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4. RESUMEN

El objetivo de esta Tesis fue determinar el efecto de un tratamiento para prolongar el
proestro sobre la actividad ovéarica antes y después de la ovulacion. Para cumplir este
objetivo se realiz6 un experimento en vaquillonas Bos taurus de razas de carne donde
se evaluaron dos tratamientos para inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF). Un
grupo recibié un tratamiento convencional con aplicacion de estrogenos y un
dispositivo de progesterona por 7 dias y otro grupo recibi6 un nuevo tratamiento
denominado J-Synch, también a base de estrégenos y progesterona, pero reduciendo
la duracion del tratamiento con el dispositivo a 6 dias y sustituyendo el cipionato de
estradiol al retiro por GNnRH a las 72 h luego del retiro del dispositivo. Esta modificacion
permitiria aumentar la duracién del proestro definido como el intervalo entre que cae la
progesterona y se induce la ovulacion. Se utilizaron hembras ciclicas donde todas
recibieron un dispositivo intravaginal con 0,5 g de progesterona asociado a una dosis
de 2 mg de benzoato de estradiol al momento de colocar el dispositivo. Al retirar el
dispositivo se administré una dosis luteolitica de 500 ug de D (+)cloprostenol. En el
grupo convencional se utilizo el dispositivo de progesterona por 7 dias administrando
0,5 mg de cipionato de estradiol como inductor de la ovulacién al momento de retirar el
dispositivo. En el grupo J-Synch se utilizé el dispositivo intravaginal de progesterona
por 6 dias y a las 72 horas de retirado el dispositivo se administré una dosis de 100 ug
de acetato de gonadorelina (GnRH) im. Las estructuras ovaricas de ambos grupos
fueron monitoreadas mediante ultrasonografia cada 12 horas desde el retiro del
dispositivo con progesterona hasta la ovulacion y luego cada 24 horas durante los 23
dias posteriores. Se tomaron muestras de sangre diariamente a cada hembra desde el
dia del retiro del dispositivo con progesterona hasta 25 dias luego de la ovulacion. Se
comprobé que con el tratamiento J-Synch se logra un proestro mas largo con respecto
al convencional, con una diferencia de aproximadamente 28 h (93,7+12,9 h vs.
65,0+£13,7; P<0,05). No se encontraron diferencias entre grupos en el didmetro del
foliculo ovulatorio y tasa de ovulacién. La tasa de crecimiento folicular tendié a ser
mayor en el grupo J-Synch (P<0,1) y el tamafio del cuerpo liteo fue mayor que el
grupo Convencional (P<0,05). Las concentraciones séricas de progesterona durante
los 12 dias luego de la ovulacién también fueron mayores (P<0,05) en las vaquillonas
gue recibieron el tratamiento J-Synch. En conclusién, el tratamiento J-Synch produce
un proestro mas prolongado que el tratamiento convencional de 7 dias, generando un
cuerpo liteo de mayor tamafio y mayor produccion de progesterona en la fase luteal
subsiguiente.



5. SUMMARY

The aim of the present thesis is to determine the effect of a treatment intended to
prolong proestrus on the ovarian activity before and after the ovulation. To accomplish
this, an experiment was carried out on beef breeds Bos taurus heifers, where the two
protocols of fixed-time artificial insemination treatments were evaluated. One group
was subjected to a conventional treatment, based on estrogen and the use of a
progesterone-releasing device for 7 days. The other group was subjected to a new
treatment, J-Synch, also based on estrogen and progesterone, but the use of the
device was reduced to a 6-day-treatment and the dose of estradiol cypionate was
replaced with GnRH, 72 hours after the removal of the device. This modification would
increase the duration of the proestrus, defined as the interval between the drop of the
progesterone levels and the induction of the ovulation. Only cycling heifers were part of
the study, all of which received an intravaginal progesterone device of 0.5 g associated
with 2 mg of estradiol benzoate at the time the device was placed. A luteolytic dose of
500 ug of D(+)cloprostenol was administered following removal of the device. In the
conventional group, the progesterone device was used for 7 days associated with a
dose of 0.5 mg of estradiol cypionate as an ovulation inducer following removal of the
device. In the J-Synch group, the progesterone device was used for 6 days. 72 hours
after removal of the device an injectable dose of 100 ug of gonadorelin acetate (GnRH)
was administered. The ovarian structures of both groups of heifers were monitored by
ultrasound examination every 12 hours after removing the device until the ovulation of
all heifers, and after the ovulation every 24 hours for 23 days. Blood samples were
taken from every female daily since removal of the device for 25 days after the
ovulation. It was found that the J-Synch treatment succeeds in extending proestrus in
comparison to the conventional treatment, with a difference of approximately 28 h (93.7
+ 12.9 h vs. 65.0 + 13.7P <0.05). No differences were found between groups with
regard to the follicular ovulatory diameter and ovulation rate. In the J-Synch group
follicular growth rate tended to be superior (P<0, 1) and the size of corpus luteum after
ovulation was greater than in the conventional group (P<0, 5). Progesterone serum
concentration during the 12 days after ovulation was also higher (P<0, 05) in heifers
that received J-Synch treatment. It was concluded that the J-Synch Protocol obtains a
longer proestrus length than the 7-day-conventional treatment, generating a larger
corpus luteum and therefore greater progesterone production in the next luteal phase.



6.

INTRODUCCION

Uruguay es un pais mayormente ganadero, con una superficie agropecuaria total de
16.227.088 de hectareas conformadas por establecimientos criadores, de ciclo
completo y engorde o terminacién (MGAP, 2011). Solamente los predios criadores
constituyen el 53% de todos los establecimientos ganaderos y abarcan mas de la
mitad de toda el area ganadera nacional. Sin embargo, el indice de procreo promedio
de Uruguay durante las ultimas décadas se situé en el 63,7%, con un rango de 59,2%
a 68,0% (DIEA, 2013). Esto muestra claramente que un incremento en la eficiencia
reproductiva tendré un fuerte impacto en el sector ganadero y en la economia del pais.
Para la optimizacion de estos indices se pueden aplicar una serie de tecnologias
reproductivas, estas se definen como cualquier practica, método, técnica o
herramienta que impacta en el potencial reproductivo del rodeo (McMillan, 1994).
Estas biotecnologias han tenido un importante desarrollo en los dltimos afios, siendo
probablemente las mas utilizadas la sincronizacién del estro e inseminacién artificial,
ya que se caracterizan por ser de facil aplicacion y no requerir un alto costo. La
sincronizacion de la ovulacién y la inseminacion artificial, han sido reconocidas como
las tecnologias “mas poderosas y aplicables” para el mejoramiento genético de los
rodeos de cria (Seidel, 1995). La inseminacion artificial comenzé a ser utilizada en la
década del 50 en EEUU y actualmente es una de las tecnologias mas utilizadas en el
mundo para el avance genético de los rodeos de cria. Por su parte, la inseminacion
artificial a tiempo fijo (IATF) es una tecnologia reproductiva que consiste en sincronizar
la ovulacion y poder inseminar sin la necesidad de deteccion del estro, induciendo
ademas la ciclicidad en vacas en anestro al utilizar herramientas farmacolégicas. La
utilizacién estratégica de la sincronizacion y/o induccién de la ovulacion asociado a la
IATF es un método muy eficaz también para concentrar anticipadamente los partos y
aumentar los kilos de terneros destetados por las distintas categorias, independiente
del mejoramiento en el genotipo de los terneros (de Nava y col., 2015). Teniendo en
cuenta los sistemas productivos actuales con base pastoril y razas Bos taurus como
base genética, uno de los factores limitantes para la eficiencia reproductiva es el
balance metabdlico negativo en el que entra la vaca luego del parto que la conduce a
un anestro posparto prolongado (de Nava y col., 2012). Este es uno de los principales
motivos necesarios para el disefio de estrategias que permitan inducir la ovulacion y
favorecer el mantenimiento de la gestacion. Dentro de las alternativas mas novedosas
e interesantes se encuentra la de favorecer el desarrollo del foliculo preovulatorio
mediante la prolongacion del intervalo entre la caida de la progesterona y la ovulacion.
Este intervalo es llamado “proestro” y los tratamientos son conocidos como
“Tratamientos de proestro prolongado” (B6 y col, 2016). Recientemente esta
estrategia ha sido propuesta y abordada por el grupo de investigadores con quienes se
desarrollé esta tesis, y los experimentos realizados formaron parte de la tesis de
Maestria de Javier de la Mata (de la Mata, 2016).



7. REVISION BIBLIOGRAFICA

Fisiologia reproductiva de la vaca

La hembra bovina es considerada como poliéstrica anual y su ciclo estral dura entre 17
y 23 dias. El estro tiene una duracion de 6 a 18 horas y la ovulaciéon ocurre entre las
24 y 30 horas de iniciado el estro. Luego de la ovulacion le sigue la fase luteal donde
se desarrolla el cuerpo lateo y la concentracion plasmética de progesterona aumenta.
Si no hay gestacion la lutedlisis ocurre entre los dias 16 a 20 del ciclo. Estos
acontecimientos estan regulados por una serie de hormonas, que pueden ser
secretadas en el hipotalamo, hipdfisis, ovarios y Utero, esto es conocido como eje
hipotalamico-hipofisario-gonadal-uterino (Senger, 2003). Una hormona actiia como un
mensajero quimico y el tipo de respuesta va a depender de su concentracion y el
patrén de secrecion (B6 y col.,, 2006). La hormona liberadora de gonadotrofinas
(GnRH) tiene un rol de importancia en la regulacién de la ciclicidad de la hembra
(Silverman y col., 1994), siendo un decapéptido sintetizado en los nucleos secretores
de neuronas hipotalamicas y liberada al sistema porta hipotalamo-hipofisario, por
donde llega a la adenohipdfisis para estimular la secrecion de hormonas hipofisarias
(Page, 1994). La actividad hipotalamica provoca pulsos de GnRH, esos pulsos
estimulan la sintesis y liberacién, también en forma pulsétil, de la hormona luteinizante
(LH) y de la hormona foliculo estimulante (FSH) por parte de las células gonadotropas
de la adenohipdfisis (Senger, 2003). La FSH actla estimulando el crecimiento de
foliculos ovaricos antrales y participa junto con la LH, estimulando la sintesis de
estradiol en los foliculos en desarrollo. Es liberada en mayor cantidad antes del
comienzo de cada onda folicular. Sus receptores se ubican en las células de la
granulosa del foliculo y la union de la hormona a dichos receptores produce estradiol e
inhibina (Ireland, 1987). Los receptores de la LH estan ubicados en las células de la
teca interna y al unirse con ésta estimula la secrecion de androgenos que pasan a
través de la membrana basal a las células de la granulosa donde, por la induccién de
FSH, se aromatizan a estrogenos que son liberados al antro folicular y de alli a la
circulacion general (Ireland, 1987). La frecuencia de los pulsos de LH cambia segun el
estadio del ciclo estral. Durante la fase luteal, los pulsos de la LH son de baja
frecuencia, mientras que en la fase folicular aumenta la frecuencia de pulsos hasta
producir un pico preovulatorio de LH desencadenando asi la ovulacién. Es
considerada la principal sustancia luteotrépica en el organismo (Stock y Fortune,
1993).

El principal estrégeno que se secreta en el ovario es el estradiol-17p. Los estrogenos
presentan variadas funciones fisiolégicas entre las que se destacan: inducir el
comportamiento del estro en la hembra en el sistema nervioso central, producen
aumento de la masa del endometrio y del miometrio en el Utero, y actian aumentando
la actividad y frecuencia de las contracciones mediante la potencializacion de los
efectos de oxitocina y de la prostaglandina (B6 y col. 2006). Los estrGgenos ejercen
ademas, efectos de retroalimentacion negativa o positiva en el control de la liberacién
de LH o FSH, a partir del eje hipotalamico-hipofisario. Este efecto esta intimamente
correlacionado con las concentraciones de progesterona circulante. Durante la fase
luteal, es decir cuando hay un cuerpo liteo (CL) funcional, el efecto del estrégeno
sobre las gonadotrofinas es negativo. En cambio, en la fase folicular, al no haber
concentraciones altas de progesterona en sangre, tiene efecto de retroalimentacion
positiva e induce la liberacién de LH y FSH (Senger, 2003).

La progesterona es considerada la hormona de la prefiez, es secretada por las células
del CL, la placenta y las glandulas adrenales (B6 y col., 2006). Tiene como funcion
preparar al Utero para recibir al embriébn, mantener la gestaciéon mediante el aumento
de glandulas secretoras del endometrio y la inhibicién de su motilidad (Senger, 2003).
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También estimula el comportamiento del estro actuando en forma sinérgica con los
estrégenos. Concentraciones elevadas de la misma inhiben el estro y el pico ovulatorio
de LH (Bo y col., 2006).

Las prostaglandinas actlan en el sitio donde son producidas, por eso se concluye que
no se localizan en ningun tejido en particular. También pueden ser transportadas en la
sangre para actuar en un tejido blanco lejos del tejido de produccién. Las
concentraciones de prostaglandina F2 alpha (PGF2a) se elevan en ciertas condiciones
como el parto, estimulando la dilatacion de cérvix y contraccion del Gtero. Esta
hormona tiene propiedades luteoliticas y posee un mecanismo de contracorriente por
el cual llega desde el endometrio del atero al ovario (B6 y col., 2006). Las hormonas
mencionadas forman un conjunto de mensajeros quimicos que tienen como rol
principal la regulacion del ciclo estral, sus diferentes fases y variaciones.

Descripcién del ciclo estral

El periodo comprendido entre dos estros consecutivos define el ciclo estral, en el cual
ocurre una serie de eventos que se repiten continuamente. La ciclicidad se inicia en la
pubertad y se prolonga durante toda la vida, pudiéndose observar interrupciones de
los ciclos (anestros) por causas fisiolégicas o patolégicas (Ungerfeld, 2002). La
hembra bovina es poliéstrica no estacional, los ciclos se repiten sucesivamente
cuando no esti gestada durante todo el afio. Tiene una duracién aproximada de 21
dias y puede dividirse en diferentes fases para facilitar su estudio:

- Fase folicular
- Fase periovulatoria
- Fase luteal

La fase folicular se extiende desde la regresion del cuerpo liteo (CL) hasta la
ovulacion. Al lisarse el cuerpo luteo cae abruptamente la concentracién de
progesterona. Paralelamente a esta caida de la progesterona aumenta la frecuencia
de pulsos de LH. Esto ocurre porgue al descender las concentraciones de
progesterona se elimina la retroalimentacion negativa sobre el hipotalamo,
desinhibiendo la liberacion de GnRH vy consecuentemente la sintesis de
gonadotrofinas. La caida de la progesterona también determina una retroalimentacion
positiva GnRH — LH. Esto significa que a cada pulso de GnRH la hipofisis responde
con un pulso de LH. Este aumento en la frecuencia de los pulsos estimula el desarrollo
de un foliculo dominante y debido a la retroalimentaciéon positiva LH-estrégeno que
ocurre al caer las concentraciones de progesterona, dicho foliculo responde a los
pulsos de LH secretando concentraciones crecientes de estradiol. El estradiol actia
estimulando la secrecion de GnRH a nivel hipotalamico causando un aumento de la
sensibilidad de la hipdéfisis a la GnRH mediante el aumento de los receptores
hipofisarios a la hormona (Reeves y col., 1971), por lo que aumenta la secrecion de
LH. Este mecanismo concluye en una descarga masiva de LH que constituye el pico
preovulatorio (Walters y col., 1984).

La fase periovulatoria comienza con el inicio de la manifestacion del estro, onda
preovulatoria de gonadatrofinas y se produce la ovulacion. El intervalo entre el inicio
de la lutedlisis y el comienzo del estro es de 58-60 h aproximadamente. Las
concentraciones de estradiol alcanzan sus maximos valores el dia previo al inicio del
estro, ésta elevacion es la causante del comportamiento de estro y el pico de LH (BO y
col.,, 2006). El estro posee una duracion de 18+6 h, la vaca manifiesta inquietud,
ansiedad, pérdida de apetito, presenta descarga de mucus filante y edema de vulva.
En el Utero se produce un aumento del tono miometrial. A las 12 a 24 h de comenzado
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el estro, el sistema nervioso de la vaca se torna refractario al estradiol dando fin a
todas las manifestaciones del mismo (Mihm y col., 2006). El periodo que transcurre
desde la lutedlisis hasta la manifestacion del estro se denomina proestro (Rippe, 2009)
aunque en nuestra tesis este término ha sido utilizado para definir el intervalo entre la
caida de progesterona y la ovulacion (Béy col., 2016). Inmediatamente luego de la
finalizacién del estro, ocurre el metaestro. La ovulacién ocurre entre 24 a 30 h de
iniciadas las descargas preovulatorias de LH y FSH (B6 y col., 2006). La descarga
preovulatoria de LH ocurre al comienzo del estro y se cree que podria causar la
ovulacién, coincidiendo con un pico de FSH, Iuteinizacion de las células de la teca y
granulosa. La FSH tiene su secrecion disminuida, consecuencia del feed back
negativo del estrogéno y de la inhibina del foliculo dominante pero se produce una
excepciéon durante el pico de LH. La PGF2a también interviene en la ovulacién junto
con otros mediadores de la inflamacién, estimulando las contracciones ovaricas que
producen la rotura del foliculo y la expulsién de ovocito. A la ovulacién le sigue una
hemorragia profunda y el foliculo se llena de sangre convirtiendose en cuerpo
hemorragico. En las horas siguientes a la descarga de LH preovulatoria ho se detectan
pulsos de la hormona; sin embargo, la secrecion de FSH continGa y se incrementan la
concentracion basal y la amplitud de los pulsos de FSH, relacionandose esto con la
primera onda de crecimiento folicular.

La fase luteal comienza con el pico de LH que determinara la formacion de un CL.
Inmediatamente antes de la ovulacion ocurren cambios en el foliculo que determinan
gue las células de la granulosa pierdan su capacidad de secretar estrégeno y
comiencen a producir y liberar progesterona (Hansel y Fortune, 1978). Esto ocurre
porque al producirse el pico de LH desaparece el factor inhibidor de la luteinizacién y
comienza a producirse el tejido luteal. Las células de la granulosa se convierten en
células luteales grandes (> 15 um) y las de la teca en células luteales chicas (< 15
pgm). Las células grandes van a producir progesterona independientemente de LH y
van a tener receptores para prostaglandinas, por otro lado, las células luteales chicas
dependen de la LH por lo que su produccién de progesterona es menor. El cuerpo
luteo madura después del dia 5-6 aproximadamente, adquiriendo la capacidad de
producir PGF intraluteal.

La progesterona inhibe la sintesis de receptores hormonales para si misma, para los
estrégenos y para la oxitocina a nivel uterino (McCracken y col., 1999; Hunter, 1991;).
El estradiol proveniente del foliculo dominante interactia con sus receptores
endometriales e induce la sintesis de receptores de oxitocina. La oxitocina hipofisaria
circulante se une a esos receptores y activa la fosfolipasa A lo que llevara a la
produccion de PGF2a uterina. La PGF2a al llegar al ovario estimula la liberaciéon de
oxitocina por parte del CL, la cual establece un feedback positivo con las PGF2a
endometrial, causando la regresion del CL y la finalizacién de la fase luteal.

Las fases folicular, periovulatoria y luteal son acontecimientos continuos y ordenados
gue conforman el ciclo estral bovino, durante el cual surgen ondas de desarrollo
folicular en ambos ovarios.

Dinamica folicular

Durante el ciclo estral bovino los foliculos se desarrollan y regresan en procesos
ordenados llamados “ondas de desarrollo folicular’, que son el desarrollo arménico y
simultdneo de un pool de foliculos antrales (terciarios), pasando por las fases de
reclutamiento, seleccion y dominancia folicular (B6 y col., 2006). Esto ocurre al mismo
tiempo en ambos ovarios. En los bovinos, durante un ciclo estral estandar se puede
observar la presencia de dos o tres ondas foliculares por ciclo (Ginther y col., 1989a.,
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Fortune, 1994; Martinez y col., 1999). La primera onda de desarrollo folicular ocurre
luego de la ovulacion y serd anovulatoria, la segunda onda comenzara el Dia 9 o 10
para los ciclos de 2 ondas y el Dia 8 0 9 en los ciclos de 3 ondas. En los ciclos de 3
ondas la tercera onda emerge en el Dia 15 o 16 (Ginther y col., 1989b).

La primera onda coincide con el inicio de la fase luteal, emerge el dia 0 coincidiendo
con la ovulacién y el foliculo dominante crece hasta el dia 6 aproximadamente, le
sigue una fase estéatica hasta el dia 12, a partir del cual comienza la regresion (Ginther
y col., 1989h). La emergencia de cada onda de desarrollo folicular es precedida por un
aumento de la FSH, este ocurre 2 dias antes del inicio de la onda y alcanza su pico
maximo un dia antes del mismo (Adams y col., 1992). Durante 2 o 3 dias todos los
foliculos crecen pero uno de ellos es seleccionado y se convierte en foliculo
dominante, mientras que el resto de los foliculos (subordinados) se vuelven atrésicos y
regresan (Ginther y col.,, 1996). Esto se llama desviacion y ocurre cuando las
concentraciones de FSH caen por debajo de los valores necesarios para el desarrollo
de los foliculos subordinados (Ginther, 2000), eso esta explicado por la produccién de
estradiol-17p3 e inhibina por parte de los foliculos en crecimiento, suprimiendo las
concentraciones circulantes de FSH (Martin y col., 1991, Findlay y col., 1992; Ginther y
col., 1996 Gibbons y col., 1997). El crecimiento del foliculo dominante esta relacionado
con la sintesis de receptores de LH. Todos los foliculos poseen receptores de LH en
las células de la teca 'y de FSH en las células de la granulosa (Ireland y Roche, 1987);
pero solo el foliculo dominante adquiere receptores de LH en las células de la
granulosa (Ginther y col., 1996). La LH estimula una mayor produccién de estradiol
gue le permitira al foliculo dominante seguir creciendo independientemente de las
concentraciones de FSH circulante, pasando a ser LH dependiente (Ginthery col.,
2001). Durante la fase luteal debido a la presencia de concentraciones altas de
progesterona, la frecuencia de los pulsos de LH disminuye, afectando las funciones
metabolicas y regresando el foliculo dominante (Stock y Fortune, 1993). La finalizacion
de la secrecion de estradiol e inhibina tiene como consecuencia el aumento de las
concentraciones de FSH y un nuevo reclutamiento de los foliculos de la siguiente onda
folicular (Adams, 1998).

Control farmacolégico del ciclo estral

El ciclo estral dura 21 dias aproximadamente y la oportunidad de servicio muy pocas
horas, por lo tanto, la eficiencia y precision de la deteccion del estro ha sido un factor
clave en el trabajo de inseminacion artificial; es ineludible y rutinaria, dos veces al dia,
mientras dura la temporada de servicio. Esta ha sido, posiblemente, una de las
mayores limitantes para la utilizacién masiva de la inseminacion artificial (IA) en rodeos
bovinos y ha afectado la difusion de una de las técnicas reproductivas de mayor
impacto en la produccién bovina (Cutaia y col., 2003).

Desde que se conocen las hormonas que participan en la reproduccion, se ha
pretendido intervenir, modificar o al menos controlar la actividad reproductiva. La
modificacion de los ciclos para que todas las hembras presenten estros en un periodo
breve de tiempo pareciera la técnica complementaria ideal para solucionar las
limitaciones de la IA. Al nivel de investigacion, este objetivo ha estimulado el desarrollo
de numerosas lineas de trabajo por mas de tres décadas y en los ultimos afios estan
siendo incorporadas a nivel comercial con gran éxito (B6 y col., 2007; Menchaca y col.,
2013; B y col., 2016).En la actualidad es posible realizar la IATF de todo un rodeo en
un unico dia de inseminacion, evitando por completo la deteccién del estro.
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Sincronizacién del estro con prostaglandinas

La propiedad luteolitica de la PGF2a la hace imprescindible en los tratamientos para
sincronizar el ciclo estral en bovinos. Sabemos que tiene algunas limitaciones para
utilizarla como hormona Unica porque sdlo actuard en animales que se encuentren con
un cuerpo lateo funcional. Un cuerpo liteo menor a 5 dias es incapaz de responder a
PGF2a. Después de una sola dosis luteolitica de PGF2a presentaran celo el 60 a 66
% de las hembras que se encuentren ciclando (Momont y Seguin, 1984). Si se
administran dos dosis con un intervalo de 11 dias, la segunda dosis encontrara a todas
las vaquillonas con un cuerpo luteo funcional y capaz de responder al efecto luteolitico
de ésta hormona (B6 y col, 2006). No obstante, recientes trabajos indican que en
vacas el intervalo de 14 dias resulta en mayor cantidad de animales en estro. El grado
de esta sincronia sera mayor después de la segunda inyeccidon con respecto a la
primera, ello es debido a que hay menor dispersién en cuanto al estadio del ciclo entre
las hembras. Sin embargo, no hay sincronia suficiente para la IA a tiempo fijo (B6 y
col, 2006). El intervalo entre la administracion de una dosis de PGF y la aparicion del
estro dependera del estadio de desarrollo folicular al momento de iniciar el tratamiento.
Si se encuentra presente en el ovario un foliculo dominante en fase de crecimiento o
estatica temprana, ovulara el mismo foliculo a los 3 0 4 dias, si por el contrario se
encuentra en fase estatica tardia este se atresiara y ovulard un foliculo de la onda
siguiente entre los 5 a 7 dias proximos. Para lograr una precisa sincronizacién seria
necesario trabajar no sélo sobre la funcion del cuerpo liteo sino también sobre la
dinamica folicular (B6 y col., 2006).

Utilizacién de progesterona y estradiol

Para realizar un control efectivo del desarrollo folicular existen tratamientos
hormonales que incluyen GnRH, o progestagenos mas estradiol. Existen actualmente
en el mercado diferentes dispositivos intravaginales con progesterona. Estos
dispositivos son tal vez los que mayor difusidn han tenido en los Gltimos afios, tanto en
Sudamérica como en Norteamérica. Desde que se crearon estos dispositivos se han
desarrollado una gran cantidad de tratamientos. Los primeros tratamientos evaluados
fueron los tratamientos de 14 a 21 dias que resultaban en una buena sincronia del
estro pero baja fertilidad, principalmente debido a la formacion de los foliculos
persistentes. Para inducir la regresion luteal, se combiné a estos dispositivos con una
capsula que contiene 10 mg de benzoato de estradiol (EB) que se administraba en el
momento de insercion del dispositivo. Posteriormente, con el aumento del
conocimiento y el desarrollo de nuevos trabajos, se optd por recomendar la
administracion de PGF2a en el momento de la remocion de los dispositivos y acortar
los tratamientos a 7 u 8 dias, con la administracion de una dosis baja de EB en el
momento de la insercién (Dia 0; B6 y col., 1995). El tratamiento mas utilizado en base
a dispositivos de progesterona en Sudamérica consiste en la administracion de 2 mg
de EB al momento de insercion del dispositivo (Dia 0), en el dia 7 u 8 el dispositivo es
removido y se administra PGF intramuscular, y 24 horas més tarde se administra 1
mg de EB (B6 y col. 2002b); la IATF es realizada entre 52 y 56 horas después de la
remocion del dispositivo. El tratamiento fue simplificado por la sustitucion de la
segunda aplicacion de EB 24 horas después de la remocion del dispositivo con 0.5 0 1
mg de cipionato de estradiol administrado al momento de la remocién del dispositivo,
sin afectar los porcentajes de prefiez (Colazo y col., 2003; B4 y col., 2013).
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Tratamientos Cortos

Actualmente existe una amplia gama de tratamientos de IATF disponibles para ser
utilizados tanto en rodeos de carne como para produccion lechera (Colazo y col.,
2009; BA y col., 2016). Estos se dividen segun el tipo de produccién (carne o leche) y/o
disponibilidad de la hormona utilizada para la sincronizacion de la ovulacion. En
produccién lechera se utiliza mayormente los protocolos Co-Synch y Ov-Synch que se
basan en la hormona GnRH y sus anélogos asociados con prostaglandinas. Estos
protocolos resultaron en mejores tasas de prefiez con la insercion de un dispositivo de
progesterona por 7 dias (Martinez y col., 2002). De esta manera, el uso de dispositivos
con progesterona es necesario en la mayoria de los tratamientos utilizados tanto en
Sudamérica como en Norteamérica, asociados a estradiol o GnRH.

En los ultimos afios se ha avanzado con la estrategia de prolongar el proestro, o el
intervalo entre la caida de progesterona y la ovulacion. El fundamento para esta
propuesta es que existe evidencia de que la tasa de prefiez aumenta en la medida que
aumenta la duracién del proestro (Bridges y col., 2010). El primer tratamiento con este
objetivo fue el Co-Synch de 5 dias. En este tratamiento se administra GnRH, PGF2a y
el dispositivo de progesterona se mantiene durante 5 dias con IATF+GnRH a las 72
horas de retirado el dispositivo (Bridges y col., 2008). Este tratamiento corto causa la
prolongacién del proestro y aumento de las concentraciones séricas de estradiol
preovulatoria resultando en tasas de prefiez superiores que el protocolo convencional
de 7 dias utilizado en EEUU (Bridges y col., 2008, 2010). Por otro lado, no se
encontraron diferencias significativas entre ambos tratamientos en cuanto a tasa de
ovulacion y didmetro folicular (Bridges y col., 2014). Recientemente se desarroll6 un
nuevo tratamiento basado en el uso de EB y un dispositivo con progesterona por 6
dias, utilizando GnRH como inductor de ovulaciéon a las 72 h posteriores al retiro del
dispositivo intravaginal. Este tratamiento fue denominado “J-Synch” (de la Mata y B0,
2012). El objetivo también es prolongar el proestro, como se menciond anteriormente
en relacién al Co-synch de 5 dias que aumenta la fertilidad en la IATF (Bridges y col.,
2013). En un primer trabajo donde se comparé ambos tratamientos, J-Synch vs. el Co-
Synch de 5 dias en vaquillonas de carne, los tratamientos no difirieron en la tasa
ovulatoria, diametro de foliculo ovulatorio y porcentaje de concepcion (de la Mata y B6,
2012; B6 y col., 2016).

Programas de Inseminacion Artificial

La inseminacion artificial es una técnica que consiste en la deposicién del semen por
via instrumental en el Gtero de una hembra antes de que ocurra la ovulacién, més
especificamente se debe introducir la mano en el recto de la hembra para poder fijar el
cuello uterino y con la otra mano manipular un pistolete o una pipeta introducida para
atravesar el canal cervical y depositar el semen en el cuerpo del utero (Bé y col.,
2006b). El principal objetivo de la implementacion de la inseminacion artificial en
establecimientos de cria de ganado para carne es el de producir un progreso genético
en el rodeo. A pesar de que la IA es una biotecnologia reproductiva que se conoce
desde hace varias décadas, su implementacion en forma masiva es muy reciente y se
debe a la utilizacion de tratamientos que permiten realizar la IA sin la necesidad de
deteccidn del estro, técnica conocida como Inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF).

Los programas de IATF son una excelente herramienta que permite realizar la
inseminacion evitando la deteccion del estro. Si bien son tratamientos simples deben
realizarse con rigurosidad. Es necesario conocer el establecimiento y los objetivos
productivos para determinar si efectivamente la aplicacion de esta técnica es lo
adecuado. Conocer las caracteristicas de las hembras con que vamos a trabajar nos
permitird realizar una adecuada seleccion del protocolo, sabiendo que éste debe
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ejecutarse con muy buena eficiencia para optimizar las tasas de prefiez. Aunque
obtengamos excelentes tasas de prefiez hay que tener en claro que los
establecimientos de carne no producen, o mejor dicho no venden, tasas de prefiez,
sino que su resultado se evalla en kilogramos de ternero o numero de terneros. Es
por esto que nuestra responsabilidad es coordinar un programa de actividades que
contemplen todo lo necesario para que la implementacién de los programas de |IA
tenga la mayor eficiencia posible y se pueda mejorar la productividad de un rodeo de
carne (B6 y col., 2016).
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8. HIPOTESIS

La prolongacién del proestro en un tratamiento corto de 6 dias para IATF aumenta el
diametro del foliculo ovulatorio, el tamafio del cuerpo lateo subsiguiente y la
concentracion de progesterona en sangre.

9. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el efecto de la prolongacion del proestro mediante el protocolo J-Synch
sobre la actividad ovérica antes y después de la ovulacion.

Objetivo Especifico

Evaluar el efecto de este tratamiento sobre el desarrollo folicular ovulatorio.
Evaluar el efecto del J-Synch sobre la actividad luteal.

Evaluar el efecto de este tratamiento sobre la produccion de progesterona luteal
Comparar la respuesta con el tratamiento convencional de 7 dias.

10. MATERIALES Y METODOS

Animales e instalaciones

Este experimento se realizé en el marco de cooperacion de Fundacion IRAUy vy el
Establecimiento “San Sebastian” (34° LS, Florida, Uruguay) para poder comparar el
tratamiento J-Synch y el convencional evaluando el desarrollo folicular, momento de
ovulacién, desarrollo luteal y concentracion sérica de progesterona. El experimento de
esta tesis formo parte del proyecto de Maestria de Javier de la Mata (de la Mata, 2016)
y fue financiado por Fundacién IRAUy.

Para este trabajo se utilizaron vacas Bos Taurus nuliparas (i.e. sin cria y en su primer
servicio) con cuerpo lateo, en condiciones de pastoreo en campo hatural y/o campo
natural mejorado. Las instalaciones fueron las adecuadas para el manejo con los
animales (corrales, huevo, tubo, cepo). Todos los procedimientos, incluyendo los
inyectables, aplicacion de dispositivos intravaginales, extraccion de sangre y ecografia
tero-ovarica, fueron aprobados por la Comision de Etica en el Uso de Animales
(CEUA) de la Fundacion IRAUy avalada por la Comision Nacional de Experimentacion
Animal.

Tratamientos y grupos experimentales

Se utilizaron 48 vaquillonas ciclicas Hereford x Angus, con un peso promedio de 348
Kg (rango 285-420) y con una condicién corporal (CC) promedio de 4,5 (escala 1 a 8).
Solo se utilizaron vaquillonas en las que se observé la presencia de cuerpo IUteo en
dos ecografias separadas por 11 dias y realizadas previas al experimento. Los
animales fueron asignados en bloques al azar a dos grupos experimentales: grupo J-
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Synch (n=24) y grupo convencional (n=24). Ambos grupos recibieron un tratamiento
para inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF), utilizando un dispositivo intravaginal
con 0,5 g de progesterona (DIB 0,5, Syntex, Bs. As., Argentina) asociado a una dosis
de 2 mg de benzoato de estradiol (Gonadiol, Syntex, Bs. As., Argentina) al momento
de colocar el dispositivo. Al retirar el dispositivo se administré una dosis de 500 ug de
D (+)cloprostenol (Ciclase DL, Syntex, Bs. As., Argentina). En el grupo convencional
se utilizo el dispositivo de progesterona por 7 dias administrando 0,5 mg de cipionato
de estradiol (Cipiosyn, Syntex, Bs. As., Argentina) como inductor de la ovulacién al
momento de retirar el dispositivo. En el grupo J-Synch se utilizd el dispositivo
intravaginal de progesterona por 6 dias y a las 72 horas de retirado el dispositivo se
administré una dosis de 100 ug de acetato de gonadorelina (GnRH_Gonasyn GDR,
Syntex, Bs. As., Argentina) inyectable, prolongando asi el proestro. El disefio
experimental se observa en la Figura 1.

Ultrasonografia

Las estructuras ovaricas (foliculos y cuerpo luteo) fueron monitoreadas mediante
ultrasonografia (WED-9618, Well.D, Shenzhen, China), provisto de un transductor
lineal de 7,5 MHz, en modo B. Desde el retiro del dispositivo con progesterona y hasta
la ovulacién se realiz6 cada 12 horas y luego cada 24 horas desde la ovulacién
durante los 23 dias posteriores. La ovulacion se defini6 cuando el foliculo de mayor
diametro que estaba presente dejo de observarse y esto fue confirmado con una
siguiente ecografia 12 h mas tarde. Para estimar el tamafio de tejido luteal se calculd
el volumen de una esfera (V=4.11.r3/3), donde el radio se obtuvo del promedio de los
diametros mayor y menor registrados. Cuando los cuerpos liteos presentaban una
cavidad, el volumen de la misma fue restado al volumen total, con el objetivo de
obtener una aproximacion al volumen de tejido luteal presente en el ovario (mm3).

Obtencién de muestras sanguineas y determinaciones hormonales

Se tomaron muestras de 10 mL de sangre diariamente por puncion yugular a cada
hembra desde el dia del retiro del dispositivo con progesterona y durante los 25 dias
posteriores. Las muestras fueron extraidas al amanecer y a la misma hora diaria,
luego centrifugadas a 3000 RPM durante 20 minutos para separar el suero y
congelado a -20 °C para posterior andlisis. Las concentraciones séricas de
progesterona se determinaron por duplicado (Meikley col., 2001) mediante la técnica
de radioinmunoanalisis (RIA) en el Laboratorio de Técnicas Nucleares de la Facultad
de Veterinaria, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay, utilizando Kits
comerciales DIAsource (DIAsource ImmunoAssays SA, Rue du Bosquet, 21348
Louvain-la-Neuve - Belgium) La concentracibn minima detectable fue 0,27 ng/mL vy el
coeficiente de variacién (CV) intraensayo para los controles bajo y alto fue 9,18% y
17,82%, respectivamente. El CV inter-ensayo para los mismos controles fue 10,0% y
24,2%, respectivamente.

Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante Modelos Lineales Generalizados Mixtos
(MLGM), utilizando el software estadistico InfoStat (version 2015). En el modelo se
incluyo el patron de crecimiento del foliculo dominante y las concentraciones séricas
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de progesterona en el tiempo. Para el andlisis del foliculo dominante se consideré
como Hora 0 el momento de la remocién de dispositivo y se tomaron las mediciones
realizadas hasta el momento de la ovulacion. Para el analisis del volumen del cuerpo
liteo y concentracion sérica de progesterona se consideré como Dia 0 al dia de la
ovulacién y se tomaron las mediciones realizadas hasta el Dia 12. El modelo incluy6
los factores tratamiento, dia y su interaccidn. Se utiliz6 como variable aleatoria el
namero de identificaciébn de cada animal. Cuando se detectaron efectos significativos
de tratamiento o su interaccién se utilizé la diferencia minima significativa (DMS) de
Fisher (alfa=0,05) para comparar las medias entre los grupos para cada dia por el test
de LSD. Los resultados son presentados como media + SEM y las diferencias
significativas cuando P< 0,05, y tendencia cuando P< 0,1.

PGF20 500 pg
BE 2 mg CE 0,5 mg
Tratamiento
convencional R
7 dias (n=24) N ' g
o/
PGF2a
BE2mg 500 ug | GNRH 100 pg |
Tratamiento
J-Synch 72 horas\, -
6 dias (n=24) 7 ~

O GO0
A4

[ Ultrasonografia ovarica J[ Ultrasonografia ]

cada 12 horas ovarica cada 24 horas

Entrenamientoy
evaluacion previa

- [
-2 /1‘

[ Concentracion sérica de progesterona ]

Figura 1. Disefio experimental. BE: Benzoato de Estradiol, PGF2a: Prostaglandina
F2a, CE: Cipionato de Estradiol, GnRH: Factor liberador de gonadotrofinas.
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11.RESULTADOS

La tasa de ovulacion no tuvo diferencia significativa entre grupos experimentales,
grupo Convencional 100% (24/24) vs. 87,5% (21/24) obtenida para el grupo J-Synch
(Tabla 1). Las hembras que no ovularon fueron descartadas del experimento y por lo
tanto sus resultados no se tomaron en cuenta. En aquellas hembras que ovularon, la
tasa de crecimiento folicular fue mayor en las vaquillonas del grupo J-Synch (P<0,1;
Tabla 1) mientras que para el diametro del foliculo ovulatorio no se detect6 diferencia
entre grupos (Tabla 1). El intervalo entre el retiro del dispositivo y la ovulacion fue
mayor (P<0,0001; Tabla 1) en el grupo J- Synch comparado al grupo Convencional,
siendo esta diferencia de 28,7+0,7 horas entre tratamientos. En el grupo Convencional
se obtuvo diametros foliculares mayores (P<0,05; Figura 2) a las 12, 24, 36, 48 y 60
horas desde la remocion de los dispositivos, mientras que a las 72 h no se encontraron
diferencias entre grupos (P>0,1; Figura 2). Todos los animales que ovularon
presentaron cuerpo liteo post-ovulacion y el promedio del volumen luteal fue superior
en el grupo J-Synch (398,7+10,0 mm?® Tabla 1) en comparacién con el grupo
Convencional (357, 3+10,0 mm?; Tabla 1), siendo ésta calculada durante los dias 4 y
12 (P=0,04).

Tabla 1. Respuesta ovarica (Media + E.E.) en vaquillonas ciclicas sometidas al
protocolo J-Synch o al tratamiento Convencional.

Variable Tratamiento

J =SYNCH CONVENCIONAL

N° de Vaquillonas 24 24
Diametro FD al retiro del DIB (mm) 83+1,2° 10,0+£2,4°
Diametro FD a la ovulacion (mm) 13+1,04% 12,8+0,95°
Hembras ovuladas 21/24 (87,5%) 2  24/24 (100%) *
Intervalo retiro DIB a la ovulacion (h) 93,7+12,94°2 65,0 + 13,67 °
Tasa de crecimiento FD (mm/dia)* 1,3+0,4°¢ 1,0+0,4°
Diametro FD al momento del inductor de

ovulacién (mm) 12,3+1,3% 10,0+2,4°
Volumen de CL (mm 3)** 398,7+10,0° 357,3+10°
Concentracion sérica de P4 (ng/mL)*** 469+02° 390+0,1°

Letras diferentes indican diferencias significativas (*° P < 0,05) (°“P < 0,1)
* Desde la remocion del DIB hasta la ovulacion.
** Desde el Dia 4 hasta el Dia 12 pos ovulacion.

*** Desde la ovulacion hasta el Dia 12.
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Figura 2. Variacion del diametro del foliculo dominante (mm) en funcién de las horas
post retiro del DIB para el grupo Control vs J-Synch
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Figura 3. Variacion del diametro del cuerpo liteo (mm?®) en funcién de los dias post
ovulacién para el grupo Control vs J-Synch.
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Las concentraciones séricas de progesterona fueron mayores en el grupo J-Synch
desde la ovulacion hasta el dia 12 de la fase luteal, Figura 3 (P=0,03).
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Figura 4. Concentraciones de progesterona (ng/ml) en funcién de los dias post-
ovulacién para el grupo Control vs J-Synch

12.DISCUSION

No se encontraron diferencias significativas en lo que respecta a tasa ovulatoria entre
grupos, siendo 87,5% para las vaquillonas del grupo J-Synch y 100% para el grupo
Convencional. Otros autores (de la Mata y BO, 2012) compararon el protocolo J-Synch
vs. el Co-Synch de 5 dias, también en vaquillonas de carne, los tratamientos no
difirieron (P>0,1) en la tasa ovulatoria (91,6% vs. 92,8%). Cabe mencionar que este
tipo de variable categérica requiere un mayor nimero de animales para obtener
conclusiones robustas, y por este motivo este no fue un objetivo prioritario en este
disefio experimental.

En aquellas vaquillonas que ovularon, las asignadas al grupo J-Synch presentaron
mayor duracién de proestro en comparacion al grupo Convencional, lo que demuestra
la aplicacion de dicho protocolo para la prolongacion del proestro, como ya fue definido
anteriormente por otros autores, (de la Mata y B6, 2012) en donde la duracién del
mismo en vaquillonas de carne fue de 97,1+17,4 h, muy similar a los resultados
obtenidos en este trabajo, que reflejan una duracién de proestro en el grupo J-Synch
de 93,7 + 12,94, con una diferencia de 28,7 horas entre tratamientos. Estos resultados
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también concuerdan con los obtenidos en vaquillonas raza Holando-Argentino que
reportaron una duracion de proestro de 103,8+3,3 h (Ré y col., 2014).

Con respecto al diametro de los foliculos dominantes, éstos fueron mayores en las
vaquillonas del grupo Convencional durante la mayor parte de la evaluacién de la
dinamica folicular realizada mediante ultrasonografia, con excepcion de las 72 h luego
retiro del dispositivo, momento en el cual los diametros foliculares de ambos grupos se
igualaron. A pesar de esto, el diametro folicular ovulatorio no presentd variaciones
significativas entre tratamientos (P>0,1), lo cual no sostiene la hipétesis planteada en
cuanto a diametro ovulatorio. El analisis de los resultados de varios estudios han
demostrado que el mayor predictor del porcentaje de concepcion, en ganado Bos
taurus ciclando, es la duracién del proestro y no el diametro folicular como se
planteaba anteriormente (Bdy col., 2016).

La prolongacion del proestro genera mayores concentraciones séricas circulantes de
estradiol producido por el foliculo dominante, favoreciendo la madurez folicular y
mejorando la fertilidad (Bridges y col., 2008; 2010; 2012; 2014). Esto a su vez guarda
relaciébn con una mejor calidad y supervivencia embrionaria (Larimore y col., 2015;
Madsen y col., 2015). De acuerdo a lo reportado por Bridges y col. (2010), a diametros
foliculares constantes, los animales que reciben tratamientos de proestro prolongado
(entre 2 a 4,7dias) logran mejores tasas de concepcion que los animales con
tratamientos de proestro corto (< 2 dias). La aplicacion del protocolo J-Synch aumenta
las tasas de prefiez en comparacion con un tratamiento Convencional en vaquillonas
Bos taurus para carne, en condiciones nutricionales adecuadas (de la Mata, 2016). Por
otro lado la tasa de crecimiento folicular tendié6 a ser mayor (P<0,1) en el grupo J-
Synch que en el convencional, lo que podria sugerir también una mayor actividad
estrogénica.

Las concentraciones séricas de progesterona y el volumen luteal fueron superiores en
los animales del grupo con tratamiento J-Synch, tal como fue planteado en las
hipotesis; el promedio del volumen luteal en el grupo J-Synch fue superior en
comparacion con el grupo Convencional, siendo ésta calculada durante los dias 4y 12
y las concentraciones séricas de progesterona producidos por el tejido luteal fueron
mayores en lo animales del grupo J-Synch durante los dias de analisis, desde la
ovulacion hasta el dia 12 de la fase luteal.

El efecto beneficioso de alargar el proestro estda asociado con mayores
concentraciones circulantes de estradiol antes de la ovulacion y altas concentraciones
de progesterona en fase luteal (B6 y col., 2016). A mayor tamafio de CL se incrementa
la produccién de progesterona, como lo reportado en estudios previos (Vasconcelos y
col., 2001; Busch y col., 2008). Otro beneficio encontrado al alargar el proestro es
favorecer la madurez folicular y mejorar la fertilidad (Bridges y col., 2008; 2010; 2012;
2014). Lo que se busca a través del aumento de la secrecion de progesterona es
ayudar en el mantenimiento de prefiez ya que actla sobre el endometrio y en
consecuencia sobre el embrién, muchas pérdidas embrionarias pueden estar dadas
por concentraciones inadecuados de dicha hormona (Spencer y col., 2007; Diskin y
col.,, 2016; Lonergan y col., 2016).

La mejora en la tasa de prefiez se propone en un estudio previo (De la Mata, 2016), en
el cual se comparan las tasas de prefiez entre un grupo con tratamiento J- Synch y un
grupo con tratamiento convencional (DIB 7 dias, estradiol y prostaglandina), donde los
animales que recibieron un tratamiento J- Synch presentaron una tasa de prefiez
superior cuando existié un plano de alimentacién favorable, esto se relaciona con la
prolongacién del proestro, el estudio no obtuvo resultados positivos cuando los
animales estaban en un déficit nutricional.
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13. CONCLUSIONES

El tratamiento J-Synch produce un proestro mas prolongado que el tratamiento
convencional de 7 dias, generando un cuerpo liteo de mayor tamafio y mayor
produccién de progesterona en la fase luteal subsiguiente.
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