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RESUMEN

El objetivo de este trabajo era caracterizarlos
patrones de desarrollo folicular en 18 vacas repe-
tidoras de celos a lo largo de ciclos sexuales
espontaneos. Se llevaron a cabo examenes
ecograficos de los ovarios durante 32 dias poste-
riores a la inseminacion, observandose que el
patréon de dos ondas era el mas frecuente en
vacas repetidoras alcanzando un 72,2 p.100,
mientras que los de 3 ondas estuvieron presentes
en el 16,6 p.100 de los ciclos estudiados. Se
registraron ciclos con 1y 4 ondas, aunque esta
condicion es muy poco frecuente. El diametro del
foliculo ovulatorio fue mayor en ciclos con menos
numero de ondas (p<0,01); no se detectaron
diferencias entre foliculos dominantes ovulatorios
o anovulatorios. Las concentraciones de
progesterona no mostraron diferencias entre los
distintos patrones de crecimiento folicular. Se
aprecio que los ciclos con mas ondas foliculares
estaban acompafados de intervalos inter-
ovulatorios mas largos y aparecia en vacas mas
viejas. El diametro folicular ovulatorio medio al-
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canzé 1,78 £ 0,36 cm. Los resultados permiten
afirmar que la dinamica folicular mas frecuente
en vacas repetidoras es la de dos ondas.

SUMMARY

The aim of this study was to examine follicular
development patterns in eighteen repeat breeder
cows through spontaneous oestrus cycles.
Ovarian ultrasonographic examinations over 32
days after artificial insemination revealed that two
follicular waves were the predominant patterns in
animals with this syndrome (72.2 percent). Cycles
with one or four waves rarely appeared. The
ovulatory follicular diameter (day 0) was larger
(p<0.01) in cycles with a small number of waves;
no differences were detected between ovulatory
and anovulatory dominantfollicles. Progesterone
plasmatic concentrations were determined by RIA
and differences were not significant when cycles
with two or three waves were compared. The
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number of follicular waves was higher (2 or 3
waves) with longer interovulatory intervals (22.3 £
1.89vs23.0+2.0; n.s.)and older cows (7.0 £ 2.64
vs 4.38 + 1.66 years; p<0.05). Mean ovulatory
follicular diameter was 1.78 £ 0.36 cm. It can be
concluded that cows with the repeat breeder cow
syndrome more frequently present two follicular
waves.

INTRODUCCION

La foliculogénesis se define como
una serie de procesos recurrentes de
reclutamiento, seleccion, crecimiento,
maduracion y ovulacion durante el ci-
clo estral de la hembra, regulados por
una combinacidn de interacciones en-
tre hormonas, factores de crecimiento,
sistemas de comunicacion celular y
genes (Roche y Boland, 1991). Hasta
que comienza a aplicarse la ultraso-
nografiaatiempo real, los conocimien-
tos sobre desarrollo folicular eran de-
ducidos indirectamente a través del
estudio de patrones ciclicos de
gonadotropinas y hormonas esteroides,
y/o experimentalmente usando técni-
cas de medida y recuento de foliculos
en ovarios de matadero, por laparos-
copia después de marcarlos, etc.
(Rajakoski, 1960; Dufouretal., 1972;
Ireland y Roche, 1983; Fortune, 1993).
Gracias al empleo de la ecografia en
vacuno se han conseguido establecer
los patrones de crecimiento folicular
en hembras prepuberes con 2 semanas
de edad (Evans et al., 1994), en novi-
llas (Savio et al., 1988; Ginther et al.,
1989b; Sunderland et al., 1994); en
vacas postparto (Savioetal., 1990), en
gestantes (Pierson y Ginther, 1986;
Ginther et al., 1989c; Savio et al.,
1990; Thatcher et al., 1991; Ginther et
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al., 1996), en vacas anovulatorias
(McDougall ef al., 1995), o en vacas
que habian recibido tratamientos de
sincronizacion de celos (Sirois y
Fortune, 1990; Stock y Fortune, 1993).
Un concepto importante cuando se
hace referencia a la dinamica folicular
durante el ciclo estral en vacuno es el
de ondas foliculares. Algunos investi-
gadores sostenian que el crecimiento
folicular era continuo e independiente
del ciclo (Donaldson y Hansel, 1968;
Dufour et al., 1972; Spicer and
Echternkamp, 1986), pero Rajakoski
(1960) introdujo este nuevo concepto
de onda folicular, afirmando que la
poblacion de foliculos que emergen en
los ovarios durante el ciclo estral se
caracterizan por una fase de crecimien-
to, seguida de una fase estatica y final-
mente ovulan o entran en atresia, con
diferentes patrones de desarrollo, sien-
do los mas frecuentes aquellos com-
puestos por dos (Pierson y Ginther,
1988; Ginther et al., 1989b; Stock y
Fortune, 1993; Carriere et al., 1995) y
tres ondas foliculares (Ireland y Roche,
1983; Stock y Fortune, 1993; Fortune,
1993; Carriere et al., 1995; Tayaet al.,
1996). También es posible encontrar
ciclos estrales con 1 6 4 ondas
foliculares, aunque no es lo mas fre-
cuente (Sirois y Fortune, 1988; Savio
et al., 1988; Carriere et al., 1994).
Hasta ahora, no existian trabajos
que caracterizaran la dinamica folicular
presentada por vacas repetidoras o
repeat breeder cows (RBC) a lo largo
de sus ciclos estrales espontaneos,
posiblemente debido a la dificultad
que entrafa conseguir un lote de vacas
con estas caracteristicas sin intervenir
hormonalmente sobre ellas. Vacas con
este sindrome se caracterizan por pre-
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sentar ciclos estrales repetidos de du-
racion normal, fracasando la gestacion
al menos 3 veces seguidas, debido a
causas multifactoriales (Lafiy Kaneene,
1988; Bruyas et al., 1993; Pérez, 2001).
El conocimiento de la dindmica
folicular es particularmente importan-
te en estos animales, no so6lo para com-
prender mejor los mecanismos ovari-
cos, sino también porque, desde un
punto de vista aplicativo, podria ayu-
dar a mejorar los rendimientos de los
tratamientos conceptivos. Asi mismo,
resulta interesante controlar la apari-
ci6n de mas o menos ondas en el ciclo,
con objeto de mejorar el manejo
reproductivo. Todo ello, lleva a conti-
nuar las investigaciones sobre dinami-
ca folicular, y en este trabajo se pre-
sentan los resultados obtenidos en RBC
de celos, aportando datos acerca de las
caracteristicas de sus ciclos.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron un total de 18 vacas
Holstein-Freisian repetidoras de ce-
los, localizadas en el sur de Espafia
(38°02'N-4°10"W), que habian sido
seleccionadas en base a su historial
reproductivo. Estos animales habian
sido inseminados 3 0o mas veces conse-
cutivas, presentado ciclos de duracion
normal, tasa media de servicios por
concepcion de 3,2, su edad oscilaba
entre 3 y 10 afos, buena condicidon
corporal, al menos un parto y no ha-
bian recibido ningun tratamiento hor-
monal al menos en los 2 ciclos anterio-
res. La deteccion del estro se realizd
mediante observacion diaria de los
animales, durante 20 min, 3 veces al
dia, y fueron inseminadas siguiendo la

regla AM/PM.

Cada vaca fue sometida, desde el
dia en que era inseminada (dia 0), a
exploraciones manuales y ecograficas
de su aparato reproductor cada 4 dias,
hasta finalizar el dia 32. Se empled un
ecografo Aloka SSD-210 DX, con son-
da de 5,0 Mhz de barrido lineal,
obteniéndose imagenes estaticas me-
diante una video-impresora de papel
térmico Sony UP-850, que se analiza-
ban posteriormente.

Se estudiaron los foliculos ovula-
torios presentes el dia 0 o primer diade
estudio (n=18) y los formados en el
siguiente ciclo (n=8). Los foliculos
fueron medidos, indicando su locali-
zacion (OD/OI), cuantificando su nu-
mero por ovario, ondas foliculares y
valorando las caracteristicas del foli-
culo ovulatorio. Para el calculo del
diametro medio de las estructuras
ovaricas se empleo la siguiente formu-
la: V altura x anchura. Las ondas
foliculares y los foliculos ovulatorios
fueron caracterizados atendiendo al
tamafio folicular, dia en que se origi-
naban, dia en que alcanzaba el maximo
tamafio, duraciéon del crecimiento
folicular, tasa de crecimiento, dura-
cion de la atresia folicular y tasa de
atresia.

ElCL fue monitorizado por ecogra-
fia y se calculd la cantidad de tejido
luteal total (Y2 longitud x %2 anchura x
TT; si el CL era cavitario, el area de la
cavidad no se tenia en cuenta).

Muestras sanguineas fueron toma-
das de los vasos coxigeos para deter-
minar los niveles de progesterona
plasmatica que servirian como indica-
dores de la funcionalidad de la glandu-
la. La cantidad de progesterona libera-
da fue medida los dias 0, 4, 8, 12, 16,
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Tabla I. Caracteristicas foliculares en RBC
(n=1) con ciclo de 1 onda. (Follicular
characteristics in RBC (n=1) with one-wave
interovulatory interval).

Caracteristicas de los foliculos 12 onda
Dia de origen

Tamafo maximo 1,6
Dia de maximo tamaio 19
Duracion del crecimiento folicular 11
Tasa de crecimiento 0,145

Duracién de la atresia folicular -
Tasa de atresia -

20, 24,28 y 32,y el area bajo la curva
fue obtenida empleando la formula
trapezoidal.

Las determinaciones de progeste-
rona en plasma se realizaron mediante
RIA en fase liquida con extraccion,
cuya sensibilidad era 0,016 ng/ml, y
los coeficientes de variacidn intra e
interensayo fueron 10,4 p.100 (n=8) y
13,6 p.100 (n=6), respectivamente.

Se realizaron analisis de varianza
para determinar si el nimero de ondas
foliculares del ciclo estral estaba rela-
cionado con el tamafio folicular maxi-

mo, dia en que se alcanzo ese tamafo
maximo, duraciéon del crecimiento
folicular, tasa de crecimiento folicular,
duracion de la atresia folicular, tasa de
atresia y concentracion de progeste-
rona. El test de Duncan fue empleado
cuando las diferencias entre grupos
eran significativas (p<0,05). Se utilizo
el programa estadistico SPSS 8.0 for
Windows.

RESULTADOS

El foliculo ovulatorio fue descrito
ecograficamente como una estructura
redondeada anecogénica, con bordes
muy bien delimitados por una capa
hiperecogénica, correspondiente a la
pared folicular. El didmetro medio
observado en los 26 foliculos ovula-
torios estudiados fue de 1,78 + 0,36
cm, oscilando entre 1,2 y 2,5 cm.

Tras la ovulacion, comenzaron a
crecer nuevos foliculos dominantes
(FD), apreciandose 2 ondas foliculares
enel 72,2p.100(13/18)y 3 ondasenel
16.6p.100 (3/18) de los animales. Res-
pecto a los ciclos de 1 y 4 ondas
foliculares, mostraron una frecuencia

Tabla II. Caracteristicas foliculares en RBC (n=13) con ciclos de 2 ondas. (Follicular
characteristics in RBC (n=13) with two-wave interovulatory intervals).

Caracteristicas de los foliculos 12 onda 22 onda
Dia de origen 11,62
Tamafo maximo 1,69 £ 0,35 1,71 +£0,19
Dia de maximo tamano 11,0+ 2,83 22,08 + 2,47
Duracion del crecimiento folicular 9,31 + 3,47 10,46 + 5,14
Tasa de crecimiento 0,205 + 0,08 0,207 + 0,09
Duracion de la atresia folicular 11,62 +6,4 -
Tasa de atresia 0,196 £ 0,12 -
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Tabla III. Caracteristicas foliculares en RBC (n=3) con ciclos de 3 ondas. (Follicular
characteristics in RBC (n=3) with three-wave interovulatory intervals).

Caracteristicas de los foliculos 12 onda 2% onda 32 onda
Dia de origen 3 15
Tamafo maximo 1,7+0,13 1,43+0,4 1,25+ 0,48
Dia de maximo tamano 8+0 14,67 + 4,62 23,67 1,15
Duracion del crecimiento folicular 9+0 11,67 + 2,31 8,67 £ 4,04
Tasa de crecimiento 0,189 + 0,015 0,132 + 0,06 0,185+ 0,15
Duracion de la atresia folicular 7,33 2,89 12 + 2,65 -
Tasa de atresia 0,274 £ 0,16 0,119 £ 0,01 -

de 5,6 p.100 y 5,6 p.100, respectiva- una (2,5 cm) y cuatro ondas (1,3 cm).

mente. Las caracteristicas observadas en
Marcadas diferencias (p<0,01) apa- los ciclos estrales con diferentes pa-
recieron en el tamafio medio del foli- trones de crecimiento folicular se mues-
culo ovulatorio (dia 0) dependiendo tran en las tablas I, II, II1 y IV,
del nimero de ondas foliculares desa- Seglin el numero de ondas (consi-
rrolladas durante el ciclo estral. Se derando los ciclosde 1,2, 3 y 4 ondas),
observo que cuando el tamafio del fo- se notaron diferencias significativas
liculo ovulatorio era mayor, se suce- con respecto al dia de maximo tamafio
dian menos ondas foliculares en el del 1y 2° foliculo dominante (p<0,01).
ciclo: aquellos ciclos con dos ondas También fueron patentes las diferen-
tuvieron un diametro medio igual a cias en la tasa de atresia (p<0,05),
1,88 £ 0,2 cm; en ciclos de tres ondas, experimentadas por el 2° foliculo do-
el tamafio fue inferior (1,45 £ 0,2 cm); minante. Se observo que existia signi-
la diferencia fue muy marcada en los 2 ficacion respecto al dia en que se al-
unicos ciclos sexuales observados con canzaba el tamafio maximo en cada

Tabla 1V. Caracteristicas foliculares en RBC (n=1) con ciclos de 4 ondas. (Follicular
characteristics in RBC (n=1) with four-wave interovulatory intervals).

Caracteristicas de los foliculos 12 onda 2% onda 32 onda 42 onda
Dia de origen 11 15 22
Tamafo maximo 1 1,9 1,9 1,3
Dia de maximo tamafio 4 16 20 27
Duracion del crecimiento folicular 5 5 5 5
Tasa de crecimiento 0,2 0,38 0,38 0,26
Duracion de la atresia folicular 3 9 13 -
Tasa de atresia 0,333 0,211 0,146 -
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Figura 1. Concentraciones plasmaticas medias de progesterona en vacas con una (n=1), dos
(n=16), tres (n=3) y cuatro (n=1) ondas foliculares. (Mean daily plasmatic concentration of
progesterone in cows with one (n=1), two (n=16), three (n=3) and four (n=1) waves of follicular

development).

una de la ondas (p<0,001). En los ci-
clos con 3 ondas foliculares, el 1 FD
(no ovulatorio) adquiria un tamafio
significativamente superior al del si-
guiente ciclo, mientras que cuando
habia 2 ondas dicho foliculo se mos-
traba inferior al siguiente (en cuyo
caso, ya era ovulatorio).

Cuando se compararon los ciclos
con 2 o 3 ondas foliculares, aprecia-
mos que el 1 FD alcanzaba un tamafio
similar en ambos casos (1,69 £0,35 vs
1,70£0,13 cm), pero en menos tiempo
en aquellas vacas con mas ondas (8,0
vs 11,0 dias).

Al estudiar el foliculo ovulatorio
formado al final del ciclo estral, se
detectdé que emergia mas tarde en va-
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cas con ciclos de 3 ondas foliculares
(dia 15,0 vs dia 11,62) y el tamafio
ovulatorio era menor, al compararlo
con ciclos de 2 ondas foliculares (1,25
+0,48 vs 1,71 £ 0,19 cm).

La edad media en las vacas que
presentaban ciclos estrales con 2 on-
das foliculares fue inferior (4,38 =+
1,66 afios) a las que tuvieron 3 ondas
(7,0 £ 2,64 anos) (p<0,05).

El ciclo estral fue mucho mas corto
en la vaca con una sola onda folicular
(19 + 0 dias) que en las que presentaba
2,304(22,3+£1,89,23,0+2,0y27+
0 dias, respectivamente), pero no se
aprecio significacion positiva.

No se encontraron diferencias sig-
nificativas entre vacas con 2 o 3 ondas
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Figura 2. Area de tejido luteal en vacas con una (n=1), dos (n=16), tres (n=3) y cuatro (n=1)
ondas foliculares. (Area of luteal tissue in cows with one (n=1), two (n=16), three (n=3) and four (n=1)

waves of follicular development).

foliculares con respecto a los niveles
de progesterona plasmatica diaria (fi-
gura 1), ni en cuanto al tejido luteal
total (figura 2); sin embargo, desde el
dia 8 del ciclo hubo diferencias signi-
ficativas (p<0,05) entre ambos patro-
nes en cuanto al area bajo la curva de
progesterona (figura 3).

DISCUSION

En RBC, Taponen et al. (1999) y
Dowenski et al. (2000) describieron
diametros foliculares ligeramente in-
feriores a los observados en este estu-
dio (1,69 cmy 1,58-1,67 cm, respecti-
vamente). De acuerdo con estos resul-
tados, es posible afirmar que el tamafio

ovulatorio observado en vacas RBC es
muy variable, ya que mientras algunas
vacas presentan tamafos excesivos (2,5
cm), en otras €stos eran relativamente
pequefios (1,2 cm).

Estudios recientes confirman que
un incremento de FSH plasmatico pre-
cede a cada onda de crecimiento
folicular en ganado vacuno y puede
determinar su inicio (Adams, 1999),
mientras que su descenso (coinciden-
te con un aumento de secrecién de
inhibina y estradiol desde el FD) se
asociaconregresion rapida de foliculos
no dominantes. La FSH juega un papel
critico en el desarrollo continuado del
FD,y esposible que la inhibina y otros
factores del liquido folicular actien
directamente sobre ¢l (Law ef al.,

Archivos de zootecnia vol. 53, num. 201, p. 41.
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Figura 3. Area bajo la curva de progesterona en vacas con dos (barra oscura) y tres (barra
clara) ondas foliculares. (Area under the curve of progesterone in cows with 2 (dark bar) and 3 (white

bar) follicular waves).

1992). El presente trabajo muestra que
en las RBC estudiadas predominan los
patrones de 2 ondas foliculares (72,2
p.100) frente los de 3 (16,6 p.100).

Durante el ciclo estral, se observo
que el tamafo del foliculo ovulatorio
formado el dia 0 de la experiencia
mostraba interaccion con el nimero de
ondas foliculares que aparecian tras la
ovulacion: cuando el diametro era
menor, el ciclo presentaba mas ondas.
Son muchas las conjeturas que se pue-
den hacer a este respecto relativas a la
liberacion de estradiol y adaptacion
del animal al nivel de esteroide pre-
sente, cantidad de FSH liberada, CL
formado, etc., pero no existe una causa
clara y demostrada que explique estas
observaciones.

El analisis estadistico revelo dife-
rencias respecto al dia en que se alcan-
za el maximo tamafio en cada una de
las ondas. En la vaca que presentd un
unico foliculo durante el ciclo estral,
dominante y ovulatorio a la vez, éste
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alcanzo un tamafio maximo el dia 19,
al igual que habian observado Savio et
al. (1988), dando lugar aun ciclo estral
de corta duracion. En las vacas de 2
ondas foliculares, los tamafos folicu-
lares maximos se alcanzaron en torno
a los dias 11 y 22 respectivamente,
similar a lo observado por Ginther et
al. (1989a). En aquellos animales con
3 ondas, los tamafios maximos se al-
canzaron los dias 8, 14 y 23. Y por
ultimo, en la vaca que present6 4 ondas
foliculares, los foliculos dominantes
alcanzaron su maximo tamafo los dias
4,16,20y 27.

Envacas que presentaron ciclos con
3 ondas foliculares se pudo observar
que el 1 FD adquiria un tamafo
significativamente superior al de la
siguiente onda, posiblemente como
consecuenciade laondade FSH que se
produce tras la ovulacion (Ginther e?
al., 1989b; Mihm et al., 1996). Sin
embargo, en vacas con 2 ondas esto no
fue asi, quizas porque el caracter
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ovulatorio del 2° FD hace que el esti-
mulo para crecer sea superior. El 1¢
FD delas vacas con 3 ondas alcanz6 un
tamafio medio similar al de las vacas
con 2 ondas, de acuerdo con las obser-
vaciones realizadas por Ginther et al.
(1989D) y diferente a lo descrito por
Fortune (1993); pero necesitara menos
tiempo, lo que soporta la idea de que
estas ultimas vacas (con 3 ondas) reci-
ben un estimulo adicional para el cre-
cimiento folicular (Ahmadetal., 1997),
que quizas se pueda explicar a través
del mencionado aumento de FSH o de
estradiol, o descenso de inhibina. Real-
mente, el papel fisiologico de los
foliculos dominantes no ovulatorios
que se suceden durante los ciclos
estrales o la gestacion se desconoce, y
se hipotetiza sobre su posible partici-
pacioén en la regresion luteal (Fricke,
1999).

Se ha demostrado que estos foli-
culos tienen capacidad ovulatoria cuan-
do son estimulados con hCG (Fricke et
al., 1993). La ausencia de foliculos
dominantes durante la fase luteal me-
dia o tardia retrasa la regresion luteal,
ya que la liberacion de estradiol desde
estos foliculos favorece dicha atresia
al desencadenar la secrecion de PGF2a
desde el itero o el ovario. Los foliculos
dominantes anovulatorios (presentes
en la fase luteal) no consiguen ovular
por el efecto negativo que ejerce el CL
presente, que libera progesterona, im-
pidiendo la liberacion de LH en un
patron mas frecuente. Dicho patron es
necesario para estimular la sintesis de
mas estradiol folicular y conseguir un
pico de LH, indispensable para la ovu-
lacion. El desarrollo periodico de on-
das continu6 hasta que el CL regreso,
y de esta manera se propone que es mas

probable que se produzca un ciclo de 3
ondas cuando la vida media del CL es
mas prolongada. No se debe olvidar
que la dinamica de crecimiento del FD
depende muy estrechamente de los ni-
veles periféricos de progesterona,
como demuestran los resultados obte-
nidos tras la aplicacion de implantes
subcutaneos o CIDR (Stock y Fortune,
1993), condicionando la duracion del
ciclo estral y pudiendo estimular la
formacion de foliculos persistentes
cuando su concentracion es suprabasal.

La mayor duracion de los ciclos
con 3 ondas foliculares podria deberse
a que el 2° FD se retrasa y estd en
crecimiento cuando el Utero es sensi-
ble al estradiol, y, por otro lado, la
concentracion sérica de estradiol en el
2°FD, asi como el momento en que se
libera, puede ser insuficiente para
desencadenar la cascada luteolitica
(Salfen et al., 1999). Fortune (1993)
afirma que tanto la longitud del ciclo
como de la fase luteal son factores que
influyen en el nimero de ondas por
ciclo.

Nuestros resultados muestran que
las vacas con 2 ondas secretan mayo-
res concentraciones de progesterona
(figura 3), y el periodo de crecimiento
y tamafio del foliculo ovulatorio son
igualmente superiores (Ginther et al.,
1989b; Ahmad et al., 1997), lo que
podria comprometer la viabilidad del
oocito, como ocurre en casos de
foliculos persistentes. Sin embargo,
Adams (1992) afirma que vacas que
tienen alta concentracion de esta hor-
mona durante la fase luteal temprana o
media tiene tendencia a desarrollar 3
ondas foliculares.

En relacion a la edad de la vaca,
Fortune (1993) indica la ausencia de
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bibliografia que explique su relacion
con el numero de ondas foliculares en
un ciclo estral. Como posible explica-
cion de los resultados obtenidos po-
driamos considerar que una mayor edad
repercute negativamente sobre la
funcionalidad del eje hipotalamo-
hipofisario-gonadal y, a su vez, sobre
la sintesis y liberacion de diferentes
hormonas y factores ovaricos. Igual-
mente, en vacas viejas pueden apare-
cer con mayor frecuencia defectos
metabdlicos que eviten el crecimiento
definitivo de los foliculos a través de
un efecto de retroalimentacion negati-
va del estradiol sobre hipotalamo para
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