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RESUMEN

Los objetivos fueron determinar el patron de liberacidn de progesterona {P4) en cabras superovuladas con FSH,
PMSG o PMSG mas anticuerpos monoclonales (ACM) contra la PMSG; y si*existe alguna asociacién entre las
concentraciones de P4 ef dia de la coleccién ermbrionaria con 8l ndimero de cuerpos fateos (CL) o con el de
embriones colectados. Se utilizaron 26 cabras de raza Alpina sin cria que fueron inducidas al estro con acetato
de fluorogestona (FGA). Los tratamientos superovulatorjos fueron: [} 1100 Ul de PMSG; 1f) 1100 Ul de PMSG
més ACM aontra la PMSG; il) 14 mg de FSH. La coleccién de los embriones se realizé al quinto dia después
del servizio mediante el método quirlrgico. A fin de determinar las concentraciones de P4 sérica se tornaron
musstras sanguineas en los dfas: -18 y -4 {Periodo del implante); al momento del estro, a las 12 h después de
su inicic y a las 24 h del mismo (Periodo de estro); enlos dias 5, 9y 13 (Periodo de fase lutea); y posteriormente
cada cuatro dias hasta la presentacion del siguiente estro (Periodo posterior a la fase lltea). El dia del estro se
considerd el dia O del estudio. El promedio de CL fue de 4.1, 5.4 y'13.9 para los tres grupos respectivamente,
siendo superior (P < 0.05) el dltimo valor. El promedio de embriones totales fue: 2.3, 3y 9.7 para los tratamientos
1, I y I, respectivamente, siendo mayor (P <0.05} el tercero. Las concentraciones de P4 durante la fase litea
fueron: 5.7, 2.9y 3.3 ng/ml paralos grupos |, lly lii respectivamente, detectandose diferencia (P < 0.05} en favor
del primero. Las concentraciones de P4 detectadas el dia de la colecciébn embrionaria tuvieron correacién
significativa con el nimero de CL (r=0.46), con el total de embriones colectados (r=0.50} y con el de embriones
transferibles (r = 0.48). Se concluye que en cabras, la FSH induce un nimero mayor de ovulaciones y embriones
que la PMSG sola o con ACM. Puesto que las cabras inyectadas con PMSG tuvieron menos ovulaciones y
embricnes, pero concentraciones de P4 mas altas que las que recibieron FSH; una segunda conclusion es que
{a prediccion de la respuesta a diferentes tratamientos superovulatorios a partir de la P4 sérica es poco precisa
en cabras.
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INTRODUCCION

La determinacién de perfiles hormonales
durante y después de la superovulacién ha
llevado a un mejor entendimiento de la res-
puesta ovérica ala estimulacién con hormo-
nas gonadotropicas en bovinos. Esto ha
hecho posible tomar ciertas alternativas pa-
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ra tratar de mejorar dicha respuesta. Estu-
dios realizados en esa especie indican que
las concentraciones plasmaticas de esteroi-
des se alteran debido a los tratamientos
superovulatorios “¢, encontrando que las
concentraciones de progesteron {P4) son
muy elevadas después de ocurrir las ovula-
ciones multiples. Algunos autores mencio-
nan que existe una relacion positiva impor-
tante entre las concentraciones de ese
esteroide ¥ el nimero de embriones recupe-
rados 625,

En el ganado ca%r;rzlo son escasos los
estudios al respecto,” “ por lo que se con-
sidera importante cuantificar ia relacion en-
tre las concentraciones de progesterona y



nimero de embriones colectados. De este
modo, podria evitarse la cirugia en aquellas
hembras con respuesta nula o inadecuada.

Los objetivos de este estudio fueron de-
terminar, bajo tres regimenes de superovu-
lacién, el patrén de liberaciéon de progeste-
rona en cabras superovuladas fuera de la
época reproductiva, y si existe alguna aso-
ciacién entre las concentraciones de P4 el
dia de la coleccién embrionaria y el nUmero
de cuerpos lateros (CL) o el de embriones
recuperados.

MATERIALES Y METODOS.

El estudio se realizd en el centro caprino de
indaparapeo, Miggh., bajo condiciones de
clima templado 7, durante el periodo del
primero de mayo al I5 de agosto de 1990.
Se utilizaron 26 cabras de raza Alpina sin
cria. Durante tres muestreos previos al estu-
dio, en algunos animaies se detectaron va-
riaciones en sus concentraciones de P4, lo
que se considerd indicativo de actividad
ovarica, a pesar de estar en la estaciéon no
reproductiva. Por ello, y a fin de homogeni-
zar el lote experimental, se aplicaron 1.9 mg
de luprostiol ('Prosolvin®, Lab. intervet de
México) por via submucosa intravulvar a
todos los animales. Como parte del disefio
experimental, inmediatamente después de
fa aplicacion del luprostiol se aplicaron es-
ponjas intravaginales impregnadas con 45
mg de acetato de fluorogestona ("Cronoget"
Lab. Intervet de México} para inducir y sin-
cronizar el estro durante la superovulacion.
Las esponjas permanecieron 16 dfas y cua-
renta y ocho horas; antes de retirarlas se
aplicaron los siguientes tratamientos supe-
rovularios: 1) (n=8), aplicacién intramuscu-
lar (IM) de 1100 Ul de Gonadotropina Sérica
de Yegua Prefiada (PMSG; "Folligon”, Lab.
Intervet de México}; Il) (n=9), similar al an-
terior mas la aplicacién por via endovenosa
de anticuerpos monocionales (ACM) contra
la PMSG a las seis horas del estro; la désis
empleada de ACM ("Neutra-PMSG, Lab. in-
tervet de México) fue de 5 mi de una solu-
cién estandarizada capaz de inhibir a 3000
Ul PMSG. lll) (n=9), administracion 1M de

una dosis total de 14 mg de Hormonas
Foliculo Estimulante (FSH, "FSH", Lab. She-
ring de México), la cual se dividié en ocho
fracciones decrecientes (3,3,2,2,1,1,1 y 1
mg),aplicando cada unadeellas aintervalos
de 12 horas.

El dia del retiro de la esponja se inicié la
deteccién de estros, realizandose durante
cinco dfas a intervalos de seis horas y du-
rante una hora en cada ocasién. Una hem-
bra fue considerada en estro cuando permi-
tié la monta homo o heterosexual, y el final
del mismo se considerd cuandola conducta
anterior se ausentd. Se utilizaron cuatro ma-
chos de las razas Alpina y Nubia para dar
monta natural controlada, los cuales tam-
bién fungieron como machos celadores. En
cada periodo de deteccion de estros se
introdujeron los machos en forma alterna-
da, permitiéndoles una sola monta a cada
cabra detectada en estro. Durante todo el
periodo de estro cada donadora recibié una
sola monta a las 0 y 12 horas de iniciado el
mismo.

La coleccién de los embriones se realizd
al quinto dia del estro (dia cero) mediante el
método quirlrgico y empleando sondas de
Foley, como ha sido descrito anteriormen-
te . Antes de iniciar la coleccién embrio-
naria se registré el nimero de CL y de foli-
culos en forma visual.

A fin de detectar las concentraciones
séricas de P4, se tomaron muestras sangui-
neas durante los siguientes periodos: al mo-
mento de insertar las esponjas (dia- 18}, al
iniciar los tratamientos superovulatorios (
dia - 4), al detectarse el estro (dia cero), a
las 12 y a las 24 horas del estro, el dia de la
coleccién de los embriones (dia 5) y poste-
riormente cada cuatro dias hasta observar
el siguiente estro. Después de tomar la
muestra se permitio la separacién del suero,
posteriormente éste fue centrifugado vy al-
macenado a -20 C hasta su andlisis por
radioinmunoensayo; el tipo de antisuero uti-
lizado asi como la validacion del mismo han
sido descritos por Jiménez y col. ''. Los
coeficientes de variacién inter e intra-anali-
sis fueron de 11.8 y 8.7%, respectivamente,
la sensibilidad de la prueba fue de 12.5
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pg/tubo. Para el andlisis estadistico de los
datos de P4, se consideraron cuatro perio-
dos durante el estudio: a) Periodo de im-
plante { dias -18 y -4 ); b) periodo de estro
(0, 12 y 24 h del estro); c) fase llitea (del dia
5 al dia 13); d} posterior a la fase iutea (del
dia 14 hasta la manifestacién del siguiente
estro). Se considerd que el dfa 13 fue el final
delafase lUtea debido a que en el muestreo
poterior a ese dia las concentraciones de P4
fueron inferiores a 1 ng/ml.
Para el andlisis estadistico de los datos
se realiz6 un andlisis de varianza en un
- arreglo factorial anidado con rompimiento
en tiempo ', utlizando el siguiente modelo:

Yijkl = U + Ti = A(l)j + Pk + TPik + e(i)jkim
donde:

Yijkl = concentracién de progesteronaaso-
ciada al i-ésimo tratamiento, j-ésimo animal
dentro de tratamiento, al k-ésimo periodode
muestreo.

U = Media de la poblacién.

]

Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento.

A(j}j = Efectodel|-ésimo animal anidado en
el i-ésimo tratamiento.

Pk = Efecto del k-ésimo periodo de mues-
treo.

TPik = Efecto de la interaccion del i-ésimo

tratamiento con el k-ésimo periodo de
muestreo.

e(i)jki = error aleotorio NiD (0, ).

- Paradeterminar la asociacién entre con-
centraciones de P4 y nlimero de CL o de
embriones, se utilizaron jos coeficientes de
correlacion de Pearson
RESULTADOS Y DISCUSION.

En el Cuadro 1 se muestran las medias de
cuadrados minimos del nimero de CL y de
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bvulos y embriones (totales y transferibles)
obtenidos con los diferentes tratamientos
superovulatorios. Como se observa, la res-
puesta superovulatoria obenida con la FSH
fue mayor {P <0.05) a la de la PMSG, con o
sin los anticuerpos monoclonales. Estos re-
sultados concuerdan con las observaciones
hechas en cabras por Armstrong y col.

en el sentido de que la FSH provoca una
mayor respuesta ovarica en comparacion
con la PMSG.

En este estudio los ACM no mejoraron el
numero nila calidad de los embiones, lo que
coincide con algunos trabajos realizados en
bovinos ™™ ~, Es importante mencionar que
con los anticuerpos contra la PMSG se pre-
tende inhibir la PMSG residual que se en-
cuentra después de que se ha ocurrido el
pico preovulatorio de gonadotropinas, a fin
de impedir el estimulo para un desarrollo
folicular posterior y por lo tanto, un ambien-
te estrogénico desfavorable para la fertiliza-
cién y el desarrollo embrionario. Asi, se su-
pone que al haber un medio hormonal mas
propicio, en comparacién con el uso de la
PMSG sola, el ndmero de 6vulos que se
fertilicen y desarrollen aumentara, incre-
mentandose indirectamente el nimero de
embriones transferibles #*. Sin embargo, el
numero de ovulaciones es una respuesta
directa de la désis de PMSG, por lo que si
dicha respuesta es pobre, el efecto que se
busca con los anticuerpos no podra apre-
ciarse en forma significativa. Por otro lado,
la variacién en la respuesta ovarica a la
PMSG es grande " y quizas aello se deban
los resultados contratantes que se observan
en diferentes estudios cuando se utilizan
anticuerpos contra la PMSG zxa sea mono-
cionales o pohclonales 81

Es importante sefalar que el promedio
de Ovulos méas embriones obtenido con
FSH en el presente trabajo, es ligeramente
mferior gl mencionado por otros auto-
res 4 , Quienes obtuvieron de 11 a 13
embriones y dvulos, empleando una prepa-
racién comercial conocida como Folitropin,
cuya relaciénde FSH:LH es de 5:1 32, Por el
contrario en el resto de ias preparaciones
comerciales de FSH, como la utilizada en



CUADRO 1.

MEDIAS DE CUADRADROS MINIMOS Y ERROR ESTANDAR DEL NUMERO DE OVULOS Y EMBRIO-

NES COLECTADOS CON DIFERENTES TRATAMIENTOS SUPEROVULATORIOS.

GRUPQS*
VARIABLE | (PMSG) I {PMSG + ACM) i (FSH)
Cuerpos 4.1+ 15a 54 + 14a 138 + 14b
Liteos
Qvulos y 24 +20a 38+ 19a 116 + 1.9b
embriones
Total de 23+21a 30+ 20a 97 +20b .
embriones
Embriones 20+ 21a 29 +20a 9.6 + 20b

transferibles

a, b Literales distintas en el mismo renglén indican valores diferentes (P <0.05).
*PMSG = Gonadotropina sérica de yegua prefiada; ACM = Anticuerpos monoclonales contra PMSG;

FSH = Hormona foliculo estimulante.

este estudio, ia relacién entre FSH y LH se
desconoce y generalmente es mas reduci-
da °. Altas cantidades de LH en la prepara-
cién tienen un efecto inhibitorio en la res-
puesta ovulatoria 0 mientras que su
disminucién resulta en un incremento en ¢l
namero de embriones colectados °.
Schmidht y col. 27, mencionan gue una re-
lacién de 5:1 de FSH:LH es la adecuada
para obtener una buena respuesta supero-
vulatoria. Por {o tanto, una posible causa de
la diferencia entre los resultados del presen-
te trabajo y de los autores anteriormente
citados, puede atribuirse a la distinta prepa-
racién de FSH utilizada.

En el cuadro 2 se presentan las concen-
traciones de P4 en las diferentes etapas del
estudio, observandose que el tratamiento
con PMSG sola, resultdé en mayores canti-
dades (P <0.05) de P4 durante la fase I(itea,
en comparacion con los grupos restantes.
En los demas perfodos del estudio no hubo
diferencias (P >0.05) entre ninguno de los
tratamientos.

Resulta dificil explicar por qué las cabras
que recibieron PMSG sola tuvieron mayores
concentraciones de progesterona que las
tratadas con FSH, a pesar de tener un nu-
mero significativamente menor de CL.

Los grupos con menores concentracio-
nes de P4 enlafase litea fueron agqueilos en

donde tedricamente ya no existen residuos
de las gonadotropinas ex6genas durante el
perfodo del pico preovulatorio, que pudie-
ran promover el desarrollo folicular. Lo an-
terior es debido por un lado, a los ACM
(grupo I} los cuales inactivan a la PMSG en
un lapso de una hora después de su aplica-
cidn =, y por otro, a la corta vida media de
la FSH en sangre (grupo lll que es de cuatro
horas 2. De hecho, el grupo que Gnicamente
recibié6 PMSG tuvo un ndmero mayor
(P <0.05) de quistes foliculares (2.13 + 0.6),
en comparacién con los grupos tratados
con PMSG y ACM (0.44 + 0.5) o con FSH
(0.6 + 0.5). Por ello, la mayor concentracién
de P4 observada en €l grupo I, quizas pue-
da deberse ala induccidn de procesos lutei-
nizantes de algunas estructuras foliculares
desarrolladas después del estro, ambos even-
tos ca%lsados por la PMSG cirulante. Callesen
y col. /', mencionan que la PMSG puede indu-
cir luteinizacion e incluso ovulacion en folicu-
los antrales grandes y contribuir con incre-
mentos en las concentraciones de P4.
Aunado a lo anterior, se ha observado
que en cabras superovuladas se libera pros-
taglandina F2 alfa (PGF2) alrededor del ter-
cerdiadel estro, la cual ademas de provocar
la regresién prematura de algunos CL 512
también podria disminuir la secrecién de
progesterona. Horton y Poyser >, citan que
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CUADRO 2. MEDIAS DE CUADRADOS MINIMOS DE LAS CONCENTRACIONES DE PROGESTERONA SERICA
{ng/mi) EN CABRAS SUPEROVULADAS CON PMSG, FSH O PMSG Y ACM DURANTE DIFERENTES

ETAPAS DEL ESTUDIO.

PERIODO DE GRUPOS*

MUESTREO 1 (PMSG) il (PMSG + ACM) 1 (FSH)
IMPLANTE 0.34 + 0.74 0.17 + 0.61 0.19 + 0.65
ESTRO 0.46 + 0.43 0.27 + 0.35 0.24 + 0.39
FASE LUTEA 575 + 0.48 2 299 + 0.37° 3.32 + 0.41°
FASE POST LUTEA 0.51 + 0.53 0.89 + 0.37 0.10 + 0.37

Error estandard de la media = 0.11

a, b Valores con distinta literal en el mismo renglén son diferentes entre si (P <0.05).
*PMSG = Gonadotropina sérica de yegua prefiada; ACM = Anticuerpos ronocionales contra PMSG;

FSH = Hormona foliculo estimulante.

ta PGF2 puede causar una reduccion en la
produccidén de P4 aun sin afectar irre-
versiblemente la estructura del CL. De esta
manera, aungue en fos tres grupos ocurra
este evento, en los animales tratados con
PMSG sola, los foliculos luteinizados o los
quistes luteinicos formados podrian contri-
buir con un aumento en la produccién de P4
con relacién a cabras tratadas con PMSG y
ACM o FSH. Los resultados obtenidos en
este estudio indican gue las concentracio-
nes séricas de P4 no siempre son (tiles para
predecir el nlimero de ovulaciones o el nu-
mero de embiones inducidos por tratamien-
tos superovulatorios, particularmente cuan-
do se usan diferentes agentes hormonales,

En la Gréfica | se muestra el patrén de
liberacién de P4 paralos distintos tratamien-
tos. Como puede apreciarse, las concentra-
ciones de P4 durante los periodos del im-
plante (dias -18 y -4) y del estro (dia cero),
se mantuvieron en valores basales y sin
diferir entre los tres grupos. En otras espe-
cies superovuladas con PMSG o FSH se ha
observado un incremento en lag concentra-
ciones de P4 durante el estro =>*°, o cual
no fue observado en este estudio. En todos
los tratamientos, los valores mas elevados
de P4 se observaron durante el dia de la
coleccion embrionaria (dfa 5), volviendo a
concentraciones menores a 1 ng/ml para el
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dia 17. Como se menciond anteriormente,
los valores de la fase lUtea del grupo | fueron
significativamente mayores a los de los tra-
tamientos restantes.

Una vez que las concentraciones de P4
descendieron a niveles basales alrededor
del dia 17, los animales de los grupos |, 1 y
Il tardaron en promedio: 15, 16 y 18 dias
respectivamente, en presentar el siguiente
estro. De hecho, el intervalo entre estro y
estrofuede 32 + 3.6,33 + 1.2y35 + 2.5
dias, para los tres grupos respectivamente
y sin ser diferentes entre si (P>0.05). Ello
sugiere que las cabras entraron en un perio-
do de escaso crecimiento folicular, ya que
aquelias que no se superovulan y que se
encuentren ciclando tardan entre cuatro y
cinco dias en retornar al estro después de
la caida de P4 2'. El retardo en la manifesta-
cion del estro también se ha observado en
ganado superovuiado 16.28. 13 actividad fo-
licular ovarica después de la superovulacion
permanece disminuida en ganado con va-
rios CL '°. Este efecto sugiere un papel
regulador del CL sobre el desarrolio folicu-
lar. Aunque durante el ciclo estral normal en
bovings, el crecimiento folicular es estimu-
lado en el ovario que contiene el CL % on
ganado tratado con gonagotropinas y con
varios CL, eso no sucede . En este (ltimo
caso las elevadas concentraciones de P4



Figura 1. Concentracion de Progesterona
Sérica en Cabras Superovuladas con FSH,
PMSG o0 PMSG maéas anti-PMSG.
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pueden tener un efecto de retroalimenta-
cidn negativa sobre la secrecion de {a hor-
mona luteinizante (LH), lo cual podria ate-
nuar el desarrollo folicular ~ y retardar el
estro.

Las concentraciones de P4 detectadas
el dia de la coleccion de los embriones se
asociaron con el numero de CL (r = 0.46;
P «<0.03), nimero total de embriones colec-
tados {r= 0.50; P <0.02} y el nimero total
de embriones transferibies (r= 0.48;
P <0.02).

Las relaciones arriba sefialadas han sido
mencionadas por otros autores durante Ja
superovulacion en bovino; Saumande y col. &
observaron una correlacién significativa en-
tre el contenido de progesterona en laleche
y la tasa de ovulacién desde el segundo dia
del estro (r= 0.33), la cual se incrementd
después del dia cuatro Eosestro {r= 0.80).

Asimismo, Saumande 2 , obtuvo altos coe-

La flecha Indica el iniclo del estro.

ficientes de correlacion (r=0.90) entre el
numero de CL y las concentraciones de P4
desde el segundo dia después del estro. A
pesar de la alta relacion observada entre
esas dos variables, ésta no puede ser utili-
zada para predecir el nimero de CL con
presicién a partir de las concentraciones de
P4, debido a la gran variabilidad individual
observada en cuanto al niimero de ovula-
ciones 22, y a las distintas respuestas a
diferentes tratamientos superovulatorios
como se determind en el presente estudio.

Con respecto al nimero de embriones
colectados, Saumande y col. 25, obtuvieron
una correlacién de r=0.55 (P <0.001) entre
esta variable y las concentraciones de pro-
gesterona en el dia cinco después del estro.
Del mismo modo, Kweon y col. 18 observa-
ron una alta relacion entre esas variables
{r=0.80; P <0.001); sin embargo, no detec-
taron ninguna correlacion significativa refe-
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rente al nimero de embriones transferibles
conla concentracion de P4 en ningln perfo-
do posterior al quinto difa posestro. ,
Se detectd una asociacién positiva entre
las concentraciones de progesterona sérica
presentes el dfa de la coleccién embrionaria
con la respuesta superovulatoria; no obs-

tante, dicha asociacién fue baja por lo que -

Su uso para predecir la respuesta superovu-
latoria a tratamientos hormonales aplicados
a cabras, no se recomienda. Por (itimo, al
igual que en hembras bovinas, la respuesta
ovérica a la superovulacién es mayor en las
cabras que reciben FSH, que en las tratadas
con PMSG, sola o0 combinada con ACM.
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SUMMARY

The aims of this experiment were 1o evaluate the
changes of serum progesterone in goats superovula-
ted with FSH, PMSG or PMSG + monocional antise-
rum against PMSG (Anti-PMSG) and to evaluate the
association between progesterone concentrations
and ovulation rate or number of embryos collected.
Twenty six Alpine goats were treated with intravaginal
sponges containing 45 mg of fluorogestone acetate
to induce estrus. Forty eight hours before sponge
removal, goats were distribuited to the following su-
perovulatory treatments: group | (n=8), 1100 Ul
PMSG; group Il {n=9), 100 Ul PMSG plus anti-PMSG;
group Il {n=8), a total dose of 14 mg FSH. Embryos
were collected surgically do five days after estrus.
Biood sambles were taken before intravaginal sponge
insertion and superovulatory treatment (Period of im-
paint); at 0,12 and 24 h after the onset of standing
estrus (Period of estrus), before embryo collection
and days 9 and 13 {luteal phase); and then every four
days until next estrus (post-luteal phase). Goats trea-
ted with FSH had the highest (P <0.05) ovulation rate
{14 vs 4.1 and 5.4) and number of embryos (8.7 vs 3
and 2.3) than those injected with PMSG or PMSG plus
anti-PMSG. Concentrations of serum progesterone
during the luteal phase were higher {P<0.05) in
PMSG treated goats (5.7 ng/mi) than in FSH or PMSG
treated animals'(2.9 and 3.3 ng/ml, respectively). The-
re were positive correfations (P < 0.05) between pro-
gesterone concentrations and number of corpor alu-
tea (r=0.46),embryos collected {r=0.50} and
transferable embrios {r =0.48). The first conclution is
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that in goats FSH induce more ovulations and em-
bryos than PMSG alone or combined with anti-PMSG,
Because P4 was higher in serum from PMSG treated
goats than in those reciving FSH or PMSG, but less
ovulations and embryos than animals injected with
FSH, the second conclusions is that prediction of
response to superovulatory treatments from concen-
trations of serum P4 is not accurate in goats.
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