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RESUMEN

Se determind la respuesta neuro-enddcrina de la donadora al reducir
el numero de aplicaciones de hormona foliculo-estimulante (FSH)
como factor de superovulacién. Ocho vacas Holstein mestizas
fueron distribuidas aleatoriamente en dos tratamientos(T): T1(n=4)
recibieron una dosis de 200 mg de FSH via epidural (EP) en el dia 4
del protocolo de superovulacion (SOV), en T2 se administro 300 mg
de FSH repartidas en 8 dosis decrecientes via intramuscular (IM), los
dias 4; 5; 6y 7del protocolo en la mafanay tarde. La concentracién
de cortisol se determin¢ a las 0; 2; 4; 6 ,24; 26; 28; 30; 48; 50; 52;
84; 72; 74; 76 y 78 horas (h) del dia 4. La frecuencia cardiaca (FC),
respiratoria (FR)y los niveles de glucosa fueron evaluados el dia 4 a
las 05h45; 06h05; 08h00; 10h00; 12h00; 17h45 y 18h05. El cortisol a
las Oh fue similar enlos dos T: T1(10,9+0,24 pg-dL™")y T2(10,8+0,33
pg-dL)y alcanzé su mayor nivel alas 4h en T1(15,8 1,39 pg-dL)y en
T2(16,4+0,28 ug-dL") sin diferencia entre T(P>0,05). En las siguientes
valoraciones, el cortisol disminuy6 a niveles basalesenlosdos T. La
FC alas 05h45, mostré valores similares en T1(65,3 +1,65 pul-min)y
en T2(66,3+1,43 pul-min™); sin embargo, alas 06h05 FC se incremento
en T1(74,3+1,54 pulmin™)y en T2 (84,2 +1,73 pul-min™)y disminuyo
a partir de las 08h00. Igual comportamiento fue observado con la
FRy la glucosa. Se concluye que llevar a la donadora a la manga de
sujecion para administrar FSH, constituye un factor estresante que
incrementala FC, FR, cortisoly glucosa, factores que influyen sobre
el porcentaje de ovulaciones enlos dos T.
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ABSTRACT

The neuroendocrine response of the donor was determined by
reducing the number of applications of follicle-stimulating hormone
(FSH) as a superovulation factor. 8 crossbred Holstein cows were
randomly distributed in two treatments(T): T1(n=4)received a dose
of 200 mg of FSH via epidural (EP) on day 4 of the superovulation
protocol (SOV), in T2: 300 mg of FSH were administered divided into
8 decreasing doses intramuscularly (IM), on days 4; 5; 6 and 7 of the
protocol in the morning and afternoon. The Cortisol concentration
was determined at 0, 2, 4, 6.24, 26, 28, 30, 48, 50, 52, 64, 72, 74, 76
and 78 hours (h) of day 4. Heart rate (HR), respiratory rate (RR) and
glucose levels were evaluated on day 4 at 05:45; 06:05; 08:00; 10:00
a.m.; 12:00; 5:45 p.m. and 6:05 p.m. Cortisol at 0h was similar in both
T:T1(10.9+£0.24 pg-dL") and T2(10.8+0.33 pg-dL") and reached its
highest level at 4hin T1(15.8+1.39 ug-dL")and at T2(16.4+0.28 pg-dL")
with no difference between T (P>0.05). In the following evaluations,
Cortisol decreased to basal levelsin the two T. HR at 05:45h showed
similar values in T1(65.3+1.65 pul-minT)and in T2 (66.3 +1.43 pul-min™);
however, at 06:05 HR increased in T1(74.3+1.54 pul-min™) and in T2
(84.2 +1.73 pul-min™') and decreased from 08:00. The same behavior
was observed with RF and Glucose. It is concluded that taking the
donor to the support sleeve to administer FSH is a stressful factor
that increases HR, RF, Cortisol and Glucose, factors that influence
the percentage of ovulations in the two T.
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INTRODUCCION

Elestrés es un evento o condicidn externa que ejerce presion sobre
un sistema biologico. La respuesta del organismo puede ser aguda o
crénica[1] laformaaguda dura horasy es impulsada por reguladores
homeostaticos del sistema neuro-endécrino, y la forma crénica
persiste por semanasy es regentada por requladores homeoréticos
del sistema enddcrino, ambas respuestas implican alteraciones en
el balance energético y metabdlico[2]

El manejo rutinario del ganado bovino (Bos taurus) requiere de una
interaccion humano-animal [3], que muchas veces provoca estrés
y por consiguiente, cambios comportamentales y fisiologicos que
conllevan a la disminucion del bienestar animal [4]. Una actividad que
ha tomado auge en las ganaderias es la superovulacion (S0OV), técnica de
reproduccion asistida que implica manipulacion continua de la donadora.

En los protocolos de SOV es comun utilizar la hormona foliculo-
estimulante (FSH), hormona que impulsa el crecimiento y desarrollo
de varios foliculos secundarios hasta el estadio de dominancia[5],
proporcionando mayor numero de ovocitos listos para ser fecundados
[6]. Sin embargo, lavida media de la FSH(5 horas -h-) crea la necesidad
de administrar esta hormona cada 12 h, por 4 dias consecutivos[7],
principio que obliga a trasladar a la vaca donante minimo 8 veces al
corral de sujecion, manejo excesivo que es responsable de incrementar
la tension y provocar estrés en la donadora[8].

Ante situaciones de estrés agudo, se incrementa los niveles
de cortisol y se activa la glicolisis hepatica, la gluconeogénesis y
aumenta el catabolismo de las proteinas libres [3]; por lo tanto, la
concentracion del cortisol y los niveles de glucosa en sangre pueden
ser marcadores que ayuden a determinar el grado de estrés generado
por la manipulacion de la donadora[10].

Ademas, como respuesta al proceso de estrés el sistema simpatico
suprarrenal libera catecolaminas como respuesta neuro-endocrina
[11]. Estas catecolaminas son las encargadas de aumentar la frecuencia
cardiaca, provocar vasoconstriccion periférica, aumentar la glicemia,
generar hiperventilacion y aumentar el volumen sanguineo, factores
directos que pueden ser utilizados para medir el efecto del estrés[12].

Por lo antes expuesto, en varios estudios se ha buscado reducir el
numero de aplicaciones de FSH dentro de protocolos de SOV mediante
la administracion intramuscular o subcutanea de esta gonadotropina
disuelta en agentes de liberacion lenta como la polivinilpirrolidona[13]
e hidroxido de aluminio en gel (AH-gel) en bovinos[14], o la utilizacién
de la via epidural, la cual permite una eliminacién mas lenta de la FSH
gracias a la capa de grasa que cubre el conducto vertebral [15]. Sin
embargo, lainformacién disponible sobre la respuesta del organismo
ante estareduccion de manipulacién dentro de los programas de SOV
en bovinos es contradictoria. Por lo tanto, el estudio busco6 determinar
la respuesta neuro-endécrina observada en donadoras al reducir
el numero de aplicaciones de FSH como factor de superovulacién.

MATERIALES Y METODOS

Animales y granja

Se seleccionaron 8 vacas multiparas de genotipo Holstein mestizo,
de la granja experimental de Nero, de la Universidad de Cuenca,
ubicada a 3.100 metros sobre el nivel del mar(msnm), en el trépico alto
del Ecuador. Las vacas fueron divididas al azar en dos tratamientos
(T): T1=Epidural-EP (n=4)y T2=Intramuscular-IM (n=4). Los animales
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presentaron pesos similares de 541,6+55,93 y 647,5+43,84 kq,
respectivamente, condicion corporal (CC)de 2,9+0,08(T1)y 2,8+0,06
(T2)en escala de 1-5, de acuerdo a lo determinado por Hoedemaker
y col.[16]. Edad media de 6,6+0,81(T1)y 6,5+0,64 afos(T2), y una
produccion lactea promedio 19,3+ 0,66 (T1)y 19,2+0,64 kg (T2).

Se realizé un diagnéstico ecografico (Aloka, ProSound 2°,
Tokyo-Japon) del aparato reproductivo de los animales previo al
experimento. Las vacas seleccionadas fueron determinadas ciclicas,
con una morfologia cervical adecuada que permita el paso del catéter
de recoleccion (determinado al pasar la sonda de lavado en cada
donante, através de su cérvix), y laausencia de patologias en el tracto
reproductivo[17]. Durante la realizacion del estudio se tuvo presente
la normativa del cédigo sanitario para animales terrestres, capitulo
7,8: “Utilizacion de animales en la investigacién y educacion”, de la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal [18].

Disefio experimental

Lainvestigacion fue de tipo experimental, y se valor¢ el efecto de
la manipulacion de la donadora sobre la concentracion plasmatica
de cortisol enlos dias 4; 5; 6y 7 de dos protocolos de SOV, donde T1
recibio una dosis de 200 mg de FSH via EP el dia 4 del protocolo a
las 06h00. A los animales de T2 se administro 300 mg de FSH via IM
repartidos en dosis decrecientes 2 veces al dia, durante los 4 dias de
tratamiento; ademas, se determind los niveles de glucosa en sangre
y se evaluaron la frecuencia cardiaca(FC)y la frecuencia respiratoria
(FR) el dia 4 de los protocolos de SOV.

Analisis estadistico

Los datos fueron procesados en Excel y analizados en el programa
estadistico SPSS version 25°. Se realizaron estadigrafos principales
de todas las variables. La normalidad fue determinada con la prueba
de Kolmogdérov-Smirnov. Las concentraciones de cortisol, niveles
de glucosa, frecuencia cardiaca y respiratoria, fueron evaluadas
mediante la prueba t de Student.

Protocolo epidural (T1)

Las donadoras del protocolo epidural recibieron el dia 0 alas 06h00
un dispositivo intravaginal de liberacion de progesterona(CIDR®; 1,38
g de progesterona; Zoetis, Quito, Ecuador) + 2 mg de benzoato de
estradiol (BE; Gonadiol®; Zoetis, Quito, Ecuador), por via IM, y 50 mg
de progesterona inyectable (Progesterona®; ERMA, Quito, Ecuador).
En la mafiana (06h00) del dia 4 los animales recibieron 200 mg de
FSH (Folltropin-V®, Vetoquinol, Québec, Canada) diluidos en 5 mL de
solucidn salina estéril por via EP(dosis Gnica), entre la Gltima vértebra
sacray la primera coccigea[19]. El dia 6 en la mafana (06h00)y en la
tarde (18h00) se aplico una dosis de 25 mg de dinoprost trometamina
(Lutalyse®, Zoetis, Lima, Peru). El dia 7 en la mafana se retir¢ el implante
de progesterona. Al dia siguiente (dia 8), alas 06h00 se coloco un parche
detector de celo(EstrotectTM, EUA)y en la tarde se aplicaron 0,25 mg
de gonadorelina(GnRH®, MSD, Nueva York, EUA). El dia 9 en la manana
se realizé la primera IAy en la tarde la segunda IA, la colecta de los
embriones se ejecutd en el dia 16 del protocolo (FIG. 1).

Protocolo intramuscular de SOV (T2)

Los 4 animales en T2 recibieron 300 mg de FSH repartidas en 8
dosis decrecientes en los dias 4; 5; 6 y 7 del protocolo de SOV. El
dia 0(06h00) se coloco un dispositivo intravaginal de liberacion de
progesterona(CIDR®; 1,38 g de progesterona; Zoetis, Quito, Ecuador) +
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FIGURA 1. Protocolo de superovulacién epidural (T1). BE=Benzoato de
estradiol. P4=Progesterona inyectable. DIP=Dispositivo intravaginal de
liberacién de progesterona. FSH=Hormona foliculo-estimulante (200 mg).
PG=Prostaglandina. Parche=Parche detector de celo. GnRH=Gonadotropina.
IA= inseminacién artificial. Colecta=colecta de embriones

2 mg de benzoato de estradiol (BE; Gonadiol®; Zoetis, Quito, Ecuador),
por via IMy 50 mg de progesterona inyectable (Progesterona®;
ERMA, Quito, Ecuador). A partir del dia 4 en la manana (06h00)y en
la tarde (18h00), las donadoras recibieron dosis decrecientes de FSH
(Folltropin-V®, Vetoquinol, Québec, Canadé) por cuatro dias (60; 60;
40; 40; 30; 30; 20; 20 mg)[19], tal como se indica en FIG. 2. El dia 6
enlamananay latarde se aplicaron 25 mg de dinoprost trometamina
(Lutalyse®, Zoetis, Lima, Peru), y el dia 7 por la mafiana se retiré el
implante. El dia 8 se detectd el celo por observacién directa con ayuda
de un parche indicador de estro (EstrotectTM, EUA), en la tarde se
administro una dosis de 0,25 mg de gonadorelina(GnRH®, MSD, Nueva
York, EUA). En lamanana del dia 9 se realizé la primera inseminacion
artificial (IA)y 12 horas (h) después se efectud la sequnda IA(FIG. 2).

FIGURA 2. Protocolo de superovulaciéon intramuscular (T2). BE=Benzoato
de estradiol. P4=Progesterona inyectable. DIP=Dispositivo intravaginal
de liberacion de progesterona. FSH=Hormona foliculo-estimulante.
PG=Prostaglandina. Parche=Parche detector de celo. GaARH=Hormona liberadora
de gonadotropina. IA= inseminacion artificial. Colecta=colecta de embriones

Valoracion de la concentracion de cortisol plasmatico

Al inicio del protocolo se colocd un catéter intravenoso para
animales grandes en la vena yugular de las vacas de T1y T2, esto
facilito latoma de las muestras de sangre (5 mL) en tubos Vacutainer
con acido etilenodiaminatetraacético (EDTA, Vacutainer®). El
muestreo inici¢ a las 06h00 del dia 4 considerandose a ésta como
0 h, luego se tomaron muestras en las horas descritas enla TABLAI.
Estas fueron colocadas en un cooler(Chiller, 16 QT, Coleman®, EUA)
con hielo (5°C)y trasportadas al laboratorio para ser centrifugadas
(Hettich, Micro 200, Alemania) a 3.000 gravedades (G) x 10 min. El
sobrenadante fue colectado y congelado a -20°C hasta su analisis
(Congelador SMC, CG11HB, China)[20].

La determinacion de la concentracion de cortisol se realizé por
inmunoensayo enzimatico colorimétrico (Accubind Elisa Microwells.
Codigo: 3625-300. Monobind). La dosis minima detectable de cortisol
sequn el fabricante es 0,4 pg-dL"- 95 pg-dL™. Con una sensibilidad
del 95% [21].

TABLA I
Protocolo de toma de muestras de sangre

Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia7

Hora Muestra Hora Muestra Hora Muestra Hora Muestra
06:00 0Oh 06:00 24 h 06:00 48 h 06:00 72 h

08:00 2h 08:00 26 h 08:00 50h 08:00 74 h
10:00 4h 10:00 28 h 10:00 52h 10:00 76 h
12:00 6h 12:00 30h 12:00 54 h 18:00 78 h

18:00 12h 18:00 36h 18:00 60 h 18:00 84 h

Hora=hora del dia. Muestra=hora determinada en el protocolo. Dias 4, 5, 6 y 7=dias
del protocolo de SOV en los cuales se valor6 los niveles de cortisol en sangre

Valoracion de constantes fisiolégicas y niveles de glucosa en sangre

La frecuencia cardiaca(FC)fue monitoreada mediante auscultacién
en el tercer espacio intercostal, con ayuda de un fonendoscopio
(Estetoscopio Littman Profesional, Ecuador) durante un min. La
evaluacion de la frecuencia respiratoria (FR) se realizé mediante la
observacién de los movimientos respiratorios, acompanado de la
auscultacion traqueal.

La primera evaluacion de FC y FR fue evaluada a las 05h45 antes
de la administracion de la primera dosis de FSH (06h00; dia 4 del
protocolo; FIG. 1), la sequnda a las 06h05. Las muestras 3, 4y 5 fueron
realizadas a las 8h00, 10h00 y 12h00, respectivamente. En la tarde
a las 17h45 antes de la administracion de la segunda dosis de FSH
(18h00) se determing la sexta valoracion. Finalmente, a las 18h05 post
aplicacion de la hormona se realizo la ultima valoracién.

La glucosa en sangre fue evaluada con un glucometro (Accu-
Chek Guide, Roche, Ecuador), que segun descripcion de fabricante
detecta un valor minimo de 0,1mg-dL™", con una sensibilidad de 95%.
La valoracion se realizo en los siguientes momentos: 05h45, 06h05;
08h00, 10h00Yy 12h00, Unicamente en el dia 4 del protocolo de SOV[22].

RESULTADOS Y DISCUSION

Concentracion de cortisol

Los animales de T1y T2 fueron llevados a la manga (Brete PLUS,
Ecuador)parala administracion de la primeradosisde FSHen el dia4 a
las 06h00 am (0 h; TABLA 1), alli se tomo la primera muestra de sangre
y se determind que la concentracion de cortisol fue similar en los dos
tratamientos: T1(10,9+0,24 pg-dL™)y T2(10,8 0,33 pg-dL™), valores
gue se encuentran dentro del rango determinado como basales en
la especie bovina (0-20 ug-dL™")[23].

Sin embargo, 2 h después de la administracion de lahormona enlos
dos T(segunda valoracion), la concentracion de cortisol se incremento
al4,6+2,53 yg-dLen T1y en T2(14,1+1,56 pg-dL™") sin diferencia
entre T(P>0,05). El cortisol alcanzé su pico mas alto 4h luego de la
administracion de la FSH(4h)enlos dos T: T1(15,8+1,39 pug-dL")y T2
(16,4+0,28 pg-dL™). Los resultados obtenidos permiten afirmar que
el proceso de manejo y la administracion de la hormona por via IM
o EP per se, son factores que provocan estrés en las donadoras, lo
cual se vio reflejado en la concentracion de cortisol. Estos valores
son concordantes con los observados en animales que fueron
llevados a lamanga(Brete PLUS, Ecuador) para venopuncion, con la
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finalidad de obtener muestras de sangre cada 15 min, mostrando un
incremento sostenido hasta los 30 min llegando sobre los 10 ng-mL™;
sin embargo, a los 45y 60 min, la concentracion se estabilizé para
luego descender[24].

En la cuarta valoracion (6 h), las concentraciones en los dos T
disminuyeron: T1(12,4+0,54 pg-dL")y T2(12,9+0,81 pg-dL™"). En la
Ultima valoracion del dia 4(12h00), tomada antes de la administracion
de la sequnda dosis de FSH(18n00), las concentraciones de cortisol se
estabilizaronenlos dos T: T1(12,6 +1,37 ug-dL™")y T2(13,1£1,49 pg-dL™").
Sinembargo, los valores de la cuartay quinta valoracion son menores
respecto a la tercera toma, posiblemente a consecuencia de que el
cortisol es unahormona que tiene un ciclo de produccién circadiana
(FIG. 3), presentando valores mas altos en la manana que en latarde[1].

FIGURA 3. Concentracién de cortisol valorado a las 0, 2, 4, 6, 12, 24, 26, 28, 30,
36, 48, 50, 52, 54, 60, 72, 74, 76, 78, 84 horas en un protocolo intramusculary
epidural para superovulacién. * = diferencia estadistica. Prueba t de Student

En otros trabajos se ha descrito que factores estresores como el
transporte y el ayuno aumentaron la concentracion de cortisol a las
3 h después del estrés, llegando a valores de 3,8 ug-dL™" para luego
descendera?2,8 ug-dL[25]. Este patrén de comportamiento resulta
similar al observado en este estudio en el cual el incremento de los
valores de cortisol llegd a su maxima expresion a las 4 h para luego
bajar sostenidamente; sin embargo, los valores reportados de cortisol
son menores a los observados en el presente trabajo.

Enla primera valoracién del dia5 del protocolo(24 h)las concentraciones
de cortisol fueron similares en los dos T: T1(11,1+1,32 ug-dL")y T2
(11,2+0,58 pg-dL™). Luego de esta valoracion solo los animales de
T2 recibieron la administracion IM de FSH, factor estresor que
incrementé la concentracion de cortisol en la segunda valoracion
del dia5(26h)en T2(13,7+0,65 ug-dL™"), a diferencia de lo observado en
los animales de T1(9,8+0,46 ug-dL") con diferencia estadistica entre
tratamientos(P<0,05; FIG. 3). Esta elevacién de la concentracion de
cortisol es concordante con el criterio emitido por Uribe y col.[26],
quienes indican que los animales sometidos a estimulos nocivos
repetitivos alteran su proceso de homeostasis.

Sinembargo, enla 3.2(28 h; T1=11,1£0,52 pug-dL"; T2=10,9+0,53 pg-dL"),
4.2(30 h; T1=10,4 0,42 ug-dL"; T2=10,1+0,34 pg-dL")y 5.(36 h;
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T1=10,9+0,56 pg-dL™; T2=8,7+0,44 pug-dL"") valoracién del dia 5, las
concentraciones de cortisol fueron similares en los dos T (P>0,05).

Comportamiento similar al del dia 5 fue observado en las
valoraciones del dia 6 del protocolo; asi, en la primera determinacion
(48 h) las concentraciones fueron similares en T1(11,5+0,55 pg-dL™)y
T2(11,9+0,60 pg-dL"). Luego de la tercera administracién de FSH a los
animales de T2 (50 h; 13,1+0,65 pg-dL"") la concentracion de cortisol
aumento comparado con los niveles de T1(10,7+0,35 pg-dL™), lo cual
ratifica que el estrés causado por la aplicacion de la hormona genera
incremento del cortisol en plasma. Y como en el dia anterior enla 3.2(52 h;
T1=10,6+0,36 pg-dL™"; T2=10,2+0,52 pg-dL™), 4.2(54 h; T1=11,0+0,16 pg-dL™;
T2=10,7+0,75 pg-dL ")y 5.2(60 h; T1=9,8+0,46 ug-dL""; T2=10,1£0,43 ug-dL™")
valoracion las concentraciones de cortisol fueron similares en los dos
tratamientos (P>0,05).

Sin embargo, el patron de comportamiento del cortisol observado
los dias 4, 5y 6 del protocolo luego de laadministracién de la dosis de
FSH enlosanimales de T2, no se replico en el dia 7, legando a mostrar
valores similares(P>0,05) de cortisol en los dos T en las valoraciones
de las 72 h (T1=11,3+ 0,87 pg-dL™"; T2=10,5+0,26 pg-dL™), 74 h
(T1=1,3+0,32 pg-dL; T2=12,1£0,71 pug-dL), 76 h(T1=9,4 + 0,09 pg-dL™;
T2=11,0+0,77 ug-dL™), 78 h(T1=10,9+ 0,42 pg-dL™"; T2=11,5+ 0,80 pg-dL™)
y 84 h(T1=10,5+0,88 ug-dL™; T2=10,1£0,50 pg-dL ™).

Los resultados del dia 7 muestran que el manejo recurrente y la
administracion consecutiva de FSH via IM provoc6 una habituacién
del animal ante el factor estresante, caracteristica que va a depender
del tipo de estresor, su intensidad, duracion y las experiencias
individuales previas[26]. En otras especies como la caprina(Capra
hircus)también se ha observado este patron de comportamiento del
cortisol ante factores exdgenos estresantes como la temperatura,
el transporte, llegando a mostrar concentraciones en rangos de
12pg-dLa 14pg-dL caracteristicos de procesos de estrés agudo.

La respuesta al protocolo de superovulaciéon mostro que la
administracion de FSH via epidural (T1) fue tan efectiva como la IM
(T2)en lacual los animales recibieron 8 dosis de FSH via intramuscular
durante 4 dias consecutivos(datos no mostrados). Sin embargo, los
animales de T2 presentaron un porcentaje bajo de ovulacion. Esta
particularidad esté ligada a las altas concentraciones de cortisol que
provocan efectos negativos en la fase de desarrollo folicular, pues
los glucocorticoides inhiben el desarrollo folicular y la presentacién
del pico preovulatorio de LH, prolongando la duracion del estroy
provocando que existan fallos en la ovulacion [27]. Particularidad
que explicaria el fallo observado en la ovulacion de los foliculos de
la mayoria de los de animales de T2, sumado a la diferencia de las
dosisenlos T: T1(200 mg), T2 (300 mq).

Frecuencia cardiaca (FC)

El dia 4 del estudio se valord la FC de los animales sometidos a
los dos T de SOV, 5 min antes de la aplicacion de la FSH (05h45),
se observaron valores similares en T1(65,3+1,65 pulsaciones-min’
-pul-min™-)y en T2(66,3+1,43 pul-min™; FIG. 4), los resultados son
considerados fisiolégicos en la especie bovina, pues Narroy col.[28]
determinaron unrango entre 40 a 80 pul-min™ para animales adultos
gue se encuentran en condiciones manejo normales sin presencia
de estresores.

Cinco min post aplicacion de la FSH(06h05) se determinaron valores
de FCen T1(74,3+1,54 pul-minT)y en T2(84,2+1,73 pul-min™), superiores
alos establecidos como fisioldgicos(54-61 pul-min™)en bovinos adultos
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FIGURA 4. Frecuencia cardiaca valorada en el dia 4 del protocolo de
superovulacion intramuscular (IM) y epidural (EP) 5 min, antes de aplicar
la FSH (6A), 5min, después de aplicar la FSH (6D). Luego a las 08h00, 10h00,
12h00. Finalmente, 5 min, antes de aplicar FSH a las 17h45 (18A) y 5 min,
después de aplicar la FSH (18D). * = diferencia estadistica. Prueba t de Student

[29]. Este incremento en el nimero de pul-min™ esta regulado por el
sistema simpatico, el cual genera mayores contracciones del musculo
cardiaco [30]; ademas, estimula la secrecion de catecolaminas
(adrenalina y noradrenalina) que son liberadas desde las glandulas
adrenales hacia la circulacion sanguinea durante la respuesta inicial
al estrés(manejo y administracion de la FSH), esto eleva la frecuencia
cardiacay la presion arterial [23].

En la tercera valoracién del dia 4 realizada 2 h (08h00) post
exposicion al factor estresante, la FC disminuy6 a valores basales
68,2+1,67 pul-min™(T1)y 67,9+2,05 pul-min”para T2. La FC se mantuvo
estable en la valoracion de las 10:00(T1=72,8 +1,36 y T2=71,7+0,89
pul-minT)ylas12:00(T1=73,1£1,23 pul-minTy T2=72,1+ 2,05 pul-min).
La manipulaciéony administracion de la FSH a las donadoras provoco
estrés agudo; sin embargo, el organismo de estos animales restaurd la
homeostasis en 2 h, regulando los procesos psicolédgicos y fisioldgicos
alterados como la FC[31].

Enlavaloracion de la tarde (17h45)5 min antes de la sequnda dosis
de FSH, laFC en los dos T fueron similares (P>0,05), T1(72,3+0,69
pulmin™y T2(72,5+0,84 pul-min™). Sin embargo, en la Ultima valoracion
del dia 4 realizado 5 min después de la administracion de la segunda
dosis de FSH(18h05) en los animales de T2, los valores de la FC se
incrementaron en 28 puntos porcentuales (92,7+2,15 pul-min™),
comparado con la FC de los animales de T1(72,3+1,22 pul-min™') que
no fueron expuestos al proceso estresante (administracion de FSH).

Estos resultados permiten aseverar que el llevar alos animales ala
manga de sujecion para administrar FSH por via IM(T2), se constituye
en factor estresor que alterala FC sobre los valores referenciales[28].

Frecuencia respiratoria (FR)

La FR observada 5 min antes de la aplicacion de la FSH (05h45;
FIG. 5) fue similar en los dos T: T1(20,3+1,31 movimientos-min™'-
mov-minT)y T2 (21,5+0,86 mov-min), valores que se encuentran
dentro del rango fisiologico (20 a 25 mov-min-') descrito por Cheny
col.[27], para bovinos en condiciones de tranquilidad.

Sin embargo, 5 min post administracion de la FSH(06h05) la FR se
vio incrementada a valores de 29,5+2,21 mov-min™(T1)y 29,3+0,94
mov-minT(T2), esto como respuesta a la exposicion del animal al factor
estresante que constituye llevar alos animales a lamanga de sujecion
para administrar FSH via epidural (T1) e IM(T2), factor que activa la
respuesta neuroendocrina, aumentando la ventilacion pulmonar[32].

FIGURA 5. Frecuencia respiratoria valorada en el dia 4 del protocolo de
superovulacién intramuscular (IM) y epidural (EP) 5 min, antes (05h45) de
aplicar la FSH (6A); 5min, después (06h05) de aplicar la FSH (6D); luego a las
08h00, 10h00, 12h00. Finalmente, 5 min, antes de aplicar (17h45) FSH (18A)
y 5 min, después de aplicar (18h05) la FSH (18D). * = diferencia estadistica.
Prueba t de Student

Enlavaloraciénrealizada alas 08h00 se observé un descenso de la
FRavalores fisiologicos en T1(23,0+2,38 mov-min)y en T2(23,5+1,25
mov-min7), la FR se mantuvo en las valoraciones de las 10h00 en T1
(23,5+0,5 mov-minT)y en T2(22,0+0,91 mov-min), igual patron fue
observado alas 12h00 en T1(25,5+ 0,95 mov-min”)y en T2(26,0+1,15
mov-min)y alas 17h45 antes de aplicar la segunda dosis de FSH alos
animales de T2(T1=26,0+2,58 mov-minT)y T2(25,3+1,1 mov-min™).

5 min luego de la segunda aplicacion de la FSH (18h05) la FR de
los animales que recibieron la dosis de FSH(T2) incrementaron los
valores a 35,3+1,1mov-min™., este incremento no fue observado en los
animales de T1(26,0+ 0,81 mov-min™, ya que no sufrieron el proceso
estresante del manejo para la administracién de la dosis de la FSH.
Este incremento de la FR esta ligado a la liberacion de acetilcolina
en las vesiculas sinapticas que ingresan a la medula suprarrenal,
la cual produce carga instantanea de adrenalina y noradrenalina,
generando vasoconstriccion del musculo cardiaco, aceleracion del
latido cardiaco y produciendo fatiga del animal frente al proceso
estresante, factor que provoca hiperventilacion [33].

Concentracion de glucosa en sangre

La glucosa en sangre observada 5 min, antes de la administracion
de ladosis de FSH el dia 4 del protocolo (05h45) fue similar en los dos
T:T1(51,3+2,14 mg-dL")y T2(53,8+0,63 mg-dL""), valores considerados
fisiologicos en la especie bovina (FIG. 6).

Sin embargo, 5 min después de la aplicacion de la FSH (06h05)
se observo un aumento de la glucosa en T1(64,0+0,71 mg-dL")y T2
(65,5+0,96 mg-dL™), sin diferencia entre T (P>0,05). Este incremento

5de7



Estrés agudo generado por manipulacion recurrente de donadoras / Garay-Pefia y cols.

responde al proceso estresante al cual fueron expuestos los animales
de los dos T y esta descrito que un factor estresante activa los
receptores (3 adrenérgicos, los cuales estimulan la actividad de la
enzima glucégeno fosforilasa e inhiben la glucégeno sintetasa para
aumentar la conversion de glucogeno en glucosa 6 fosfato y de esta
manera aumentar la disponibilidad del combustible metabolico(glucosa
y acidos grasos), necesario para enfrentar el factor estresante [33].

FIGURA 6. Concentracién de glucosa valorado en el dia 4 del protocolo de
superovulacién convencional y epidural 5 min, antes de aplicar la FSH (6A),
5 min, después de aplicar la FSH (6D), luego a las 08h00, 10h00 y 12h00 am.
* = diferencia estadistica. Prueba t de Student

Dos horas (08h00) luego del proceso estresante (administracion
de la FSH), los niveles de glucosa disminuyen a valores fisioldgicos
en T1(60,8+0,85 mg-dL")y T2(62,8+0,48 mg-dL™), los niveles
de glucosa se mantuvieron estables en las valoraciones de las
10nh00(50,3+1,55 mg-dL™") T2 (51,0+ 3,49 mg-dL™") y las 12h00 en T1
(50,8+2,46 mg-dL")y T2(49,5+2,22 mg-dL™") del dia 4 del protocolo.

CONCLUSIONES

Llevar la donadora a lamanga de sujecion para administrar hormona
foliculo-estimulante por via intramuscular o epidural, constituye
un proceso estresante que incrementa la frecuencia cardiaca,
respiratoria, los niveles de cortisol y glucosa, factores que coadyuban
negativamente en el porcentaje de ovulacion de los foliculos que
responden ala SOV. Por lo tanto, reducir el nUmero de manipulaciones
dentro de un protocolo de SOV mediante la aplicacion de la FSH via
epidural disminuye el proceso de estrés al cual estan expuestos las
donadoras de embriones in vivo, con la subsecuente disminucién de
niveles de cortisol y glucosa circulantes en sangre.

RECOMENDACIONES

Profundizar el estudio de laadministracion de FSH por via epidural
para la produccion de embriones in vitro o para la estimulacion
ovarica necesaria para la obtencién de ovocitos mediante aspiracion
ecogiada(OPU).
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