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RESUMEN

Los objetivos fueron evaluar la duracion y magnitud de niveles plasmaticos de
progesterona, luego de la administracion parenteral de una progesterona (P4) natural, en
vacas Holando ovariectomizadas. La misma progesterona, a igual concentracion y dosis,
fue utilizada al comienzo de un protocolo Ovsynch (Ovsynch+P4) en un grupo de
vaquillonas Holando, y se comparé a un protocolo Ovsynch tradicional. También, se
investigo la eficiencia de sincronizacion, deteccion de celo y fertilidad, en vaquillonas
Holando con antecedentes de subfertilidad luego de la administracién de una unica dosis de
Prostaglandina F», (PG), € inseminacion a celo detectado. Las 4 vacas ovariectomizadas,
recibieron en el dia 0, la administracion subcutanea de 100 mg de una P4. La extraccion de
sangre, se realizo antes del dia 0 y luego a 1, 4, 8 y 12 horas después. El dia 2 a las 24 horas
de la primera, la segunda 6 horas mas tarde y la tercera a las 6 horas. Los 7 dias siguientes,
2 muestras cada 12 horas. Un total de 111 vaquillonas Holando, fueron divididas en dos
grupos. Un grupo control (n=56) recibié una combinacion de GnRH, PG y GnRH, a los
dias, 0, 7, y 9 respectivamente; el grupo tratado (n=55), recibié el mismo protocolo, mas la
administracion parenteral de 100 mg de P4, junto con la GnRH al dia 0. La deteccion de
celo fue realizada durante 5 dias, comenzando en el dia 4 del protocolo, seguida de
inseminacion artificial, y los animales que no presentaron celo, fueron inseminados a
tiempo fijo (IATF), 12 horas después de la segunda GnRH. La adicion de P4 en vacas
ovariectomizadas, causé un incremento de progesterona en plasma por encima de 1 ng/ml
durante 52 horas; llegando a un pico méaximo a las 8 horas de 2,01 ng/ml. El grupo
Ovsynch presenté 48% de celo entre los dias 4 y 9, y 57% de prefiez general. El grupo
Ovsynch+P4 present6 21% de celo entre los dias 4 y 8, y 27% de prefiez general. Por lo
tanto, en este ultimo grupo con la adicion de progesterona, se logré una mejor
sincronizacion, pero una baja fertilidad. Las vaquillonas sincronizadas con PG, presentaron
30,7% de celo entre los dias 2 y 6 con 62,5% de concepcion, resultando no ser un protocolo

util para sincronizacién de celo en vaquillonas.



SUMMARY

The objectives were to evaluate the duration and magnitude of plasmatic levels of
progesterone, after the parenteral administration of natural progesterone (P4), in
ovariectomized Holstein cows. The same progesterone at the same dose and was used at the
beginning of an Ovsych protocol (Ovsynch+P4) in a group of Holstein heifers and
compared with a traditional Ovsynch. The efficiency of the estrus synchronization and
fertility of Prostaglandin (PG) was evaluated in a group of Holstein heifers with history of
infertility. The 4 ovariectomized cows received, at day 0 100 mg of P4 subcutaneously and
blood samples were taken at days -1, 0, 1, 4, 8, and 12 hours. On day 2 to 9, samples were
taken at 12-h interval at the morning and afternoon. A total of 111 Holstein heifers were
divided in two groups, a control group (n=56) that received a combination of GnRH, PG
and GnRH at days 0, 7, and 9 (Ovsynch protocol); treated group (n=55) received the same
protocol plus the administration of 100 mg of P4 subcutaneously at the time of the first
GnRH (Ovsynch+P4 group). Heat detection was done during 5 days, starting at day 4 after
the initiation of the protocol, followed by artificial insemination (AI). Animals not showing
estrus were inseminated at a fixed time 12 hours after the second GnRH. The
administration of P4 in ovariectomized cows caused a rise in P4 plasma levels >1 ng/ml
during 52 hours, reaching a peak (2.01 ng/ml) at 8 hours of administration. In the heifers,
48% of the animals in the Ovsynch group showed heat between days 4 and 9, and the
pregnancy rate was 57%. In the Ovsynch+P4 group, 21% of the heifers showed h;.at before
day 9 and pregnancy rate was 27% (P<0.01). Thus, the addition of P4 in an Ovsynch
protocol resulted in better synchronization but lower fertility. From the heifers with a
history of low fertility synchronized with P4, only 30.7% showed heat between days 2 and
6 after treatment, and conception rate was 62.5%. We concluded that this was not a good

protocol for this category of animals.



1. INTRODUCCION

oy

Las limitantes de la deteccion de celos en el ganado han hecho que se desarrollen
diferentes estrategias para obtener la mayor cantidad de animales inseminados en el menor
tiempo posible. La deteccion de celo lleva mucho tiempo y mano de obra, depende de las
influencias ambientales y suele ser ineficiente e imprecisa. Por lo tanto, la razén primaria
para sincronizar el estro, en vacas, es facilitar el uso de la inseminacion artificial (IA) Xu y
Burton, 1999). Por otra parte, programas de tratamientos que aseguran concentraciones
circulantes elevadas de progesterona sincronizan tanto la emergencia de una nueva onda de
foliculos ovaricos como la ovulacién y que utilizan la IA a tiempo fijo (IATF) sin deteccion
de celo pueden resultar en un desempefio reproductivo satisfactorio. Los protocolos
Ovsynch/IATF (Pursley y col, 1995) pueden resultar en un importante incremento en los
programas reproductivos, al obviar el problema de la deteccion de celo. No obstante, este
método no asegura la sincronizacion de la ovulaciéon en todos los animales, ya que
aproximadamente un 10% de estos tiende a mostrar celos mas temprano con respecto al
momento de la inseminacion a tiempo fijo (Stevenson y col, 1999). Cuando el prétocolo de
Ovsynch se inicia al principio del ciclo estral, los animales tratados con GnRH, producen
menos progesterona (P4) antes del tratamiento con prostaglandina F», (PG), tienen una
concentracion muy alta de estradiol (E2) al celo y un intervalo corto desde la
administracién de la PG al celo (Stevenson y col, 1998). Por otro lado, el inicio de un
protocolo Ovsynch en estadios tardios del ciclo estral, producen una regresion de cuerpo
lateo (CL) antes de la administracion de la PG y la asincronia entre la ovulacién y el tiempo
de la ovulacion (Moreira et al., 2000). La P4 previene la ovulacion de los foliculos maduros
(Sirois y Fortune, 1990); manteniendo altas concentraciones de P4 entre la primera GnRH y
la administracion de la PG, se puede prevenir la ovulacion prematura. Por lo tanto, al iniciar
el protocolo Ovsynch en un ambiente de alta progesterona se incrementa la fertilidad del
tratamiento (Murugavel y col, 2003). La progesterona natural (principalmente intravaginal)
o progestinas sintéticas (en la comida o en implantes) ha sido usada en los protocolos de
sincronizacion en vacas de carne (Thompson y col, 1999; Penny y col, 2000) y vacas
lecheras (Xu y Burton, 2000). No hay informacién al respecto del uso parenteral de

progesterona en un protocolo de Ovsynch en vacas lecheras ciclando y su efecto en los



-

niveles de progesterona durante un protocolo de sincronizacion de celo. Los objetivos de
nuestro trabajo son los siguientes:

a. Evaluar la duracion y magnitud de los niveles P4 luego da la administracion
parenteral de 100 mg de P4 en vacas ovariectomizadas.

b. Comparar la eficiencia de la sincronizacion de celo y la fertilidad en vaquillonas
Holando con una combinacién de GnRH, PG y GnRH (Ovsynch) y con un Ovsynch
modificado con 100 mg de P4 parenteral administrada subcutaneamente al
comienzo del tratamiento.

c. Evaluar la eficiencia de la sincronizacion y deteccion de celos y la fertilidad en

vaquillonas Holando por medio de una inyeccion nica de PG.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Control neuroendocrino del ciclo estral

El ciclo estral esta regulado por una interaccion hormonal regida por el eje hipotalamo-
hipdfisis-ovario-utero (H-H-O). En presencia de los factores liberadores del hipotalamo,
las hormonas de la glandula hipéfisis y los ovarios ejercen un control mutuo sobre sus
concentraciones en la sangre. Las complejas interacciones entre las hormonas del eje H-
H-O y el 1tero involucran un mecanismo de control positivo y negativo para mantener el
ciclo estral de la vaca. Las principales hormonas secretadas por esas estructuras son la
hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), la hormona foliculo estimulante
(FSH), la hormona luteinizante (LH), el estradiol (E2), la progesterona (P4) y la
prostaglandina F2 (PG).

2.1.1. Hipotdlamo

Forma la base del cerebro, y sus neuronas producen la hormona liberadora de
gonadotrofina o GnRH. El GnRH, en la eminencia media, difunde a los capilares del
sistema porta hipofisiario y de aqui a las células de la adenohipéfisis en donde su

funcion es estimular la sintesis y secrecion de las hormonas hipofisiarias, FSH y LH.

2.1.2. Hipdfisis

Esta formada por una parte anterior o adenohip6fisis y una posterior o neurohipéfisis. La
adenohipofisis produce varios tipos de hormonas, de las cuales la FSH y LH cumplen un
papel relevante en el control neuroendocrino del ciclo estral. La FSH es la responsable
del proceso de esteroidogénesis ovarica, crecimiento y maduracion foliculaf y la LH
interviene en el proceso de esteroidogénesis ovarica, ovulacién, formacién y
mantenimiento del cuerpo luteo. Estas hormonas son secretadas a la circulacion en
forma de pulsos y son reguladas por dos sistemas, el tonico y el ciclico. El sistema

ténico produce el nivel basal circulante, siempre presente, de hormonas hipofisarias las



cuales promueven el desarrollo de los elementos germinales y endocrines de las
goénadas. El sistema ciclico opera mas agudamente, siendo evidente por solo 12 a 24
horas en cada uno de los ciclos reproductivos de la hembra. El modo ciclico tiene por
funcion primaria causar la ovulacion. La neurohipéfisis almacena la oxitocina producida
en el hipotalamo. Esta hormona tiene varias funciones como son intervenir en el
mecanismo del parto, bajada de la leche, transporte espermatico e intervendria en el

proceso de luteodlisis.

2.1.3. Ovarios

Son glandulas exocrinas (liberan évulos) y endocrinas (secretan hormonas). Entre las
hormonas que producen los ovarios podemos citar a los estrogenos, la progesterona y la
inhibina. Los estrogenos, hormonas esteroideas, son producidos por el foliculo :)vérico y
tienen acciones sobre los distintos 6rganos blanco como son las trompas de Falopio, el
utero, la vagina, la vulva y el sistema nervioso central, en el cual estimulan la conducta de
celo y el hipotadlamo donde ejercen un "feedback" negativo sobre el centro tonico y positivo
sobre el centro ciclico. La progesterona, hormona esteroidea, es producida por el cuerpo
lateo por accion de la LH. Los efectos de la progesterona se observan después que el tejido
blanco ha estado expuesto durante cierto tiempo a la estimulacién de los estrogenos. Esta
preparacion por los estrogenos conduce a un efecto sinérgico. Esta hormona prepara el
utero para el implante del embrion y para mantener la gestacion. A nivel hipotalamico
ejerce un efecto feedback negativo sobre el centro ténico. La inhibina, hormona proteica, es
producida por el foliculo ovarico (células granulosas) e interviene en el mecanismo de
regulacion de la secrecion de FSH. Ejerce un feedback negativo a nivel hipofisario,

produciendo una menor secrecion de FSH.

2.1.4 Utero

El utero es la fuente mas importante de la prostaglandina F2 (PG) en el ganado vacuno, la
cual estd asociada con la regresion del CL y con la recuperacion del utero posparto.
Después del celo, el utero secreta PG para inducir la regresion del CL y asi iniciar un nuevo
ciclo estral, si la vaca no se prefia. En caso que la vaca resulte gestante, la liberacion de la
PG por el ttero es inhibida y el CL se preserva para mantener la prefiez (Hafez, 1989,
Arthur y col.,1991).



2.2 Ciclo Estral

Se denomina ciclo estral a la serie de eventos que llevan a la ovulacién (acompafiada de
sintomas de celo) y la formacion del cuerpo liteo. Dura en promedio 21 dias, el celo
dura entre 6 y 18 horas y la ovulacion tiene lugar entre 24-30 horas después de

-

comenzado el celo (Hafez. y Hafez, 2000).

El ciclo estral se puede dividir en tres fases (Hafez y Hafez, 2000):
1) Fase folicular o de regresion latea (proestro)

2) fase periovulatoria (estro y metaestro)

3) fase luteal (diestro).

El dia 0 del ciclo estral es el dia del celo, signo visible a simple vista; sin embargo desde
el punto de vista fisiologico, la descripcion se realizara a partir de la destruccion del

cuerpo luteo y finalizara en la destruccion del cuerpo luteo del préximo ciclo.

2.2.1 Fase folicular o de regresion lutea

Este periodo, cuya duracion es de 3 dias, comienza con la regresion del cuerpo luteo del
ciclo anterior y finaliza con la manifestacion de celo. Al producirse la destruccion del
cuerpo luteo tenemos una caida en los niveles de progesterona y posteriormente una
pérdida de tejido luteal, siendo la PG de origen uterino el principal luteolitico en los
animales domésticos y en la mayoria de los roedores. Como consecuencia de la caida de
los niveles de progesterona, disminuye el feedback negativo que dicha hormona tenia a
nivel hipotaldmico y comienzan a aumentar la frecuencia pulsatil de las hormonas
gonadotrodficas (FSH y LH) y se estimula el crecimiento folicular con el desarrollo de un
gran foliculo y el aumento en los niveles de estradiol. Cuando los estrogenos alcanzan
cierto nivel, se estimula la receptividad al macho y comienza el periodo de celo o estro.

Esta fase comienza con la receptividad al macho (se deja montar por vacas y toros), e



involucra todos los cambios que permiten la ovulacién y comienzo de la formacion del

cuerpo luteo.

2.2.2. Fase periovulatoria (estro y metaestro)

Durante el estro, cuya duracion es de 18+6 hs, la vaca manifiesta inquietud, ansiedad,
brama con frecuencia y pierde el apetito; en el caso de las vacas lecheras, se reciente su
produccion. Las vacas presentan descarga de mucus con minima viscosidad (filante),
cuyo olor atrae y excita al toro (presencia de feromonas), edema de vulva y en el ttero se
produce un aumento del tono miometrial, detectado facilmente por palpacion transrectal.
Durante esta fase, los estrégenos en altas concentraciones alcanzan el umbral de
estimulacion del centro ciclico hipotalamico, estimulando a las neuronas hipota;lémicas a
producir el pico de GnRH y en consecuencia el pico de LH. Con respecto a la FSH,
disminuye su secrecion, consecuencia del feedback negativo estrogénico y de la
inhibina, con excepcién del momento en que se produce el pico preovulatorio de LH, en
que puede aparecer un pico de FSH. Posteriormente, 4 a 12 hs después de la onda de
LH, se incrementan la concentracion basal y la amplitud de los pulsos de FSH,
relacionandose esto con la primera onda de crecimiento folicular. Luego de 12 a 24 hs de
comenzado el celo, el sistema nervioso de la vaca se torna refractario al estradiol y cesan

todas las manifestaciones psiquicas del mismo.

El periodo inmediato a la finalizacion del celo, es el metaestro. En este periodo ocurre la
ovulacién de la vaca, a diferencia de las otras especies que lo hacen durante el celo, y
comienza la organizacion celular y desarrollo del cuerpo luteo. La ovulacion ocurre 28 a
32 hs de iniciado el celo y es desencadenada por el pico preovulatorio de LH. A la
ovulacion sigue hemorragia profunda y el foliculo se llena de sangre convirtiéndose en

cuerpo hemorragico.

En la formacion del cuerpo luteo (luteinizacidon) se producen una serie de cambios
morfoldgicos y bioquimicos que permiten que las células foliculares se transformen en

células luteales, cambios que finalizan al séptimo dia con un cuero liteo funcional.

2.2.3. Fase luteal (diestro)



Esta fase se caracteriza por el dominio del cuerpo liteo. El mantenimiento del cuerpo
lateo, asi como la sintesis de progesterona estd ligada a la hormona LH que es

progesterotrofica y luteotrofica.

Otras hormonas que intervendrian en la sintesis de progesterona, son la FSH y la PG. La
FSH se uniria a receptores ubicados en el cuerpo liteo y provocaria un aumento en la
secrecion de progesterona. En lo referente a la PG ademds de estimular a las células
luteales para producir progesterona, aumentaria el flujo sanguineo a nivel ovérico con el

efecto positivo que esto significa sobre la sintesis y secrecion de progesterona.

Si el huevo no es fecundado, el cuerpo liteo permanece funcional hasta el dia 15-20,

después del cual comienza a regresar en preparacion para un nuevo ciclo estral.

(Ginther y col., 1989; Hafez, 1989).

2.3. Dinamica Folicular Bovina

Se conoce como dinamica folicular al proceso de crecimiento y regresion de foliculos
antrales que conducen al desarrollo de un foliculo preovulatorio. Entre 1 y 4 ondas de
crecimiento y desarrollo folicular ocurren durante un ciclo estral bovino, y el foliculo
preovulatorio deriva de la ultima. Para describir la dinamica folicular t;ovina es

necesario definir conceptos de reclutamiento, seleccion y dominancia:

Reclutamiento: es el proceso por el cual una cohorte de foliculos comienza a madurar en
un medio con un aporte adecuado de gonadotrofinas que le permiten avanzar hacia la

ovulacion.

Seleccion: Es el proceso por el cual un foliculo es elegido y evita la atresia con la

posibilidad de llegar a la ovulacion.

Dominancia: Es el proceso por el cual el foliculo seleccionado domina ejerciendo un
efecto inhibitorio sobre el reclutamiento de una nueva cohorte de foliculos. Este foliculo
alcanza un tamafio marcadamente superior a los demads, es responsable de-la mayor
secrecion de estradiol y adquiere la capacidad de continuar su desarrollo en un medio
hormonal adverso para el resto de los foliculos. La causa por la cual regresa el foliculo
dominante de las primeras ondas (1 de 2 ondas y 2 de 3 ondas) seria la presencia de una

baja frecuencia de los pulsos de LH debido a los altos niveles de progesterona, que



provocarian una menor sintesis de andrégenos y en consecuencia una menor sintesis de

estradiol que iniciarian la atresia folicular. (Ginther y col., 1989; Hafez, 1989). -

La dindmica de una onda de crecimiento folicular durante el ciclo estral consiste en una
serie de procesos donde al final se desarrolla un foliculo maduro llamado “dominante™, el
cual tiene la capacidad de ovular.

El desarrollo de los foliculos en los ovarios se inicia durante la vida fetal, alcanzando
durante la madurez del animal una progresion dinamica de eventos que se suceden en ondas
de crecimiento y regresion de esos foliculos durante el ciclo estral.

El ganado bovino usualmente presenta 2 6 3 ondas de crecimiento folicular durante un ciclo
estral. Sin embargo, también se ha observado animales que presentan entre 1 y 4 ondas.
Cada onda se caracteriza por la emergencia de un grupo de foliculos con un didmetro de 4
mm que crecen por pocos dias. Posteriormente, se produce la desviacién folicular
caracterizada porque el foliculo mas grande contintia creciendo y los otros regresan. El
foliculo que continua desarrollandose se lo denomina dominante e inhibe el crecimiento de
los demas foliculos, llamados subordinados. El crecimiento de los foliculos pertenecientes a
una onda es desencadenado por un aumento en la concentraciéon de FSH, que comienza a
disminuir cuando el foliculo mas grande tiene un diametro de 4-5 mm. Posteriormente, a
medida que se produce el crecimiento de los foliculos, los niveles de FSH van
disminuyendo a consecuencia de la inhibina producida por los mismos. A medida que se
acerca el momento de la desviacién folicular, el foliculo de mayor tamafio secreta grandes
cantidades de estradiol, lo que sumados a la inhibina generan un ambiente fuertemente
inhibitorio sobre la secrecion de FSH. El diametro promedio del foliculo de mayor tamafio
al momento de la desviacion folicular ha sido determinado en aproximadamente 8,5 mm,
tiempo en el cual adquiere la capacidad de ser dominante. De esta forma, (Austin y col,
1999) han definido al foliculo dominante como aquel que tiene un didmetro minimo de 8,5
mm y una diferencia > 1,5 mm con respecto al foliculo que le sigue en tamafio. La
regresion de los foliculos de menor tamafio al momento de la desviacion folicular es
atribuida a una inadecuada concentracién de FSH; no obstante, esta baja concentracion

hormonal es requerida para el continuo crecimiento del foliculo de mayor tamaiio.

10



La LH estaria involucrada en el proceso de seleccion del foliculo dominante; asi, se ha
observado un pequefio aumento transitorio, pero significativo, de dicha hormona en el
momento de la desviacién folicular para la primera y segunda onda de crecimiento
folicular. Estos autores concluyeron que las células granulosas del foliculo dominante
adquieren receptores para LH justo antes de comenzar con la desviacion folicular, lo que
sumado al aumento transitorio de dicha hormona, constituye uno de los primeros pasos
conocidos que pueden ser asignados a una cascada de eventos que conducen a la desviacién
folicular durante la continua disminucion en los niveles de FSH. La LH, segin :el modelo
propuesto por (Ginther y col., 1989) se uniria a los receptores de las células granulosas y se
produciria estradiol; hormona que induciria importantes cambios en el mecanismo de
desviacion folicular, como son: un aumento de la actividad de la enzima aromatasa,
estimular la expresion de receptores para LH y aumentar la sensibilidad para las

gonadotrofinas.

Otro factor que estaria involucrado en la seleccion folicular, seria el sistema IGF (factores
de crecimiento similares a la insulina). Este esta integrado por los IGF 1y 2, sus receptores
y proteinas fijadoras (IGFBPs); pudiendo el IGFBP tener un rol en la desviacion folicular
por disminuir la biodisponibilidad del IGF-1 e interferir con el crecimiento de los foliculos
subordinados. Contrariamente, un aumento de la actividad proteolitica sobre el IGFBP 4-5
con la consecuente disminucién del IGFBP 4-5 en el foliculo dominante se traduciria en
una mayor disponibilidad de los IGFs que permitirian el continuo crecimiento de dicho
foliculo. En coincidencia con esto Austin y col. (1999) determinaron que el foliculo
dominante tuvo la menor concentraciéon de IGFBP 2, 4 y 5, observado en el 100% de los
animales para los dos primeros y en el 83,3% para el ultimo. Estos factores, tienen
actividades paracrinas y autdcrinas, las cuales incluyen un aumento en el crecimiento de las
células, en la produccion de estradiol y de la sensibilidad en las células granulosas a la
FSH. (Ginther y col., 1989) en funcién de trabajos propios y revisados, establecieron que el
aumento transitorio de LH estimula el sistema IGF y la esteroideogénesis. Al comienzo de
la desviacion folicular, el foliculo de mayor tamafio es capaz de utilizar los bajos niveles de
FSH, posiblemente potenciados por el efecto local del estradiol y del IGF-1. El segundo
gran foliculo no alcanza el desarrollo del foliculo de mayor tamafio y en consecuencia no

puede responder a los bajos niveles de FSH. Asi, la desviacion es establecida antes que el
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segundo gran foliculo pueda desarrollarse al estado que le permitiria asumir las
caracteristicas bioquimicas propias del foliculo dominante. Complementando lo descrito
precedentemente, (Austin y col., 1999) establecieron que el crecimiento folicular se
caracteriza por: 1) aumento en el didmetro folicular, estradiol y al menos inicialmente en la
produccion de inhibina y activina A, 2) disminucién en la concentracion de folistatina y 3)
mantenimiento de baja cantidades de IGFPBs y un bajo porcentaje de apoptosis en las
células granulosas. Los foliculos destinados a sufrir atresia se caracterizan por pérdida en la
capacidad para producir estradiol y un aumento en la produccion de IGFBPs. Con respecto
a la folistatina, es una proteina que se fija a la activina; en consecuencia, cambios en su
concentracion podria alterar la cantidad de activina A biolégicamente activa. De esta forma
una menor concentracion de folistatina produciria aumento de activina A que facilitaria el
crecimiento folicular a pesar de los menores niveles circulantes de FSH. En sintesis, Austin
y col. (1999) concluyeron que los cambios intrafoliculares mas tempranos observados en el
foliculo destinado a ser dominante fueron un aumento en la capacidad para producir

estradiol y un mantenimiento de bajos niveles de IGFBPs.

El nimero de ondas presentes en cada ciclo varia de 1 a 4. La mayor parte de las hembras
presentan 2 6 3 ondas. En un ciclo estral con 2 ondas de crecimiento folicular, la
maduracién del segundo foliculo dominante coincide con la regresion del cuerpo liteo y
culmina con ovulacién del mismo. En otros casos se presentan 3 ondas de crecimiento
folicular y coinciden con un ciclo estral de mayor duracion, debido a que se posterga el celo
al no ovular el segundo foliculo dominante y, en consecuencia, el tercer foliculo requiere de
un tiempo para madurar y poder ovular. La tasa de crecimiento (mm/dia) del foliculo
dominante es mayor en la primera onda de crecimiento folicular que aquella que se
desarrolla en la mitad de la fase luteal, indicando que el nivel de progesterona afecta dicha

tasa de crecimiento, tal cual fue observado por Callejas y col. (1995)

Al producirse la luteélisis, se produce un aumento en la frecuencia de liberacion de LH y
FSH, permitiendo que el foliculo dominante de la dltima onda de crecimiento continte su

desarrollo y ovule.

2.4. Hormonas que intervienen en la reproduccion
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2.4.1. Hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH)

La aplicacion de la GnRH y sus andlogos se basa principalmente en su habilidad para
estimular y producir picos de LH y FSH desde la hip6fisis anterior. Este pico de LH induce

ovulacion en vacas, cuyas ondas preovulatorias de LH son muy cortas (Hafez, 1989).
2.4.2. Hormona Foliculo Estimulante (FSH)

Estimula el crecimiento y la maduracién de los foliculos de Graaf, representando el factor
principal para inducir el crecimiento en el ovario (Hafez, 1989). En presencia de la LH
estimula la produccion de E2, a partir de las células de la granulosa del foliculo (Morrow,
1986). La estimulacion vista en los foliculos después del tratamiento con GnRH se da mas

bien por la liberacion de FSH que este produce (Cline, 2002).
2.4.3. Hormona Luteinizante (LH)

Los niveles basales de LH actuan junto a la FSH para inducir la produccion de E2 de los
foliculos en desarrollo (Hafez, 1989). Estimula la secrecion de P4 a partir de las células
luteinicas del ovario. La ovulacion de foliculos maduros, maduraciéon de ovocitos y

formacién y mantenimiento del CL, son las principales funciones de la LH {Morrow,
1986).

2.4.4. Estrogenos

Los estrogenos se producen en la teca interna y las células de la granulosa del foliculo
ovdrico, con el control de la FSH y la LH. Son responsables del comportamiento estral,
aunque pequeiias cantidades de P4 o una preexposicion a la misma, potencia su efecto.
Estimulan la actividad miometrial y sensibilizan al utero a los efectos de la PG y oxitocina
durante el estro y el parto, ademas de participar en la maduracion del foliculo de Graaf y

provocan el pico preovulatorio de LH (Morrow, 1986).

2.4.5. Progesterona
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La progesterona (P4) es producida por el CL del animal ciclico y por el CL y la placenta
durante la gestacion, siendo necesaria para el mantenimiento de la prefiez (McDonald,
1991). .

2.4.6. Prostaglandinas

Las prostaglandinas son compuestos derivados del colesterol y el 4cido araquiddnico es el
precursor de las prostaglandinas mas relacionadas con la reproduccion, en particular la PG
y PGE (Hafez y Hafez, 2000), las cuales son producidas en el itero (McDonald, 1991). La
PG tiene efecto luteolitico en animales domésticos y esta capacidad ha sido explotada
extensivamente como una herramienta para manipular el ciclo estral en los animales

domésticos (Morrow, 1986).

3. PROTOCOLOS DE SINCRONIZACION DE CELO

3

La sincronizacién de celo y ovulacién en un grupo de hembras permite predecir el
momento del estro con una seguridad razonable (Britt, 1984). Esto reduce el tiempo
requerido para su deteccion o en algunos casos hace posible la inseminacién en un
momento fijo sin la deteccion del estro (Hafez y Hafez, 2000). El control de los eventos
reproductivos puede lograrse a través de la administracion farmacoldgica de agentes
biologicos activos, los cuales estan basados o son hormonas naturales que la hembra bovina

produce y libera en diferentes momentos de su ciclo estral (Cline, 2002).

Los protocolos de sincronizacion de celo que se utilizan en bovinos se dividen en cuatro

grandes categorias:

Protocolos que regulan el cuerpo liteo ( PG y sus analogos)
Protocolos que regulan las ondas foliculares (GnRH y sus analogos y estrégenos)

Protocolos que creamuna fase luteal artificial (Progesterona y progestagenos)

el A

Combinaciones de estos protecolos.

3.1. Protocolos que regulan el cuerpo hiteo (PG y sus andlogos)
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ot
Desde que se descubrié que al suprimirse la liberacion de P4 por el CL se activaban los

mecanismos que desencadenaban la ovulacion (Hansel y col., 1961) y que la PG producida
por el tGtero provocaba la luteolisis (Gutknecht y col., 1969), la regulacion de la fase luteal

del ciclo estral fue el primer método de sincronizacion de celos (Inskeep, 1973).

El requisito fundamental para que las hembras respondan adecuadamente a los protocolos
con PG es que se encuentren ciclando, ya que la presencia de un cuerpo luteo es necesaria
para que la PG ejerza su accion, los protocolos basados solamente en el uso de PG no son
efectivos en vacas en anestro (Day, 1998). Estudios realizados por Nelson (1978)
demostraron que el CL de la vaca permanece, durante los 3 a 4 primeros dias de existencia,
relativamente libre del efecto luteolitico de la PG; sin embargo a partir del 5° dia ésta puede
provocar una regresion luteal. La aplicacion de esta droga alrededor del dia 16 o 17 del
ciclo, no ocasionaria ningiin desplazamiento del estro siguiente, ya que en ese punto ocurre
la liberacion de PG endogena y la lutedlisis ya ha comenzado. Ya que un cuerpo liteo es
necesario para que la PG ejerza su accion, los protocolos basados solamente en el uso de
PG no son efectivos en vacas en anestro ni en vaquillonas prepuberes (Day, 1998). Por otra
parte, en vacas en lactacion la respuesta a ésta hormona es mas errdtica que en vaquillonas
(Cavestany, 2002).

-

El tratamiento con PG puede ser empleado con distintos protocolos, que incluyen 1 o 2

dosis por animal seguidas por la inseminacion con o sin previa deteccion de celo.

La utilizacion del tratamiento con 1 dosis de PG permite ahorrar la mitad del sincronizante
empleado que en los tratamientos convencionales con 2 inyecciones. El porcentaje de
respuesta, tras una sola inyeccion de PG entre los dias 7 a 16 es de 60-70 % (Cavestany,
2002). A nivel nacional, Cavestany (1995) y Cavestany y col. (2006) reportaron con una
dosis de PG en vacas y vaquillonas Holando niveles de celo inducido entre un 50-60%.
Bosch y col. (1976) y Alberio (2003) sugieren que la PG, administrada en un programa de 2
inyecciones con un intervalo de 11 dias, puede constituirse en un eficiente método para
controlar el estro en vaquillonas cuyos ciclos sexuales se distribuyen al azar. La aplicacién
de la segunda dosis produce la lutedlisis en aquellos animales que no respondieron a la

primera aplicacion (por encontrarse en fases donde la PG no ejerce su accion luteolitica) ya
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que los mismos al momento de la segunda dosis presentaran un CL funcional y por lo tanto
responderan al efecto luteolitico de la PG. Cooper (1974), Nelson (1978) y Bavera (2000)
utilizando dos dosis de PG aplicadas con un intervalo de 10-12 dias, encontraron que era
posible obtener una sincronizacion de celo practicamente en todos los casos, o al menos, en
aquellos en que habia un ciclo normal. Esto explica que los animales al momento de la
segunda inyeccién (10 a 12 dias posteriores) tendran un CL funcional, por lo que 1a
luteolisis, luego de la segunda dosis de PG, sera del 90% a 100%, siempre que el rodeo esté

ciclando regularmente y posea un buen plano nutricional.

En vacas en produccion los cambios metabodlicos y hormonales asociados con la lactacion
alteran el desarrollo folicular del ovario con reduccion de los niveles de E2 y alteracion del
patron de desarrollo folicular (De la Sota y col., 1993), por lo que entran en celo mas tarde
que vaquillonas y vacas no lactando. Debido a esto un intervalo de 14 dias entre
inyecciones en vacas en produccion resultan en un mayor porcentaje de prefiez y
disminucion de dias abiertos (Ferguson y Galligan, 1993). Como animales que no han
culminado su desarrollo presentan ciclos estrales de mas corta duracion, se ha recomendado

un intervalo de menor duracion en vaquillonas (Cavestany, 2002).

La utilizacion de PG para la sincronizacién de celos no tiene suficiente precision como para
obtener un porcentaje de concepcion aceptable si se quiere combinar con IATF. Esto se
debe a que éste tratamiento no sincroniza el crecimiento folicular y la onda preovulatoria de
LH (Larson y Ball, 1992).

3.2. Protocolos que regulan las ondas foliculares (GnRH y sus andlogos y estrégenos)

P

La inyeccién de GnRH o sus analogos seguida por la administracion de PG 7 dias mas tarde
ha sido bastante efectiva en la sincronizacion de celos (Tatcher y col., 1989; Twagiramungu
y col., 1995; Wolfenson y col.,, 1994). En contraste con la sincronizaciéon con PG
solamente, la combinaciéon de GnRH y PG tiene la ventaja de sincronizar el desarrollo
folicular, la secrecion de estradiol y la lutedlisis en una manera secuencial, lo cual

contribuye a una mayor precision en la manifestacion de celo.

3.2.1. Ovsynch

16



Pursley y col., (1997) desarrollaron un esquema de sincronizacién de ovulacién con GnRH
para IATF (Ovsynch). La primera inyeccion de GnRH es seguida de una inyeccién de PG 7
dias mas tarde y una segunda inyeccion de GnRH 48 horas mas tarde. El protocolo
Ovsynch ha sido mucho mas eficaz en vacas lecheras en lactancia que en vaquillonas. A
pesar de que se desconoce la causa de esta discrepancia, la ovulacion luego de la primera
inyeccién de GnRH ocurri6 en el 85% de las vacas pero solo en el 54% de las vaquillonas.
Ademas, 19-20% de las vaquillonas mostraron estro antes de la inyeccion de PG, lo cual
redujo dramaticamente la fertilidad a la IATF. Resultados de laboratorios de estos autores
confirmaron que el tratamiento con GnRH provoca la ovulacion del foliculo dominante solo
en el 56% de las vaquillonas y por lo tanto, no induce de manera uniforme la emergencia de
una nueva onda folicular. Esto resulta en bajas tasas de prefiez en vaquillonas luego de la
IATF. Se ha demostrado que el estadio del ciclo estral al momento del inicio del programa
Ovsynch afecta la tasa de prefiez. Los animales en los que se inicia un programa Ovsynch
entre los dias 1 y 4 o los dias 13 y 17 del ciclo tienen tasas de prefiez mucho mas bajas que
los que se inician en otros momentos. Cuando se comienza el programa Ovsynch durante el
metaestro, puede que el foliculo dominante no responda al tratamiento inicial con GnRH y
comience a sufrir atresia al momento aproximado en que se inyecta la PG. Los dias 13 a 17,
el foliculo dominante de la segunda onda puede no ovular en respuesta al primer
tratamiento con GnRH y ante la ausencia de la ovulacion, la PG enddégena podria causar
luteolisis y ovulacion temprana del foliculo dominante (en relaciéon a la IATF) causando
por lo tanto infertilidad. Ovsynch fue el primer protocolo desarrollado para sincronizar la
ovulacion satisfactoriamente para permitir una IATF en vacas en lactacion (Pursley y col.,
1995). Desafortunadamente, las vaquillonas de razas lecheras responden pobremente al
Ovsynch, mostrando porcentajes de prefiez por IA de 20% a 40% menores que las
vaquillonas inseminadas a celo visto (Schmitt y col., 1996; Pursley y col., 1997a). Hay
diferencias en la dinamica folicular entre vacas lactantes y vaquillonas. Las vaquillonas
tienen una tasa mas rapida de crecimiento folicular que las vacas en lactacion (Pursley y
col., 1995), y una alta frecuencia de ciclos con tres ondas foliculares (Savio y col., 1988).
Estos factores pueden reducir la frecuencia de vaquillonas que sincronizan exitosamente
después de la primera dosis de GnRH del protocolo Ovsynch (Pursley y col., 1997b). El

protocolo Ovsynch también es utilizado para la resincronizacion, ya que la primer dosis de
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GnRH es inocua para las vacas prefiadas (Chebel y col., 2003), por lo que puede ser dada a
todos los animales aproximadamente una semana antes del diagnostico de gestacion. Lasf
vacas que se diagnostican vacias pueden ser inyectadas con PG y a las 48 horas inyectadas
con una segunda dosis de GnRH antes de la IATF. Si el diagnostico a través de’
ultrasonografia es realizado por ejemplo al dia 28 post inseminacion, la reinseminacion se
realizaria al dia 30 o0 31 (Chebel y col., 2003).

3.2.2. Presynch

La presincronizacion con una o dos dosis de PG con 14 dias de diferencia y comenzar el
programa Ovsynch 12 o 14 dias después de la segunda dosis de PG mejora las tasas de
prefiez (Bartolome y col., 2001) (Moriera y col., 2001). En un estudio reciente se noto que
la presincronizacion con PG aumento la tasa de prefiez en 11% a 13% en bovinos de leche
LeBlanc, (2001). Se han investigado los efectos de la presincronizacion con PG antes de un
protocolo Cosynch sobre la sincronia de celo, el CL, los diametros foliculares
preovulatorios y la tasa de prefiez luego de la IATF en vaquillonas de carne (Colazo y col,
2001). La presincronizacion redujo la proporcion de vaquillonas en celo antes de la IATF,
lo cual sugiere que este enfoque podria ser util en la aplicacion exitosa de programas

Cosynch u Ovsynch en vaquillona.
3.2.3. Heatsynch

Uno de los usos del E2 como parte de los sistemas de sincronizacién de celo es su
capacidad para inducir el pico de LH mediante la estimulacion de GnRH a nivel
hipotaldmico (Thatcher y col., 2001). El método consiste en una inyeccion de GnRH,
seguida a los 7 dias por una inyeccion de PG y una inyeccion de E2 24 horas después de la
PG. Los tratamientos a base de E2 durante el diestro tardio y el proestro (bajos niveles de
P4) induciran el pico preovulatorio de LH y FSH (Kinder y col., 1991; Stumpf y col.,
1991). El pico preovulatorio inducido por la inyeccién de E2 en el proestro dura
aproximadamente 10 horas (Short y col., 1979), lo que es similar al pico espontaneo. De
hecho, este pico de LH es de una mayor duracion a aquel inducido por la GnRH. El estro se

presenta a las 29.0+1.8 horas después de la inyeccion de E2.
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3.2.4. CoSynch

Este protocolo de sincronizacion de la ovulacién es igual al Ovsynch, pero la diferencia
estd en que la JATF se realiza el mismo dia que se administra la segunda inyeccion de
GnRH, con lo que se disminuye el movimiento del ganado a tres oportunidades (Geary y
Whittier, 1999). DeJarnette y Marshall (2003) y Portaluppi y Stevenson (2005) reportan

con el uso del protocolo Cosynch en vacas en ordefie una concepcion de 23%.
3.2.5. SelectSynch .

Es usado para sincronizar el estro mas que la ovulacion, por lo que igual requiere de la
deteccion del mismo. Consiste en una primera inyeccién de GnRH, que causa la ovulaciéon
y la ocurrencia de una nueva onda folicular, seguida 7 dias después por una inyeccion de
PG para regresar el CL formado. El foliculo podrd ovular naturalmente sin que sea
necesaria la aplicacion de una segunda dosis de GnRH. Posteriormente se realiza deteccion
de celo e IA luego de las 12hrs de detectado el mismo (Thatcher y col., 2001). La mayoria
de las vacas ciclando entran en celo luego de las 36 a 71 hrs después de la inyeccion de PG.
Si no se realiza un programa de presincronizacion, algunas vacas pueden entrar en estro

antes de la inyeccion de PG (Thatcher y col., 2001).

-

3.3. Protocolos que crean una fase luteal artificial (Progesterona y progestigenos)

3.3.1. Progesterona y Progestdgenos

Las vacas con altas concentraciones de P4 antes de la inyeccién de PG para sincronizar el
estro tienen tanto una tasa de deteccion de celos mayor (Rosenberg y col., 1990), como una

tasa de concepcion mas alta (Folman y col., 1990).

La P4 natural y varios progestagenos sintéticos han sido utilizados para extender la fase
luteal del ciclo estral y poder sincronizar el celo en bovinos (Dick, 1998). Se da el nombre
genérico de progestagenos a un grupo de compuestos que tienen accion similar a la P4;
dentro de estos compuestos se encuentran los progestagenos de administracion oral como el

Acetato de Melengestrol (MGA), los implantes subcutineos de Norgestomet y los
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dispositivos intravaginales con progesterona natural (Bo y col., 1998) o progestégehos
(Medroxiprogesterona, MAP; Cavestany, 2000). Estos actuan simulando la accién de un
CL natural, bloqueando la liberacion de GnRH por el hipotalamo y el pico preovuiatorio de
LH durante el periodo de permanencia del implante. Otra caracteristica de los
progestagenos es que la sincronizacién que logran es mas compacta que la obtenida con
PG, por lo que facilitan la implementacion de la IATF (Scena, 1998). Los tratamientos
largos con progestagenos (mas de 14 dias) permiten la regresion espontanea del CL, logran
una excelente sincronizacion de los celos, pero el porcentaje de concepcion disminuye; la
razon de esta disminucion de la fertilidad es el resultado de un crecimiento folicular
anormal (Lucy y col., 1990; Sirois y Fortune, 1990) que resulta en la formacion de foliculos
persistentes envejecidos (Sanchez y col., 1993; Mihm y col., 1994; Anderson y col., 1995;
Thatcher y col., 2001). Wiltbank y Kasson (1968) y Roche (1974a, 1974b) encontraron que
animales tratados con progestagenos por menos de 14 dias no redujeron sus porcentajes de
concepcion. Los tratamientos de sincronizacion en los cuales se incluye una fuente de P4
(Crestar o Norgestomet, CIDR, esponjas intravaginales con MAP), dan mejores resultados
(Cavestany y col., 1997).

La utilizacién de P4 y estrogenos (E2) para suprimir el desarrollo del foliculo dominante y
de ésta manera sincronizar el desarrollo de una nueva onda folicular fue investigada en
varios experimentos (Bo y col., 1995; Bo y col., 1996). Las conclusiones mas importantes
fueron que el tratamiento con progestagenos y estradiol-17 beta, administrados en cualquier
momento del ciclo estral inducen el crecimiento sincrénico de una nueva onda folicular,
aproximadamente 4 dias mas tarde (Bo y col., 1995). La administracion de progestagenos
es un método efectivo para el tratamiento del anestro y es una de las mas importantes
ventajas de su inclusion en protocolos de sincronizacion en vacas en anestro. La tc;rapia con
progestagenos no solo soluciona la falta de expresion de estro a la primer ovulacion e
induce una fase litea normal en lugar de corta, pero también tiene un rol especifico en
aumentar la frecuencia de los pulsos de LH, con esto ayuda a aumentar el nimero de
animales que ovulan (Mackey y col., 2000). Este aumento en la pulsatilidad de LH estimula
el desarrollo del foliculo dominante. Los progestagenos también hacen una estimulacién en
los centros hipotalamicos para la expresion de estro y la liberacion de GnRH que induce el

pico de LH. La remocion de la fuente de progestageno es seguida por estro, ovulacion y una
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fase lutea de duracion normal en un gran porcentaje de animales tratados (Rhodes y col.,
2003). Este protocolo se basa en la administracion oral de MGA durante 14 dias y la
inyeccion de PG 17 dias después de finalizada la suplementacion con MGA (Brown y col.,
1988). El estro se presentara en los 7 dias siguientes a la finalizacién de la suplementacién
(Patterson y col., 1989; Odde, 1990; King y Odde, 1993) y es de baja fertilidad debido a la
larga duracion del tratamiento con progestagenos por lo que las hembras no seran servidas
en éste estro. La inyeccion de PG 17 dias después de la tltima suplementacion con MGA
(aproximadamente 10 a 16 dias después del estro infértil), cuando la mayoria de las
hembras estan en la mitad de su ciclo estral, induce un celo de alta fertilidad (Day, 1998).
Un mayor conocimiento de la dinamica folicular revela que la persistencia del foliculo
dominante era la causa para la baja fertilidad. Posteriormente se desarrollaron programas
que controlan el desarrollo folicular, el largo de la fase lutea y el momento de la ovulacion
(Lucy y col., 2004).

Los niveles plasmaticos de P4 en vacas, luego de ser tratadas con una fuente exdgena de
progesterona han sido estudiados principalmente con el uso de CIDR y acetato de
melengestrol. Recientemente se realizaron ensayos que determinaron la concentracion de
progesterona plasmatica, luego de la insercion de dispositivos intravaginales con 0.5y 1.0 g
de progesterona por 7 dias, y con la utilizacion de CIDR también por 7 dias en vacas
ovariectomizadas (Cutaia y col, 2003). En dicho ensayo, los niveles maximos+de P4 se
obtuvieron a las tres horas de haber colocado el dispositivo, y con valores de 7,5 ng/ml para
el DIB; y de 7.0, y 6,0 ng/ml para el CIDR de 0,5 g y 1,0 g respectivamente. Para estos tres
ensayos las concentraciones de P4 se mantuvieron por encima de 1 ng/ml hasta el dia 7 en
el que se retiro el dispositivo.

También se han determinado niveles de progesterona en vacas en anestro, primiparas a la 3?
semana post parto de raza Fresian y Jersey, luego de la colocacién de un CIDR por 5 dias
(Nation y col, 2000). En este estudio los niveles de P4 eran de 2,8 ng/ml a los 45 minutos
posteriores a la aplicacion del dispositivo, se mantuvo asi las 5 horas siguientes,
presentando la mayor concentracion plasmatica de la hormona a las 24 horas con 4,0 ng/ml.
Estos niveles descendieron al cuarto dia (2,6 ng/ml), permaneciendo igual al quinto dia en

el que se retiré el CIDR; a las 4 horas los niveles eran de 0,3 ng/ml. Trabajos similares al
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anterior en vacas en anestro mostraron la mayor concentracién de P4 en plasma a las 48 hs_

con niveles de 2,5 ng/ml (Macmillan y col, 2001).

3.4. Combinacién de estos protocolos

3.4.1. Combinacion de progestdgenos y GnRH

Alternativamente, los progestagenos pueden ser usados conjuntamente en tratamientos con
GnRH y PG para asegurar una fuente de P4, prevenir ovulaciones prematuras y activar la
respuesta ciclica en vacas en anestro (Thatcher y col., 2001). Ha sido desarrollado un
protocolo con el objetivo de acortar el periodo de administracion de P4 sin compfometer la
fertilidad y mejorar la sincronizacion del estro al sincronizar el desarrollo folicular. En
esencia la suplementacion con P4 por 7 dias y la PG al dia 7 sincronizan el desarrollo
folicular y la inyeccion de GnRH al dia 11 induce la ovulacién, desarrollo del CL,
emergencia de una nueva onda folicular, entonces la PG administrada al dia 18 inducira la
regresion del CL coincidentemente con el desarrollo del foliculo dominante sincronizado
(Kojima y col., 2000). El uso de PG para inducir la luteélisis durante el tratamiento con P4
acorta el periodo de exposicion a la P4 y previene la disminucion en las tasa de concepcion
después de los tratamientos con P4 (Macmillan y Peterson, 1993). Un protocolo Ovsynch
modificado con el agregado de un implante de Norgestomet entre el dia 0 y 7 del mismo
fue probado por Stevenson y col. (1997) en vacas de carne en anestro Yy -ciclando,
obteniendo una tasa de prefiez de 62% y 59% respectivamente. Por lo tanto, al iniciar el
protocolo Ovsynch en un ambiente alto en P4 se incrementa la fertilidad del tratamiento
(Murugavel y col., 2003).

Una de las soluciones para mejorar la respuesta a la sincronizacion es presincronizar a los
animales con dos dosis de PG 26 y 12 dias antes de la primer dosis de GnRH, para que se
encuentren en una etapa favorable del ciclo al comienzo del protocolo Ovsynch, de esta
manera aumentamos el porcentaje de animales que responderan de buena forma a la

sincronizacion, evitando ovulaciones prematuras u ovulaciones de ovocitos envejecidos.
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3.4.2. Combinacion de progestdgenos y E2

En protocolos de sincronizacion, los estrogenos se utilizan en la forma natural (17-8
estradiol) o sus derivados, sales de benzoato de estradiol o cipionato de estradiol. El
agregado de E2 exdgeno a los programas de sincronizacion mejora la expresion del celo. La
induccion del estro conductual es un uso frecuente del E2, pero aunque la administracién
del mismo puede inducir un pico preovulatorio de LH, éste no siempre resulta en ovulacion,
ya que la maduracion folicular critica necesaria no es estimulada por éste.

El tratamiento con E2 exdgeno causa atresia del foliculo dominante existente y sincroniza
la emergencia de la onda folicular en vacas ciclicas tratadas con P4 (Bo y col., 1995). El
intervalo a la emergencia de una nueva onda folicular es dependiente de la dosis y del
momento del tratamiento en relacion a la emergencia del foliculo dominante (Diskin y col.,
2002; Burke y col., 2003). El efecto supresor del E2 sobre el desarrollo folicular esta bien
documentado (Bo y col., 1994; Burke y col., 2000; Martinez y col., 2005).

El E2 también causa regresion luteal cuando se inyecta temprano en el ciclo estral (Lucy y
col.,, 2004). Las vacas inseminadas siguiendo el protocolo de heatsynch tienen mayores
porcentajes de concepcion, es posible que el E2 suplementario durante el proestro beneficie

la fertilidad en vacas lecheras de alta produccion (Cerri y col., 2004).

Los principales componentes de éste programa son: la insercion de un dispositivo liberador
de P4 intravaginal por 7 a 8 dias que inducird la aparicion del ciclo estral en-vacas en
anestro luego de su retiro (Fick y col., 1997) y provee suficiente P4 para prevenir la
aparicién del estro. Una inyeccion de E2 al momento de la colocacion del dispositivo
vaginal, inducira la atresia de los foliculos, resultando en la emergencia de una nueva onda
folicular aproximadamente 4 dias después (Bo y col., 1995; Bo y col., 1996; Burke y col.,
1997a; Burke y col.,, 1997b). La inyeccion de PG al momento que es removido el
dispositivo causa la regresion del CL presente y una segunda inyeccion de E2 24hrs
después para inducir estro y ovulacion en vacas en anestro (Mc Dougall y col., 1992;
Macmillan y col., 1995; Day y col., 1997; Fick y col., 1997) y para mejorar la precision de

la sincronizacién en vacas ciclicas y en anestro (Day y col., 1997; Martinez y col., 1998).

ps
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4. RESINCRONIZACION

Existen muchas combinaciones de tratamientos, pero la mayoria de los mismos consisten
en inyecciones de E2 los dias 13 y 20 luego de la IATF, con o sin la adicion de un
progestageno entre ambas inyecciones. El E2 al dia 13 provoca la regresion del foliculo
dominante y reinicia una nueva onda folicular. La otra inyeccion al dia 20 sinc;'oniza las
ovulaciones para que estas ocurran entre las 24 y 48 horas siguientes. La adicion de un
progestageno puede mejorar la sincronia de ese celo al impedir ovulaciones prematuras
(Cavestany, 2002). La inyeccion de E2 al momento de la insercion y de la remocion de la
fuente de P4 aumenta la probabilidad de identificar las vacas vacias alrededor de 2 dias
después de la segunda inyeccion de E2 (Macmillan y col., 1997). Una de las interrogantes
acerca de la resincronizacion de los retornos es si ésta podria afectar la prefiez en curso.
Stevenson y col. (2003) en cuatro ensayos realizados, no encontraron evidencia de que la
implementacion de un protocolo de resincronizaciéon pudiese interrumpir prefieces
tempranas. Esta aseveracion fue vélida tanto para vacas como para vaquillonas. Macmillan
y col., (1997) encontraron que la prefiez no se vio afectada luego de la administracion de E2
los dias 12, 13 y 14 luego de una IA, asi como la insercion y remocién de un CIDR® usado
no comprometié la capacidad del CL de producir P4 o mantener prefieces que ya estaban
establecidas.
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5. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo consistio en 3 ensayos, lo cuales fueron realizados en él ’tamBo
experimental de INIA La Estanzuela, Colonia, Uruguay; entre el 15 de mayo y 26 de junio
de 2006.

5.1. Ensayo 1

La determinacion de los niveles sanguineos de P4, se realiz6 en 4 vacas, boca llena, secas,
de 550 a 600 Kg de peso vivo y 3,5 de condicion corporal (escala de 1 a 5 de Edmonson y
col., 1989). Estos animales fueron ovariectomizados 30 dias antes del comienzo del ensayo.
Se tomo una muestra de sangre de cada una de las vacas mediante puncién yugular 24 hs
después de la ovariectomia.

El dia 0 del protocolo, se realizé la inoculacion subcutanea de 100 mg de una progesterona
natural en base oleosa (4-pregnano-3.20-diona, Progesterona; Laboratorio Rio de Janeiro,
Argentina). Dicha inoculacién fue realizada por el mismo operario en todas las vacas a
nivel del cuello. La extraccion de sangre se realizé en todas las vacas con la siguiente
frecuencia: una muestra previa a la inoculacién de P4 para la determinacién de niveles
basales; luego cuatro extracciones: a la hora, a las cuatro, ocho y doce horas. El dia dos, se
realizaron tres extracciones; una a las 24 horas de la primera, la segunda 6 horas mas tarde
y la tercera a las 6 horas. Los 7 dias siguientes se extrajeron 2 muestras cada 12 horas. El
esquema de sangrados, se muestra en la figura 1. .

Las muestras de sangre se obtuvieron en tubos heparinizados y al vacio mediante puncién
yugular. Las muestras fueron centrifugadas dentro de los 30 minutos de obtenidas a 3000
RPM durante 15 minutos. El plasma fue obtenido utilizando pipetas Pasteur y almacenado
en crioviales a temperatura de -20°C hasta su andlisis. La determinaciéon de progesterona
plasmaética fue analizada por radioinmunoanalisis (RIA) con un Kit comercial (Coat-a-
Count, DPC, USA).
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Figura 1. Esquema de sangrados realizados en vacas previamente ovariectomizadas

5.2. Ensayo 2

Para este ensayo se utilizaron 111 vaquillonas de raza Holando, de 22.2+0.4 meses de edad,
373.5+4.1 Kg de peso y de 2.7+0.04 (mediatEEM) de condicion corporal, (escalade 1 a 5
de Edmonson y col., 1989), las cuales se dividieron en dos grupos. El primer grupo con 55
vaquillonas fue sometido a un protocolo Ovsynch (Ov) para sincronizacién de celo. El
segundo grupo de 56 animales fue sometido a un protocolo Ovsynch modificado (OVm),

con la adicion de 100 mg de progesterona administrada por via subcutanea.

Los tratamientos se realizaron en base a una combinacion de 10 mg de Buserelina (GnRH)
y 150 mg de Cloprostenol (PG) (Laboratorio Rio de Janeiro, Argentina). De acuerdo al

siguiente esquema:

Grupo 1: Ovsynch (n=55)

e Dia 0: Inyecciéon de GnRH

e Dia 7: Inyeccion de PG

¢ Dia 9: Inyeccion de GnRH

e Dia 10 (15 horas después de la inyeccion de GnRH): IA sin deteccion de celo
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Grupo 2: Ovsynch modificado con P4 parenteral (n = 56) . if

Dia 0: Inyeccion de GnRH + inyeccion subcutanea de 100 mg de analogo c‘le“

progesterona en base oleosa

Dia 7: Inyeccién de PG
e Dia 9: Inyecciéon de GnRH

Dia 10 (15 horas después de la inyeccion de GnRH): IA sin deteccion de celo

En ambos grupos, al dia 0 del protocolo se realiz6 ultrasonografia ovarica para comprobar
la actividad ovarica en las vaquillonas y determinar el didmetro del foliculo dominante y la
presencia de un cuerpo lateo (CL). Dicha ultrasonografia se repiti6 al dia 7 para observar
cambios en la dindmica folicular. Se utilizé un ecégrafo Aloka 500 (Aloka CO. Ltd., Tokio,
Japén) con un transductor lineal rectal de modo B, de tiempo real, con una frecuencia de 5
MHz.

Se extrajeron muestras de sangre en los dos grupos al dia 0 y 7 para la determinacion de
progesterona. Las muestras de sangre se obtuvieron en tubos heparinizados y al vacio
mediante puncion yugular. Las muestras fueron centrifugadas dentro de los 30 minutos de
obtenidas a 3000 RPM durante 15 minutos. El plasma fue obtenido utilizando pipetas
Pasteur y almacenado en crioviales a temperatura de -20°C hasta su andlisis. La
determinacion de progesterona plasmatica fue analizada por radioinmunoanélisis (RIA) con

un Kit comercial (Coat-a-Count).

+

Los tratamientos se realizaron en dos dias, para evitar que un elevado nimero de animales a
inseminar en el dia de la IATF pudiera afectar la respuesta. Todos los tratamientos se
realizaron de tarde y la IATF se realizé de mafiana. La inseminacion artificial fue llevada a
cabo por el mismo operario en todas vaquillonas. Luego de los 4 dias de la administracion
de la primera GnRH se comenz6 a detectar celos dos veces por dia, inseminandose las
vaquillonas que presentaron celo, sobre la base del esquema AM/PM, es decir los animales
detectados en la mafiana se inseminaban en la tarde y viceversa. La deteccion de celos

continué hasta los 25 dias posteriores a la IATF. Se realizé un diagndstico precoz de
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gestacion mediante ultrasonografia a los 30 dias. Ambos protocolos se sintetizan en la

figura 2.

GRUPO 1: Ovsynch (n=56)

GnRH PG GnRH. IATF
L1 1 | I I |
D0 D2 D7 D9 D10 D25 D32
Deteccion de ceio +IA Deteccion de celo + 1A

GRUPO 2: Ovsynch MODIFICADO + P4 (n =55)

GnRH+P4 PG GnRH IATF
| ] LJ 1 | | § 1
DO D2 D7 D9 D10 D25 D32
Deteccion de celo + 1A Deteccién de celo + IA
Abreviaturas:

GnRH: Acetato de Buserelina. Dosis: 2.5 cc intramuscular.
PG: Cloprostenol. Dosis: 2 cc intramuscular.

P4: Progesterona 40. Dosis: 10 cc subcutaneo.

IATF: Inseminacién artificial a tiempo fijo.

Figura 2. Protocolo de sincronizacion de estro para el grupo 1 (Ovsynch) y‘ grupo 2
(Ovsynch + P4)
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5.3. Ensayo 3

Se utilizaron 26 vaquillonas de 36.6+0.3 meses de edad, 497.8+9.3 Kg de peso, y 2.6+0.1
de condicién corporal (escala de 1 a 5 de Edmonson y col., 1989), a las cuales se le inyecto
una dosis de 150 mg de Cloprostenol (PG) (Laboratorio Rio de Janeiro, Santa F¢,
Argentina).

El dia 0 del protocolo se administrd 2 cc intramuscular de PG. Entre los dias 1 y 6 se
realizé la deteccion de celo dos veces por dia, insemindndose las vaquillonas que
presentaron celo, sobre la base del esquema AM/PM, es decir los animales detectados en la

mafiana se inseminaban en la tarde y viceversa.

Se detectd celo entre los dias 15 y 23 luego de la primera inseminacion para detectar
retornos. Se realiz6 ultrasonografia entre los dias 25 y 30 luego de la inseminacion para
determinar prefiez. Se utilizé un ecografo Aloka 500 (Aloka CO. Ltd., Tokio, Japén) con un

transductor lineal rectal de modo B, de tiempo real, con una frecuencia de 5 MHz.

S.4. Anilisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el procedimiento Proc Freq (SAS, Statistical
Analysis System, V 8.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, 2003)) y las frecuencias
comparadas por el test de chi-cuadrado.
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6. RESULTADOS RIS
6.1. Ensayo 1

En todas las vacas ovariectomizadas utilizadas para el ensayo, las concentraciones
plasmaticas de progesterona en las muestras de sangre tomadas luego de la ovariectomia y
previo a la inoculacion de P4 parenteral, se encontraron en valores < 0,02 ng/ml,‘o sea por
debajo de los niveles basales de 1 ng/ml, indicando que podian ser utilizadas para el
ensayo. A la hora de la inoculacion aun no se apreciaron cambios en los niveles de P4 en
plasma. En la tercer muestra, a las cuatro horas, ya se encontraban niveles por encima de 1
ng/ml (concentracion promedio de todas las vacas 1,67 ng/ml), alcanzando el pico de
mayor concentracion a las 8 h (2,005 ng/ml), que coincide con el maximo valor de P4 en
tan solo una vaca (2,26 ng/ml). Las concentraciones plasmaticas de progesterona fueron
descendiendo, llegando a valores por debajo de los basales a las 48 h y continuaron en
descenso hasta las 106 h (0,34ng/ml); de ahi en mas, los valores de progesterona se
mantuvieron constantes en el rango de 0.28 ng/ml hasta el final del ensayo a las 232 hs. En
la figura 3 se muestran estos resultados. Existieron diferencias individuales, en donde una
vaca alcanz6 su pico maximo de progesterona en plasma a las 8 h (2,26 ng/ml), alas 12 h
ya presentaba niveles de 0,68 ng/ml. Las tres vacas restantes tuvieron la maxima
concentracion de progesterona a las 12 h, (1,74; 1,90; y 3,12 ng/ml). Estas ultimas tres
vacas presentaron valores menores a 1 ng/ml a las 60 h. En la figura 4 se muestran estos

resultados.
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Figura 4. Curvas individuales de progesterona para las cuatro vacas ovariecomizadas

6.2. Ensayo 2

6.2.1 Sincronizacion
Un 35% de las vaquillonas mostraron celo y fueron inseminadas antes del tiempo fijo (15
horas después de la segunda inyeccion de GnRH). De éstas, 69% correspondieron al grupo

Ovsynch tradicional y 31% al grupo Ovsynch + P4 (P<0.01). En la figura 5 se muestran
esos resultados.

+
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Figura 5. Porcentaje de vaquillonas que mostraron celo antes de la segunda inyeccion de
GnRH al dia 9

Como se aprecia en la figura, una sola vaquillona mostr6 celo el dia 6 luego de la inyeccion
deP4,3eldia7,4eldia8y4eldia9.

6.2.2. Actividad ovdrica

Al dia 0 (comienzo del tratamiento), 52% de las vaquillonas tenian foliculos menores a 10
mm, 38% foliculos de entre 10 y 15 mm y 10% foliculos mayores a 15 mm, mientras que
39% no tenian un cuerpo liteo y 61% tenian cuerpo lateo. Al dia 7 (dia de la inyeccién de
PQG), 45% de las vaquillonas tenian foliculos menores a 10 mm, 48% foliculos de entre 10 y
15 mm y 7% foliculos mayores a 15 mm, mientras que 17% no tenian un cuerpo liteo, 59%
tenian un cuerpo liteo y 24% tenian 2 cuerpos liteos. Esto confirma que todas las
vaquillonas estaban ciclando y que hubo una buena respuesta a la sincronizacién. No
existieron diferencias significativas entre tratamientos en las estructuras ovaricas al dia 0 ni
al dia 7. En la figura 6 se muestran los porcentajes de las distintas estructuras ovaricas a los

dias 0 y 7 para el grupo Ovsynch y Ovsynch + P4.

33



No se registraron diferencias estadisticas entre grupos en estos dos dias, lo que demuestra
que la adicion de la progesterona inyectable no afecté la dinamica folicular. No se

incluyeron en este andlisis las vaquillonas que ovularon antes del dia 7.

Dia 7

Dia 0 Qov moVm

60 [{Un
ooV ®0Vm

5004 50

W | "
|

30 | 0
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20§ 20

104 10

Folieulos < 10 mm Foliculos 10-15 mm Foliculos > 1S mm Foliculos < 10 mm Foliculos 10-15 mm Foliculox > 15 mm
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Figura 6. Porcentajes de estructuras ovaricas (foliculos y cuerpos luteos) a los dias 0 y 7 del

tratamiento, para los grupos Ovsynch (OV) y Ovsynch + P4 (OVm)

6.2.3. Fertilidad

La fertilidad del tratamiento se determind solamente luego de la primera inseminacion,
fuera luego de un celo natural o a tiempo fijo. Los resultados se resumen en el siguiente

cuadro.
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Cuadro I. Porcentaje de prefiez al celo natural, al tiempo fijo y prefiez general para

vaquillonas de los grupos Ovsynch y Ovsynch + P4

Tratamiento N % de preiiez =~ % de preiiez % de preiiez
celo natural tiempo fijo general
Ovsynch 56 44 69° 57°
12727 20/29 32/56
Ovsynch + P4 55 42° 23° 27°
5/12 10/43 15/55
Total 111 44 42 42
17/39 30/72 47/111

5. Diferentes letras entre filas difieren, P<0.01

6.2.4. Niveles plasmadticos de progesterona.

No existié diferencia significativa entre los niveles de progesterona tanto al dia 0, como al

dia 7.

6.3. Ensayo 3

+

El dia 2, luego de la administracion de PG una sola vaquillona manifesté celo; el dia 3,

cinco vaquillonas; y el dia 4 dos vaquillonas mostraron celo, de un total de 26. Por lo tanto,

el 30,7 % de las vaquillonas demostraron estro entre los dias 2 y 4 posteriores a la

administracién de PG. Los resultados, se representan en la figura 7. La tasa de concepcion

para este grupo de vaquillonas fue de 62,5 %.
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Figura 7. Porcentaje de deteccion de celo luego de la administracion de PG
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7. DISCUSION

La administracion parenteral de progesterona, puede tener efectos beneficiosos al eliminar
la necesidad de administrarla impregnada en un dispositivo (vaginal o subcutaneo) el que
luego debe ser removido y eliminado con el consiguiente problema de contaminacion
ambiental. Para que la via inyectable pueda sustituir la aplicacion local, ésta debe asegurar
niveles luteales en sangre durante un periodo de tiempo que no puede ser menor a los 5

dias.

El presente ensayo se disefid para evaluar los niveles circulantes de P4 luego de la
administracion de una droga experimental disefiada para liberar la P4 lentamente y por lo
tanto asegurar un periodo de tiempo prolongado de niveles luteales en sangre. No se logro
alcanzar concentraciones plasmaticas de progesterona por encima de 1 ng/ml por al menos
durante 5 dias, que permitan, en un futuro, utilizar este hormona por via parenteral en
protocolos de sincronizacion de celos; de manera similar como es usada en dispositivos
intravaginales, donde probo ser beneficiosa para crear ambientes altos de progesterona que
son necesarios en programas iniciados al comienzo o al final del ciclo estral, tanto en vacas
en anestro, como en vaquillonas (Stevenson y col, 1999; Rivera y col, 2005).

No es posible comparar la duracién de niveles elevados (>1 ng/ml) de progesterona en
plasma, en animales que fueron tratados con P4 por via parenteral, con aquellos tratados
con P4 a través de implantes o dispositivos intravaginales. En estos ultimos la hormona es
liberada en forma preestablecida, manteniendo niveles elevados de progesterona en plasma,
hasta que dicha fuente es removida (Sorensen, 1982); lo que no es posible realizar con la

administracion de P4 en forma parenteral.

Al no existir trabajos que hayan utilizado progesterona exégena en base oleosa, inyectada
por via subcutdnea en vacas ovariectomizadas, no podemos comparar los resultados
obtenidos. Si hay ensayos en los cuales se midieron niveles plasméticos de progesterona en
vacas ovariectomizadas luego de colocaciéon de un CIDR, con una concentracién de 1,9;
1,0; y 0,5 g de progesterona (Cutaia y col, 2003). En dicho ensayo, los niveles maximos de

P4 se obtuvieron a las tres horas de haber colocado el dispositivo, y con valores de de 7.0, y

37



6,0 ng/ml para el CIDR de 0,5 g y 1,0 g respectivamente. Para estos tres ensayos las
concentraciones de P4 se mantuvieron por encima de 1 ng/ml hasta el dia 7 en el que se
retiro el dispositivo.

También se han determinado niveles de progesterona en vacas en anestro, primiparas a la 3°
semana posparto de raza Fresian y Jersey, luego de la colocacion de un CIDR por 5 dias
(Nation y col, 2000). En este estudio los niveles de P4 fueron de 2,8 ng/ml a los 45 minutos
posteriores a la aplicaciéon del dispositivo, se mantuvo asi las 5 horas siguientes,
presentando la mayor concentracién plasmatica de la hormona a las 24 h con 4,0 ng/ml.
Estos niveles descendieron al 4° dia (2,6 ng/ml), permaneciendo igual al 5° dia en el que se
retiro el CIDR; a las 4 h los niveles eran de 0,3 ng/ml. Trabajos similares al anterior en
vacas en anestro mostraron la mayor concentracion de P4 en plasma a las 48 h con niveles
de 2,5 ng/ml (Macmillan y col, 2001).

En todos los ensayos anteriormente descriptos, los picos de progesterona en plasma fueron

mayores a los de nuestro ensayo.

Los resultados obtenidos en el grupo 1 (Ovsynch), en el porcentaje de vaquillonas que
presentaron celo antes de la IATF fue de un 48%. Este resultado es explicado por la etapa
del ciclo estral que presentaban las vaquillonas al momento de la primer administracion de
GnRH; que a pesar de que todas las vaquillonas se encontraban ciclando al inicio del
tratamiento, no todas estaban en el momento optimo del ciclo estral para iniciar el
protocolo de sincronizacion. En un protocolo Ovsynch se busca mediante la inyeccion de
GnRH en distintos estadios del ciclo estral inducir la ovulacién de un foliculo dominante,
sincronizar una nueva onda folicular y 7 dias mas tarde se administra prostaglandina para
regresar el cuerpo luteo original y el recientemente formado, seguido de una segunda
inyeccién de GnRH 48 horas después para inducir la ovulacion sincronica 28-32 horas mas
tarde. Al dia 7 la ecografia ovarica demostr6 que el 91% de la vaquillonas se encontraban
en fase luteal del ciclo estral, donde el 61% presentaban 1 CL, el 31% 2 CL‘ y el 9%
restante sin CL pero presentaban foliculos de diferentes didmetros, lo que indica que
estaban ciclando. Por lo tanto las vaquillonas que presentaban 2 CL al dia 7, posiblemente

se encontraban en diestro temprano al inicio del protocolo y la GnRH indujo la ovulacién
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de un foliculo dominante y la formacién de cuerpo luteo accesorio. Las vaquillonas que
presentaron 1 CL al dia 7 probablemente estaban en metaestro al momento de la primera
inyeccion, no respondiendo a la ovulacién de un foliculo ya que estarian en fase de
reclutamiento folicular; o haberse encontrado en proestro, donde con la administracion de
GnRH se induce la ovulacion y luteinizacion del foliculo dominante, formando un cuerpo
luteo accesorio en el momento en que el cuerpo luteo natural del ciclo anterior regreso al
dia 7. Por lo tanto el inicio de un protocolo Ovsynch durante el metaestro o el proestro
coincide con ambientes bajos de progesterona que comprometen la fertilidad
(Twagiramungu y col., 1995; Macmillan y Thatcher, 1991). Las vaquillonas que no
presentaron cuerpo luteo al dia 7 es debido a que al inicio del tratamiento con GnRH se
encontraban en diestro tardio, en donde el foliculo dominante puede no ovular, y ante la
ausencia de ovulacion la prostaglandina enddgena puede causar lutedlisis y evulacion
temprana del foliculo dominante (Martinez y col.,, 2000). La respuesta al protocolo
Ovsynch se optimiza cuando éste se inicia en un diestro temprano (entre dia 5 y 12) en
donde la tasa de ovulacion es mas alta en respuesta a la GnRH. Esto se cumple
principalmente en vacas cuyo ciclo estral son de 2 ondas foliculares ya que mas animales
tendran un foliculo dominante al momento de la inyeccion de GnRH. En cambio en
vaquillonas que generalmente presentan 3 ondas foliculares por ciclo, estardn en
emergencia o dominancia temprana de la tercera onda en los dias 14 y 17. Debido a que la
inyeccion inicial de GnRH no indujo ovulacion, estos animales tendran una regresion
normal del cuerpo luteo 2-4 dias mas tarde; tales vacas mostraran celo y ovularan antes de
la administracion de la PG o de la segunda GnRH (Diskin y col, 2002).

En el grupo 2 (Ovsynch + P4), al dia 7 la ecografia ovarica demostré que el 77% de la
vaquillonas se encontraban en fase luteal del ciclo estral, donde el 58% presentaban 1 CL,
el 19% 2 CL y el 23% restante sin CL pero presentaban foliculos de diferentes diametros,
lo que indica que estaban ciclando. No se registraron diferencias estadisticas entre grupos
en estos dos dias, lo que demuestra que la adicion de la progesterona inyectable no afecto la
dinamica folicular.

Un total de 12 vaquillonas presentaron celo antes de la IATF, que representan el 21%; por

lo que hubo una diferencia significativa con el grupo 1. Esto es debido posiblemente a
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niveles elevados de progesterona exdgena que alteran la funcion ovarica, suprimiendo el
estro y evitando la ovulacion. Por lo tanto con el uso de progestigenos al inicio de un
protocolo Ovsynch se previene la ovulacion de foliculos maduros, manteniendo altas
concentraciones de P4 entre la primera GnRH y la administracion de PG, previniendo la
ovulacién prematura.

La tasa de concepcion fue un 30% mads baja en el grupo Ovsynch + P4; diferencia que se
manifiesta cuando se compara la tasa de prefiez en vaquillonas que recibieron IATF (69%
grupo 1 y 23% grupo 2), ya que no existio diferencia significativa en las que fueron
inseminadas a celo detectado entre ambos grupos (44 y 42% para el grupo 1 y 2
respectivamente, P< 0,001).

La tasa de prefiez en nuestro ensayo, (57% Ovsynch tradicional), fue algo mayor a otros
estudios, que obtuvieron 35,1% de prefiez en vaquillonas (Pursley y col, 1997) y 47,8% en
vacas lactando (Cavestany y Galina, 2000); y similar a los resultados obtenidos por
Cavestany y col, (2002) con una concepcion de 63% en vaquillonas de carne; estos Gltimos
dos fueron realizados en las mismas condiciones ambientales y manejo. Debe tenerse en
cuenta que las vaquillonas que mostraron celo antes del dia 9 fueron inseminadas. Existi6
diferencia significativa entre la tasa de prefiez cuando se insemino a celo detectado, con
respecto a la IATF, 44% vs. 69% respectivamente; mostrando valores similares a otros
estudios en que manifiestan una tasa de concepcion de 20-40% mas baja en vaquillonas que
reciben IA a celo detectado (Schmitt y col., 1996; Pursley y col., 1997a). Resultados
similares fueron obtenidos por Pursley y col. (1997b) en vacas y vaquillonas, en las cuales
el grupo control inseminado a celo detectado tuvo una tasa de prefiez de mas del doble
(74.4%) que la del grupo Ovsynch inseminado a tiempo fijo (35.1%).

El grupo Ovsynch modificado no pudo ser comparado al no encontrarse un tratamiento
similar en la bibliografia; pero si hay muchos trabajos que utilizaron una fuente exégena de
progesterona al inicio de un protocolo Ovsynch. Un protocolo Ovsynch modificado con el
agregado de un implante de Norgestomet entre el dia 0 y 7 del mismo fue probado por
Stevenson y col. (1997) en vacas de carne en anestro y ciclando, obteniendo ur;a tasa de
prefiez de 62% y 59% respectivamente. Martinez y col. (2002) con un protocolo Ovsynch +
CIDR por 7 dias obtuvieron un 65% de preiiez en vaquillonas de carne y un 52% de prefiez

en un protocolo similar, pero usando acetato de melengestrol durante 6 dias.
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Hubieron diferencias en la tasa de concepcion para las vaquillonas inseminadas a celo
detectado que para las inseminadas a tiempo fijo (figura 5), estos valores son inferiores a
los obtenidos por Vifioles y Cavestany (1996) que fueron de 67% para las vaquillonas
inseminadas a celo visto y de 68% para las inseminadas a tiempo fijo y los obtenidos por
Martinez y col. (2002) que fueron de 67,2% para las vaquillonas de carne inseminadas a

celo visto y de 61,1% para las inseminadas a tiempo fijo.

En lo que se refiere a la baja tasa de concepcion en la IATF, esta podria deberse a la
presencia de niveles suprabasales de P4 en plasma al momento de la IA. Debido a que los
tipos y dosis de progestinas utilizadas para controlar el ciclo estral en bovinos, suelen ser
menos eficaces que la progesterona enddgena en la supresion de LH, la alta frecuencia de
pulsos de LH, resultan en el desarrollo de foliculos persistentes, que contienen oocitos
envejecidos que llevan a mala fertilidad (Savio y col, 1993). La presencia de niveles
suprabasales de P4, se lograria confirmar, detectando los niveles plasmaticos de dicha
hormona en las vaquillonas a partir del dia 8, o sea, luego de la administraciéon de PG. En
nuestro ensayo se determino P4 en plasma al dia 0 y 7 en ambos grupos, no existiendo

diferencia significativa al comparar los resultados entre uno y otro grupo al mismo dia.

Por lo tanto, un protocolo Ovsynch sincroniza tanto el desarrollo folicular como la
regresion del cuerpo liteo y para que este sea efectivo depende de la regresion del foliculo
dominante luego de la primera inyeccion de GnRH; por lo que, para aumentar la precision
del reclutamiento folicular, se podria haber usado en nuestro ensayo un protocolo de
presincronizacion que nos permita aumentar la probabilidad de tener un foliculo ciominante
mayor a 10mm (Thatcher y col, 2002), que sera inducido para ovular luego de la primera
inyeccion de GnRH, y asegurarse que habrda un cuerpo luteo durante el periodo de

sincronizacion.

Los resultados obtenidos en cuanto al porcentaje de vaquillonas que manifestaron celo
hasta 6 dias posteriores a la administracion de PG, fueron relativamente menores (30,7%),
comparados con resultados obtenidos por Elving y col., (1975); Cavestany, (1995) y Lucy y

col., (2001); donde los porcentajes de vaquillonas que mostraron celo fueron de 85, 50 y 49
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%, para cada ensayo respectivamente. A pesar del bajo porcentaje de vaquillonas que
fueron inseminadas entre los dias 2 y 6 luego de la inyeccién de PG, el porcentaje de
concepcion fue aceptable, alcanzando un 62,5 %. Para los ensayos de Elving y col., (1975);
Cavestany, (1995) y Lucy y col., (2001) anteriormente mencionados, los porcentajes de
concepcion fueron de 31, 78 y 70 % respectivamente. Por lo tanto, la tasa de concepcion de
éste método es similar a la del celo natural (en comparaciones dentro de cada rodeo)
(Cavestany, 2002). .

Se debe tener en cuenta que varios factores influyeron en el resultado de la sincronizacién
del estro. En primer lugar a las vaquillonas utilizadas en este ensayo no se les realiz6
ultrasonografia ovarica para comprobar ciclicidad y conocer el estadio del ciclo estral en
que se encontraban. Esto dltimo es muy importante ya que el tratamiento con PG para
sincronizar el celo tiene algunas limitaciones: los animales deben estar ciclando y en un
estadio apropiado de su ciclo estral. La PG no es efectiva para la induccion de la lutedlisis
hasta 5 o 6 dias después del celo y, si el tratamiento se administra cuando el ciclo estral esta
avanzado, puede que la lutedlisis ya haya comenzado con prostaglandina endégena
(Seguin, 1987). En segundo lugar dichas vaquillonas de 6 dientes presentan antecedentes de
poca manifestacion de celo y algunas de ellas han sido inseminadas pero sin concebir (se
trataba de animales ofrecidos al servicio el afio anterior y no inseminados o inseminados y
no preiiados), indicando tal vez problemas en la manifestacion de celo o en la fertilidad. A
pesar de esto en nuestro ensayo el 62% de las vaquillonas que mostraron celo entre los 2 y
6 dias posteriores a la administracién de PG concibieron, descartando asi la existencia de
posibles problemas de fertilidad de este grupo de vaquillonas. Por lo que debe manejarse la
posibilidad de fallas en la deteccion de celo, ya sea por problema de manejo o porque las
vaquillonas presentan celos irregulares, cortos y menos intensos, debido a las
concentraciones plasmaticas bajas de estrogenos (Lopez y col., 2004).

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, creemos conveniente €l uso de técnicas
como el tacto rectal o ultrasonografia ovarica, para detectar el momento del ciclo y la
presencia de cuerpo luteo para la implementacion de un protocolo de sincronizacién de celo
con una sola dosis de prostaglandina. Ademas, una inica administracion de prostaglandina

para sincronizar estro, no seria una herramienta 1til para casos en los que existan problemas
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en la deteccion de celo y tampoco seria una solucion para vaquillonas con este tipo de

antecedentes reproductivos. ‘
8. CONCLUSIONES

Se pudo observar que existié una diferencia importante en el nimero de vaquillonas que
mostraron celo antes del dia 7 entre ambos grupos; 40% para el grupo Ovsynch y un 7%
para el grupo Ovsynch + P4. Esto nos permite suponer que la sincronizacién fue buena en
este ultimo grupo, indicando que existieron niveles de P4 en plasma por encima de los
valores basales (>1 ng/ml) durante al menos 7 dias; pero que no se correlacionan con los
resultados obtenidos en el primer ensayo. En consecuencia, se podria asumir que, con una
misma concentracion de progesterona natural (100 mg) aplicada por via parenteral
(subcutanea), tanto en vacas ovariectomizadas como en vaquillonas, la duracion de los
niveles plasmaticos de progesterona por encima de los rangos basales (> 1 ng/ml) sea
posiblemente diferente. Esto, tal vez este dado por la diferencia de peso entre ambas
categorias de animales, lo que permite suponer que exista una relacion de dosis de
progesterona por kilo de peso vivo y que por lo tanto, pueda explicar la tan corta duracion
de niveles elevados de progesterona plasmatica en vacas ovariectomizadas, y la hipotética
presencia de valores suprabasales al momento de la IATF en vaquillonas sometidas a un

protocolo Ovsynch con la administracion de 100 mg de P4 subcutanea al inicio del mismo.

La utilizacion de una unica dosis de PG como método de sincronizacién de celos, no resultd
ser una herramienta Gtil en un rodeo de vaquillonas con antecedentes de problemas
reproductivos. Para este caso creemos conveniente la utilizacion de técnicas que nos
permitan detectar el momento el ciclo estral, asi como también la implementacion de otros
métodos de sincronizacion que nos permita realizar IATF, y asi evitar el inconveniente de

la deteccion de celo.
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