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Implicancias de la dinámica folicular sobre la producción in vitro de embriones
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Introducción
Durante la producción in vitro de embriones (PIV), los complejos cúmulo-ovocito (COC) son obtenidos por aspiración folicu-

lar transvaginal guiada por ultrasonografía. Los ovocitos son colectados tanto de folículos pequeños (4-6 mm) sin tratamiento
hormonal como de folículos más grandes (>8 mm) luego de una estimulación con FSH. La superestimulación aumenta el núme-
ro de folículos disponibles para aspirar, sin embargo el tratamiento también incrementa el costo de producción de cada blasto-
cisto. Los COC obtenidos a partir de folículos superestimulados pueden ser madurados in vivo con la administración de GnRH o
LH 24 hs previas a la aspiración, pero frecuentemente el tratamiento no se realiza y los COC son madurados in vitro. En los sis-
temas de producción in vitro, la competencia de ovocito es medida por su capacidad de desarrollarse hasta blastocisto. Sin
embargo, el conocimiento de qué hace que un ovocito sea bueno permanece sin conocerse aún. El ovocito y las células que lo
rodean interactúan a través de complejas señales durante las etapas finales del desarrollo folicular, por lo que la competencia
de un ovocito depende del estadio de desarrollo del folículo del cual procede. El ambiente hormonal producido por el estatus
folicular y luteal puede influenciar la competencia del ovocito. El objetivo de esta revisión es resaltar los principales hallazgos
de diferentes estudios sobre el efecto del estatus folicular (dominante vs subordinados, fase de crecimiento vs fase estática o
fase de regresión), la onda folicular y la superestimulación sobre la competencia del ovocito en el bovino.

Repaso de la dinámica folicular en el bovino
Los estudios ultrasonográficos de fines de la década del ‘80 establecieron que el crecimiento de los folículos >4 mm de diá-

metro se producía en 2 o 3 ondas durante el ciclo estral del bovino (2, 15, 17, 18). Al momento de la emergencia de cada onda folicu-
lar, una cohorte de veinte folículos comienza a crecer, uno de ellos es “seleccionado” para un crecimiento diferencial (“folículo
dominante”) mientras que el resto (subordinados) se atresia. El desarrollo, tanto del folículo dominante como de los folículos
subordinados, puede ser dividido en fase de crecimiento (aumenta su diámetro), fase estática (no cambia el diámetro) y fase de
regresión (reduce el diámetro) (19). La progesterona (P4) producida por el cuerpo lúteo suprime la LH, por lo que el pico preovu-
latorio no ocurre durante el diestro (P4 alta), por lo tanto, los folículos dominantes de ondas sucesivas se atresian, excepto el de
la última onda del ciclo, al momento de la luteólisis. No obstante, si se estimula, el folículo dominante de cada onda es capaz
de ovular durante su fase estática de crecimiento (21).

Competencia del ovocito durante la onda folicular
Ha sido demostrado que la capacidad del ovocito para producir un blastocisto depende del estado de desarrollo del folícu-

lo del cual procede (31, 35, 36). Hay una relación positiva entre la regresión folicular y la competencia del ovocito in vivo (35, 36). Ovocitos
obtenidos de folículos subordinados en la fase de regresión temprana (día 5 de la onda) desarrollan mejor hacia embriones que
aquellos obtenidos de folículos subordinados al final de la fase de crecimiento (día 3) o final de la fase de regresión (día 7).

¿Hay diferencia en la competencia del ovocito entre ciclos de 2 o 3 ondas foliculares? Para responder esta pregunta reali-
zamos un estudio sobre muchos animales de un rodeo de cría (n= 172 vaquillonas y 193 vacas con cría) para evaluar si la ovu-
lación luego de un período corto de crecimiento del folículo dominante se asocia con una mayor fertilidad que aquella que
tiene lugar luego de una mayor fase de crecimiento (similar a los patrones de 2 y 3 ondas por ciclo, respectivamente) (14). La mayor
exposición a P4 resultó en un intervalo desde la emergencia hasta la ovulación mayor y un folículo significativamente más gran-
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de que el de la exposición breve, pero no hubo efecto sobre la tasa de preñez. Además, tampoco hubo efecto del tratamiento
o número de parto sobre la proporción de animales que ovuló dentro de las 36 hs post tratamiento con LH.  

La P4 tiene un efecto supresor dosis dependiente sobre las concentraciones circulantes de LH y consecuentemente sobre la
fase de crecimiento del folículo dominante (3). Un período prolongado de baja P4 resultó en folículos dominantes más grandes,
con mayor vida media (3, 37), ovocitos envejecidos y menor fertilidad (30). En un estudio reciente, encontramos que las bajas con-
centraciones de P4 (con alta pulsatilidad de LH) durante la fase de crecimiento del folículo ovulatorio no sólo resulta en un folí-
culo más grande, sino que genera un CL mayor y que produce más P4 (29).

Además, no hubo un efecto perjudicial no beneficioso sobre la tasa de preñez. Es decir, la competencia del ovocito perma-
neció sin cambios. En un segundo estudio, el ambiente de baja P4 durante la fase de crecimiento del folículo ovulatorio com-
pensó el efecto perjudicial de un proestro corto sobre la tasa de preñez (11).

Superestimulación ovárica
La superestimulación con FSH evita la dominancia de un folículo y promueve el crecimiento de varios folículos de la onda

hasta un punto en que adquieren capacidad ovulatoria y generan un ovocito competente (24). La principal limitante es la varia-
bilidad individual en la respuesta superestimulatoria (1, 22), que tiene un impacto negativo sobre el costo de los programas de pro-
ducción in vitro de embriones. La variación en la respuesta superestimulatoria tiene baja heredabilidad (34) y la alta variación indi-
vidual puede ser atribuida a factores relacionados con condiciones reproductivas, sanitarias o nutricionales, y al tipo de gona-
dotrofina y duración de tratamiento (24). Se han probado muchas estrategias para minimizar la variabilidad en la respuesta a la
superestimulación (1, 8). Los principales determinantes de la respuesta son el número de folículos disponibles durante la emer-
gencia de la onda (32) y el momento de inicio de los tratamientos en relación a la emergencia  (1, 26). Se logra mayor respuesta cuan-
do el tratamiento se inicia al momento de la emergencia (8, 26).

Los protocolos de superovulación actuales incluyen tres pasos principales: 1) sincronización de una nueva onda folicular, 2) inicio
del protocolo de superestimulación el día de emergencia de la onda y 3) sincronización de la ovulación múltiple (23, 24). Los tratamientos
con estradiol o la ablación física del folículo dominante son comúnmente usados para sincronizar la nueva onda folicular (6, 9, 25). El día
que se estima la emergencia, se inicia el tratamiento con FSH, administrándola  dos veces al día durante 4 o 5 días (5, 24). 

Intervalo entre la última dosis de FSH y la aspiración para manipular la competencia del ovocito
La competencia del ovocito puede ser manipulada variando el intervalo entre la última dosis de FSH y la aspiración (7, 27, 33).

La tasa de producción de blastocisto es mayor cuando el COC es obtenido luego de 48 hs de la última FSH comparado con las
24 y 72 hs (7). Sin embargo, un período de 48 hs no fue beneficioso en Bos indicus (28). Cuando se compararon períodos de 20, 44,
68 y 92 hs (27), el óptimo fue de 44 a 68 hs (tasa de blastocisto de 71 y 63%, respectivamente). Un período mayor desde la últi-
ma FSH resultó en pérdida de la competencia del ovocito. En otro estudio, un período de 144 hs resultó en pérdida de la capa-
cidad ovulatoria en el 100% de los folículos desarrollados en un ambiente de baja P4 (20).

Tratamiento superestimulatorio más prolongado para aumentar la competencia del ovocito
Comparamos el efecto sobre la competencia del ovocito entre un tratamiento de superestimulación convencional de 4 días y un

tratamiento de 7 días (12, 13, 16). El protocolo de 7 días resultó en un marcado aumento en la respuesta ovulatoria (12, 16). También resultó
en una mayor proporción de ovocitos maduros (10) y produjo una mayor proporción de COC expandidos y más embriones transferi-
bles luego de la producción in vitro (5,6 vs 2,5 mórulas y blastocistos por vaquillona) comparado con el protocolo de 4 días (13).
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Rol de la progesterona en el diestro sobre la función endometrial y el
desarrollo del concepto en bovinos

Lonergan, P.
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Introducción
La progesterona (P4) juega un papel clave en los eventos reproductivos asociados con el establecimiento y mantenimiento

de la preñez. El crecimiento y desarrollo del conceptus requiere de la acción de la P4 sobre el útero para regular la función endo-
metrial, incluyendo interacciones conceptus-madre, reconocimiento de la preñez y receptividad uterina a la implantación. Una
considerable proporción de las pérdidas embrionarias pueden ser atribuidas a concentraciones de progesterona circulante
inadecuadas y la subsecuente disminución  en la expresión génica endometrial y secreción histotrófica en la luz uterina. De
hecho, las bajas concentraciones de P4 han sido relacionadas como factor causal de baja preñez en vacas de alta producción (15).
Concentraciones elevadas de P4 circulante en el período post-concepción inmediato han sido asociadas con un aumento en la
elongación del conceptus (13, 23, 45), un incremento en la producción de interferón-tau (32) y mayores tasas de preñez en bovinos y
ovinos (3, 34, 48). Esta revisión resume los datos recientes del rol de la P4 en la regulación de la función uterina y el desarrollo embrio-
nario en el bovino. El lector puede también consultar otras revisiones recientes sobre el tema (27, 47, 30, 52, 53, 21).

Interacción entre el desarrollo embrionario y el oviducto
A pesar de la clara evidencia de una interacción entre el desarrollo del conceptus y el endometrio en la preñez temprana (ver

abajo), la evidencia de un diálogo recíproco durante el pasaje del embrión a través del oviducto es menos claro. Los cambios tem-
porarios que ocurren en la expresión génica del epitelio del oviducto durante el ciclo estral (5) reflejan los cambios necesarios en
el embrión. Hay fuerte evidencia de un efecto del oviducto sobre la calidad del embrión a temprana edad. Por ejemplo, un breve
cultivo de cigotos producidos in vitro en oviductos de oveja (16, 44), vaca (49) e incluso ratona (42, 43) mostró mejorar la calidad embrio-
naria medida en términos de morfología, expresión génica, criotolerancia y tasa de preñez luego de la transferencia.
Contrariamente, hay poca evidencia de un efecto en el sentido opuesto (embrión al oviducto). Los datos limitados del efecto de
las gametas sobre el oviducto provienen de especies politocas, en las que puede amplificarse cualquier efecto (2, 17, 29). Nosotros
recientemente hemos caracterizado el transcriptoma del epitelio del oviducto bovino al inicio de la activación genómica embrio-



naria en el día 3 post estro de preñez en vaquillonas cíclicas (Maillo y col., no publicado). Fueron comparados embriones de 8 célu-
las y ovocitos no fertilizados colectados de la región del istmo. Mientras que se observaron grandes diferencias en la expresión
génica entre el istmo y la ampolla, los datos preliminares sugieren que la presencia de embriones de 8 células no tuvo efectos en
el transcriptoma del istmo, aunque un efecto local en la posición específica del embrión no puede ser descartada.

Hugentobler y col. (26) caracterizaron los efectos de cambios en la P4 sistémica (logrados por infusión de P4) sobre la compo-
sición de aminoácidos, iones y sustratos energéticos de fluidos del oviducto y útero en los días 3 y 6 respectivamente del ciclo
estral bovino. La P4 aumentó la glucosa uterina, disminuyó el sulfato de oviducto y, en menor grado, el sodio del oviducto, pero
no tuvo efecto sobre los iones en el útero. El efecto más marcado de la P4 fue en las concentraciones de aminoácidos en ovi-
ducto: 9 de 20 aminoácidos aumentaron después de la suplementación, y la glicina mostró el mayor incremento dos días des-
pués, mientras que en el útero aumentó solamente la valina.

Interdependencia del embrión y el tracto reproductivo
Hasta el estadio de blastocisto, el embrión es prácticamente autónomo (ej. no necesita contacto con el tracto reproductivo

materno) evidenciado por el hecho que el blastocisto puede desarrollarse in vitro utilizando tecnología de FIV y luego ser trans-
ferido a una receptora sincronizada. Además, basado en la misma evidencia y al hecho que el embrión recuperado de donan-
tes superovuladas son típicamente transferidos a receptoras vacías sincronizadas, el tracto reproductivo no necesita estar
expuesto al embrión antes del día 7 (incluso hasta el día 16) (9) para mantener una preñez. En contraste, el embrión post-eclo-
sión y el conceptus preimplantación son dependientes de las sustancias de la luz uterina, denominadas histotróficas, derivadas
del endometrio, particularmente de las glándulas uterinas, para el crecimiento y desarrollo. Esto es demostrado por el hecho
que: 1) no ocurre la elongación post-eclosión in vitro (1, 11) y 2= la ausencia de glándulas uterinas in vivo resulta en una falla de
elongación del blastocisto (25, 46).

Desde el lado de la madre, la preparación del epitelio luminal uterino para la unión del trofoectodermo e implantación en
todos los mamíferos estudiados, incluyendo rumiantes, involucra cuidadosos cambios espacio-temporales en la expresión géni-
ca en el endometrio. Tanto en animales cíclicos como preñados, ocurren cambios similares en la expresión génica del endome-
trio hasta el inicio de la elongación del conceptus (aproximadamente día 13), sugiriendo que los mecanismos por defecto en el
útero están preparados para la preñez (19). Incluso, como se dijo, es posible transferir un embrión a un útero sincronizado 7 días
después del celo y establecerse la preñez, como se hace rutinariamente en la transferencia embrionaria comercial de bovinos.
Sólo en asociación con el reconocimiento materno de la preñez, que ocurre aproximadamente el día 16 en el bovino, hay cam-
bios significativos detectables en el perfil del transcriptoma entre endometrios de vacas cícilicas y preñadas (6, 19), cuando el endo-
metrio responde a un incremento de interferón-tau (IFNT) secretado por el conceptus filamentoso. 

Efecto de la P4 sobre el endometrio y sus consecuencias para el embrión
En los últimos años se han obtenido progresos significativos en clarificar el rol del ambiente materno, en particular el papel

de la P4 en el diestro, en el establecimiento de la preñez en el bovino. Nosotros hemos demostrado que:

• Ocurren cambios significativos en el transcriptoma endometrial, tanto durante el ciclo estral como en la preñez temprana
(18, 19). Como fuera dicho, estos cambios ocurren independientemente del estado de la preñez hasta el momento de reconoci-
miento de la preñez, donde los cambios en la expresión génica endometrial inducida por el conceptus son detectables (7, 19).
• La P4 elevada acelera los cambios temporales normales que ocurren en el transcriptoma endometrial (19) y en el momento
de la disminución de los receptores de P4 en el epitelio luminal (40), consecuencia de lo cual se acelera la elongación del con-
ceptus (13) que está asociada con una mayor sobrevida embrionaria.
• La combinación de la producción in vitro de embriones con las técnicas de transferencia in vivo han demostrado que el
efecto de la P4 sobre el conceptus está mediado exclusivamente vía endometrio (14). La adición de P4 al medio de cultivo no
tiene efecto en la formación del blastocisto (14, 28) o elongación luego de la transferencia a receptoras sincronizadas (14). Más
recientemente, el embrión no necesita estar en el útero durante el período de elevación de P4 para beneficiarse de ella, o
que sugiere fuertemente el efecto de la P4 via endometrial y la composición modificada del histotrofo (14).
• La reducción de las concentraciones circulantes de P4 resulta en una modificación en el transcriptoma endometrial y un
retraso en el desarrollo embrionario (18, 21).
• La aspiración folicular justo antes de la ovulación resultó en una reducción en el tamaño del CL y de la producción de P4,
reducción en la expresión de LHCGR en tejido luteal y una capacidad uterina comprometida para soportar la elongación
posterior a la transferencia de blastocistos producidos in vitro (36).
• Una suplementación breve con P4 mediante un PRID durante los días 3 y 5 puede ser capaz de “rescatar” embriones de
pobre calidad (blastocistos con bajo número ed células al momento de la transferencia) (37).
• El efecto de la suplementación exógena con P4 es prácticamente paradójico cuando es dado al comienzo del metaes-
tro; a pesar del efecto positivo sobre el desarrollo del conceptus puede reducir la vida media del CL endógeno (38). Esto
puede superarse mediante la administración simultánea de un factor luteotrófico como hCG o eCG para proveer un
soporte luteotrófico. 

En conjunto, estos resultados resaltan la importancia de un ambiente uterino óptimo para soportar con éxito el desarrollo
del conceptus. Sin embargo, el papel del desarrollo del conceptus por sí mismo en ayudar a cambios temporales y espaciales
apropiados en las funciones endometriales no debería ser subestimado. Por ejemplo, dos trabajos recientes proveen fuertes evi-
dencias que el endometrio de la vaca reacciona en forma diferente dependiendo del tipo de embrión presente (7, 33). En otras
palabras, embriones de distinta calidad (ej. con destino de desarrollo diferente) producen señales diferentes al endometrio y
generan respuesta diferente en términos de transcriptoma endometrial. En este sentido, el endometrio puede ser considerado
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como un sensor biológico que es capaz de ajustar su fisiología en respuesta a la presencia del embrión cuyo desarrollo será alte-
rado después de la implantación (33).

Estrategias para manipular la P4 durante el diestro para mejorar la fertilidad
Los efectos beneficiosos de la suplementación exógena con P4 sobre la fertilidad han sido reconocidos desde hace tiempo

(27, 30, 52). A pesar de los efectos positivos de la administración de P4 a través de dispositivos intravaginales sobre el desarrollo del
conceptus (13, 14) estudios recientes sugieren que esto podría no ser trasladable a mejoras en las tasas de preñez (8, Parr y col. no publicado),
posiblemente debido a los efectos potencialmente negativos sobre la vida del CL (36). Hay evidencias que sugieren que la admi-
nistración de P4 al inicio del ciclo puede comprometer la función del CL, llevando a luteólisis y mortalidad embrionaria (12, 23, 24). Se
requiere mayores estudios.

Se han utilizado varios tratamientos para aumentar las concentraciones periféricas de P4 luego de la IA, incluyendo aque-
llos que 1) aumentan la función endógena de CL existente (ej. estrategias para promover el desarrollo del folículo dominante
preovulatorio, resultando en un CL más grande, 2) inducir la formación de CL accesorio (ej, administración de hCG o GnRH), o
3) aquellos que suplementan con P4 en forma directa (ej. dispositivos intravaginales o inyecciones). Sin embargo, los resultados
en términos de tasas de preñez son contradictorios o no concluyentes, y pueden reflejar: I) momento del tratamiento, II) que
solamente aquellos animales con baja P4 puede ser beneficiados o III) falta de suficiente cantidad de animales y medios esta-
dísticos potentes en muchos estudios.

El tamaño del folículo dominante es asociado con el tamaño del CL subsecuente (51). CL más grandes secretan más P4, lo que
en muchos estudios está asociado con mejores tasas de preñez. Por lo tanto las estrategias que promueven el crecimiento del
folículo dominante previo a la ovulación y/o estimulan el desarrollo del CL podrían incrementar las tasas de preñez (4). La eCG
ha sido incorporada en protocolos de sincronización en Sudamérica por algún tiempo, y se ha reportado que mejora las tasas
de preñez luego de protocolos de IATF o TETF, aunque los resultados en vacas en lctancia han sido menos prometedores que los
logrados en vaquillonas o vacas para carne (10).

La administración de hCG para provocar la ovulación del folículo dominante y formación de un CL accesorio se ha utilizado
para mejorar las tasas de preñez, con resultados variables. Los datos fueron resumidos por Lonergan (30). En un estudio reciente
a gran escala, Nascimento y col. (35) reportaron los resultados de dos análisis donde evaluaron los efectos del tratamiento con
hCG post IA sobre la fertilidad de las vacas lecheras. El primer estudio utilizó un meta-análisis combinando los resultados de 10
publicaciones que emplearon tratamientos con hCG en los días 4 a 9 post IA en vacas lecheras. En resumen, la administración
de hCG aumentó la preñez por IA (Preñez/IA) en 3% (34% (752/2.213) vs. 37% (808/2.184). En otro estudio realizado en vacas
Holstein (n= 2.979) provenientes de 6 rodeos comerciales recibiron hCG o no en el día 5 post IA. Las preñeces por IA fueron
mayores en las vacas tratadas con hCG (40,8%; 596/1.460) que en las control (37,3%; 566/1.519). Sorprendentemente, el efecto
positivo de la hCG fue limitado a las vacas de primera lactancia. 

Conclusiones
La P4 es crítica en el establecimiento y mantenimiento de la preñez. Tiene un papel crucial en crear las condiciones uterinas

óptimas en las cuales el embrión puede desarrollar, a través de las acciones sobre el endometrio, y en la composición de los flui-
dos de la luz uterina. Las estrategias para aumentar la P4 en la fase luteal temprana han arrojado resultados variables en tér-
minos de mejora de las tasas de preñez. Esta variación en los resultados puede ser debida al tipo de animal tratado (vaquillo-
nas, vacas lecheras en lactancia, vacas carniceras), las concentraciones endógenas de P4 en los animales y el modo de lograr el
aumento de P4.
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