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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la respuesta de la aplicacién doble o triple
de prostaglandina sobre la regresién de CL, ovulacién y retorno al celo después de un
tratamiento superovulatorio en vacas donantes de embriones. Para este experimento se
tomaron 44 vacas asignadas al azar a dos grupos de tratamiento. Al primero (n = 23;
CLO 0 & 7) se le aplicé una dosis de 500 pg de cloprostenol los dias 0 (denominado
dia de la colecta) y 7; al segundo grupo (n = 21; CLO 0, 1 & 7) se le aplic6 una inyec-
cién adicional el dfa 1. Los animales fueron examinados por ultrasonografia los dias 0,
4,7,10y 13 para evaluar la regresion de cuerpos ltteos y la ovulacién. Se realizé obser-
vacién del celo dos veces al dia (mafiana y tarde). El 60,8 y 52,3% de los grupos CLO
0& 7y CLO O, 1 & 7, respectivamente, presentaron signos de celo. No se presentaron
diferencias en el dia del celo entre los grupos (7,2 + 0,3, 7,3 + 0,5 dias). Tampoco hubo
diferencia para la variable ovulacién (8,5 + 0,9 y 9,8+ 0,9 dias). Todas las vacas tratadas
regresaron los cuerpos liteos antes de finalizar el experimento. Cuando se analizé el
tiempo de ovulacidn, se encontrd que las vacas con 4 o menos cuerpos liteos ovulan en
un tiempo menor (P < 0,01) que las vacas con 5 o mds cuerpos ltteos. Se concluye que
no hay diferencia entre la doble o triple aplicacién de cloprostenol para las variables.
Serfa innecesaria una aplicacién adicional de cloprostenol el dia 7.
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LUTEUM REGRESSION, RETURN TO ESTRUS AND OVULATION,

ABSTRACT
The purpose of the present study was to evaluate the effect of prostaglandin (PG)

treatment schedule on luteal regression and return to estrus in superovulated cows.
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A group of 44 donor cows were randomly assigned to two groups on the day of ova/
embryo collection (day 0). The first group (n = 23; CLO 0 & 7) was treated with
500 pg of cloprostenol on days 0 and 7 after embryo recovery; the second group (n =
21; CLO 0, 1 & 7) received an additional treatment with cloprostenol on day 1. All
animals were scanned by transrectal ultrasonography on days 0 (embryo recovery), 4,
7, 10 and 13 to evaluate CL regression and subsequent ovulation. Estrus detection
was done twice daily (am/pm) starting on day 4. There were no significant differences
between groups in the percentage of animals returning to estrus (60.8% and 52.3%,
respectively), or the intervals from the first PG treatment to estrus (7.2 + 0.3 vs 7.3 +
0.5 days), or ovulation (8.5 + 0.9 vs 9.8+ 0.9 days). All cows had luteolysis before the
end of the experiment. Animals that had 4 CL or less ovulated earlier than cows that
had 5 or more CL (P<0.01). In summary, there was no difference in luteal regression
and the return to estrus and ovulation in donor cows treated with cloprostenol twice
or three times after superovulation. It would not appear to be necessary to treat donors

with PG 7 days later, since all cows had luteal regression after the first PG treatment.
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INTRODUCCION

El objetivo de la superovulacién (SPO)
incluye inducir un gran niimero de ovu-
laciones y también una alta tasa de fertili-
zacién, junto con la presencia de un ttero
sano que proporcione el ambiente nece-
sario para el desarrollo de los embriones.
La superovulacién es la clave para
la produccién de embriones. La repeti-
cién de procesos de superovulacién que
arrojen buenos resultados depende de
diferentes variables dentro de las cuales
se encuentran: el tiempo en el que ocurre
la regresién de los cuerpos lateos (CL), la
manifestacién de signos de celo y la pre-
sentacién de una nueva ovulacién des-
pués de la colecta de embriones. El pron-
to regreso al celo después de una SPO es
indispensable para realizar un nuevo tra-
tamiento, y de esta manera optimizar la
produccién de embriones en un menor
tiempo (Desaulniers et 4l. 1990).
Durante varios anos se pensé que
las SPO sucesivas causaban una reduc-
cién progresiva en los tratamientos sub-
siguientes, pero hay evidencia de que
no hay tal relacién. Kafi y McGowan

(1997) superovularon novillas mestizas
entre cinco y diez veces, no se observé
ninguna diferencia entre la recuperacién
de ovocitos-embriones y el porcentaje de
embriones viables recuperados.

La expresion del celo en la vaca es un
fenémeno en el que intervienen cam-
bios endocrinos tales como el descenso
de los niveles séricos de progesterona
(lutedlisis) y el aumento de los niveles
de estradiol producido por el foliculo
preovulatorio. Ademads, dichos estrége-
nos actdan en el dtero aumentando la
masa del endometrio y del miometrio,
generan contractibilidad uterina, incre-
mentan el flujo sanguineo y la accién
inmunoprotectora en el tejido uterino
(Bo et 4l. 2008). Esto genera el retorno
de un ambiente uterino favorable para
la presencia de futuros embriones en un
nuevo tratamiento superovulatorio.

En 1930 se descubrié una sustan-
cia en el semen humano y en vesiculas
seminales de ovinos que causaba una
contraccién muscular lisa y aumento
de la presién sanguinea. Esta sustancia
fue llamada “prostaglandina” porque
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provenia de la préstata (Rathbone et 4l.
2001). A pesar de que varias hormonas
han demostrado capacidad luteoliti-
ca directa o indirectamente, la prosta-
glandina F2o (PGF2«) y sus andlogos
han demostrado que son los més efec-
tivos para la induccién de la lutedlis y
la sincronizacién de celos (Beal 1996).
Una inyeccién unica intramuscular de
PGF2u puede causar lutedlisis en bo-
vinos entre el dia 5 y 21 del ciclo es-
tral, y muestra su mayor efecto si es
aplicada 12 dias después del celo (Beal
1996). Después de una inyeccién de
PGF2a en vacas con ciclos normales,
las concentraciones de progesterona
descienden rédpidamente 6 horas des-
pués del tratamiento y 24 horas mds
tarde descienden a niveles menores a
1 ng/ml (Beal 1996). La presentacién
de los celos después de la aplicacién de
una dosis de PGF2a o cualquiera de
sus andlogos depende del estadio del
ciclo estral y del tamafio y madurez del
foliculo dominante presente en el mo-
mento de realizar el tratamiento (Beal
1996; Bo et 4l. 2007), siendo mejores
las respuestas en animales entre los 10
y 15 dias después del celo en compara-
cién con los que estdn en el dia cinco a
nueve posteriores al estro (Rathbone et
4al. 2001; Beal 1996).

Generalmente, el pardmetro de los
dias de retorno al celo después de una
SPO es mayor, debido al mayor nimero
de CL presentes en el ovario, que ade-
mds de ocupar espacio en este, producen
progesterona, con lo cual se genera un
proestro mds prolongado de lo normal,
debido a que el proceso de lutedlisis no
es tan rdpido como en un ciclo normal, y
también a que quizds haya un desarrollo
folicular alterado (Lucy et 4l. 1990).

Después de la administracién de
cloprostenol, se observé un incremen-
to agudo en la liberacién de PGF2a y
de la prostaglandina E2 intraluteal, lo
cual confirma que la produccién de es-
tas prostaglandinas estd involucrada en
la lutedlisis completa. La administracion
de PGF2o induce la expresién de la ci-
clooxigenasa 2 (COX 2), lo cual estimu-
la la liberacién enddégena adicional de
prostaglandina proveniente de las células
luteales grandes (Hayashi et 4l. 2003).
Las causas de fallas de las PGF2u en la
lutedlisis (10% de las vacas tratadas) no
estdn claras, pero pueden relacionarse
con: a) falta de respuesta de los CL; b)
tratamiento demasiado pronto en la fase
luteal; ¢) técnica incorrecta de inyeccién
intramuscular, ya que si se aplica en gra-
sa o en tejido ligamentoso no tiene igual
efecto; d) corta vida media de la hormo-
na exégena (Delgado et 4l. 2009).

La PGF2a o sus andlogos han sido
usados para la induccién del celo en va-
cas después de la SPO, y en promedio
entre 60 y 85% de las vacas muestran
celo dentro de los 10 dias siguientes al
tratamiento. (Misra y Pant 2003; Hal-
bert et 4l. 1989).

Una vez que los mdltiples CL regre-
san y las vacas ovulan (Mapletoft et 4l.
1991), los patrones normales de ondas
foliculares son reestablecidos y la SPO
puede ser nuevamente realizada. El dia
de recoleccién de oocitos-embriones, las
vacas reciben una inyeccién de PGF2a
que a menudo se repite 10 y 15 dias, o
luego de los 7 dias, si la donante no ha
sido observada en celo (B6 et 4l. 2007;
Delgado et 4l. 2009).

El objetivo del presente trabajo fue
evaluar la respuesta de la aplicacién do-
ble o triple de prostaglandina sobre la
regresién de CL, ovulacién y retorno al
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celo después de una SPO en vacas do-
nantes de embriones, con el fin de eva-
luar si la rapidez en el retorno al celo
posterior a procesos superovulatorios
puede acelerar, y mejorar la respuesta de
los embriones colectados en superovula-
ciones sucesivas (intervalos de veintio-
cho dias entre colectas).

MATERIALES Y METODOS
Animales y localizacion:

Se utilizaron 44 vacas de las razas Aber-
deen Angus (n = 30), Brangus (n=11) y
Simmental (n = 3), donantes de embrio-
nes, con una condicién corporal entre
3,0 a 4,5 (escala 1 a 5), mantenidas en
condiciones de manejo y sanidad épti-
mas. El experimento fue realizado entre
las estaciones de verano y otono (febre-
ro, marzo y abril) del hemisferio sur
(Irac-Biogen, Cérdoba, Argentina).

Grupos experimentales:

Se realizaron bloques experimentales de-
pendiendo de la cantidad de CL (1-2,
3-4,5-10, 11-15 y > 15) el dia de la co-
lecta y posteriormente divididas en dos
grupos tratados al azar. Los tratamientos
consistieron en la aplicacién intramus-
cular profunda de 500 pg de cloproste-
nol (Ciclase®, Syntex, Argentina) los dias
0y 7 (CLO 0 & 7), y al otro grupo la
aplicacion de la misma dosis los dias 0, 1
y7 (CLOO0, 1 &7).

Se realizaron ultrasonografias (Fal-
c0100, Pie Medical®, Holanda, equi-
pado con un transductor lineal de 7,5
MHz) transrectales los dias 0 (aquel en
que se realiza la colecta de embriones), 4,
7,10y 13 en donde se siguieron los di-
metros de los CL y su tiempo de regre-
sién (tomando la regresién cuando cada
CL presentaba didmetros menores a los

10 mm), la ovulacién (desaparicién del
foliculo més grande) y la aparicion de un
nuevo CL. Se determiné el porcentaje de
vacas con un CL nuevo el dia 13. Se ob-
servaron celos 2 veces (mafana y tarde)
por dia a partir del dia 4 del tratamiento.
Los datos fueron analizados por el
método de andlisis de varianza (Anava).
Se tomaron como variables: tiempo de
regresion de CL, dias de presentacién de
celo y dias de ovulacién. Se realizé una
regresion lineal modelada con polinomio
grado 2 para relacionar el nimero de
CL (1-2, 3-4, 5-10, 11-15 y > 15) y su
efecto sobre la ovulacién. Para el cdlculo
de estos valores se utiliz6 el programa In-
foStat (Facultad de Ciencias Agropecua-
rias, Universidad Nacional de Cérdoba,
Argentina). Se descartaron del andlisis
estadistico 5 animales, el primero por no
haber tenido ningtin CL en el momento
de la colecta y los otros 4 por tener tem-
peramento nervioso y haber presentado
foliculos pequenos sin CL el dia 13.

RESULTADOS

La totalidad de los CL de las vacas tra-
tadas (n = 44) hicieron lutedlisis antes
de finalizar el experimento. Al analizar
el momento de regresién de los CL en
las vacas tratadas, se observé que para el
grupo CLO 0 & 7 el tiempo fue de 5,4
+ 0,5 dias y para el grupo CLO0, 1 & 7
de 5,3 + 0,3 dias por lo que no se obser-
v diferencia estadistica (p = 0,80).
Durante el experimento, el 60,8% (n
= 14) de los animales del grupo CLO 0
& 7y52,3% (n =11) del grupo CLO 0,
1 & 7 presentaron celo. El dia de presen-
tacién de celo en el primer grupo fue de
7,2 + 0,3 dias y de 7,3 £ 0,5 para el se-
gundo grupo. No se encontré diferencia
significativa (p = 0,38) para esta variable.
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De igual manera, no se encontré dife-
rencia significativa (p = 0,30) en la varia-
ble ovulacién (69,5 y 66,6%), en donde
el tiempo fue de 8,5+ 0,9y 9,8 + 0,9
dias para los grupos CLO 0 & 7 y CLO
0, 1 & 7, respectivamente (tabla 1).

El 60% de los animales mantuvieron un
nuevo CL visible al chequeo ultrasono-
grifico el dia 13 para los dos grupos eva-
luados, en donde no se muestra ninguna
diferencia entre estos (p = 0,97).

Cuando se analizé el tiempo de ovu-
lacién de los animales tratados segtin
la cantidad de CL el dia de la colecta,
se encontré diferencia significativa (p <
0,0001) entre las vacas con 1-2 CL, 3-4
CL y las de mds de 5 CL. Las de menor
cantidad (1-2) de CL ovularon en un
menor tiempo (tabla 2).

TABLA 1. Comparacion entre los tratamientos de prostaglandina sobre el dia de regresion de los
cuerpos luteos (CL), el dia de presentacion de celo, y el tiempo de ovulacion.

Regresion luteal

Grupo n (dia) n Celo (dia) n Ovulacion (dia)
CLooy7 23/23 54+05 14/23 72+0,3 16/23 85+09
CLoO,1y7 2121 53+0,3 1/21 73+05 14/21 98+09
Valor p 0,8072 0,3818 0,3034

TABLA 2. Dia de regresion luteal y de ovulacion en vacas seg(n la cantidad de cuerpos liteos (CL)

en la colecta
Cuerpos luteos n Ovulacion (dia) n Regresion (dia)

1-2 6 4,00,5° 8 4,0+0,0

3-4 5 7,6+1,47° 6 5,5+1,5
5-10 8 10,38+0,89° 1 5,36+0,47
11-15 7 11,71£0,61° 1 5,91+0,61
>15 4 10,75+0,75¢ 8 5,88+0,55

Total de animales 30 44

Esto es explicado por la curva cua-
drética (figura 1). De la misma curva se
generd la férmula para el cdlculo del dia
de ovulacién a partir de la cantidad de

CL:

Dia de Ovulacién = CL(1,02)+[(-0,03)
(CL)]+4,18

DISCUSION

Al analizar los datos del experimento no
se encontraron diferencias significativas
para ninguna de las variables analizadas
(regresién luteal, dia de presentacién
de celo y ovulacién) entre los dos trata-
mientos.
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FIGURA 1: Curva cuadratica para retorno a la
ovulacion de vacas superovuladas, posterior a
la aplicacién de PGF2a y cantidad de cuerpos
liteos (CL) al dia 0 del tratamiento.

La media de presentacién de celo fue
de 7,240,3 y 7,3%0,5 dias para el trata-
miento CLO 0 & 7y CLO 0, 1 & 7,
respectivamente, lo que difiere del re-
sultado encontrado por Halbert et 4l.
(1989), quienes mencionan la aparicién
de signos de celo entre los dias 10 y 18,
pero no diferentes a los encontrados por
Mapletoft et 4l. (1991) y Desaulniers et
4l. (1990), quienes lo reportaron entre
7,2y 7,6 dias, respectivamente, después
del tratamiento realizado con PGF2a a
vacas superovuladas.

Con respecto a la presentacién de
signos de celo, los resultados del presen-
te estudio fueron similares (52,3-60,8%)
a los presentados por Mapletoft et 4l.
(1991), quienes observaron entre 56 y
88% y a los de Desaulniers et 4l. (1990),
quienes lo hicieron entre 60 y 65%. La
baja presentacién de celos (en donde
un nimero mayor de vacas ovularon
con respecto a las vacas que presentaron
signos de celo) puede ser explicada por-
que las vacas con estrés caldrico (el ex-
perimento se realizé en las estaciones de
verano e inicios de otono en donde las
altas temperaturas fueron caracteristicas)
alteran el crecimiento folicular ovérico y
su dominancia durante el periodo pre-

ovulatorio, lo que genera una funcién
anormal ovdrica manifestada por una
disminucién del pico de estradiol en el
proestro (Wilson et dl. 1998).

Cuando se analizaron las vacas que
no presentaron celo y no ovularon se
encontré que 2/9 y 4/10 vacas en el tra-
tamiento CLO0 & 7y CLO 0,1 & 7,
respectivamente, tuvieron al final del
experimento (dia 13) un foliculo mayor
o igual a 10 mm, posiblemente domi-
nante, en donde se podria generar una
ovulacién con la formacién de un nuevo
CL dias después de la evaluacion. Debi-
do a esto, se sugerirfa esperar unos dias
adicionales para la recuperacién de la
dindmica folicular fisioldgica, ya que los
13 dfas esperados serian pocos para esta
restauracion.

El tiempo transcurrido para la re-
gresion luteal (entendida como el mo-
mento cuando un CL tiene un didmetro
menor a 10 mm visible a la ultrasono-
grafia transrectal) fue 5,4+0,5 y 5,3+0,3
dias para los tratamientos CLO 0 & 7 y
CLO 0,1 & 7, respectivamente, por lo
cual se encontraron diferencias con el
trabajo publicado por Mapletoft et 4l.
(1991), quienes reportan tiempos entre
3,1y 3,6 dias. La diferencia en este pard-
metro puede deberse a que en el trabajo
publicado por Mapletoft et 4l (1991), la
regresién luteal se determiné cuando las
concentraciones de progesterona descen-
dieron a niveles menores que 1 ng/ml,
por lo que de alguna manera, algunos
de los CL observados en nuestro trabajo
pudieron haber sido afuncionales. Kaste-
lic et 4l. (1990) mencionan que el tejido
luteal se incrementa de la misma manera
que las concentraciones de progesterona
durante el crecimiento luteal (dfas 2, 5
y 8), pero durante la regresién luteal el
tejido regresa mds despacio que las con-
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centraciones de progesterona sanguineas
(Kastelic et 4l. 1990). Sin embargo, los
niveles de progesterona fueron menores
a 1 ng/ml cuando el CL era menor a 10
mm de didmetro (Kastelic et 4l. 1990).
Teniendo en cuenta que en la regresién
luteal, la media resultante fue entre los
dias 5,4 y 5,6, la aplicacién de una pros-
taglandina el dia 7 después de la colecta
de embriones pareceria innecesaria; por
esta razén, seria fundamental realizar es-
tudios adicionales complementarios con
una aplicacién doble (dias 0 y 1) y una
sencilla (dia 0) para evaluar la verdadera
necesidad de una segunda aplicacién de
cloprostenol sobre las variables evaluadas.

En el momento en que se analizaron
los datos agrupados por la cantidad de
CL el dia de la colecta de embriones, se
demuestra que existe diferencia signifi-
cativa entre las respuestas para la variable
ovulacién, en donde las vacas con hasta
4 CL ovulan en un tiempo menor que
las vacas con mds de 5 CL. Esta diferen-
cia puede deberse a que el tiempo para
restablecer valores reproductivos hormo-
nales en las vacas con mds de 4 CL es
mayor que en vacas con menores canti-
dades de los mismos.

Si se administra una dosis de prosta-
glandina en vacas de ciclos normales el
dia 8 del ciclo (dia 0, celo), las vacas en-
trardn en promedio en celo entre 48 y 72
h y ovulardn el cuarto dia en promedio.
Si el foliculo dominante en el momento
de la inyeccién, se encuentra en la fase
estdtica tardia o de regresion, el foliculo
dominante de la préxima onda serd el
ovulatorio y el animal entrard en celo y
ovulard entre 5 y 7 dias después (Bo et
al. 2007). En nuestro caso, la ovulacién
se dio en promedio en 8,5+£0,9 y 9,8+0,9
dias para CLO0 & 7y CLO 0, 1 & 7,

respectivamente, lo cual evidencia que el

ciclo estral de vacas que fueron supero-
vuladas estd alterado. Las vacas con 1-2
CL se comportaron de manera similar a
vacas con ciclos normales, ya que fueron
las que ovularon en 4,0+0,5 dias. Mien-
tras que las del grupo de 3-4 CL ovula-
ron a los 7,6%1,5 dias. Los tiempos de
respuesta al tratamiento se ven afectados
y aumentados ante una presencia de mds
de 4 CL, posiblemente debido a que al-
gunos CL tardan mds en regresar, a la di-
ndmica folicular que esté presente en el
ovario, ya que aparentemente existe una
asociacién negativa entre los multiples
CL y los foliculos.

A pesar de que todos los CL regre-
san en las vacas tratadas, es claro que se
necesita de un tiempo determinado para
que la dindmica folicular se restablezca,
y que de nuevo se genere un foliculo
preovulatorio, un aumento de estradiol
sanguineo, un pico de LH y una nue-
va ovulacién. Dos estudios realizados en
1990 (Desaulniers et 4l. 1990; Lucy et
al. 1990) sugieren que altas concentra-
ciones de progesterona pueden generar
una retroalimentacién negativa sobre la
secrecién de FSH y el posterior desarro-
llo folicular, debido a que en vacas con
respuestas superovulatorias buenas (ma-
yor a un embridn colectado) 1 o 2 dias
después de que la progesterona sangui-
nea empieza a descender (dias 11-12 des-
pués de la colecta) se observa el aumento
de la cantidad de foliculos menores a
5 mm de didmetro (Lucy et 4l. 1990).
Trabajos posteriores también plantean
que la progesterona tiene una relacién
dosis-dependiente sobre el crecimiento
del foliculo dominante (Adams et 4al.
1992), pero que esta relacién estd mds
relacionada con el efecto inhibitorio de
la progesterona sobre la pulstalidad de la
LH y consecuentemente sobre la selec-
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cién, dominancia y crecimiento final del
foliculo dominante ovulatorio (Kulick
et 4. 1999; Stock y Fortune 1993). Sin
embargo, es posible en el caso de vacas
superovuladas que, al ser los niveles de
progesterona mayores a los niveles nor-
males de la fase luteal, la supresion de
la progestereona sobre la liberacién de la

GnRH se exprese en una disminucién
tanto de LH como de FSH.

CONCLUSION

Se concluye que no hay diferencia entre
dos o tres aplicaciones de cloprostenol
para las variables estudiadas (regresién
de CL, presentacién de celo y ovula-
cién). Existe diferencia en cuanto a me-
nor tiempo de ovulacién en vacas con 4
o menos CL en comparacién con las de
5 o mds. Teniendo en cuenta que la re-
gresion luteal se dio en promedio entre
los dias 5,4 y 5,6, la aplicacién de una
prostaglandina el dia 7 después de la
colecta de embriones podria ser innece-
saria. Por ultimo, seria necesario esperar
un tiempo mayor a 13 dias para aplicar
un nuevo tratamiento superovulatorio.
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