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Introduccion

Se analizan en este capitulo los mecanismos mas importantes que suceden du-
rante las diferentes etapas del ciclo estral (CE) en la vaca. Durante este intervalo
de 18-21 dias para las vacas con dos ondas de crecimiento folicular en sus ova-
rios y hasta de 25 a 27 dias para las de tres y cuatro ondas, ocurren importantes
eventos en el ovario, oviducto, utero y sistema nervioso que hacen posible la re-
produccion. Los avances en el conocimiento de estos aspectos han sido mayor en
la vaca que en otras especies animales, lo que ha permitido manipular el CE con
fines zootécnicos y desarrollar nuevos procedimientos que hoy tienen amplio uso
en el campo de la biotecnologia animal. Asi se ha cambiado el concepto de que los
bovinos tienen una ineficiencia reproductiva propia de la especie, atribuibles a la
larga duracién de la gestacion y la caracteristica de especie mono-ovular.
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1.1 Caracteristicas del ciclo estral

El evento principal de la reproduccion en la hembra es el CE, porque la pubertad
puede entenderse como el inicio de los ciclos estrales, la gestaciéon como la pro-
longacién de su fase progestacional, el posparto como el regreso al CE y la senes-
cencia reproductiva como la cesacion de los ciclos estrales.

El CE es el periodo comprendido entre dos estros consecutivos, (también se de-
nomina ciclo ovarico o periodo inter ovulatorio), tiene una duracion entre 18-24
dias en las vacas con dos ondas de crecimiento folicular en sus ovarios y hasta de
23 a 27 dias para las que presentan tres o cuatro ondas. Durante el CE ocurre una
serie de cambios endocrinos como resultado de la interaccion de las hormonas
liberadas por el hipotalamo, la pituitaria, los ovarios y el ttero. El CE presenta
una fase folicular y una luteal, cada una con un periodo de desarrollo que ante-
cede a una funcién principal (Roche et al., 1992). La fase folicular o estrogénica,
comienza con el proestro que antecede al estro y la ovulacidn y la fase luteal com-
prende el metaestro, seguido por el diestro; la primera termina con la ovulacién
y el diestro con la luteolisis. En la fase folicular la cantidad de estrégenos que
pueden detectarse en la sangre es alta, y en la luteal la hormona predominante es
la progesterona. (Figura 1.)
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Figura 1. Fases del ciclo estral (CE). Estro o calor, Metaestro (post-estro) Diestro y

Proestro. En la fase estrogénica, o fase folicular (Proestro y estro) hay mayor influen-

cia de los Estrégenos (E ) y en la Fase progestacional o luteal hay predominio de la
progesterona (P4) (Mataestro y Diestro).
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La vaca ha sido clasificada como un animal poliéstrico continua, es decir,
que durante todo el afio presenta estros con una regularidad de 18-21 dias,
aunque se reconoce que las variaciones en la temperatura ambiente, la hu-
medad, el fotoperiodo y el alimento, pueden limitar su actividad reproduc-
tiva durante ciertas épocas del afio. (Lamothe-Zabaleta et al., 1991). Aunque
las caracteristicas del CE son similares entre razas, se reportan importantes
diferencias entre los genotipos Bos taurus y Bos indicus. Este ultimo pre-
senta una menor duracion e intensidad del celo, menor intervalo del estro
a la ovulacion, menor liberacion de LH preovulatoria, menor tamano del
cuerpo lateo (CL) y bajas concentraciones de progesterona (P4) en la fase
luteal (Garverick y Smith, 1993).

El numero de estudios acerca del CE en el trépico es menor, en compara-
cion con el de los provenientes de paises de la zona templada. En el Bos in-
dicus los signos de estro se presentaron con mayor frecuencia en las horas
de la noche y el comportamiento de monta se observé casi que exclusiva-
mente en vacas en estro (Galina y Arthur, 1990). En Colombia, en ganado
Holstein residente en Bogota, el estro ocurrié en el 70 % de los animales
entre las 16:00 y las 10:00 horas (Cardozo et al., 1994). También en Co-
lombia, departamento de Antioquia, en la raza criolla Blanco orejinegro,
se encontr6 que las vacas tenian de 3 a 4 ondas de crecimiento folicular
con una duracion inter estro de 23 a 25 dias (Henao et al., 2004). En Brasil
se confirmé que mas del 50 % de la vacas Cebt presentaban estro entre las
18:00-6:00 horas (Pinheiro et al., 1998).

1.2 Neuroendocrinologia del ciclo estral

En la hembra bovina, el inicio de la pubertad, requiere de la participacién
de un grupo especializado de hormonas que a través de multiples eventos
en forma coordinada inducen finalmente la secrecién de la hormona libera-
dora de las gonadotropinas (GnRH), la cual controla la madurez sexual y la
funcidén reproductiva. Esos eventos incluyen la combinacién entre los impul-
sos excitatorios transinapticos, mediados por los neurotrasmisores norepi-
nefrina (NE), neuropéptido Y (NPY) y los inhibitorios por el acido gamma
aminobutirico (GABA) y los péptidos opioideos como la beta endorfina BE
(Ojeda et al., 1997).
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Antes de la iniciacion de la actividad reproductiva durante la pubertad, se acep-
ta que la secrecion de GnRH estd inhibida por los estrégenos y por otras mo-
léculas que son antagonistas de moléculas que estimulan la secrecion de GnRH.
Dentro de estas ultimas se cuentan el aspartato, el glutamato, el acido homo-
cistéico, la taurina, el factor liberador de la hormona del crecimiento, el factor
insulinico de crecimiento 1y la proinsulina. Cuando adviene la pubertad, dada
la cesacion de la inhibicidn de la liberacion hipotalamica de GnRH, la secrecion
de la LH se hace mas frecuente y se liberan mayores cantidades de la hormona.
Asi el crecimiento folicular que desde etapas tempranas viene ocurriendo, en-
tra en un periodo de estabilizacion de la funcién reproductiva que entraia la
aparicion de CE irregulares, esto es, de menor duracién con niveles sanguineos
de P4 menores a los propios del CE (revisado por Hernandez y Prieto, 2008).

Estos péptidos facilitan la secrecion de GnRH por via autocrina o paracrina
mediante la coordinacién con receptores tirosinquinasa y la liberacion de mo-
léculas bioactivas de las células de glia con capacidad para estimular directa-
mente la liberacion de GnRH (Ojeda et al., 1997).

La secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) en los va-
sos del sistema porta-hipofisiario ocurre en forma pulsatil y actua en la pi-
tuitaria anterior en donde se une a receptores especificos localizados en los
gonadotropos, los cuales se hacen insensitivos si se secreta continuamente. EI
patron de secrecion de GnRH determina a la vez la secrecion en forma pulsatil
de la LH (Mihm et al., 1996).

En el afio 2003 dos grupos de investigacion que trabajaban separadamente
reportaron el papel esencial de la Kispectina en la reproduccion. Este neuro-
péptido de 145 aminoacidos es producto del gen kiss-1 que estimula la secre-
ciéon de GnRH e interviene en el inicio de la pubertad. Se ha postulado que
la kispectina sirve de puente entre los niveles de los esteroides sexuales y la
regulacion de las neuronas que secretan GnRH (De bond y Smith, 2014).

El hipotalamo fue el sitio en donde se encontr6 la mayor expresion de kiss-
pectina, aunque se localizd en otros sitios como la corteza, el cerebro medio,
el tronco encefalico y la médula espinal (Brailoiu et al., 2005).

Ademas la kispectina interviene en la ingestion de alimento y en la homeos-
tasis de la glucosa; por lo tanto en la regulaciéon del metabolismo (Yeo SH,
2013). Adicional al papel de la kispectina, otras hormonas como la insulina,
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la leptina y la ghrelina vienen siendo objeto de intensa investigacion, con el
proposito de conocer a mayor profundidad su importancia dentro del meta-
bolismo y su relacién con la reproduccion.

Un hallazgo importante fue el descubrimiento de la leptina que es producida
por el tejido adiposo, la cual se consideré en su momento el eslabdn entre la
nutricion y la reproduccién, de alli su papel en el inicio de la pubertad junto
con la kispectina.

1.3 Patrones hormonales durante el ciclo estral

El CE es regulado por las hormonas secretadas por el hipotalamo, hipdfisis,
ovario y utero. Se ha dividido en tres fases: folicular terminal (maduracion del
foliculo preovulatorio), estro y fase luteal. En la hembra vacia la fase folicular
comienza una vez ocurre la regresion del cuerpo lateo (CL).

Al caer las concentraciones de P4 en los dias 17-18 se incrementa la secrecion
en forma pulsatil de la LH, aumentando a la vez las concentraciones de estro-
genos. Cuando llegan a sus maximos niveles se estimula un pico de secrecion
de LH que alcanza hasta 50ng/ml comparado con las concentraciones basales
de 1-2 ng/ml, este pico ocasiona la maduracién nuclear del oocito, la ruptura
del foliculo y la luteinizacién de las células de la granulosa y de la teca interna
(Lucy et al., 1992).

Los estrogenos inducen las manifestaciones del celo y se sintetizan en su ma-
yor parte en las células de la granulosa (CG) del foliculo maduro, el principal
estrogeno es el 17 estradiol y alcanza concentraciones maximas al momento
del celo de 7.5 pg/ml. Durante el resto del CE los estrégenos mantienen nive-
les basales con leves fluctuaciones cuando se presenta un FD en algunas de las
ondas, estos niveles no ocasionan sintomas de celo debido a la existencia de
un CL secretando P4 (Lucy et al.,1992).

Las concentraciones de P4 se incrementan en forma continua durante la fase
luteal temprana (dias 1-5) y alcanzan maximas concentraciones entre los dias
8-11. La P4 es la hormona clave que determina la duracién del CE, ya que
ejerce una retroalimentacioén negativa sobre la LH suprimiendo la liberacién
de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) por via neuronas inhi-
bitorias (Mihnm et al., 1996).

[17]



Aspectos basicos de la reproduccion en la vaca

Existen leves cambios en la frecuencia pulsatil de LH durante la fase luteal,
debido a las altas concentraciones de P4. Hasta el momento no existe clari-
dad si estos cambios son debidos a un patrdén variable en la produccién de
E2 o por el contrario a otro mecanismo de retroalimentacidon no identifi-
cado (Mihm et al., 1996). Antes de la emergencia de cada onda folicular se
presentan elevados picos de FSH. (Ginther et al., 1996). (Figura 2.)
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Figura 2. Representacion grdfica de los niveles (valores promedio relativos) séricos
de FSH, LH, Progesterona y Estrogenos en el ciclo estral de la vaca.
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1.4 Factores que afectan el ciclo estral

El estrés es el principal factor que afecta la fisiologia del CE; por tanto, la repro-
duccién del animal es una medida inequivoca de su bienestar (Moberg, 1985;
Dobson y Smith 2002; Etim y Oguike, 2014) .

Las hormonas relacionadas con el estrés afectan la funcién sexual en los tres ni-
veles del eje hipotalamo-hipdfisis-gonada (H-H-G). A nivel del cerebro inhiben
la secrecion de GnRH, en la hipoéfisis, interfieren con la liberacién de LH y en las
goénadas afectan la estimulacion de las gonadotropinas para la secrecién de los
esteroides sexuales (River y Riviest, 1991).

El estrés nutricional tiene un profundo impacto en la actividad reproductiva, al
igual que el ocasionado por los factores climaticos, aunque ambas condiciones
deberian analizarse por separado (Moberg, 1985).

La interaccién social, que ha sido objeto de pocos estudios, tiene gran importan-
cia en la reproduccion, cuando se aumenta el tamafo del hato, las vacas dominan-
tes agreden a las mds jovenes, las cuales presentaran CE mas cortos. Igualmente
el transporte y las actividades de manejo diarias pueden prevenir la secrecion
preovulatoria de LH (Moberg, 1985).

El anestro posparto es otra condicion que afecta el CE, el cual se ve agravado por
el amamantamiento. El reinicio de la actividad ovarica se retarda por las menores
concentraciones basales de LH, debido a una disminucioén en la frecuencia y am-
plitud de los pulsos. Los efectos del estrés sobre la reproduccién animal pueden
ser ampliados por los lectores en Gongora y Cardoso (2002).

1.5 Oogénesis y foliculogénesis

Los procesos de oogénesis (formacion de células germinales) y la foliculogénesis
(formacion de foliculos), se inicia muy temprano en la vida fetal de la hembra
bovina (120-140 dias de gestacion) y finaliza con la formacion de un determinado
numero de foliculos primordiales (FP) (Wandji et al., 1992; Hernandez-Medrano
et al., 2012). Durante la oogénesis se forma “una reserva de células primordiales”,
mediante un proceso que inicia con la migracion de las células germinales primor-
diales (CGP), mediante movimientos ameboides desde la porcion endodérmica
del saco vitelino hasta la cresta genital (George y Wilson, 1994), alli proliferan
como oogonias dentro de ciertas estructuras llamadas nidos o quistes ovéricos
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(Monniaux et al., 2014). Las oogonias crecen y se convierten en oocitos prima-
rios los cuales inician la profase meiética. La migracion de las CGP ocurre entre
los dias 30-64 de la gestacion (Russe y Sinowats, 1991) y se da como respuesta a
sefales quimiotdcticas recibidas desde la cresta genital (Oktem y Oktay, 2008b).

La ruptura de los nidos ovaricos permite la liberacion de los FP que tienen un
tamano de 30 um, estos permanecen en arresto meidtico (profase I) y se caracte-
rizan por estar conformados por un oocito rodeado de una capa de células soma-
ticas (Monniaux et al., 2014).

La oogénesis requiere de tres fases, la primera es la proliferacion de las oogonias
que se divide activamente, una fase meiodtica que permite la formacion del ooci-
to primario y una tercera fase de intensa degeneracion de CGP. Los oocitos que
sobreviven a la fase degenerativa quedan detenidos en el estado de diplotene de
la primera division meiotica. Los oocitos en esta fase de desarrollo se denominan
oocitos primarios y estan rodeados por una capa plana de células de la granulosa
(CG), dando lugar a la formacién de FP (Monniaux et al., 1997).

Existe una estrecha relacion entre las CGP y las células somaticas, de las cuales
depende su viabilidad, asi que los oocitos que no terminan rodeados por las CG
se degeneran (Ohno y Smith, 1964). La comunicacion e intercambio de nutrientes
entre el oocito y las CG se lleva a cabo a través de uniones permeables (Gutiérrez
et al., 2000). Un polipéptido producido por las CG llamado “inhibidor de la ma-
duracién del oocito” es el responsable entre otras sustancias de mantener el arres-
to meidtico (Tsafriri etal., 1982). Esta inhibicién no es especifica de especie ya que
el fluido folicular de la vaca inhibe la maduracién de los oocitos de hamster y rata
(Gwatkin y Anderson, 1976, Tsafriri et al., 1977).

La tres fases de la oogénesis se superponen y presentan importantes diferencias
cronoldgicas entre las especies estudiadas, ademas tres caracteristicas importan-
tes distinguen el proceso: i) la fase de proliferacion de las CGP estd estrictamen-
te limitada a la vida fetal o neonatal; por lo tanto, durante la vida postnatal los
foliculos se desarrollan exclusivamente de la reserva formada, ii) no se conoce
el significado bioldgico de la marcada pérdida de CGP, y iii) no existe una clara
relacion entre el nimero de FP y la tasa de ovulacion con la duracion de la vida
reproductiva (Monniaux et al., 1997).

El crecimiento in vivo del oocito se da por la comunicacion bidireccional con las
CG que lo rodean. De esta forma, el oocito promueve la proliferacion de las CG
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(Otsuka et al., 2000; Vitt el al., 2000) y la diferenciacién (Eppig, 2001) mientras las
CG apoyan su crecimiento (Brower y Schultz, 1982) y contribuyen a mantener el
arresto y el reinicio de la meiosis (Chesnel et al., 1994). Esta comunicacion se da a
través de las proyecciones transzonales que se extienden desde las CG, atraviesan
la zona pelucida y llegan hasta al oolema (Makita y Miyano, 2014). A través de
estas proyecciones se da el intercambio de metabolitos, aminoacidos, pequenas
moléculas y nucledtidos (Anderson y Albertini, 1976; Brower y Schultz, 1982).

La foliculogénesis se define como el proceso en el cual los FP crecen y se diferen-
cian en foliculo antrales, posteriormente en foliculos preovulatorios, los cuales
maduran y ovulan después de la secrecion de la fuente de LH (Silva et al., 2009).

Los FP empiezan su crecimiento y se convierten en foliculos primarios, posterior-
mente en foliculos secundarios, estos crecen y se convierten seguidamente en fo-
liculos antrales (se ha formado el antro folicular), en este estado son dependientes
de las gonadotropinas las cuales favorecen el crecimiento continuo hasta el estado
de foliculo preovulatroio (Silva et al., 2009).

Los mecanismos responsables del crecimiento inicial de los FP atin no se cono-
cen con exactitud. Se ha sugerido que comienza una vez que son formados, y
de acuerdo con la posicion de la red ovarica (Findlay et al., 1996), siguiendo un
gradiente de intensidad de la periferia al centro del ovario, el cual puede estar
asociado con la evolucion y formacion de la génada durante la vida embrionaria
(Mariana et al., 1991). El crecimiento y desarrollo de los FP hasta el estado ovu-
latorio se asocia con una marcada proliferacion, reclutamiento y diferenciacion
de células somaticas, ademds de cambios en el tamafio y morfologia del ovocito
(Knight y Glister, 2001).

En el ovario fetal, la formacion de los foliculos esta probablemente controlada
por interacciones locales célula-célula (Driancourt y Thuel, 1998; Knight y Glis-
ter,2001). En el humano y en la oveja, el oocito comienza su crecimiento cuando
se forman 15 CG (Gougeon y Chainy, 1987). En el bovino este punto critico esta
en 40 CG (Braw-Taly Yossefi, 1997). En terneras recién nacidas la transicién de
las CG a la forma cuboidal es seguida por cambios estructurales del oocito; sin
embargo, el momento exacto en el cual comienza la fase de crecimiento es desco-
nocido (Mhawi et al., 1991).

Las citoquinas, unas proteinas solubles de bajo peso molecular con propiedades
inmunoreguladoras, juegan un papel esencial durante la foliculogénesis.
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Recientemente mdas conocidas como factores de crecimiento (FC), actian sobre
el crecimiento, diferenciacion y funcién celular. Las citoquinas incluyen las in-
terleuquinas (ILs), los factores estimulantes de colonias (CSFs), los factores tras-
formantes de crecimiento (TGFs), los factores de necrosis de tumor (TNFs) y
hormonas peptidicas como la prolactina. Todas esas moléculas son producidas
por diversos tipos de células (Field et al., 2014).

En los foliculos preantrales o antrales pequenos la vascularizacion es escasa; por
lo tanto, los mecanismos paracrinos pueden ser mas importantes que los endo-
crinos, quizas esta es la causa mas probable por la que los FC y otros relacionados
estructuralmente como las citoquinas tengan una mayor importancia que las go-
nadotropinas. Las CG de los FP y foliculos antrales pequefios de ovarios de fetos
y neonatos expresan receptores para el factor de crecimiento fibroblastico basico
(bFGEF), factor de crecimiento epidermal (EGF) y factor de crecimiento similar
a la insulina (IGF); sin embargo, las acciones paracrinas y autocrinas ain no se
conocen (Wandji et al., 1992a, b). Los FC de origen endocrino solo tienen im-
portancia durante el proceso de vascularizacion folicular (Monniaux et al.,1997).

Un area de reciente interés que viene siendo desarrollada gracias a los avances
en la ultrasonografia y los marcadores hormonales, es el recuento de la pobla-
cion total de foliculos antrales (PFA) mayores de 1 mm. Esta valoracion, podria
constituirse en el futuro, en una practica comun en evaluaciones clinicas o en la
seleccion de animales para procedimientos biotecnolégicos, dado que se podria
predecir la respuesta a los tratamientos (Jaiswal et al., 2004; Rico et al., 2009). En
estudios preliminares se encontr6 una amplia variacion en la reserva de foliculos
primordiales en individuos de la misma especie (Monniaux et al., 2014). Hasta el
momento la PFA por onda en el ganado Bos indicus fue mayor que para el Bos
taurus (Carvallo et al., 2008).

La determinacidn de los niveles plasmaéticos de la hormona antimiileriana (MAH
por sus siglas en inglés), una glicoproteina que pertenece a la familia del TGF-b
y que se expresa unicamente en las células de la granulosa del ovario, ha surgido
como un marcador de la funcién ovarica (Viser et al., 2006) y un predictor de la
PFA. En un reciente estudio en novillas Nelore y Holstein, la PFA se correlaciond
positivamente con los niveles de MAH. Adicionalmente las novillas Nelore tu-
vieron mayores concentraciones de MAH y PFA que las Holstein (Batista et al,,
2014).
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1.6 Desarrollo folicular

El ovario es el sitio en donde se desarrollan y maduran los gametos de la vaca,
en la corteza se localizan todos los oocitos en los diferentes estado de desarrollo,
rodeados de células somaticas conformando asi los foliculos, (figuras 3y 4). Enla
parte interna del ovario se encuentra la médula, que esta conformada por tejido
conectivo y alli se localizan los vasos sanguineos que provienen de la circulacién
general (Silva et al., 2009).

Figura 3. Corte histolégico de la corteza del ovario de la vaca, obsérvese la cantidad
de foliculos primordiales en diferentes estado de desarrollo.
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Figura 4. Foliculo secundario obsérvese el oocito rodeado de la teca interna (TI),
varias capas de células de la granulosa (CG) y de la zona peliicida (ZP). Ademds la
formacion del antro folicular.

Los mecanismos responsables del crecimiento inicial de los foliculos primordia-
les no se conocen, en este periodo, las gonadotropinas no se requieren, por lo tan-
to, son los reguladores locales del ovario los que estan directamente implicados.
Se ha sugerido que su crecimiento comienza en el orden en que son formados y
seglin su asociacion con la rete ovarica (Findlay et al., 1996). El crecimiento foli-
cular involucra el paso de un FP que ha estado en arresto meidtico a una fase de
crecimiento, caracterizada por tres eventos principales: cambio de forma de las
células de la granulosa (CG) de escamosa a cuboidal, proliferacion de las mismas
y alargamiento del oocito (Silva et al., 2009).

El desarrollo folicular involucra dos fases, la primera conocida como desarrollo
folicular basal la cual esta principalmente bajo el control de los FC que tiene un
origen paracrino. Durante esta fase la FSH puede ejercer un efecto mitogénico
indirecto sobre las CG por un aumento en la expresion de los FC o de sus recep-
tores. La segunda fase se conoce como desarrollo folicular terminal y depende
estrictamente de las gonadotropinas, el crecimiento es rapido y ocurre un agran-
damiento del antro folicular debido a importantes cambios en la diferenciacion
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de las células foliculares, el foliculo preovulatorio adquiere alta capacidad este-
roidogénica y produce altas concentraciones de estradiol (E2); sin embargo, la
capacidad del foliculo para ovular solo se adquiere durante las ultimas horas del
desarrollo folicular (Monniaux, 1997).

El crecimiento folicular terminal sigue un patrén de “ondas de crecimiento foli-
cular” el cual fue descubierto con la aparicion del ultrasonido. En los rumiantes
las ondas foliculares se presentan antes de la pubertad (Hopper et al., 1993), en la
fase luteal del CE y durante los primeros 2 trimestres de la prefiez (Ginther et al.,
1989; 1996).

En el bovino se han identificado de dos a cuatro ondas de crecimiento folicular
(Ginther et al., 1989) y mas del 95% de los CE tienen entre 2-3 ondas de crecimien-
to (Adams, 1999). Aunque no existe acuerdo sobre la preponderancia del tipo de
onda, varios estudios sefialan un predominio del patrén de 2 ondas (Bleach et
al., 2004; Burns et al., 2005), mientras otros han encontrado una mayor prepon-
derancia del tipo de 3 ondas (Nosseir, 2003; Celik et al., 2005). Cabe resaltar que
los dos ovarios funcionan como una sola unidad (Adans et al., 2008), aunque se
ha observado una mayor actividad folicular en el ovario derecho (Casida 1935;
Rajakoski, 1960).

Dentro de cada onda se suceden las fases de reclutamiento, selecciéon y domi-
nancia, al inicio de cada onda un nimero de foliculos inicia su crecimiento,
uno de ellos alcanza un crecimiento mayor y se selecciona como FD que sera el
responsable de la atresia del resto de foliculos. La primera onda emerge el dia
de la ovulacion (dia 0), la segunda el dia 11 o 12 (de dos ondas) y en el caso de
presentar tres ondas, la segunda se da en el dia 8 0 9 y la tercera alrededor del
dia 16 del ciclo. El FD de la ultima onda es el foliculo ovulatorio y la duracién
del ciclo estral dependera del nimero de ondas (Ginther et al., 1996). En sinte-
sis existiran animales con CE cortos (18-21 dias) y otros con CE largos (22- 24
dias). (Figura 5.)

Un mecanismo importante del desarrollo folicular es “la desviacion folicular”, que
consiste en la seleccién de un solo foliculo dentro de un grupo que han tenido
una fase de crecimiento comun después de la emergencia de una onda, pero luego
ocurre un cambio entre las tasas de crecimiento entre el FD y los subordinados
(Fortune et al., 2001; Ginther et al., 2001).
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Figura 5. Esquema representativo de la dindmica folicular y niveles de LH y FSH
en vacas con 2 y 3 ondas de desarrollo folicular (adaptado de Adams et al., 2008).

En algunas razas cebuinas como la Nelore, la desviacion folicular ocurre a los 2.5
dias después de la ovulacion cuando el FD alcanza 2.6 mm de didametro y el FD
alcanzo la capacidad ovulatoria a los 7 mm (Gimenes et al., 2008). En ganado
Hosltein la desviacion folicular se present6 a los 2.8 dias después de la emergen-
cia de la onda folicular, el FD alcanzo 8.5 mm y el foliculo subordinado presentd
7.2 mm (Ginther et al., 1996).
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El FD controla el desarrollo de los otros foliculos a través de hormonas como
el estradiol, la inhibina, la activina, la folistatina y FC que actiian en forma
local o sistémica (Lucy et al., 1992). Se ha sugerido que el mecanismo de selec-
cién y atresia folicular es mediado via apoptosis (muerte celular programada)
(Yoshimura, 1997). Mediante estudios de ultrasonido en tiempo real, se han
observado los cambios en el diametro y la densidad vascular en la pared del FD,
después de alcanzar los 10 mm, la densidad vascular del FD fue mayor que la de
los foliculos subordinados y continué en aumento a medida que se acercaba la
ovulacion. Los resultados de estos estudios sugieren que un suministro sangui-
neo apropiado a los foliculos es esencial para establecer la dominancia folicular
(Acosta, 2007).

Un foliculo primordial tarda entre 60-100 dias para convertirse en el FD, por
tanto, lo que ocurre en la vaca en los dos ultimos meses es esencial para pre-
decir con exactitud los resultados de un programa para mejorar la eficiencia
reproductiva. La lactancia y el balance energético afectan el desarrollo folicular,
lo que predispone a la presentacion de quistes foliculares, baja fertilidad y una
pobre respuesta a los programas de sincronizacion (Lucy et al., 1992).

Es de interés anotar que el desarrollo folicular no se afecta por la presencia ipsi
o contralateral del CL, a pesar que en el bovino un 70% de las ovulaciones ocu-
rren en el ovario derecho (Punwantara et al., 1992).

1.7 Comportamiento sexual durante el celo

La duracion de la conducta de celo puede ser breve, de 3 horas o prolongada
hasta 28 horas. En general el promedio es 12 a 16 horas, la duracién es el inter-
valo entre la primera monta y la ultima monta observada, la ovulacién ocurre
aproximadamente 30 horas después de iniciado el estro. El signo mas notorio
del celo es la aceptacion o la inmovilidad de la hembra al ser montada por el
macho o por sus compaferas de grupo, aunque no es el tnico criterio, ya que
otros comportamientos pueden ser exhibidos como topeteos, intentos de mon-
ta, montas homosexuales, miccion frecuente, inquietud combinada con brami-
dos y presencia de moco cervical (Baruselli et al., 2007).

La determinacion del momento exacto del inicio del celo es un punto critico,

porque el estado de inmovilidad de la hembra es muy breve (3-4 segundos) para
que sea detectado con facilidad por observadores experimentados.
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Existe una larga variacién individual en la duracién del celo, lo que complica
la deteccidén del mismo. En novillas Sanmartineras la duracion del celo median-
te observacion fue de 14.1 + 0.8 horas, mientras en novillas Brahman fue de
9.39 £ 0.66 horas (Gongora y Hernandez, 2006).

Durante las ultimas décadas se ha observado una reduccién en la duraciéon del
celo, especialmente en el ganado Holstein de alta produccién, lo que hace mas
dificil la identificacién de las vacas (Chanvallon et al., 2014). En la década de los
80 la duracién era de 18-20 horas, mientras a partir del 2000 se empez6 a observar
una reduccion de 4-8 horas (Kerbrat et al., 2004; Roelofs et al., 2005). Se especula
que la menor duracidn del celo en estas vacas, se debe a una disminucion en los
niveles de E2, por el aumento del metabolismo de ese esteroide (Witbank et al.,
2006). Adicional a esto, se planted que habia una reduccion en la fertilidad de las
vacas Holstein de alta produccién, como consecuencia de la excesiva seleccion
genética hacia la produccion de leche (Dobson et al., 2007).

Se conoce que la expresion del estro esta influenciada por multiples factores entre
ellos relacionados con la vaca, la produccion de leche, las cojeras, la jerarquia, las
condiciones ambientales, la nutricion, el parto, la temperatura y humedad entre
otros (Diskin y Sreenan, 2000; Roelofs et al., 2005; Roelofs et al., 2010).

Uno de los factores que mas influye en la reduccion de la duracién e intensidad
del estro es el estrés por calor (EC) lo que dificulta la deteccion de los animales en
celo. Con base en esta observacion, se ha propuesto que en los dias de mas altas
temperaturas ambientales, se inseminen las vacas al inicio del celo, lo que mejora
las tasas de concepcion (Badinga et al., 1985).

En ganado Holstein se reporta una reduccion en la duracién del estro (10.2 horas
en invierno frente a 5.3 horas en verano; Arthur y Rahim, 1984). Una situacion
similar se observé en ganado Brahman en el que la diferencia fue de 6 horas entre
las dos épocas (Plasse et al., 1970).

El comportamiento del estro es menos intenso en las vacas lactantes comparado
con las no lactantes y las novillas (Thatcher, 1996), hecho que fue atribuido a las
menores concentraciones de E2 en el proestro (de la Sota et al., 1993).

Los anteriores aspectos ponen en evidencia los efectos que podria ocasionar en el futuro
el calentamiento global sobre la fisiologfa reproductiva de la vaca, situacion que amerita
el desarrollo de estrategias para disminuir su impacto (ver Géngora y Hernandez, 2010).
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Lo anterior ha hecho que sea dificil el manejo de los programas de inseminacién
artificial. La falla en la “deteccion del celo” se considera el mayor problema de la
industria ganadera moderna, lo que ha permitido el desarrollo de diferentes tipos
de ayuda para su deteccion, entre ellos, telemetria (Yoshioka et al., 2010), perros
entrenados (Fischer-Tenhagen et al., 2011), uso de rayos infrarrojos (Talukder et
al., 2014) entre otros. La anterior circunstancia ha favorecido el desarrollo de los
protocolos de inseminacion artificial a tiempo fijo, mediante el manejo hormonal
del celo y la ovulacion.

1.8 Ovulacion

La ovulacion en sentido etimoldgico estricto, denota la liberacion del évulo, como
resultado de una serie de cambios en varios de los compartimentos del foliculo,
inducidos por la fuente de LH (Tsafriri y Dekel, 1994). (Figura 6.)

Se ha planteado que la ovulacidon ocurre como respuesta a un proceso inflamato-
rio (Espey, 1980), dado el dafio que se observa en los tejidos durante el proceso,
alli se han identificado sustancias mediadoras del sistema inmune y de la respues-
ta inflamatoria, que contribuyen a mantener la homeostasis del tejido ovarico
(Richards et al., 2008; Sheldon et al., 2014; Field et al., 2014).

La maduracién del oocito, como otros procesos de la ovulacién, es regulada por
las gonadotropinas hipofisiarias. Los eventos celulares en la ovulacién incluyen
adenosin monofosfato ciclico (cAMP), esteroides, prostaglandinas (PGs), activa-
dor del plasminégeno (PA), leucotrienos, bradiquinina e histamina y el sistema
renina-angiotensina (SRA) que regula principalmente la presion sanguinea sisté-
mica y la homeostasis de fluidos (Yoshimura, 1997). Los componentes del SRA
ovarico son regulados por estimulacion enddgena o exégena de gonadotropinas
(Yoshimura, 1997).

Se demostré que la P4 induce distension de los foliculos de cerdas, mientras la
FSH vy los estrégenos no. Por otro lado, el efecto de la LH sobre el desarrollo
folicular disminuyé por acciéon del cAMP y se previno por un inhibidor de la
3f3-hidroxiesteroide dehidrogenasa. A su vez esta inhibicién pudo revertirse con
el suministro de P4 exdgena.

En igual sentido, la administracién de aminoglutethimida y cianoketona, blo-
quean el ciclo sintético de la P4 por inhibicién de la ruptura folicular. La hipofi-
sectomia de ratas el dia del estro bloque¢ la ruptura folicular; sin embargo, esta
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fue revertida por 3 inyecciones consecutivas de P4. Los anteriores estudios de-
muestran que los esteroides juegan un papel esencial en la ovulacién y mas pro-
bablemente la P4 esta involucrada en la ruptura folicular (Tsafriri y Dekel, 1994).

Receptores para LH

> Receptores para FSH

Células de
Androgenos => la granulosa

Cavidad o
antro folicular

Estrogenos

Foliculo
preovulatorio

Camulo

Teca interna ovigero

Figura 6. Accion de la LH sobre el foliculo preovulatorio. La LH estimula las célu-

las tecales, estas producen andriogenos, principalmente Androstenediona, las cuales

son tomadas por las células de la granulosa, y por accién de la FSH convierten los
Andrégenos en E, especialmente 17-f8 estradiol.

Los cambios estructurales mas importantes que permiten la ovulacion, se relacio-
nan con el tejido conectivo de la tunica albuginea y de la teca externa. A medida
que se acerca la ovulacion hay disolucion de la matriz extra celular (MEC) y diso-
ciacion del colageno de la teca, los vasos sanguineos invaden el espacio del antro
folicular y se desarrolla una extensa red vascular debido a la produccién de fac-
tores angiogénicos (Tsafriri y Dekel, 1994). La degradacion de la MEC ocurre en
diferentes momentos después de la liberacién de la fuente de LH, lo que sugiere
que existen diferentes mecanismos y enzimas envueltas en este proceso, ademas la
MEC del CL se sintetiza nuevamente durante el desarrollo luteal (Irving-Rodgers
et al., 2006). El proceso de angiogénesis (formacién de vasos sanguineos) hace
parte de la luteinizacién y sus mecanismos no han sido completamente resueltos.
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El factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) es uno de los mas potentes
péptidos angiogénicos. Durante la luteinizacién, ocurre una significativa hiper-
trofia e hiperplasia de las células de la teca, las cuales migran dentro de lo que
fuera la cavidad folicular y se dispersan entre las células de la granulosa luteiniza-
das, las cuales acumulan reticulo endoplasmatico liso, las mitocondrias se hacen
redondeadas y acumulan granulos de glicogeno (Niswender et al., 1994).

Se establecié que el proceso de luteinizaciéon ocurre bajo un ambiente hipoxico
que promueve la sintesis de P4 a través de StAR y la expresion 3b-HSD durante la
fase inicial de formacion del CL (Yoshioka et al., 2014).

1.9 Formacion y funcion del cuerpo liuteo

El cuerpo luteo (CL) es un glandula endocrina temporal, necesaria para el man-
tenimiento de la prefiez en los mamiferos (Niswender et al., 1994). Es una de las
estructuras con mayor desarrollo vascular (O’Shea et al., 1989). (Figuras 7 y 8).
El crecimiento del CL esta asociado con un notable incremento del flujo vascu-
lar en el que intervienen principalmente los factores de crecimiento de endotelio
vascular (VEGF) y el factor de crecimiento fibroblastico (FGFs), ademas de otros
reguladores locales entre ellos los factores de crecimiento asociados a la insulina
(IGF-1y IGF-I) (Webb et al., 2002).

Foliculos

Cuerpo luteo

Figura 7. Ovario de la vaca. Obsérvese la presencia de un CL (tipo corona) y varios
foliculos sobre distintos sitios de la superficie del ovario.
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Foliculos

Cuerpo liteo

Foliculo

Figura 8. Vista de la cara interna del ovario de una vaca Cebii gestante, donde se
observan foliculos y un cuerpo liteo.

La mayor parte del parénquima del CL esta constituido por células luteales y
aproximadamente un 20 % lo conforman elementos de soporte como células en-
doteliales, pericitos, macréfagos, células musculares y fibroblastos. Se han identi-
ficado dos tipos de células luteales: grandes y pequeiias, las cuales difieren en su
morfologia, origen y funciones bioquimicas. Las células luteales grandes (CLG)
provienen de la granulosa y producen mas del 80% de la P4 durante la fase luteal
del CE, mientras que las células luteales pequefias (CLP) se originan de la teca
interna y producen menores cantidades de P4. (Fields et al., 1996). (Figura 9).

Células de la granulosa Células luteales
\ Ruptura grandes

Células de la teca [N\ de vasos
I sanguineos

Células de la granulosa

Células de la teca

Células luteales -
pequefias

Deteriodo de la
membrana basal

Deteriodo de la
membrana basal U

Figura 9. Esquema de un foliculo ovulatorio, a partir del cual se forma el cuerpo

liteo. Después de la ovulacion, a partir de las células de la granulosa y de la teca

interna, por accion de la LH, se forman las células luteales grandes y las células lu-
teales pequerias del CL, respectivamente.
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Se pensé que el mayor tamafio del CL guardaba relacién con los niveles sangui-
neos de P4; sin embargo, se demostré que esto es cierto hasta el dia 8 del CE, mas
no después (Mann, 2009).

Durante el CE, el CL presenta dos poblaciones de granulos los cuales contienen
oxitocina y neurofisina, durante la prefiez, los primeros se reemplazan por un
contenido hasta el momento desconocido (Fields et al., 1996).

El CL secreta 14 proteinas con pesos moleculares de 20-70 kilodaltons (Kd) y
puntos isoeléctricos de 5.5 a 8.0. Siete de estas se observaron uinicamente el dia 3
del ciclo, de las cuales 3 se identificaron como isoformas de apolipoproteina E; las
otras 7 proteinas se encontraron el dia 7 y se observaron por el resto del CE y la
prefiez. A pesar de que no se conoce con exactitud la funcion de estas proteinas, se
cree que tienen importancia en los procesos fisiologicos del CL y mantenimiento
de la prefiez (Fields et al., 1996).

La funcién principal del CL es la secrecion de P4, la cual prepara el endometrio
para la implantacion y mantiene la prefiez temprana. Si la prefiez no ocurre, el CL
regresa para reiniciar los eventos endocrinoldgicos del siguiente ciclo. Su funcién
la regulan la adenohipéfisis, el utero, el ovario y el conceptus, mediante un balan-
ce entre estimulos luteoliticos y luteotropicos. La LH es una hormona esencial-
mente luteotrdpica (Garverick y Smith 1993).

Se cree que los mecanismos de comunicacion intercelular en el CL son impor-
tantes para mantener su funcion, las uniones Gap (Estructuras vacias de = 3mm
que aparecen en la unién de las membranas celulares) y varias conexinas se han
identificado en los foliculos, el CL y en los vasos sanguineos ovaricos. Las unio-
nes Gap permiten la intercomunicacién de varias células y probablemente estan
involucradas en la produccion de hormonas esteroides, sefiales de transduccion y
luteolisis (Grazul-Bilska et al., 1997).

La vida media del CL no siempre es constante ya que una regresiéon prematura

puede ocurrir durante la pubertad (Gonzalez-Padilla.,1975) y durante el posparto
(Zollers et al., 1991) posiblemente debido a una liberacion repentina de PGF2a.
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1.10 Regresion del cuerpo liteo

La exposicion del utero a la P4 durante la fase luteal temprana y media es esencial
para iniciar la produccién de PG vy la lateolisis. La P4 incrementa el almacena-
miento de fosfolipidos en las células endometriales, lo que favorece la actividad
de la prostaglandina sintasa, la cual es necesaria para la conversion de 4cido ara-
quiddnico (AA) a PGF (Bazer et al., 1997).

Existen dudas acerca del mecanismo que dispara la luteolisis, un modelo sugiere
que la oxitocina (OT) de la neurohipéfisis que se libera de manera pulsatil seria la
responsable, ya que al actuar sobre el utero induciria la liberacion de bajos niveles
PGF2a. La OT luteal tendria dos funciones principales, por un lado, estimularia
una mayor liberacién de PGF2a y, por el otro, los altos niveles sanguineos provo-
carian un estado refractario del ttero a la OT (Silvia et al., 1991).

Para que ocurra una luteolisis completa, el CL debe estar expuesto a aproxima-
damente 5 pulsos de secrecion de PGF2a, por un periodo de 25 horas, la PGF2a
se une a sus receptores en las células luteales e inicia una serie de eventos intrace-
lulares que terminan la produccién de P4 e inician la muerte celular. Los efectos
luteoliticos de la PGF2a, se han atribuido a: disminucion en el flujo sanguineo,
reduccion en los receptores de LH, falta de union de receptores de LH de adenil-
ciclasa, activacion de la proteina quinasa C, afluencia de altos niveles de calcio y/o
activacion de una cascada citotéxica (Bazer et al., 1997).

La PGF2a no es el unico metabolito que intervienen en la luteolisis, otros produc-
tos del ciclo de la lipo-oxigenasa del AA como los leucotrienos B4 y C4 cobran
importancia en la regresion natural del CL (Hansel y Blair 1996; Blair et al., 1997).

El 6xido nitrico (NO) una molécula polifuncional que interviene en diferentes
eventos reproductivos en la hembra y en el macho, se ha considerado la sefal fi-
siologica que dispara la cascada luteolitica, ya que es un potente vasodilatador con
capacidad de regular el flujo sanguineo y la produccion de P4 (Shirasuna, 2010). El
incremento agudo en el flujo sanguineo periférico del CL seria la principal sefial
fisioldgica que permite la accion del NO en respuesta a la PGF2a (Shirasuna et al.,
2008). Se cree ademas que la Endotelina-1 un péptido vasocontrictor, actuando en
forma sinérgica con la PGf2a jugarian un papel importante en la regresion natural o
inducida del CL (Shirasuna et al, 2006). En la regresioén natural del CL también inter-
vienen el sistema inmune mediante ciertas citoquinas, las cuales tendrian un marcado
efecto sobre la funcién de las células luteales (Penny, 2000; Walusimbi y Pate, 2013).
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