incremento de las tasas
de prefiez en un estudio realizado por Rajamahendran y Sianangama (1992)
sin embargo, las vacas prefadas tratadas en el dia 7 y 14 no correspondieron a
las que desarrollaron un CL accesorio. En otro estudio, el incremento de las
concentraciones de P4 inducida por el tratamiento con gonadotropina coridnica
equina (eCQG), no mejord las tasas de prefiez en la transferencia de embriones,
por el contrario, hubo una disminucion en las tasas de concepcién en los
animales que tuvieron las mas altas concentraciones de P4 (Gouveia et al.,

2004).

4.2 Tasas de concepcion

Las tasas de concepcién al dia 43 + 3 se presentan en la Figura 9. En
general, la tasa de concepcién fue de 12.87 % en promedio para todos los

animales en el estudio. Las tasas de concepcion disminuyen de un 35 %
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durante la época fria hasta alrededor de 20 % durante la época de calor, segun
un analisis de desempeno reproductivo en vacas lecheras de la Comarca
Lagunera realizado por Fernandez (2003), por lo que se puede pensar que el
problema es aun mas grave en las vacas repetidoras. Por otro lado, las vacas
repetidoras presentan bajas tasas de concepcidon debido a diferentes causas
como anormalidades en la ovulacién, la obstruccion del oviducto, los 6vulos
anormales, las adhesiones ovaricas, ademas de microorganismos en el Utero y

el cérvix, que han sido encontrados en el 56% de las vacas repetidoras (Graden

et al., 1967).
TC
20 7
15 -
(%) T Il
10 - 1 o
o NS
5 11.8 121

Testigo GnRH-5 GnRH-11

Tratamiento

Figura 9. Tasas de concepcién (TC) de los tres tratamientos. Testigo: Sin
GnRH; GnRH-5: GnRH al 5° dia post-IA; GnRH-11: GnRH al 11° dia
post-IA; NS: No diferencias significativas.
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Las bajas tasas de concepcion encontradas durante el verano, han sido
asociadas al EC, encontrando que las tasas de concepcién bajo estas
condiciones pueden caer a menos del 10% (Badinga et al., 1992; Ambrose et
al., 1999).

Las tasas de concepcion (11.8 (4/34), 12.1 (4/33) y 14.7 % (5/34), para el
testigo, GnRH-5 y GnRH-11, respectivamente) no fueron diferentes entre los
tratamientos. Tampoco se encontraron efectos significativos con ninguna de las
covariables incluidas en el analisis de regresion logistica (Anexo 13).

Los efectos de la administracion de GnRH durante la fase luteal no son
consistentes entre los estudios, segun los estudios realizados por Peters et al.
(2000). Rettmer et al. (1992), aplicaron 200 ug de acetato de fertirelina en el dia
11, 12 6 13 después del estro a vaquillas lecheras, encontrando tasas de
prefiez similares a las vaquillas del tratamiento control. En vacas, de igual
modo, Jubb et al. (1990) encontraron tasas de concepcidén similares entre las
tratadas y las del grupo control. En otro estudio, la administracion de GnRH en
el dia 5 6 15 tampoco incrementé la tasa de prefiez al dia 27 6 55 post-IA, asi
como tampoco redujo la pérdida de prefiez entre esos dias. Ademas, la
administracion de GnRH en ambos dias (5 y 15) redujo las tasas de prefiez al
dia 27 y 55 con respecto a las vacas que no recibieron GnRH post-IA
(Bartolome et al., 2005). Contrario a estos resultados, Willard et al. (2003)
encontraron una tendencia a incrementar las tasas de prefiez en vacas
lactantes tratadas con GnRH en el dia 5 o en el dia 11 después de la
inseminacién a tiempo fijo. En vacas lactantes altas productoras durante el

periodo de calor, Lopez-Gatius et al. (2005) encontraron que el tratamiento con
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GnRH al momento de la inseminacion y 12 dias después, incrementa las tasas
de concepcidon. En ovejas, la aplicacion de hCG al dia 11.5, tendié a
incrementar las tasas de prefiez en comparaciéon con las del grupo control

(Nephew et al., 1994).

4.3 Intervalo entre estros

En este experimento, el intervalo entre estros (Figura 10) no fue diferente
entre las vacas que recibieron (GnRH-5 y GnRH-11) y las que no recibieron
GnRH (Testigo). En un experimento realizado por Jubb et al. (1990),
encontraron que las vacas tratadas con Buserelin (analogo de la GnRH) durante
los dias 11-13, tuvieron un interestro mas largo comparadas con las del grupo
control.

Segun Rajamahendran y Sianangama (1992) el CL inducido: regresa con
el CL espontaneo y las vacas retornan al estro en el tiempo normal (en vacas
tratadas con hCG en el dia 0 o en el dia 7), aunque el ciclo estral fue
ligeramente extendido en algunas vacas que llevaron hCG al dia 14. Dicha
extension del ciclo estral en vacas tratadas en el dia 14 pudo estar relacionada
a la mortalidad embrionaria temprana o a la disrupcién del foliculo dominante

gue es necesario para la iniciacion del proceso luteolitico.
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Figura 10. Intervalo entre estros (dias) de los tres tratamientos. Testigo: Sin
GnRH; GnRH-5: GnRH al 5° dia post-1A; GnRH-11: GnRH al 11° dia
post-IA; NS: No diferencias significativas.

El interestro en este experimento fue de 25.4 dias, lo cual podria estar
relacionado con muerte embrionaria segun Humblot (2001), quien reporta que
cuando el retorno al estro se da después de 24 dias podria estar asociado con

muerte embrionaria tardia, ocurriendo al dia 16 después de la IA 0 mas.

4.4 Variables control

Las medias (xee) de las variables control registradas durante el
experimento se presentan en el Cuadro 1. La temperatura rectal media para

todos los animales en el experimento fue de 38.58 °C (x0.05) con un rango de
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37.6 a 39.7 °C. El numero de lactancias y el nimero de servicios promedio fue
de 1.9 y 4.6, respectivamente.

Durante los dias que dur6 el experimento se registraron las temperaturas
ambientales, las cuales oscilaron entre 20.72 y 32.20°C con una media de
27.76 °C (£0.26).

La humedad relativa minima durante el experimento fue de 16% y la
maxima de 89%. Dichas humedades maximas y minimas fueron utilizadas para
obtener los promedios de cada dia, los cuales estuvieron en el rango de 26.5 a
57.5% con una media de 42.39% (+0.68).

El THI es comUunmente usado para indicar el grado de EC sobre el
ganado lechero. En éste estudio, el THI medio al dia de la IA para todas las
vacas fue de 73.79 (x0.51) unidades con un minimo de 64.5 unidades y un
maximo de 77.55 unidades. En general, el 82.2% (83/101) de las vacas fueron
inseminadas bajo un THI = 72 unidades, por lo que si estuvieron bajo
condiciones de EC, de acuerdo con Armstrong (1994), quien reporta que las
vacas lecheras ya se encuentran bajo esas condiciones y son afectadas de
manera adversa cuando rebasan las 72 unidades; aunque Du Preez (2000),

maneja como umbral 70 unidades.
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Cuadro 1. Medias de cuadrados minimos (xee) de las variables control
registradas el dia de la |IA para los tres tratamientos.

Tratamientos

Variables

Testigo

(n=34)

GnRH-5

(n = 33)

GnRH-11

(n=34)

Temperatura rectal (°C)

No. de inseminaciones

No. de lactancias
Condicion corporal
Temperatura ambiental (°C)
Humedad relativa (%)

THI (unidades)

38.58 (+0.09)
4.38 (+0.22)
1.76 (+0.13)
3.03 (+0.03)

27.52 (+0.47)

43.00 (+1.18)

73.79 (£0.51)

38.60 (£0.09)
4.61 (£0.24)
1.94 (+0.21)
3.06 (+0.05)

27.52 (+0.46)

42.67 (+1.24)

73.74 (+0.50)

38.57 (+0.09)
4.85 (+0.21)
2.12 (£0.18)
3.12 (£0.05)

28.22 (+0.42)
415 (+1.12)

74.47 (+0.45)

GnRH-5=GnRH al 5° dia post-IA; GnRH-11=GnRH al 11¢ dia post-IA; THI =

indice temperatura humedad
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V CONCLUSIONES

La aplicacion de GnRH al 5° dia, incrementa las concentraciones de P4
al 112 dia postinseminacion.

De acuerdo con este estudio, la administracién de 100 pug del analogo de
la GnRH, gonadorelina, en el dia 5 o en el dia 11 no incrementa las tasas de

concepcién durante el verano en vacas Holstein repetidoras.
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ANEXOS

Anexo 1. Prueba corregida para efectos dentro de sujetos en el andlisis de
perfiles de los niveles de P4.

Fuente de variacion  Suma de cuadrados GL  MMC F Valor de
P

Tiempo 127,39 2,79 45,62 10,60 0,00

Tiempo X 16,38 568 2,93 0,68 0,65

tratamiento 516,53 120,07 4,30

Error

GL=grados de libertad ajustados por la epsilbn de Huynh-Feldt = 0.558;
MMC=medias de minimos cuadrados.

Anexo 2. Medias de cuadrados minimos (txee) para el perfil general de los

niveles de P4, de las vacas muestreadas durante el experimento
(n=51).

Dias postinseminacion ng/ml
8 2,70 (£0,18)
11 3,82 (£0,27)
14 4,22 (+0,28)
17 4,04 (+0,33)
20 3,24 (+0,33)
23 2,33 (x0,39)
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Anexo 3. Prueba de contrastes para mediciones repetidas de los niveles de P4.

Dia de muestreo Suma de cuadrados GL MMC F Valor de P
8 vs. 11 12,134 2 6,067 4,315 0,020
11 vs. 14 1,410 2 0,705 0,329 0,721
14 vs. 17 7,711 2 3,856 1,573 0,219
17 vs. 20 2,880 2 1,440 0,284 0,754
20 vs. 23 3,147 2 1,573 0,480 0,622

MMC=Medias de cuadrados minimos; GL=grados de libertad corregidos por la
epsilén de Huynh-Feldt.

Anexo 4. Andlisis de varianza para los contrastes polinomiales de los perfiles
en los tratamientos testigo y GnRH-5.

Tratamiento Factor GL MMC Valor de P

Testigo Lineal 1 5,56 0,25
Cuadrético 1 40,86 0,00
Cubico 1 0,58 0,58

GnRH-5 Lineal 1 8,37 0,30
Cuadrético 1 58,03 0,00
Cubico 1 11,95 0,02

MMC=Medias de cuadrados minimos; GL=grados de libertad.
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Anexo 5. Analisis de varianza corregido para los perfiles dentro de cada
tratamiento.

Tratamiento  Suma de cuadrados GL  Media F Valor de P
Testigo 47,87 2,86 16,76 4,96 0,00
GnRH-5 78,63 2,77 28,36 5,75 0,00
GnRH-11 27,59 2,40 11,48 2,00 0,15

GL=Grados de libertad

Anexo 6. Medias de cuadrados minimos (xee) de la concentracién de
progesterona (ng/ml) de acuerdo al dia de muestreo y el tratamiento
de todas las vacas muestreadas, independientemente del estado de

gestacion.
Dias Tratamiento
postinseminacion Testigo GnRH-5 GnRH-11

8 2,59 (+0,27) 3,05 (+0,30) 2,45 (+0,36)
11 3,41 (+0,40)° 4,90 (£0,44)? 3,15 (+0,53)°
14 4,01 (0,43) 5,10 (£0,47) 3,55 (+0,56)
17 3,56 (x0,50) 4,56 (+0,55) 4,01 (x0,66)
20 2,94 (x0,50) 3,41 (x0,55) 3,36 (+0,66)
23 2,05 (x0,59) 2,84 (+0,65) 2,11 (0,78)

GnRH-5=GnRH al 5° dia post-1A; GnRH-11=GnRH al 11° dia post-IA; Literales
distintas en la misma fila difieren P<0.05.
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Anexo 7. Medias de cuadrados minimos (tee) de la concentracién de
progesterona (ng/ml) de acuerdo al dia de muestreo y el

tratamiento de las vacas vacias.

Dias Tratamiento

postinseminacion  Testigo GnRH-5 GnRH-11

8 2,49 (x0,30) 3,16 (+0,33) 2,45 (£0,41)
11 3,49 (0,44) 5,06 (+0,48) 2,86 (+0,60)
14 4,01 (£0,47) 5,07 (x0,52) 3,19 (+0,65)
17 3,45 (£0,57) 4,49 (x0,63) 3,87 (x0,78)
20 2,80 (x0,51) 3,17 (x0,56) 2,55 (+0,70)
23 1,91 (x0,57) 2,44 (+0,63) 1,00 (+0,78)

GnRH-5=GnRH al 5° dia post-1A; GnRH-11=GnRH al 11° dia post-IA.

Anexo 8. Medias de cuadrados minimos (xee) de la concentracién de
progesterona (ng/ml) de acuerdo al dia de muestreo y el
tratamiento de las vacas gestantes.

Dias Tratamiento

postinseminacion  Testigo GnRH-5 GnRH-11

8 3,44 (+0,33) 2,28 (+0,33) 2,47 (+0,33)
11 2,68 (+0,72) 3,79 (x0,72) 4,47 (x0,72)
14 3,98 (+0,73) 5,25 (+0,73) 5,14 (x0,73)
17 4,50 (x0,37) 5,02 (+0,37) 4,66 (+0,37)
20 4,19 (x0,90) 5,07 (x0,90) 6,99 (+0,90)
23 3,20 (+0,62) 5,66 (+0,62) 7,12 (x0,62)

GnRH-5=GnRH al 5° dia post-1A; GhRH-11=GnRH al 11° dia post-IA.



Anexo 9. Medias de cuadrados minimos (txee) de la concentracién de
progesterona (ng/ml) de acuerdo al dia de muestreo de todas las
vacas vacias contra todas las vacas gestantes.

Dias postinseminacion Vacias Prenadas
8 2,70 (+0,35) 2,73 (x0,33)
11 3,81 (x0,51) 3,65 (+0,72)
14 4,09 (£0,55) 4,79 (x0,73)
17 3,94 (+0,66) 4,73 (x0,37)
20 2,84 (+0,59) 5,41 (x0,90)
23 1,78 (+0,66) 5,32 (+0,62)

Anexo 10. Medias de cuadrados minimos (tee) de la concentracion de
progesterona (ng/ml) de acuerdo al dia de muestreo en vacas
gestantes y vacias del tratamiento testigo.

Dias postinseminacion Vacias Prenadas
8 2,49 (+0,30) 3,44 (+0,33)
11 3,49 (10,44) 2,68 (+0,72)
14 4,01 (+0,47) 3,98 (+0,73)
17 3,45 (+0,57) 4,50 (x0,37)
20 2,80 (+0,51) 4,19 (x0,90)
23 1,91 (x0,57) 3,20 (+0,62)
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Anexo 11. Medias de cuadrados minimos (tee) de la concentracion de
progesterona (ng/ml) de acuerdo al dia de muestreo en vacas
gestantes y vacias del tratamiento GnRH-5.

Dias postinseminacion Vacias Prefadas
8 3,16 (x0,33) 2,28 (+0,33)
11 5,06 (+0,48) 3,79 (x0,72)
14 5,07 (x0,52) 5,25 (+0,73)
17 4,49 (+0,63) 5,02 (+0,37)
20 3,17 (x0,56) 5,07 (x0,90)
23 2,44 (+0,63) 5,66 (+0,62)

Anexo 12. Medias de cuadrados minimos (tee) de la concentracion de
progesterona (ng/ml) de acuerdo al dia de muestreo en vacas
gestantes y vacias del tratamiento GnRH-11.

Dias postinseminacion Vacias Prenadas
8 2,45 (£0,41) 2,47 (£0,33)
11 2,86 (+0,60) 4,47 (+0,72)
14 3,19 (£0,65) 5,14 (x0,73)
17 3,87 (£0,78) 4,66 (+0,37)
20 2,55 (+0,70) 6,99 (+0,90)
23 1,00 (+0,78) 7,12 (£0,62)
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Anexo 13. Estadistico de Wald para evaluar las variables del modelo de
regresion logistica propuesto para las tasas de concepcion.

Variables ee (1) Estadistico de Wald Valor de P
Tratamiento: 0,508 0,776
GnRH-5 0,771 0,003 0,956
GnRH-11 0,745 0,348 0,555
Temperatura rectal 0,562 0,263 0,608
THI 0,106 0,956 0,328
Dias en leche 0,004 1,538 0,215
Numero de lactancias 0,377 0,791 0,374

THI=Indice temperatura humedad; ee=error estandar.
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