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1. RESUMEN

La bioestimulacién es una alternativa eficiente para reducir el periodo de anestro de
los bovinos. La actividad ciclica de vaquillonas es estimulada por el macho mediante
estimulacion genital, feromonas u otras sefiales externas poco definidas, y podria
ser usado para adelantar la pubertad en vaquillonas. Sin embargo, los mecanismos
fisiolégicos por los que las hembras responden a la estimulacion del macho
permanecen desconocidos. El objetivo de este experimento fue determinar si la
introduccién de novillos androgenizados a vaquillonas en anestro estimula el
crecimiento folicular en el ovario. Fueron utilizadas 30 vaquillonas Hereford en
anestro (24 meses de edad, 257,5+32,5 kg) y 3 novillos androgenizados. Del dia -10
al dia O todas las vaquillonas pastorearon conjuntamente. E! dfa cero los animales
fueron asignados en dos grupos: 1) Expuestas a novillos androgenizados desde el
dia 0 al 80 (expuestas, EH, n=15); 2) Aisladas de machos (control, CH, n=15).
Ambos grupos pastorearon campo natural de muy baja disponibilidad, en dos
potreros separados por 600 metros, de tal manera que las hembras del grupo control
no pudieran ver ni olfatear a los machos. Fueron realizadas ecografias diarias de los
ovarios, a todas las vaquillonas durante cuarenta dias (del dia -10 al dia 30), para
determinar el didmetro del foliculo mayor, utilizando un ecégrafo Aloka 500 (Aloka,
Tokyo, Japén) equipado con una sonda lineal de 5 MHz. Durante el mismo tiempo el
comportamiento estral fue determinado en ambos grupos dos veces al dia. A partir
del dfa 31 al 80 las ecograffas se realizaron cada 10 dias para determinar la
presencia del cuerpo liteo. La proporciéon acumulada de vaquillonas ciclando fue
mayor en el grupo estimulado que en el control en el dia 60 (33,3% vs 0%, P=0,01),
70 (47% vs 0%, P<0,005) y 80 (53% vs 0%, P=0,001). El foliculo de mayor tamafio
tuvo mayor diametro en las expuestas que en las control al dia 5 (6,2+ 0,8 vs 5,2 ¢
0,6mm; P=0,001), 7y 8 (6,7 £ 0,5 vs 5,7 £ 0,5mm; P < 0,05) y desde el dia 11 al 17
(7,7 £ 0,6 y 6,9 £ 0,5 mm, en expuestas y control respectivamente P < 0,05). Cuando
se analiz6 a intervalos de 5 dias el foliculo mayor de las vaquillonas estimuladas fue
mayor que las control a los 15 (6,5 £ 0,8 vs 5,9 + 0,6mm; P < 0,05) y 25 dias (8,1 ¢
05 vs 74 £+ 04mm; P < 0,01). La exposicién de vaquillonas de came a novillos
androgenizados fue efectiva para adelantar el inicio de la actividad ciclica. El
desarrollo folicular durante los primeros 20 dias de la exposicion fue mayor para las
vaquillonas expuestas, pero ninguno de dichos foliculos ovul6é durante ese periodo.
Aunque la ovulacién se presenté de forma tardia respecto a la introducciéon de los
novillos, lo que posiblemente sea debido al bajo plano nutricional de las vaquillonas,
la presencia de estos determiné un adelanto de la actividad ciclica.



2. SUMMARY

Biostimulation is an effective alternative to reduce anestrous period length. Heifer
cyclic activity is stimulated through male’s genital stimulation, pheromones or other
less defined external cues, and may be used to advance heifers puberty. However,
physiological mechanisms by which females respond to male's stimulation remains
unknown. The objective of this experiment was to determine if the introduction of
androgenised steers (AS) to anestrous heifers stimulates ovarian follicular growth.
Thirty anestrous Hereford heifers (24 mo-old age, 257.5+32.5 kg) and 3 AS were
used. From Day -10 to Day 0 (joining with AS) all heifers were grazing together. On
Day 0 animals were assigned to two groups: 1) exposed to AS from Day 0 to Day 80
(Exposed, EH, n=15), or 2) isolated from males (Control, CH, n=15). Both groups
grazed low quality native pastures in two paddocks separated by 600m, so CH
females could not see or smell the males. Daily ovarian ultrasonographic evaluations
were done in all the heifers during 40 d (Day -10 to Day 30) to determine the
diameter of the largest follicle. During the same period, estrous behavior was
recorded in both groups twice daily. Thereafter, ovaries were scanned every 10 days
until Day 80 to determine the presence of corpus luteum. Cumulative proportion of
cyclic heifers was greater for EH than CH on Day 60 (33.3 vs 0%, P=0.01), 70 (47 vs
0%, P<0.005) and 80 (53 vs 0%, P<0.001). Maximum FD was greater in EH than in
CH by Day 5 (6.2+0.8 vs 5.2+0.6mm; P=0.001), 7 and 8 (6.7£0.5 vs 5.710.5mm;
P<0.05) and from Day 11 to 17 (7.7£0.6 and 6.9+0.5mm, EH and CH, respectively;
P<0.05). When analyzed in a § d interval, EH had greater FD than CH by Day 15
(6.5¢0.8 vs 5.9+0.6mm; P<0 .05) and Day 25 (8.1+0.5 vs 7.4+0.4mm; P< 0.01).
Exposure of anestrous beef heifers to AS was effective to advance the onset of cyclic
activity. Follicular development during the first 20 d of exposure was greater for
exposed heifers, but none of those follicles ovulated during that period. Although
ovulation was delayed probably due to heifers’ low nutritional status, presence of AS
determined an advancement of cyclic activity.



3. INTRODUCCION

En Uruguay el porcentaje de destete histérico se ha situado en torno al 63%,
revelando una baja eficiencia reproductiva de nuestros rodeos de cria y
constituyendo la principal limitante de crecimiento en la produccion de came
nacional (Orcasberro, 1997). Es sabido que altas tasas reproductivas son
fundamentales para conseguir una elevada eficiencia en los sistemas de produccion
de bovinos de came (Quadros y Lobato, 2004).

La mayoria de los predios dedicados a la produccién de terneros, desarrollan esta
actividad en condiciones extensivas, donde se manifiesta una gran dependencia del
efecto del clima y pasturas (Quintans et al., 2007). En estas condiciones, se ha
observado que en los afios “normales” se entoran aproximadamente la mitad de las
vaquillonas con 2 a 3 aflos y la otra mitad con mas de 3 afios, determinando una
ineficiencia en la recria de las hembras de reemplazo (Pereira, 2003). Esto
provocaria un exceso de categorias improductivas constituidas por todas las
hembras que no han alcanzado el desarrolio adecuado para ser servidas. Para que
esto no ocurra, el primer servicio de las vaquillonas deberia ser alrededor de los 15 a
18 meses de edad, lo que requiere medidas de manejo ajustadas que aseguren que
un alto porcentaje de animales hayan alcanzado la pubertad y estén ciclando
normalmente (Quintans et al., 2007). Esto demuestra la necesidad de alcanzar la
pubertad a una temprana edad, lo que determinara una mayor productividad de ese
animal a lo largo de su vida, tanto en el nimero de terneros, como en los
quilogramos de temero destetados (Lesmeister et al., 1973).

Por esta situacion, el estudio de mecanismos que adelanten la pubertad, y por lo
tanto la edad al primer servicio, resulta de sumo interés debido al impacto
econdmico potencial que implica. Una de las estrategias que surge como alternativa
en el intento de disminuir la edad a la pubertad en vaquillonas, consiste en recurrir al
efecto de la interaccion socio-sexual entre dos individuos de la misma especie
(Quadros y Lobato, 2004). E! efecto estimulador del macho sobre la actividad ciclica
de las hembras mediante estimulacién genital, feromonas u otras sefales externas,
es conocido como bioestimulacién (Chenoweth, 1983).

La bioestimulacion en bovinos, puede ser provocada mediante el contacto con toros,
vacas androgenizadas (Burns y Spitzer, 1992) y novillos androgenizados (Ungerfeid,
2009). El efecto de éste fenémeno ha sido méas estudiado en vacas posparto, donde
la mayoria de los trabajos coincide en que la presencia de machos estimula un
adelanto del retorno a la actividad ciclica (Zalesky et al., 1984; Stumpf et al., 1992;
Rekwot et al.,, 2000; Berardinelli et al., 2005b; Roelofs et al., 2007, Landaeta-
Hernandez et al., 2008). Si bien se ha demostrado un efecto positivo en la
exposicién de vacas multiparas a toros inmediatamente después del parto, debido a
que las vacas primiparas presentan un anestro posparto mas prolongado, la
exposicion de las mismas tendria una mayor respuesta en el adelantamiento de la
actividad ciclica (Gifford et al., 1989).

En vaquillonas, varios autores han reportado que la presencia de toros adultos
provocoé el adelantamiento de la edad a la pubertad en vaquillonas de carne,
respecto de las que permanecieron aisladas (lzard y Vandenbergh, 1982a, b;
Roberson et al.,, 1991; Rekwot et al., 2000; Quadros y Lobato, 2004). Los mismos
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resultados se obtuvieron cuando la exposicion fue realizada con novillos
androgenizados (Fiol et al., 2010). Por otra parte algunos investigadores no pudieron
demostrar dicho efecto (Berardinelli et al., 1978; Roberson et al., 1987; Wehrman et
al., 1996; Bastidas et al., 1997).

Existen muchas estrategias para avanzar o regular el inicio de la pubertad, muchas
de las que se basan en tratamientos hormonales. Si bien estos mecanismos han
sido muy estudiados (Alberio et al., 1987), la demanda de los mercados actuales
exige productos limpios, verdes y éticos (Martin et al., 2004), por lo que el desarrollo
de alternativas como la estimulacibn socio-sexual, constituye una estrategia
adicional para ser incluida en los sistemas de produccién libres de hormona (Fiol et
al., 2010).



4. REVISION BIBLIOGRAFICA
4.1. PUBERTAD
4.1.1. Concepto y Definicién

El estudio de la pubertad en los animales de produccién, fundamentalmente en la
hembra, ha sido de gran interés para muchos investigadores. Esto radica en que la
pubertad marca el inicio de la vida reproductiva del animal, y mientras mas pronto
comience dicha etapa, mas descendientes producira el animal a lo largo de su vida
(Lesmeister et al., 1973). Por lo tanto, desde hace décadas se han tratado de
dilucidar cuales son los factores que determinan que la pubertad sea alcanzada, aslf
como la manera en que actuian cada uno de estos sobre los mecanismos fisiolégicos
que regulan la funcién reproductiva.

La pubertad ha sido definida por diversos autores de diferentes maneras. Hunter
(1982) considera que la pubertad es la edad en la que se detecta en la hembra el
primer estro y que en el animal no prefiado va seguida por una actividad ovarica
ciclica y caracteristica. Por su parte, tanto Kinder (1987) como Rovira (1994)
definieron a la pubertad como el momento del primer comportamiento estral
acompanfado por el desarrollo de un cuerpo lateo funcional que se mantiene por un
periodo de tiempo propio de cada especie. Arthur (1991) consideré que es la etapa
de la vida en que la hembra inicia su madurez sexual y puede reproducirse. Faure
(1987) defini6 pubertad como un proceso gradual que aparece en la etapa de
desarrollo somatico de un individuo, donde por primera vez se hace factible la
reproduccién, finalizando con la madurez sexual, proceso caracterizado por la
presencia de un marcado incremento de la frecuencia de pulsos de la secrecién
gonadotréfica (en especial la hormona luteinizante, LH), desarrollo de los genitales y
los caracteres sexuales secundarios.

4.1.2. Regulacion endécrina del sistema reproductivo

La regulacién del sistema reproductivo resulta de la interaccion del sistema nervioso
central, la hip6fisis y las génadas. El control endécrino se obtiene mediante el
equilibrio entre la sintesis de hormonas, como la testosterona y el estradiol,
producidos en testiculo y ovarios respectivamente y la retroalimentacién negativa de
éstas sobre los centros superiores, constituidos por el hipotdlamo y la hipéfisis
(Forsberg, 2002).

El control de la dindmica folicular se basa en respuestas diferenciales de los foliculos
a las hormonas foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) (Ginther et al., 1989a).
Se ha demostrado que existen incrementos en la concentracién de FSH antes de la
emergencia de cada onda (Adams et al., 1992). Esta descarga de FSH, responsable
del reclutamiento folicular, comienza 2 dias antes de la emergencia y alcanza su
pico méximo 1 dia antes o el dfa de comienzo de la onda (Adams et al., 1992). El
crecimiento de los foliculos una vez que ha ocurrido el reclutamiento es dependiente
de la FSH hasta que éstos alcanzan un diametro de aproximadamente 8 mm,
momento en que los niveles de FSH son mas bajos. A partir de este momento el
foliculo dominante pasa a ser dependiente de LH para su crecimiento, al mismo
tiempo que los foliculos subordinados regresan (Ginther et al., 2001). Todos los
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foliculos poseen receptores de LH en las células de la teca y FSH en las células de
la granulosa, pero sélo el foliculo dominante adquiere receptores de LH en las
células de la granulosa (Ireland et al., 1987). El efecto de la LH en la granulosa es un
aumento en la produccién de estradiol, lo que permite el crecimiento del foliculo
aunque disminuyan los niveles de FSH.

En hembras prepuberes, el mecanismo hipotalamico que controla la secrecion
gonadotréfica, es altamente sensible a los efectos inhibitorios del estradiol. Cuando
la pubertad se aproxima esta sensibilidad decrece, permitiendo aumentar las
concentraciones de GnRH a niveles suficientes para estimular el crecimiento folicular
y producir la primera ovulacion. Segun Day et al. (1987) el incremento en la
secrecion de LH ocurre como resultado de la disminucién en la sensibilidad a la
retroalimentacién negativa del estradiol. Para algunos autores, los episodios de
liberacién de LH se incrementan de manera gradual a partir del nacimiento (Schams
et al., 1981; Day et al., 1984).

Se han reportado 2 incrementos de LH, uno temprano entre las 12 y 20 semanas de
edad (Schams et al., 1981) y otro aumento gradual coincidente con la pubertad, a las
36 a 52 semanas de edad (Desjardins y Hafs, 1969; Schams et al., 1981). Algunos
trabajos también reportaron un incremento precoz de la concentraciéon plasmatica de
FSH coincidente con la de LH (Schams et al., 1981).

4.1.3. Dinamica folicular

El estudio del desarrollo folicular en sus comienzos se basd en la observacion
directa de ovarios mediante el sacrificio de los animales. Rajakoski (1960) postul6
una teorfa, planteando la existencia de periodos u ondas de crecimiento folicular
durante el ciclo estral bovino. En tanto, otros autores, que utilizaban cortes
histol6gicos, cuestionaron la existencia de las ondas y apoyaron la nocién de que el
crecimiento folicular era continuo e independiente de las fases del ciclo estral
(Chourdary et al., 1968; Donaldson y Hansel, 1968; Marion et al., 1968).

Con el advenimiento de la imagenologfa, especificamente la ultrasonografia en
tiempo real, se logré confirmar la teorfa de Rajakoski (Savio et al., 1988; Sirois y
Fortune, 1988). La ultrasonografia permiti6 ademas demostrar que existe un patrén
de ondas que se repite en los distintos momentos fisiolégicos de la hembra bovina,
como ser, el perfodo prepuberal (Adams et al., 1994; Evans et al., 1994), la
gestacion (Ginther et al., 1989a) y el posparto (Savio et al., 1990).

Se entiende por onda de crecimiento folicular al desarrollo sincrénico de un grupo de
foliculos individualmente identificables a partir de un didmetro de 4 mm, que ocurre
al mismo tiempo en los 2 ovarios (Ginther et al., 1989a). Durante 2 o 3 dias todos los
follculos crecen y uno de ellos es seleccionado, continta creciendo y se convierte en
foliculo dominante, mientras que el resto de los foliculos, llamados subordinados, se
vuelven atrésicos y regresan. El destino final de este foliculo dominante podra ser la
ovulacién o la regresiéon para su reemplazo (Bo y Caccia, 2002).

Evans et al., (1994) mediante la utilizacién de ultrasonografia, demostraron que el

desarrollo folicular en ondas ocurre a partir de las 2 semanas de vida. Este
fenémeno se mantiene durante toda la vida del animal. Durante el periodo
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prepuberal existe una sucesion de ondas, cuyos foliculos dominantes terminan
regresando, siendo remplazados por otro foliculo de la onda siguiente. Este proceso
continia hasta que se alcanza la pubertad, momento en que ocurre la primera
ovulacién, dando comienzo a la etapa ciclica del animal. Esta primera ovulacion en
la mayoria de los casos se caracteriza por la ausencia de manifestaciones de celo
(Morrow, 1969) y un ciclo de corta duraciéon, que es seguido posteriormente por
ciclos de duracién normal (Evans et al., 1994).

En la mayoria de los casos, en vacas, los ciclos presentan 2 (Ginther et al., 1989a) 6
3 (Savio et al., 1988; Sirois y Fortune, 1988) ondas, aunque no existe consenso
sobre cuél de los tipos de ciclo es el predominante. En un estudio realizado por
Evans et al., (1994) se encontré que la duracion promedio del ciclo ovulatorio corto
fue de 7,7 £ 0,2 dias, mientras que la duracién promedio del ciclo ovulatorio normal
fue de 20,3 £ 0,5 dias.

En relacién al patrén de ondas encontrado en ias vaquillonas prepuberes, es decir el
crecimiento y regresiéon de los foliculos, éste ocurre de la misma forma que el
encontrado en la vaca ciclica y prefiada (Hooper, 1993). Esto coincide con lo
reportado por Sirois y Fortune (1988) y Ginther et al. (1989a) quiénes afirmaron que
el patrén de crecimiento y regresion de foliculos en el final de la etapa prepuberal y
el inicio del perfodo ciclico, es marcadamente similar al de animales adultos.

Las tasas de crecimiento del foliculo dominante, asi como las de regresién son
similares a todas las edades (Evans et al.,, 1994). En el mismo trabajo, observando
la duracién de la fase de crecimiento, se vio que la misma tenia una mayor duracion
en la onda ovulatoria, en vaquillonas que presentan 2 ondas. Asimismo se determiné
que, en las vaquillonas de 3 ondas, la fase de crecimiento de la segunda onda se
vela acortada. La fase estética durante el crecimiento de las ondas fue mayor en
ondas anovulatorias que en las ovulatorias. En cuanto al cuerpo liteo, se vio que el
tamafio del mismo en el ciclo de corta duracion fue menor al presente en el ciclo de
duracién normal. Este menor tamafio repercuti6é en la secrecion de progesterona, la
que fue menor respecto de la encontrada en los ciclos de duracién normal (Evans et
al., 1994).

4.1.4. Factores que influyen en el inicio de la pubertad

Independientemente del criterio usado para definirla, es sabido que el inicio de la
pubertad se ve afectada por distintos factores, entre los que se encuentran edad y
peso vivo, nutricion, genética, factores ambientales y factores sociales (Roberson et
al., 1987).

4.1.4.1. Edad y peso vivo

En relacion a la interaccion de estos factores en el comienzo de la pubertad se debe
considerar cual es el peso y la edad minima necesaria para que una determinada
raza sea susceptible de alcanzar la pubertad. Wiltbank et al., (1966) afirmaron que
después que se alcanza un determinado peso, las variaciones en la edad a la
pubertad serian consecuencias de otros factores y no debidas a las diferencias en la
velocidad de crecimiento. La edad y peso a la pubertad dependen en gran medida
del nivel de alimentacién posdestete, por lo que éste determinarda un adelanto o
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atraso en alcanzaria (Rovira, 1994). Si el plano nutricional después del destete es
alto, ejercera una marcada influencia en la edad y peso a la pubertad, llegando a la
misma con una menor edad y un mayor peso (Rovira, 1994).

En un estudio realizado por Arije y Wiltbank (1971), trabajando con vaquillonas de
came, de raza Hereford, con moderadas ganancias de peso, reportaron que las
mismas alcanzaron la pubertad a los 434 dias de edad y 254 kg de peso. En otro
trabajo realizado en nuestro pals, otros investigadores indicaron que vaquillonas de
carne cruza, manejadas en condiciones de pastoreo, alcanzaron la pubertad entre
15y 17 meses de edad y con 278 a 295 kg de peso vivo (Quintans et al., 2007).

4.1.4.2. Nutricién
Influencia del nivel nutritivo

La nutricién representa uno de los factores relacionados a la reproduccion que ha
sido mas estudiado debido a su gran influencia en el inicio de la pubertad (Schillo et
al., 1992). El estatus nutricional influye en todo el periodo comprendido entre el
nacimiento y la edad a la pubertad, pero la mayor influencia ocurre en la etapa
posdestete del animal (Rovira, 1994).

En el pre-destete ha sido reportada una correlacion inversa entre la tasa de
crecimiento y la edad a la pubertad (Wiltbank et al., 1966; Arije y Wiltbank, 1971), la
que se mantiene también, en la etapa posterior al destete (Wiltbank et al., 1966)
aunque en esta Ultima estara mas influenciada por el plano nutricional. La
correlacion negativa entre la tasa de crecimiento y la pubertad, en el periodo
posdestete, se evidenci6 en las vaquillonas que tuvieron una ganancia diaria de 200
g, pero no en las de 400 g (Wiltbank et al., 1966). Esto sugiere que después de que
se alcanza cierto peso critico, la tasa de crecimiento tiene poco efecto sobre la
maduracién sexual (Schillo et al., 1992).

Sefiales metabdlicas

Los nutrientes que ingresan al recién nacido se dirigen exclusivamente al
mantenimiento, es decir que la prioridad es mantener las funciones vitales
fisiolégicas. A medida que el animal comienza a crecer, aumenta el consumo y
comienza a generarse un excedente de nutrientes, los que podran destinarse a
funciones fisiolégicas no vitales (Senger, 1997). Si bien los excesos de energia son
convertidos en grasa (reserva) siendo esto una sefial positiva para el inicio de la
pubertad, la reproduccién constituye una funcién de baja prioridad a lo largo de toda
la vida del animal (Senger, 1997).

El umbral de “engrasamiento” requerido para el inicio de la pubertad no ha sido bien
determinado (Senger, 1997). No obstante, el “engrasamiento® por si solo no
promueve el inicio de la pubertad, ya que hembras pueden estar extremadamente
gordas a una muy temprana edad y no entrar en pubertad (Senger, 1997). Por lo
tanto, la maduracién corporal y las reservas de grasa constituyen elementos
importantes en la edad del inicio de la pubertad (Senger, 1997). El estado nutricional
determina el tamafio corporal y el peso vivo a lo largo de toda la vida (Senger, 1997).
En cuanto al mecanismo por el que la nutricién influye en el inicio de la pubertad,
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existe evidencia que la frecuencia de pulsos de GnRH esta bajo la influencia de”
glucosa y acidos grasos libres en sangre (Senger, 1997).

Fitzgerald et al. (1982) y Schillo et al. (1992) concluyeron que el estado nutricional
afecta la pulsatilidad de LH de vaquillonas en desarrolio. En 1994 se descubrié una
hormona peptidica, denominada leptina que es sintetizada por el tejido adiposo
(Senger, 1997). El nivel sanguineo de leptina en sangre, esta por lo tanto
directamente relacionado al nivel de engrasamiento del individuo. El descubrimiento
de receptores de leptina en el I6bulo anterior de la pituitaria y el hipotdlamo, hacen
pensar que la misma juega un rol importante en la regulacion del inicio de la
pubertad (Senger, 1997). La leptina serfa una sefial que notifica a las neuronas
productoras de GnRH que el estatus nutricional es adecuado para dar inicio a la
funcién reproductiva (Senger, 1997).

4.1.4.3. Genética

La raza del animal es una influencia importante sobre la edad a la que la pubertad es
alcanzada, tanto en machos como en hembras. La influencia genética se hace
evidente cuando se compara animales de raza pura con hibridas. En general se
acepta que la pubertad se retrasa con cruzas consanguineas y se acorta mediante la
cruza entre razas (Sorensen, 1991).

Existen rangos de edades caracteristicos para diferentes razas, por ejemplo las
razas lecheras alcanzan la pubertad alrededor de los 7 a 9 meses mientras que las
razas carniceras britanicas alcanzan la pubertad a los 12 a 13 meses. Las razas Bos
indicus son mas tardias, pudiendo no alcanzar la pubertad incluso hasta los 24
meses (Rovira, 1994). Dentro de las razas carniceras, en particular las britanicas, se
ha encontrado que las Hereford alcanzan la pubertad a una mayor edad y mayor
peso respecto a la Aberdeen Angus y Shorthorn (Wiltbank et al., 1966). La diferencia
entre estas razas es mas manifiesta cuando se las compara en planos nutricionales
bajos que en altos (Wiltbank et al., 1969).

Bellows (1967) encontré que en un plano nutricional moderado y a los 15 meses de
edad, el 83% de las terneras Aberdeen Angus habfan alcanzado la pubertad
mientras que en la raza Hereford tan solo un 44% lo habian logrado. Por otra parte,
en un plano nutricional alto y también a los 15 meses, el 100% de las temeras de
ambas razas ya habian alcanzado la pubertad. En un trabajo realizado por Gregory
et al. (1966) se demostr6é que después de ajustar la edad a la pubertad por el efecto
de heterosis en la ganancia diaria de peso, aun existi6 diferencia en la edad a la
pubertad. Esto permite afirmar que existe vigor hibrido para esta caracteristica, de
manera independiente y no solamente debido a las diferentes tasas de crecimiento.

4.1.4.4. Factores ambientales
Algunos de los factores ambientales que influyen sobre el inicio de la pubertad son la

duracién del dfa, la temperatura, la lluvia y la disponibilidad de alimentos, asl como
los estimulos socio-sexuales.



Fotoperiodo

La reproduccién estacional es el resultado de la adaptacién de las especies a las
condiciones del ambiente, fundamentaimente la alimentacién. Para esto es
importante que los partos ocurran en momentos de buena disponibilidad de
alimento, siendo esto importante tanto para el recién nacido como para la madre
(Bronson, 1988a, b). Debido a que la duracién del dia varia en forma constante de
un afio a otro, es que fue utilizado por distintas especies como indicador del
momento més apropiado para la reproduccion.

La mediacion entre la luz y el sistema reproductivo esta dado por la melatonina,
hormona sintetizada por la glandula pineal. La sintesis y liberacién de esta hormona
esta en relacion directa a las horas de luz y oscuridad, encontrdndose niveles altos
en la noche y bajos en el dia (Forsberg, 2002). La respuesta a la concentracion de
melatonina varia segun la estrategia reproductiva de las diferentes especies. Para
algunas especies como la oveja, el aumento de la concentracién es sefial de dar
comienzo a la estacion reproductiva mientras que para otras, como la yegua, lo sera
su disminucién (Arendt, 1986; Hastings et al., 1985).

Estacion del afio

El inicio de la pubertad posee una fuerte relacion con el periodo del afio. La estacién
del afio implica grados de luminosidad, humedad y temperatura, que son
caracteristicas de una determinada época del afio, y que de acuerdo con la especie,
puede actuar acelerando o retardando el advenimiento de la pubertad. La mayor
importancia de que la reproduccién ocurra en una determinada estacién radica en el
intento de lograr la mayor supervivencia de la especie, la depende principalmente de
la disponibilidad alimenticia (Bronson, 1988b).

4.1.4.5. Factores soclales

Existe una serie de factores sociales como la presencia de machos en un grupo de
hembras o el tamafio del grupo social, que repercuten en la aparicién de la pubertad.
La mayoria de estos factores ejercen su accién sobre las neuronas sensitivas de los
sistemas Optico y olfatorio, quienes envian sus sefiales al SNC, donde seran
procesadas y éste respondera con una descarga sobre las neuronas hipotalamicas
productoras de GnRH. La respuesta global a este proceso es la produccién por parte
del hipotdlamo de altas frecuencias y amplitud de pulsos de GnRH, los que se
corresponderan con una alta frecuencia de pulsos de LH (Senger, 1997).

Uno de los mecanismos sociales que repercute en el inicio de la pubertad es la
bioestimulacién. Esta se define como el estimulo provocado por la presencia de los
machos, induciendo el estro y la ovulacién mediante estimulos genitales, feromonas
u otras sefiales quimicas (Chenoweth, 1983). El fendmeno de la bioestimulacion ha
sido demostrado en la oveja, cerda y vaca (Senger, 1997) y constituye una ventaja
evolutiva ya que si la hembra alcanza la pubertad en presencia de machos, existe
una mayor oportunidad de desarrollar una prefilez y por ende asegurar la
supervivencia de la especie (Senger, 1997).
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Existen trabajos en los que se evidencia el fendmeno de la bioestimulaciéon, como
los de Watson y Radford (1960) y Shelton (1960) en los que la presencia de machos
antes de la época normal de apareamiento estimulé el inicio de los ciclos estrales en
ovejas y cabras, asi como el de Roberson et al. (1991) quienes exponiendo
vaquillonas prepuberes de carne a toros, encontraron que las feromonas del macho
incrementaron la proporcién de vaquilionas que alcanzaron la pubertad a los 12 a 14
meses.

4.2. BIOESTIMULACION
4.2.1. Definicién y usos

Las mayores influencias sobre el rendimiento reproductivo en los predios ganaderos
son ejercidas por factores ambientales y de manejo. Es por esto que la utilizacién
racional de medidas de manejo juega un rol importante a la hora de maximizar el
rendimiento reproductivo. En la mayoria de los casos, pero méas aiun en los paises
subdesarrollados, la no aplicacién de tecnologias en las empresas ganaderas ha
sido debida a los altos costos (Landaeta-Heréndez et al., 2008).

La bioestimulacién se define segin Chenoweth (1983) como el estimulo provocado
por la presencia de los machos, induciendo el estro y la ovulacibn mediante
estimulos genitales, feromonas u otras sefiales quimicas. En los Gltimos tiempos
varios investigadores han centrado su atencién en la bioestimulacién, debido a que
se trata de una tecnologia capaz de mejorar los indicadores reproductivos y que
reine algunas de las caracteristicas buscadas por las empresas agropecuarias, al
momento de optar por una determinada tecnologia, como ser un relativo bajo costo
(Landaeta-Hemandez et al., 2008) y su aplicabilidad en los diferentes tipos de
sistemas, fundamentalmente en los predios extensivos (Martin, 1995).

La bioestimulacion ha presentado respuestas positivas en diferentes especies
(Watson y Radford, 1960; Mauleon y Dauzier, 1965; Vandenbergh et al., 1976;
Zalesky et al., 1984; Berardinelli et al., 1978; Custer et. al., 1990; Rekwot et. al.,
2001). En animales domésticos de importancia econémica los efectos de la
bioestimulacidn son més evidentes en ovinos y suinos, donde las técnicas de
manejo son comunmente empleadas para explotar dicho fenémeno (Chenoweth,
1983).

Watson y Radford (1960) y Shelton (1960) reportaron que la presencia de machos
ovinos y caprinos, antes de la época normal de apareamiento estimula el inicio de
los ciclos estrales en hembras que se encuentran en anestro estacional, al mismo
tiempo que Mauleon y Dauzier (1965) y Poindron et al. (1980) encontraron el mismo
resultado durante el anestro lactacional de las ovejas. Estos resultados son similares
a los reportados por Mellado y Herndndez (1996) quiénes trabajando con cabras
encontraron respuestas positivas a la bioestimulacion, en el retorno a la ciclicidad
cuando las mismas se encontraban en anestro estacional. En trabajos realizados
con cerdas prepUberes, tanto criadas en confinamiento como criadas a campo, se
vio que las que fueron expuestas a verracos, alcanzaron la pubertad a mas
temprana edad que las que no fueron expuestas (Thomson y Savage, 1978,
Zimmerman et al., 1969, citados por Izard y Vandenbergh, 1982a).
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A diferencia de lo encontrado en ovinos, donde existe una gran cantidad de trabajos
que coinciden en la respuesta positiva de las hembras a la bioestimulacién (Martin et
al., 1980; Poindron et al., 1980; Martin et al., 1983, 1986), en bovinos dicho
fenémeno ha presentado resultados contradictorios (Alberio et al., 1987; Roberson et
al., 1987, Wehrman et al., 1996). Es probable que esta situacién se deba a que los
trabajos se han realizado en una gran variedad de situaciones como ser, diferente
duracién e intensidad de la exposicion, diferente estado fisiolégico del animal
estimulado (prepuber, posparto), utilizando distintos animales para bioestimular, asi
como la combinacién de estos, lo que ha impedido llegar a una conclusion
consensuada sobre el tema (Alberio et al., 1987)

4.2.2. Bioestimulacion en bovinos

Debido al beneficio potencial que tendria el uso de la bioestimulacién como una
técnica complementaria para mejorar la eficiencia reproductiva en bovinos, se han
evaluado sus efectos tanto sobre el adelanto de la pubertad de las hembras
(Berardinelli et al., 1978; MacMillan et al., 1979), la disminucién del anestro posparto
(Berardinelli y Joshi, 2005b; Burmns y Spitzer, 1992; MacMillan et al., 1979) asi como
la respuesta a la sincronizacion de celos (Madrigal et al., 2001).

Los efectos de la bioestimulacion en bovinos han sido mayormente evaluados en
vacas durante el posparto, especificamente sobre la duracién del anestro posparto.
El anestro posparto constituye la principal limitante para obtener un intervalo
interparto entre 12 y 13 meses (Chenoweth, 1983; Alberio et al., 1987; Cupp et al.,
1992), fundamentalmente en vacas primiparas (Wiltbank et al., 1970; Gifford et al.,
1989), lo que determina la ineficiencia reproductiva.

Existe un gran nimero de trabajos que han reportado resultados positivos cuando
vacas multiparas 6 primiparas lactando fueron expuestas a machos (Alberio, 1987;
Gifford et al., 1989; Custer et al., 1990; Cupp et al., 1992; Stumpf et al., 1992;
Hornbuckle et al., 1995; Madrigal et al., 2001, Pérez-Heméndez et al., 2002;
Berardinelli y Joshi, 2005b). Zalesky et al. (1984) y Rekwot et al. (2001) trabajando
con vacas de carne multiparas lactando, encontraron que cuando las mismas fueron
expuestas a toros el reinicio de la actividad ovarica ciclica se dio en menor tiempo
que cuando no fueron expuestas. Similares resultados obtuvieron Berardinelli y Joshi
(2005b) quienes encontraron que una mayor proporcion de vacas expuestas a toros
acortaron el periodo de anestro posparto respecto de las vacas que no fueron
expuestas. En la misma direccién, la estimulacién con toros de vacas primiparas
lactando, acort6 el intervalo del parto al primer celo (Custer et al., 1990; Fernandez
et al., 1996, Berardinelli et al., 2005). A pesar de esto, algunos autores no
encontraron diferencias en la duracién del anestro posparto entre los animales
expuestos y no expuestos (Macmillan et al., 1979; Tauck et al., 20086).

El efecto de la bioestimulacién sobre el inicio de la pubertad en vaquillonas es otra
de las situaciones estudiadas en la biusqueda de mejorar la eficiencia reproductiva.
Esto se justifica con el conocimiento de que las vaquillonas que alcanzan la pubertad
a una temprana edad, van a obtener una mayor productividad a lo largo de su vida,
con un mayor nimero de temeros destetados y de mayor peso (Lesmeister et al.,
1973). Varios trabajos demuestran los efectos positivos de la exposicién a los
machos sobre el inicio de la pubertad (Izard y Vandenbergh, 1982a; lzard y
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Vandenbergh, 1982b; Roberson et al., 1991; Rekwot et al., 2000; Quadros y Lobato,
2004; Ungerfeld, 2009; Fiol et al., 2010). La disminucién de la edad a la pubertad en
vaquillonas expuestas a toros ha sido reportada tanto en vaquillonas Bos taurus
(Roberson et al., 1991; Rekwot et al., 2000) como en vaquillonas Bos indicus
(Oliveira et al., 2009). Sin embargo, otros no han encontrado efectos de la
bioestimulacién sobre el inicio de la actividad ciclica en vaquillonas (Berardinelli et
al., 1978; Roberson et al., 1987; Wehrman et al., 1996; Bastidas et al., 1997).

La exposicion a machos también ha mostrado efectos positivos sobre la respuesta a
la sincronizacion de celos. En un trabajo realizado con vacas primiparas de came en
lactacion, Tauck y Berardinelli (2005) reportaron que las mismas obtuvieron una
mayor sincronizacion de celos en un protocolo de IATF que utilizaba GnRH y PGF 2,
cuando fueron expuestas al efecto bioestimulador del toro. En vaquillonas, la
bioestimulaciéon también determiné un aumento en la sincronizacién, con la
utilizaciéon de prostaglandinas, cuando las mismas fueron alojadas con vacas
androgenizadas durante el intervalo entre inyecciones (Chenoweth, 1983).

A pesar de que existe un nimero importante de trabajos que respaldan el uso de la
bioestimulacion como herramienta para mejorar la productividad de los rodeos a
través del adelanto en la edad a la pubertad en vaquillonas asi como el acortamiento
del anestro posparto en vacas, la informacién con que se cuenta no ha sido
suficiente para permitir una adecuada difusion de esta herramienta.

4.2.3. Mediadores de los efectos de la bioestimulacién

El mecanismo exacto por el que la bioestimulacién afecta el sistema neuroendécrino
que controla la funcién reproductiva en bovinos, ain no ha sido completamente
dilucidado (lzard y Vandenbergh, 1982b; Custer et al., 1990; Bums y Spitzer, 1992;
Berardinelli et al., 2005). No obstante, algunos autores han planteado algunas
hipétesis que podrian explicar dicho mecanismo. Berardinelli y Joshi (2005b)
consideran que el efecto bioestimulador del toro en vacas lactando, podria estar
mediado directa o indirectamente por uno ¢ varios de los siguientes factores:
atenuacion del efecto de retroalimentacién negativa del 178 estradiol, atenuacion del
efecto de retroalimentacion negativo asociado con el vinculo matemo y de lactacién,
reduccién del tono de los opioides a nivel hipotalamico y/6 por un efecto directo que
estimule los mecanismos hipotaldmicos que controlan la liberaciéon de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH).

En general, diferentes trabajos que investigaron el tema, hacen referencia a un
posible mecanismo de “sefializacién® entre el animal bioestimulador y el receptor
(Izard, 1983; Zalesky et al., 1984; Berardinelli y Joshi, 2005a). Esta sefial que seria
de tipo estereoceptiva, podria jugar un rol importante en la interaccién macho-
hembra y estarfa a cargo de estimulos de tipo olfatorio, entre los que participarian
las feromonas (Zalesky et al., 1984). lzard (1983) define a las feromonas como
sustancias quimicas transportadas por el aire que son secretadas externamente por
un animal en la orina, heces o por glandulas cutdneas y que causan una reaccion
especifica en un receptor individual de la misma especie. La reaccioén involucraria
cambios especificos de comportamiento y/o fisiolégicos sobre el sistema endécrino o
reproductivo del animal receptor (1zard, 1983).
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Berardinelli y Joshi (2005a) plantean que las feromonas son sefales liberadas en
fluidos corporales o productos de excrecién, y que serian las responsables de
“disparar” el efecto estimulador en bovinos. Dichos autores evaluaron la exposicion
de vacas primiparas durante el posparto a la presencia directa del toro o
indirectamente mediante algunos de sus productos de excrecién, y reportaron que
dicha exposicién adelantd el reinicio de la actividad luteal posparto. Por su parte,
Wright et al., (1994) también encontraron efectos positivos sobre la reduccion del
periodo de anestro posparto en vacas cuando las mismas recibieron exposicion
oronasal de mucus cervical proveniente de vacas en celo en comparacién a las
vacas que fueron tratadas con agua destilada. Tanto el tratamiento oronasal con
orina de toros (lzard y Vandenbergh, 1982a) como la exposicion directa a los
machos (Roberson et al., 1991) también fueron efectivos para lograr el adelanto en
la edad a la pubertad.

4.2.4. Factores que influyen en la respuesta a la bioestimulacion

Varios factores han mostrado influir sobre la respuesta a la bioestimulacion en
bovinos, tanto durante el posparto como en la etapa prepuberal de las hembras,
alguno de los que serian la interaccién entre la bioestimulacion y la nutricién, el
animal utilizado para la bioestimulacion, el tiempo de exposicion o el tipo de
exposicion.

4.2.4.1. Interaccién entre la bioestimulacién y la nutricién

Existen varios trabajos que afirman la existencia de una fuerte interaccién entre la
nutricién y la respuesta a la bioestimulacién (Stumpf et al., 1992; Monje et al., 1992;
Madrigal et al., 2001; Rekwot et al., 2001).

Cuando se evalué el efecto de la bioestimulacion sobre la disminucién del periodo
de anestro posparto se vio que el estatus nutricional juega un rol decisivo, ya que a
diferentes condiciones corporales, se evidencian distintas magnitudes de respuesta
(Madrigal et al., 2001). Stumpf et al. (1992) afirman que las vacas con moderada
condicién corporal son méas sensibles a la bioestimulacién con toro que las vacas
con alta condicién corporal. Esta interaccion se hace evidente en el ensayo realizado
por Madrigal et al. (2001), en el que se evalub el efecto de la interaccion condicién
corporal-bioestimulacién con toros, encontrando que las vacas con condicion
corporal alta y expuestas a toros empezaron a ciclar 9 dias antes que las vacas con
condicién corporal alta aisladas de los machos, 38 dias antes que las vacas con
condicién corporal baja expuestas, y 62 dias antes que las vacas con condicion
corporal baja aisladas. Por su parte, Monje et al. (1992), reportaron que la presencia
de toros acorté el periodo entre el parto y el reinicio de la actividad ovarica ciclica
solo en vacas que ganaban peso pero no en las que perdian peso durante el periodo
posparto. Sin embargo, si las vacas llegan al parto con alta condiciéon corporal, las
mismas presentaran un periodo de anestro posparto corto, independientemente de
si fueron expuestas a toros o no, por encontrarse préximas al reinicio de la actividad
ciclica (Rekwot et al., 2001). Por lo tanto, para lograr una respuesta positiva a la
bioestimulacién en vacas durante el posparto pareceria necesario que las mismas
presenten una condicion corporal moderada y estén ganando peso, puesto que las
vacas con muy buena condicién reiniciaran la actividad ciclica tempranamente,
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mientras que las de pobre condicién lo haran tardiamente, no existiendo en estos.
casos respuesta a la bioestimulacion.

Al igual que en vacas durante el posparto, también existe informacién respecto de la
interacciéon entre la nutricidn y la respuesta a la bioestimulacion en vaquillonas:
prepuberes. Roberson et al. (1991), trabajando con vaquillonas preplberes,
evaluaron la interaccion entre la nutricion y la respuesta a la bioestimulacién, cuando
las mismas fueron alimentadas para lograr una ganancia diaria alta (800 g) o
moderada (600 g). Estos observaron que el efecto bioestimulador fue mayor en las
vaquillonas que tuvieron una alta ganancia de peso. Coincidiendo con esto, lzard y
Vandenbergh (1982a) observaron que el peso vivo de vaquillonas expuestas a orina
de toro y que no alcanzaron la pubertad fue menor que el de vaquillonas tratadas
con agua y que tampoco aicanzaron la pubertad, demostrando que la respuesta a
dicha exposiciéon fue dependiente del peso vivo. La respuesta en vaquilionas al
efecto de la exposicién a machos fue solamente observada en las mas pesadas, lo
que sugiere la existencia de un umbral de peso vivo necesario para que se
manifieste la bioestimulacién (Roberson et al., 1991; Quadros y Lobato, 2004). Este
umbral planteado por los autores fue estimado por Gonzélez-Padilla (1975), en 260
kg en vaquillonas de carne prepuberes, ya que tras la inyeccion de hormonas para
inducir la ovulacién, una menor cantidad de vaquillonas por debajo de los 260 kg
mostraron estro después del tratamiento, respecto de las que se encontraban por
encima de dicho peso.

Segun Roberson et al. (1991), las tasas de crecimiento que presentan las
vaquillonas durante el periodo de bioestimulacion ejerceria una mayor influencia
sobre la respuesta a la exposicién a los machos que el peso vivo que presenten las
hembras en ese momento. Estos observaron que las vaquillonas demostraron la
mayor respuesta a la exposicion cuando tenian altas o0 moderadas ganancias de
peso, mientras que la magnitud de la respuesta decrecia a medida que las
ganancias de peso disminuian. Por su parte, Oliveira et al. (2009) desarroliaron un
experimento en el que se incluyeron ambas variables: Dbioestimulacion y
suplementacion. Dichos autores encontraron que las vaquillonas bioestimuladas que
recibieron suplemento tuvieron una mayor ganancia de peso y una menor edad a la
pubertad que las que solo fueron estimuladas, demostrando que la alimentacién es
un factor adicional involucrado en el inicio de la pubertad. No obstante, reportaron
que el efecto de la bioestimulacién sobre la maduracion sexual en vaquillonas Nelore
es mas evidente, debido a que el porcentaje de prefiez en los animales
bioestimulados (con o sin suplemento) fue mayor que en los no bioestimulados,
incluso en los no bioestimulados que recibieron suplemento. Recientemente Fiol et
al. (2010) evaluaron la respuesta a la exposicién de vaquillonas de carne de 12
meses peripuberales a novillos androgenizados en el adelanto de la pubertad y si la
misma dependia del peso al inicio de la exposicion. Para esto, las vaquillonas
fueron estratificadas segun su peso vivo inicial en alto, medio y bajo. Se encontrd
que una mayor proporcion de vaquillonas de peso alto alcanzaron la pubertad
respecto de las de peso vivo medio y bajo, demostrando que la respuesta a la
bioestimulacién depende del peso vivo.
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4.2.4.2. Animal utilizado para la bioestimulacion

Hasta el momento y segiin nuestro conocimiento, no existen en la literatura trabajos
que hayan comparado los efectos de diferentes animales para la bioestimulacion. En
la mayoria de los experimentos, los autores recurrieron a la utilizacién de toros,
utilizando diversas técnicas para mantener el deseo sexual y evitar la concepcion de
las hembras, como ser el desvio peneano (Custer et al., 1990; Quadros y Lobato,
2004) o la epididimectomia (Alberio et al., 1987; Landaeta-Hernandez et al., 2008).

En ratones, hembras preptiberes expuestas a orina de machos adultos alcanzaron la
pubertad a una menor edad, demostrando que la orina del macho contiene algin
componente capaz de inducir dicha respuesta positiva (Vandenbergh et al., 1976).
Posteriormente, Izard y Vandenbergh (1982a) trabajando con bovinos hipotetizaron
que el efecto de la bioestimulacién era mediado por feromonas liberadas junto con
productos de excrecién de los machos, como la orina. Dichos autores encontraron
que una mayor proporcién de vaquillonas tratadas oronasalmente con orina de toros
alcanzaron la pubertad, en comparacién a las vaquillonas tratadas con agua.

Bumns y Spitzer (1992) plantearon que la produccién de feromonas estaria bajo la
dependencia de los andrégenos, y obtuvieron resultados positivos sobre la
disminuciéon del periodo de anestro posparto, con la utilizacién tanto de toros como
de vacas tratadas con testosterona. A nivel nacional, varios trabajos evaluaron la
utilizacioén de novillos androgenizados (Ungerfeld, 2008. 2010; Fiol et al:; 2010) como
estimulo tanto en vacas como en vaquillonas preptiberes. Ungerfeﬁ(ZOUQ)Teporté
que la exposicion de vaquillonas de came de 17 a 22 meses de edad, a novillos
androgenizados durante un periodo de 15 dias inmediatamente antes de ser
servidas con toros, incrementé el porcentaje de preiez al dia 75. Por su parte, Fiol et
al. (2010) utilizaron novillos androgenizados con el objetivo de adelantar la pubertad
en vaquilionas de carne, obteniendo resultados positivos a la bioestimulaciéon. En
cabras, Mellado y Hernandez (1996) observaron que la utilizacién de machos
castrados androgenizados permitié inducir el estro durante la estacién de cria, en
relacion a las hembras aisladas de los machos. Si bien resta por evaluar si los
efectos de la exposicion a los novillos androgenizados son similares a los obtenidos
con los toros, los diferentes resultados permitirian reafirmar el planteamiento de
Burns y Spitzer (1992) en relacion a la dependencia de los andrégenos.

4.2.4.3. Tiempo de exposiciéon

En cuanto al tiempo de exposicién requerido para obtener una respuesta positiva a
la bioestimulacién, no ha sido establecido cual es el tiempo necesario para que la
misma se haga evidente. En este sentido, una gran variedad de autores han
reportado resultados positivos a cortos (Alberio et al., 1987, Feméndez et al., 1996,
Ungerfeld, 2009) o largos (Custer et al., 1990; Berardinelli y Joshi, 2005b; Oliveira et
al., 2009) periodos de exposicion. Sin embargo otros obtuvieron resultados
negativos tanto a periodos cortos (Berardinelli et al., 1978; Macmillan et al., 1979;
Roberson et al., 1987) como largos (Bastidas et al., 1997).

En el acortamiento del periodo de anestro posparto, existen ensayos en los que se

han empleado periodos largos de exposicién y cuyos resultados fueron positivos
(Custer et al., 1990; Berardinelli y Joshi, 2005b). Custer et al. (1990) exponiendo
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vacas de carne primiparas en lactacién a toros maduros por un periodo de 108 dias
lograron adelantar el retorno de la actividad ovarica ciclica. Esto coincide con lo
observado por Berardinelli y Joshi (2005b) quienes sometieron vacas de primer parto
a la exposicién con toros por un periodo de 122 dias comenzando el dia 15, 35 y 55
posparto, presentando resultados positivos en los primeros 40 dias de exposicion,
independientemente del dia de comienzo de la misma. Sin embargo Tauck y
Berardinelli (2005) reportaron que la exposicién de vacas primiparas en lactacién, no
disminuyeron el periodo de anestro posparto cuando fueron expuestas a toros por
un periodo de 95 dias.

en el posparto, cuando vacas multiparas fueron expuestas a toros. Similarmente
Berardinelli et al. (2005), exponiendo vacas primiparas lactando por un periodo de
60 dias de exposicion demostraron que las mismas acortaron el periodo entre el
parto y la manifestacion del primer celo. A diferencia de estos MacMillan et al. (1979)
no lograron reducir la duracién del anestro posparto, exponiendo vacas multiparas
lactando por un periodo de 21 dias a toros maduros.

La respuesta de adelantar la pubertad mediante la bioestimulacién también presenta
discrepancias en cuanto al tiempo de exposicion adecuado para lograrla. Algunos
trabajos mencionan que periodos cortos de exposicién son suficientes para disminuir
la edad a la pubertad. Ejemplos de esto son los trabajos realizados por Quadros y
Lobato (2004) y Fiol et al. (2010), quienes exponiendo vaquillonas de camne
prepuberes durante 50 y 35 dias respectivamente, evidenciaron un adelantamiento
en la edad a la pubertad. En contraposicién a esto Berardinelli et al. (1978) no
pudieron demostrar dicha respuesta mediante la exposicion de vaquillonas
prepuberes en un periodo de 21 dias.

La exposicion de vaquillonas prepuberes a toros por un periodo de 105 dias logré
disminuir la edad a la pubertad (Rekwot et al., 2000), demostrando que largos
periodos de exposicién también pueden inducir dicha respuesta. El mismo resultado
obtuvieron Oliveira et al. (2009) cuando expusieron vaquillonas preptberes Nelore al
efecto bioestimulador del toro por un periodo de 210 dias. Esto difiere con lo
encontrado por Bastidas et al. (1997) quienes no evidenciaron una disminucién en la
edad a la pubertad cuando vaquillonas prepuberes Brahman fueron bioestimuladas
con toros por un periodo de 238 dias. En este sentido Roberson et al. (1987) no
encontraron diferencia entre la edad a la pubertad de vaquillonas que fueron
expuestas a toros por un periodo de 152 dias respecto de las que permanecieron
aisladas. Al mismo tiempo Wehrman et al. (1996) tampoco evidencié adelantamiento
en la edad a la pubertad, cuando vaquillonas de came fueron expuestas a toros por
un periodo de 260 dias.

La gran variacién de resultados encontrados no permiten llegar a una conclusiéon
sobre cual es tiempo de exposicion requerido para obtener la méaxima respuesta a la
bioestimulacién, tanto en el acortamiento del anestro posparto como en la
disminucion de la edad a la pubertad.
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4.2.4.4. Tipo de exposicion

Con respecto al tipo de exposicion, se han utilizado tanto el contacto directo como el
contacto indirecto con el animal bioestimulador. En el caso de la estimulacion
directa, se han encontrado resultados positivos a la bioestimulacion mediante la
utilizacion de toros (Alberio et al., 1987; Custer et al., 1990; Quadros y Lobato, 2004;
Berardinelli y Joshi, 2005b; Landaeta-Hernandez et al., 2008), novillos (Ungerfeld,
2009; Fiol et al., 2010) o vacas (Burns y Spitzer, 1992) androgenizadas, cuando
fueron alojados en conjunto con los animales a bioestimular. Para la estimulacion
indirecta han sido utilizados diferentes mecanismos que han presentado resultados
positivos como ser, la administracién oronasal de orina de toro (lzard y
Vandenbergh, 1982a, b), el alojamiento de hembras en corrales donde previamente
estuvieron presentes toros (Berardinelli y Joshi, 2005a), asi como la separacion de
los mismos mediante un alambrado (Roelofs et al., 2007).

Otra consideracién del tipo de exposicion es si la misma fue realizada en forma
continua o intermitente. La mayoria de los investigadores han recurrido para la
bioestimulaciéon a la exposicién de tipo continua, donde el animal bioestimulador
permanece junto a los estimulados (lzard y Vandenbergh, 1982b; Zalesky et al.,
1984; Cupp et al., 1992; Berardinelli y Joshi, 2005b). Sin embargo otros han optado
por un tipo de estimulacién intermitente, donde el animal bioestimulador o sus
productos de excrecidon son expuestos por periodos de tiempo limitado (lzard y
Vandenbergh, 1982a; Fernandez et al., 1996; Berardinelli y Joshi, 2005a). Con
respecto a la exposicién intermitente Berardinelli y Joshi (2005a) realizaron un
ensayo en el que la exposicion de las vacas consistia en alojarlas diariamente en
corrales durante 13,5 horas, en los que previamente habian sido alojados toros
durante 10,5 horas. Esto fue realizado durante 70 dias obteniendo un resultado
positivo a la bioestimulacion en el acortamiento del periodo de anestro posparto.
Similarmente Fernandez et al. (1996) exponiendo vacas primiparas durante 2 horas
por dia, cada 3 dias, entre el dia 30 y 48 posparto, observaron que la exposicién
intermitente era efectiva en la reduccion del periodo entre el parto y el retorno a la
ciclicidad. Esta informacion permitiria pensar que ambos tipos de exposicién serian
utiles en el intento de obtener una respuesta a la bioestimulacion.

4.2.5. Mecanismo de accion de la bioestimulacién

El estudio de los mecanismos a través de los que la bioestimulacién es capaz de
provocar cambios fisiolégicos y/o comportamentales ha sido muy estudiado en
diferentes especies. En general es aceptado que la introduccion de machos a un
grupo de hembras es capaz de inducir una rapida liberacién de LH, comportamiento
de monta y/o la ovulacién en ratones (Bronson y Desjardins, 1974), ovejas (Martin et
al., 1980; Poindron et al., 1980; Hawken et al., 2007) y cabras (Chemineau et al.,
1986; Hawken et al., 2009b).

Varios son los trabajos que han reportado que el mecanismo que regula el efecto
macho en ovinos, involucra cambios en la frecuencia y amplitud de pulsos de LH
(Martin et al.,, 1980; Poindron et al., 1980; Martin et al., 1983, 1986). Como es
sabido, en todos los estados reproductivos, incluyendo el anestro estacional y
lactacional asi como en la etapa prepuberal, la secreciéon tonica de LH es
caracterizada por la liberacidon de pulsos discretos de esta hormona, que esta
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controlada por la liberacion discreta de pulsos de GnRH (Poindron et al., 1980).
Cuando las ovejas son expuestas a cameros, la liberacion de GnRH se incrementa
dréasticamente, lo que se traduce en un aumento de la produccién y liberacién de LH,
provocando el crecimiento de los foliculos del ovario (Ungerfeld, 2007), produciendo
presumiblemente altas concentraciones de estradiol que inducen Ia
retroalimentacién positiva y el pico preovulatorio de LH (Delgadillo et al., 2009).

Muchos de los trabajos de investigacion relacionados al efecto macho han centrado
su atencién en los aspectos generales, pero relativamente pocos han estudiado la
importancia relativa de las diferentes sefiales socio-sexuales que participan en el
efecto macho (Delgadillo et al., 2009). Las primeras evidencias de “sefializacion”
involucran al sistema olfativo. Esto fue evidenciado mediante la aplicacion nasal de
lana o extractos de lana en ovejas aciclicas, las que incrementaron la secrecion de
LH y FSH, aumentando el numero y tamario de los foliculos de sus ovarios (Cohen-
Tannoudji, 1987). Si bien es aceptado que las seiiales olfativas del macho juegan un
rol importante en disparar la ovulacién en hembras, existe otro tipo de estimulos no
olfatorios, como los visuales y auditivos, que juegan un rol complementario o
sinérgico con las sefiales quimicas (Hawken et al., 2009a). No obstante se ha
sugerido que los estimulos visuales y auditivos por si solos son incapaces de
sustituir a las feromonas del macho (Hawken et al., 2009a). En este sentido
Walkden-Brown et al. (1993) plantearon que la proporcion de hembras que ovulan
en respuesta al efecto macho se ve optimizada cuando son expuestas a la totalidad
de los estimulos socio-sexuales. El hecho que la lana del carnero o el pelo del
macho cabrio puedan inducir una répida respuesta neuroendécrina en las hembras
sugiere que el principal estimulo socio-sexual es mediante feromonas (Delgadillo et
al., 2009).

Las seiiales olfativas actian a nivel cerebral, en los centros que controlan la
produccién de GnRH, en la primera etapa de regulacién del eje reproductivo. Estas
sefiales son conducidas a los centros reguladores de GnRH mediante dos vias,
mucosa olfatoria y bulbo olfatorio principal por un lado y érgano vomeronasal y bulbo
offatorio accesorio por otro. Si bien se ha demostrado que en ovinos ambas vias son
activadas por la exposicion al “olor” del carnero, es aceptado que la via dominante
es mediante el sistema olfatorio principal (Cohen et al., 1986). Las vias aferentes y
eferentes en ovinos fueron descritas por Jansen et al. (1998) siendo éstas las
responsables de enviar los impulsos a los centros reguladores, que en dicha especie
son fundamentalmente el area pre-Optica, el hipotadlamo anterior y el hipotdlamo
medio-basal.

Durante los ciclos estrales normales tanto en la hembra ovina como en la hembra
caprina, la alta frecuencia de pulsos de GnRH y por consiguiente de LH, inducen el
desarrollo folicular en los ovarios y la produccién de grandes cantidades de estradiol,
que cuando alcanzan un determinado umbral, inducen el comportamiento estral y la
retroalimentacién positiva sobre la produccion de GnRH. Esta retroalimentacion
positiva es la responsable de provocar el pico preovulatorio de LH, desencadenando
la ovulacién y formacién del cuerpo luteo (Delgadillo et al., 2009). Con el efecto
macho, la alta frecuencia de puisos de LH inducida por la introduccion del carnero
provoca un incremento en el desarrollo folicular en los ovarios (Ungerfeld, 2007),
inicidndose probablemente una cascada similar de eventos que termina con la
ovulacién (Delgadillo et al., 2009). En ovejas esta primera ovulacién no va
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acompaiiada de celo, y si es seguida por un ciclo de corta duracion, la segunda
ovulacion también seréd “silente”. A diferencia de esto, en cabras todas las
ovulaciones van seguidas de comportamiento estral (Ungerfeld, 2007).

Esta sucesién de eventos ampliamente aceptada en ovinos, ha sido sugerida para
explicar el efecto bioestimulador en bovinos, aunque las bases fisiolégicas y/o
endécrinas que regulan el efecto toro no han sido suficiente aclaradas (Custer et al.,
1990). La mayoria de los autores consideran que los cambios producidos por la
exposicion al macho, a nivel del sistema reproductivo neuroendécrino provocarian, al
igual que en ovinos, la liberacién de pulsos consecutivos de hormona liberadora de
gonadotrofinas, lo que se traduce en un rapido cambio en las concentraciones de LH
y FSH (Fernandez et al., 1996; Rekwot, 2001).

A diferencia de lo encontrado en ovinos, donde la respuesta en el aumento en la
frecuencia de pulsos de LH fue observada ya a los 2 a 4 minutos posteriores a la
introduccién de los machos (Martin et al., 1986), en bovinos pareceria que dicha
respuesta es detectada en un periodo de tiempo mas largo. Ferandez et al. (1996)
encontraron que vacas primiparas lactando expuestas a toros por 2 horas tuvieron
un incremento en la frecuencia de pulsos de LH dentro de las siguientes 6 horas,
respecto de las no expuestas.

Con respecto a los cambios producidos a nivel del ovario, en ovinos se ha reportado
que el aumento en la secrecién de gonadotrofinas determina una mayor tasa de
crecimiento folicular, lo que presumiblemente provocaria la produccion de altas
concentraciones de estradiol, siendo éste responsable de producir la
retroalimentacion positiva y el pico preovulatorio de LH (Delgadillo et al., 2009). En
bovinos la informacion acerca del cambio en la tasa de crecimiento folicular en
respuesta a la exposicion a machos es escasa. Algunos autores reportaron un
aumento en la tasa de crecimiento de los foliculos en respuesta a la bioestimulacién
(Bastidas et al., 1997, Berardinelli et al., 2009). En un ensayo realizado con
vaquillonas prepiberes Brahman, de 13 meses de edad, se observé que la
interaccién socio-sexual con toros, resulté en un incremento de la actividad ciclica
ovérica, manifestandose por un incremento en la poblacién acumulada de foliculos
grandes y pequefios (Bastidas et al., 1997). Similarmente Berardinelli et al. (2009),
reportaron que la exposicion de vacas en lactacion, a toros, tanto en forma continua
como intermitente (6 h 6 12 h por dia), por un periodo de 45 dias, determiné un
cambio en la dindmica folicular, mediante el acortamiento del intervalo interondas asi
como el aumento del di@metro del foliculo dominante.

Si bien la informacién pareceria indicar que la respuesta ovérica a la bioestimulacién
en bovinos seria similar a la descrita en ovinos, resuita imprescindible una mayor
investigacion que permita elucidar los cambios ocurridos asi como los mecanismos
responsables de dicha alteracion.
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5. OBJETIVOS
5.1. OBJETIVO GENERAL

» Contribuir al conocimiento de la respuesta a la bioestimulacion en bovinos,
mediante la caracterizacion de su respuesta ovarica.

5.2. OBJETIVO PARTICULAR

» Determinar si la exposicién de vaquillonas de carne prepuiberes a novillos
androgenizados por un perfodo de 80 dias induce la actividad ovérica ciclica.

» Determinar si la tasa de crecimiento folicular difiere entre vaquillonas de carne

prepuberes expuestas a novillos androgenizados y vaquillonas que
permanecieron aisladas de todo contacto con machos.
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6. HIPOTESIS
Para la realizacién del ensayo se consideraron las siguientes hipétesis:

> La exposicibn de vaquillonas de carne prepuberes a novillos adultos
androgenizados, por un periodo de 80 dias, induce el inicio de la actividad
ovérica ciclica.

» La exposicibn de vaquillonas de came prepuberes a novillos adultos

androgenizados induce un aumento en la tasa de crecimiento de los foliculos
ovaricos.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1. ANIMALES Y MANEJO

El ensayo fue realizado en el Campo Experimental N°1 de Facultad de Veterinaria,
situado en Migues, departamento de Canelones, durante los meses de agosto a
noviembre de 2009. Los Dias -25 y -17 (Dia 0= inicio de la exposicién a los machos)
se realizaron 2 ecografias ovaricas transrectales a un lote de 35 vaquillonas de raza
Hereford, utilizando un ecégrafo Aloka 500 (Aloka, Tokyo, Japén) equipado con una
sonda lineal de 5 MHz. Se seleccionaron 30 vaquillonas de 24 meses de edad y
257,5 1 32,5 (media + ds) kg de peso vivo que no presentaron cuerpo liteo (CL) en
ninguna de las ecografias. Durante 10 dias (Dfa -10 al Dia 0) el lote seleccionado
fue manejado en forma conjunta en el mismo potrero.

El Dia 0, las vaquilionas fueron adjudicadas homogéneamente de acuerdo a la edad
y peso vivo en dos grupos: 1) grupo expuesto: vaquillonas expuestas a novillos
androgenizados durante 80 dias (GE, n = 15), 2) grupo aislado: vaquillonas que
permanecieron aisladas de todo contacto con machos (GC, n = 15). El peso al inicio
de la exposicion fue de 257,4 + 32,5 kg y 258,6 + 32,8 kg y la condici6n corporal de
28+ 05y 26+ 0,3 (escala 1-8) para GE y GC respectivamente. Ambos grupos
pastorearon en potreros de campo natural, separados por una distancia minima de
600 metros, de forma de evitar el contacto visual, auditivo y olfativo entre GE y GC, a
lo largo de los 80 dias de la exposicion. A su vez, se realizé la suplementacion de
todas las vaquillonas con fardos de Moha (Sefana Italica) de tal forma que la oferta
de Kg de materia seca ofrecidos fueran suficientes para cubrir los requerimientos de
mantenimiento. Dichos requerimientos fueron estimados en base a tablas (A.F.R.C.,
1993), considerandose categorfa, peso vivo y la evolucién de peso deseada. Se
utilizé una oferta de materia seca que permitiera el mantenimiento del peso vivo a io
largo del ensayo, lo que representé aproximadamente 8 Kg de materia seca por
animal y por dia.

Se utilizaron para la bioestimulacion, tres novillos Hereford adultos, los que fueron
androgenizados mediante la inyeccién de propionato de testosterona (600 mg IM,
Testosterona ultra lenta, Dispert, Montevideo, Uruguay). Se aplicé la primera dosis
una semana antes del comienzo de la exposicion (Dfa -7) y se repiti6 en forma
semanal durante los 80 dias del periodo de exposicion.

7.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CICLICA Y CRECIMIENTO
FOLICULAR

Durante los 10 dias de manejo conjunto de las vaquillonas, y a lo largo de los
primeros 30 dias del periodo de separaciéon (Dia -10 al Dia 30), se realizaron
ecograffas ovaricas transrectales en todas las vaquillonas en forma diaria,
determinando el tamafio del foliculo mayor. A su vez, durante el mismo periodo se
realiz6 la deteccién de celos diaria, dos veces por dia (AM/PM), por un periodo de
40 minutos. En forma posterior (Dia 31 al 80) se realizaron ecografias ovaricas
transrectales cada 10 dias para determinar la presencia de CL, y por lo tanto la
ocurrencia de ovulacion.
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7.3. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables analizadas fueron proporcion de vaquillonas ciclando y tamafio del
foliculo mayor. La actividad ciclica se analizé mediante las frecuencias acumuladas
de vaquillonas ciclando, a intervalos de 10 dias y se compard usando el estadistico
chi-cuadrado (Microsoft Excel, 2007). El diametro del mayor foliculo (media de cada
grupo) fue agrupado para su analisis en periodos de 5 dias. Las diferencias entre
GE y GC se compararon mediante el test t de student (Microsoft Excel, 2007). Los
resultados de ciclicidad se presentan en forma de frecuencias acumuladas mientras
que diametro del mayor foliculo se presenta como la media + DE.
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8. RESULTADOS m R4l

Los resultados de ciclicidad se presentan en la tabla 1. Cébmo se puede observar la
totalidad de las vaquillonas que ciclaron, pertenecen al GE, no detectandose
vaquillonas ciclando en el GC durante todo el periodo de observacion. No se
detectaron animales ciclando en ningtin grupo hasta el dia 40. Al dia 50, dos
vaquillonas del GE estaban ciclando, aunque no represent6 diferencias significativas
con el GC. La proporcién acumulada de vaquillonas ciclando fue mayor en el GE que
en el GC al dia 60 (P=0,01), 70 (P<0,005) y 80 (P=0,001). Al final del experimento 8
de 15 vaquillonas del GE estaban ciclando, en tanto que en el GC ninguna habla
iniciado la actividad ciclica.

Tabla 1. Proporcién acumulada de vaquillonas ciclando, segun el tiempo de

exposicion a novillos androgenizados, en los grupos expuesto (GE) y control (GC).

Dia GE (n=15) GC (n=15) P
40 0/15 0/15 -
50 2/15 0/15 ns
60 5115 0/15 <0,05
70 715 0/15 <0,01
80 8/15 0/15 <0,001

Analizando el diametro de foliculo mayor en forma diaria, se encontré que éste fue
significativamente superior en las vaquillonas del GE respecto al GC en el dia 6 (6,2
+ 0,8 vs 5,2 £ 0,6mm; P=0,001), 8y 9 (6,7 £ 0,5 vs 5,7 £ 0,5mm; P < 0,05) y desde el
dia 13 al 19 (7,7 £ 0,6 y 6,9 £ 0,5mm, en expuestas y control respectivamente P <
0,05).

Similarmente el didmetro del mayor foliculo observado (media de cada grupo) fue
analizado en forma agrupada en periodos de 5 dias, durante los primeros 35 dias de
exposicion. Se observé que el GE tuvo un diametro de foliculo mayor superior que
las del GC, en el periodo comprendido entre los dias 11 y 15 (P< 0,05) y 21 y 25 (P<
0,001). Dichos datos se presentan en la tabla 2.
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Diametro del mayor foliculo (pfomedio). agrupados en periodos de 5 dias, para los
grupos expuesto (GE) y control (GC), en vaquillonas de carne prepuberes expuestas
a novillos androgenizados.

Diametro del mayor foliculo

(mm)
Periodos (Dias) GE GC P
0-5 56112 5711 ns
6-10 59107 58108 ns
11-15 65108 59107 <0,05
16-20 7,706 74%05 ns
21-25 82105 74104 <0,001
26-30 8410,7 81£1,0 ns
31-35 83110 8,00+1,0 ns
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9. DISCUSION

La exposicion de vaquillonas de came de 24 meses de edad a novillos
androgenizados por un periodo de 80 dias provocé el inicio de la actividad ciclica en
parte del rodeo. Esto coincide con lo reportado por Quadros y Lobato (2004) quienes
observaron que la exposicién de vaquillonas de carne de 24,5 meses de edad por un
periodo de 50 dfas increment6é la proporcion de vaquillonas ciclicas al final del
experimento. En tanto Fiol et al. (2010) trabajando con vaquillonas de 12 meses de
edad expuestas a novillos androgenizados por 35 dias encontraron que una mayor
proporcién de vaquillonas expuestas iniciaron la actividad ciclica, respecto de las
que permanecieron aisladas. Por tanto parecerfa que no son necesarios largos
periodos de exposicién para obtener una respuesta positiva a la bioestimulacion en
vaquillonas de carne.

En nuestro experimento, las diferencias entre vaquillonas expuestas y aisladas de
machos fueron significativas a partir del dia 60 de exposicién. A diferencia de esto
algunos autores no encontraron respuesta a la exposicion a machos en periodos de
estimulacién cortos (21 dias) (Berardinelli et al., 1978) o largos (152 dias) (Roberson
et al., 1987). Por oftra parte, otros autores si reportaron respuesta a la
bioestimulacién en vaquillonas de carne, cuando fueron expuestas durante periodos
de tiempo cortos (Quadros y Lobato, 2004; Fiol et al., 2010) o largos (Rekwot et al.,
2000; Oliveira et al., 2009). Una explicacion a la gran variedad de resultados
obtenidos podria ser las distintas condiciones bajo las cuales fueron realizados los
diferentes experimentos, donde es posible encontrar un gran variedad de
combinaciones entre los factores involucrados en la bioestimulacion como ser: edad
de las vaquillonas, estatus nutricional al inicio y durante la exposicion, tipo de
exposicion empleada (el animal o sus productos de secrecién/excrecion), duracion
de la exposicién, entre otros. Un aspecto a considerar es que las vaquillonas al inicio
y durante el experimento se encontraban en un inadecuado estatus nutricional,
evidenciado por la baja condicién corporal. Es probable que en esas condiciones el
balance metabélico jugara un rol inhibitorio para la funcién reproductiva, lo que
explica que ninguna vaquillona del GC iniciara la actividad ciclica durante el
experimento. En adicion, podria considerarse que dicho estatus nutricional
determin6é que el tiempo entre el inicio de la exposicion y la evidencia de la
respuesta positiva a la bioestimulaciéon se viera incrementado, si se lo compara por
ejemplo con lo reportado por Fiol et al. (2010), quienes observaron respuesta
positiva a la bioestimulacién ya a los 21 dias de exposicion.

La informacion obtenida por ultrasonografia sustenta la hipétesis de que la
bioestimulaciéon provoca un aumento en la tasa de crecimiento de los foliculos, lo
que fue evidenciado por el mayor diametro del foliculo mayor alcanzado en el GE.
Esto es consistente con lo reportadd® por Bastidas et al. (1997), quienes encontraron
que la acumulacién de foliculos pequefios y grandes fue superior para las
vaquillonas que fueron expuestas a machos respecto de las que permanecieron
aisladas, y con lo observado por Atkinson y Williamson (1985) en ovinos, donde las
ovejas que fueron expuestas a carneros presentaron foliculos medianos y grandes,
mientras que las aisladas presentaron solo foliculos pequefios y medianos.
Similarmente Berardinelli et al. (2009) reportaron que vacas posparto expuestas a
toros, alteraron la dinamica de las ondas foliculares, acortando el intervalo
interondas e incrementando el mayor diametro de foliculo alcanzado.
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10. CONCLUSIONES

En base a los resultados del presente estudio concluimos que la bioestimulacion
provocada por la exposicion de vaquillonas de came peripuberales a novillos
androgenizados fue efectiva en inducir la actividad ovarica ciclica asf como en
provocar un aumento en el diametro folicular.
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