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RESUMEN

Para evaluar el efecto de la aplicacion de la Gonadotrofina Coridnica equina
(eCG) en dos momentos en relacion al retiro de un progestageno en un proto-
colo de induccién de ovulacién (dos dias antes vs. el dia de retiro de la fuente
de progesterona) en vacas de carne en anestro superficial con ternero al pie,
se realizaron dos experimentos en los que se evalud la dinamica folicular, ovu-
laciéon, desarrollo del cuerpo luteo, niveles séricos de estradiol preovulatorios,
niveles séricos de progesterona en fase luteal y porcentaje de prenez. El expe-
rimento 1 (N=22) consistid en un trabajo en el que se controlo la dinamica ova-
rica mediante ultrasonografia, se detectd celo y se tomaron muestras de sangre
para la determinacion de estroégenos y progesterona. El experimento 2 (N=676)
consistié en un trabajo en el que se determind la tasa de prefiez. En ambos ex-
perimentos se usaron vacas con ternero al pie con 60 a 90 dias posparto y en
anestro superficial pastoreando en campo natural mejorado. Se compararon
dos tratamientos hormonales de induccion de la ovulacion que consistieron en:
Dia 0: 2mg de benzoato de estradiol (BE) e insercidén de un dispositivo intrava-
ginal con 750mg de progesterona; administracion de 400Ul de eCG al grupo
tratamiento (T5) el Dia 5, y al grupo control (T7) el Dia 7. Dia 7: retiro del dis-
positivo administracién de 0,150mg de D-Cloprostenol. Dia 9: 8ug de un analo-
go sintético de GnRH. En el experimento 2 el protocolo fue el mismo, pero a las
16 horas posteriores a la GnRH se inseminaron las vacas a tiempo fijo (IATF).
En el experimento 1 el grupo T5 tuvo una tendencia (P=0,09) a ser mayor la
sincronia en la ovulacion, ovularon en un periodo de tiempo menor y los folicu-
los preovulatorios dos dias antes de la ovulacion tendieron a ser mayores que
para el grupo T7 (T5 dia -2= 12,4+£0,6mm; dia -1= 13,6£0,6mm vs. T7 dia -2=
10,7£0,6mm; -1= 11,9£0,6mm; P=0,07 y P=0,06, respectivamente). El nivel de
estradiol dos dias antes de la ovulacién fue igual para ambos grupos (T5 =
8,1+0,7pg/ml; T7 = 8,0+0,7pg/ml; P=0,89) y el dia previo a la ovulacién el grupo
T5 tendié a ser mas bajo que para el grupo T7 (TS5 = 6,7+0,7pg/ml; T7 =
8,7+0,7pg/ml; P=0,06). El volumen de los cuerpos luteos (CLs) no fue diferente
entre grupos, aunque hubo una tendencia (P=0,07) el dia 7 postovulacién a ser
mayores en el grupo T5 (6344+634mm?3) que en el grupo T7 (52581634mm3).
La progesterona en sangre fue mayor para el grupo T5 que en el T7 9 dias lue-
go de la ovulacién (T5 =3,59+0,38 ng/mL vs. T7 2,53+£0,35 ng/mL; P=0,04). En
el experimento 2 la tasa de concepcion fue mayor en el grupo T5 que en el
grupo T7 (T5= 72,2% vs. T7= 61,0%; P=0,04). Se concluye que aplicar 2 dias
antes la eCG en el protocolo utilizado y en esta categoria de vacas en anestro
superficial con ternero al pie, aumenta la tasa de concepcion probablemente
debido a que presentan foliculos preovulatorios mas grandes, ovulan en un
rango de tiempo menor y generan CLs mas activos que producen mas proges-
terona. El uso de eCG al Dia 5 aumenta la eficiencia reproductiva en rodeos en
condiciones pastoriles.

Palabras clave: eCG, anestro posparto, dinamica folicular, cuerpo luteo, estra-
diol, progesterona, fertilidad.



SUMMARY

To evaluate the effect of the application of equine chorionic gonadotropin (eCG)
at two moments in relation to the beginning of an ovulation induction protocol
(two days before vs. the day of removal of the progesterone source) in anes-
trous suckled beef cows, two experiments were performed in which follicular
dynamics, ovulation, corpus luteum development, preovulatory estradiol level,
progesterone in the luteal phase and pregnancy rate were evaluated. Experi-
ment 1 consisted of a controlled trial in which ovarian dynamic was determined
by ultrasonography, estrus was controlled and blood samples were taken for
hormonal assays. Experiment 2 consisted of a field trial in which the pregnancy
rate was determined. In both experiments cows were 60 to 90 days of postpar-
tum in anestrous in an improved natural pasture. Two synchronization protocols
for induction of ovulation were performed, which consisted of: Day 0: 2mg of es-
tradiol benzoate (BE) and insertion of an intravaginal device with 750mg of pro-
gesterone; administration of 400Ul of eCG to the treatment group (T5) on Day
5, and to the control group (T7) on Day 7. Day 7: removal of the device adminis-
tration of 0.150mg of prostaglandin. Day 9: 8ug of a synthetic analogue of
GnRH. In experiment 2 the protocol was the same, but at 16 hours after GnRH
the cows were inseminated at fixed time (FTAI). In experiment 1 the group T5
had a tendency to have a greater synchrony (P=0.09) in ovulation and the
preovulatory follicles two days before ovulation tended to be larger than T7
group (TS5 day -2 =12.4 £ 0.6mm; day -1 =13.6 £ 0.6mm vs. T7 day -2 = 10.7
0.6mm, -1 =11.9 £ 0.6mm, day -2 P = 0.07 and -1 P = 0.06). Estradiol level two
days before ovulation was the same for both groups (T5 Day -2 = 8.1 £ 0.7pg/
ml, T7 Day -2 = 8.0 = 0.7pg/ml, P= 0.89) and the day before ovulation for group
T5 resulted in a tendency to be lower than for T7 (TS Day -1 = 6.7 £ 0.7pg/ml;
T7 Day -1 = 8.7 £ 0 7 pg/ml, P=0.06). Corpus luteum volume did not resulted
with significant differences, there was a tendency on day 7 post-ovulation to be
higher for group T5 (T5 Day 7 = 6344 + 634mm3, T7 Day 7 = 5258 + 634mm3, P
= 0.07), progesterone level was greater for T5 group 9 days after ovulation (T5
Day 9 = 3.59 £ 0.38 ng/mL, T7 Day 9 2.53 + 0.35 ng/mL, P = 0.04). In experi-
ment 2, the conception rate was higher for group T5 (TS5 = 72.2% vs. T7 =
61.0%, P = 0.04). It is concluded that advancing 2 days the eCG in these proto-
cols and cow category, increases the conception rate by having bigger preovu-
latory follicles that ovulate in a shorter time range and from these ovulation
more active CLs are generated producing more progesterone. The use of eCG
at Day 5 increases reproductive efficiency in herds under grazing conditions.



1. INTRODUCCION

Uno de los mayores desafios de los productores criadores es aumentar la can-
tidad de terneros producidos por afio y por superficie. En Uruguay en el 2015 la
existencia de vacunos fue de 11,9 millones, 4,2 millones, eran vacas en servicio
y de estas se obtuvo 2,8 millones de terneros (DIEA, 2016) por lo tanto la tasa
de procreo fue de 66,7%. Desde el afio 1998 hasta el 2007 las cifras variaron
de un 57,9% a 66,0%. Por lo tanto, queda claro que existe un enorme potencial
para mejorar (De Nava, 2011). Debido a nuestro sistema de produccion de bo-
vinos de carne predominantemente con una base forrajera pastoril, en bovinos
de carne, la vaca de primera cria con ternero al pie, es la categoria que limita la
obtenciéon de mayores tasas de procreos, esto es debido al prolongado anestro
posparto que presentan (Menchaca et al., 2013).

La inseminacion artificial (IA) es una herramienta importante para la mejora ge-
nética y permite la utilizacion de varios esquemas que mejoren la eficiencia re-
productiva. El uso de tratamientos hormonales para la IA, da la posibilidad de
concentrar los celos reduciendo el numero de terneros en la cola de paricion.
La principal limitante de la IA en condiciones extensivas es la deteccidn de ce-
los ya sea por la propia falla durante la deteccion, la falta de celos y la dificultad
de juntar los rodeos dos veces por dia durante un periodo prolongado de tiem-
po. Por esto, se han desarrollado tratamientos que permiten inseminar sin tener
que detectar celos, como el Ovsynch que fue el primero desarrollado y que
permite ademas realizar una inseminacién a tiempo predeterminado o fijo
(IATF) (Pursley et al., 1995). Esto da la posibilidad de concentrar aun mas los
partos en ganado de carne produciendo lotes de terneros que pesan de 14 kg y
18 kg mas al destete en vaquillonas y vacas respectivamente y son mas uni-
formes en su condicién corporal (De Nava, 2016). La gran limitante del uso de
este tratamiento son las vacas que no estan ciclando por lo que el tratamiento
con progesterona exdgena, ya sea administrada via inyectable, o como disposi-
tivo intravaginal (DIV) es necesaria para llevar a cabo un protocolo de IATF de
vacas que se encuentran en anestro posparto (Cavestany, 2002).

Los tratamientos para la induccion de la ovulacion y reinicio de la actividad ova-
rica basados en el uso de progestagenos son combinados con otras hormonas
como el estradiol o la hormona estimulante de gonadotrofinas (GnRH), éstas
son aplicadas para reiniciar una nueva onda folicular y para inducir la ovulacién
de un nuevo foliculo dominante. En algunos protocolos de IATF, sobre todo los
gue son aplicados a vaquillonas y vacas en anestro, es recomendado el uso de
la gonadotrofina coridnica equina (eCG) como promotor del desarrollo folicular
y luteal, por su efecto positivo tanto en la secrecion de hormona foliculo estimu-
lante (FSH) como de hormona luteinizante (LH) (Cutaia et al., 2003). La utiliza-
cion de eCG aumenta el tamano del foliculo preovulatorio dando lugar a un
cuerpo luteo (CL) de mayor tamafo que produce mayor cantidad de progeste-



rona, el momento en el cual se debe aplicar esta hormona requiere generar
mas informacién para optimizar su uso (Ferreira et al., 2013; Menchaca et al.,
2013).

El objetivo de esta tesis es generar informacion sobre la eficiencia reproductiva
de vacas con cria al pie de 60 a 90 dias de edad, a las que se les aplicd un
protocolo de IATF, modificando el momento de aplicacion de la eCG.

2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

2.1 Dinamica folicular

La dinamica folicular es el proceso por el cual los foliculos crecen, hasta que
uno de ellos llega a la ovulacion mientras que el resto se degeneran terminan-
do en la atresia. Estos eventos suceden en forma ordenada y periddica y se da
en una modalidad de ondas (Ginther et al., 1989; Evans et al., 1994).

La hembra bovina puede tener 2 o 3 ondas foliculares por ciclo estral. Cada
onda folicular comienza con una etapa de reclutamiento, la baja pulsacion del
centro tonico hipotalamico estimula la secrecién de FSH provocando el creci-
miento de un grupo (cohorte) de 8 a 41 foliculos antrales de aproximadamente
1 0 2 mm de diametro (Ginther et al., 1989). Estos foliculos crecen todos en un
rango similar hasta llegar al desvio folicular, momento en el que uno de estos
foliculos, el foliculo dominante (FD), aumenta la tasa de crecimiento frente al
resto, esto ocurre a los 2,5 dias del inicio de cada onda para todas las razas.
Esta situacion se produce cuando se alcanza 6 mm de diametro folicular en el
Bos indicus y 8,5 mm en el Bos Taurus (Sartorelli et al., 2005).

Hasta el final de la etapa de crecimiento o principio del desvio la mayoria de los
foliculos pueden lograr la dominancia, la eliminacion del FD da lugar a un rapi-
do crecimiento del foliculo que le sigue en tamano (Ginther, 2016). Entre 24 y
36 horas antes que comience el desvio de tasa de crecimiento del FD respecto
al resto, éste, con 5 mm de didametro, presenta diferencias funcionales y de
composicion de elementos intrafoliculares. La secrecién de inhibina es el primer
evento que marca el desvio del foliculo dominante, esta produce la caida de
FSH con la consecuente subordinacién del resto de los foliculos pertenecientes
a esta onda (Gibbons et al., 1997). El factor de crecimiento tipo insulinico-1
(IGF1) y el estradiol (E2) intrafolicular, tienen una autorregulacion positiva que
junto a la inhibina continuara suprimiendo la secrecion de FSH e indirectamen-
te aumentando la LH en respuesta a el aumento de la pulsatilidad de GnRH
(Hansel y Convey, 1983; Beg y Ginther, 2006; Haughian et al., 2013). Esta cai-
da de FSH continua siendo necesaria para el crecimiento del FD y se torna in-
suficiente para el crecimiento de los foliculos subordinados (FS) que comienzan
su regresion (Bergfelt et al., 2000). EI FD comienza a ser menos dependiente
de la FSH debido a una transicién de receptores de FSH a receptores para la
LH aumentando asi la sensibilidad frente a la misma (Ireland y Roche, 1983).



Luego de esta primera fase de crecimiento del FD, el mismo comienza una fase
estatica que se da a el 5to dia de la emergencia de la onda folicular, cuando el
foliculo alcanza los 10 mm aproximadamente, este se mantiene sin crecimiento
durante 3 a 4 dias, cuando comienza la fase de regresién hasta la atresia, esto
ocurre bajo la influencia de altos niveles de progesterona (P4), que permite una
alta amplitud, pero inhibe la frecuencia y la pulsatilidad de la LH (Rahe et al.,
1980). Con niveles basales de P4 y el estimulo de E2 proveniente del FD, el
hipotdlamo aumenta la pulsatilidad de GnRH y los pulsos de LH comienzan a
ocurrir cada 40 a 70 minutos durante 2 a 3 dias otorgando capacidad ovulatoria
al foliculo y provocando la ovulacién (Forde et al., 2011). La ovulacion es un
proceso que integra varios eventos, culminando con la liberacion del contenido
del foliculo incluyendo, ovocito, corona radiata, cumulus oophurus vy licor folicu-
lar (Adams y Singh, 2015).

2.2. Manipulacion de las ondas foliculares

El conocimiento sobre la dinamica folicular y luteal es basico para la manipula-
cion del ciclo estral en las distintas categorias de bovinos y producir un fuerte
impacto en la eficiencia reproductiva. A partir de aqui se pueden proponer dis-
tintos tratamientos para distintas biotecnologias reproductivas como protocolos
para realizar una inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF), superovulacion
para la produccion de embriones in vivo o in vitro y la transferencia embrionaria
(Adams y Singh, 2015). Para la manipulacién de ondas foliculares los trata-
mientos se basan en el uso de E2 o de GnRH dependiendo de los efectos que
se busque o de las reglamentaciones que existan para el uso de las mismas en
distintos paises (Colazo y Mapletoft, 2014).

El E2 se utiliza en programas de IATF como ésteres: benzoato (BE) o cipionato
de estradiol (CE) los que tienen, particularmente el CE, una vida media mas
larga que el E2 natural. El E2, al ser aplicado induce la atresia folicular y supri-
me la secrecion de gonadotrofinas produciendo un efecto mas marcado duran-
te la fase luteal o en combinacion con un progestageno (Bolt et al., 1990). Una
vez que el estradiol administrado es metabolizado, el nivel de FSH aumenta
llegando a un pico maximo al 1,5 o 2 dias provocando el reclutamiento folicular
y dando inicio a nueva onda, dando lugar a una nueva onda folicular de la que
se originara un FD entre el 4 y 5 dia (Bo et al., 1995). El BE al ser aplicado sin
el efecto supresor del progestageno, si se retira el mismo al séptimo u octavo
dia en el que se tendra la presencia del foliculo dominante; estimulara la pulsa-
tilidad de LH alcanzando el pico maximo entre las 16 a 18 horas, provocando la
ovulacién a las 24 a 32 horas del tratamiento (Colazo y Mapletoft, 2014; Macmi-
llan y Burke, 1996). El CE provoca un pico de LH menor que el benzoato, mas
prolongado y sucede entre las 46 a 54 horas luego del tratamiento dando lugar
a la ovulacion en el mismo periodo de tiempo, mismo tamario de foliculo y la
misma tasa de ovulacién que el benzoato de estradiol. Estos resultados dan la



posibilidad de inducir la ovulacion el mismo dia del retiro del progestageno sin
alterar los indices de prefiez (Colazo et al., 2003; Sales et al., 2012). Por otro
lado, el CE demostro ser inconsistente para inducir la emergencia y sincronia
de una nueva onda folicular al inicio de un protocolo con progestagenos en ga-
nado lechero (Thundathil et al., 1999).

La GnRH se utiliza en distintos protocolos de IATF como analogos (buserelina,
licerelina o gonadorelina) con el fin de estimular la ovulacion de un FD, los tres
analogos demostraron ser efectivos al estimular la ovulacion, dando mas canti-
dad y crecimiento mas rapido de LH en sangre la buserelina y licerelina que la
gonadorelina (Picard-Hagen et al., 2015). La GnRH fue la hormona utilizada
para el primer protocolo propuesto de IATF realizado en ganado lechero en
produccion llamado Ovsynch (Pursley et al., 1995). En éste, los autores suge-
rian que la aplicaciéon de la primera dosis de GnRH en cualquier momento del
ciclo estral estimula la ovulacion, luteinizacion o atresia de grandes foliculos
antrales. De esta forma, se obtiene un cuerpo luteo que es eliminado mediante
la administracién de prostaglandina f2« (PGF) al séptimo dia, de modo que al
aplicar una segunda dosis de GnRH al noveno dia ésta provoca la ovulacién de
un foliculo generado. Dependiendo de la situacion de la onda folicular en que
se encuentre la vaca al inicio del tratamiento, luego de la administracion de
GnRH entre los dias 3 y 6 de la emergencia de una onda folicular se producira
la ovulacion de casi el 90% de los foliculos, dando lugar a la emergencia de
una nueva onda folicular a los 1,3 dias luego del tratamiento (Macmillan y That-
cher, 1991; Martinez et al., 1999). Posteriormente, se observé que el momento
en que se aplicaba la primera dosis de GnRH no produciria el mismo efecto en
cualquier dia del ciclo, si la primera dosis de GnRH es administrada entre los
dias 1y 4 o del 14 al 21 del ciclo estral se obtienen tasas de prefiez menores
que si son tratadas del dia 5 al 13 (Vasconcelos et al., 1999). En un estudio
realizado en el que se compara el efecto de la GnRH y la LH aplicadas en dis-
tintos dias del ciclo sexual, se observd que la GnRH es efectiva produciendo la
ovulacion en foliculos de mas de 9 o 10 mm y que se encuentren en la etapa
tardia de crecimiento o fase estatica temprana (Martinez et al., 1999). Durante
el metaestro temprano (dia 1-3) al aplicar GnRH el foliculo que se pretende
ovular no lo hara por falta de receptores para la LH y al momento de aplicar la
PGF éste se encontrara en el periodo de atresia por lo que la ovulacién fallara
al aplicar la segunda GnRH (Colazo et al., 2009). Por otro lado, el comenzar el
protocolo el dia 15 del ciclo estral, donde habria un foliculo dominante de una
segunda onda, es probable que éste no responda ovulando por estar en una
fase estética tardia y la prostaglandina endégena producira la lutedlisis del ciclo
estral natural, debido a este fendmeno se adelantan los celos antes del dia de
aplicar la PGF y la tasa de prefiez general del programa estara afectada (Mo-
reira et al., 2000).



Debido a estos hallazgos, se propuso un nuevo esquema que incluye una pre-
sincronizacion del ciclo (Presynch) de vacas ciclando con el objetivo de iniciar
los tratamientos durante la fase luteal temprana. El esquema se basa en la
aplicaciéon de dos dosis de PGF separadas por 14 dias y al dia 12 de la segun-
da PGF se inicia el protocolo de IATF. De acuerdo a reportes en los que se
compara la presincronizacion de vacas ciclicas y vacas aciclicas (Moreira et al.,
2001) esto resulta en un incremento de la tasa de prefiez de un 10% para las
vacas ciclando por comenzar el protocolo en la fase luteal temprana y por el
efecto de la PGF en el tracto reproductivo, en el caso de las vacas aciclicas el
Presynch no incrementé la tasa de prefiez por no tener CL donde actuar la
PGF (Moreira et al., 2001). También se propuso el uso de P4 durante el periodo
entre la administracion de la primera GnRH y la PGF con el fin de prevenir las
ovulaciones prematuras en ganado de carne sometido a un protocolo Cosynch
(segunda GnRH al momento de la IATF), los resultados de éste trabajo demos-
traron un aumento marcado en vacas ciclando ya que se previno el celo y la
ovulacion (Lamb et al., 2001).

El uso del E2 en combinacidén con progestagenos al inicio de un tratamiento
para IATF resultd ser mas efectivo que iniciar el tratamiento con GnRH; en un
estudio realizado en vaquillonas puberes, en el que se compararon los porcen-
tajes de manifestacion de celo, tasa de concepcion y prefiez con 1 mg de BE y
100 pg de gonadorelina al inicio del tratamiento con progestagenos, resulté en
un 100% de celo y un 76% de prefiez para el grupo del estradiol frente a un
55% de celo y un 48% de prefiez (Martinez et al., 2001; Martinez et al., 2002).
En otro estudio realizado en vacas con ternero al pie con un promedio de edad
de 73 dias, con progesterona oral durante 7 dias e induccion de la ovulacién
con GnRH, el uso de E2 al inicio del tratamiento dio una mayor tasa de mani-
festacion de celo y prefiez de las vacas inseminadas a celo visto y mayor tasa
de prenez para las vacas inseminadas a tiempo fijo que el grupo que se inicié
el tratamiento con GnRH (Thundathil et al., 1999). El uso de la GnRH como in-
ductor de la ovulacion es mas efectiva que el E2. Se compard un protocolo
Ovsynch sustituyendo la aplicacién de la segunda GnRH por BE comenzando
ambos tratamientos durante la fase luteal temprana. La GnRH gener6 un pico
de LH a las 2 horas de ser aplicada, provocando una ovulacion en un rango de
tiempo menor, el E2 generd el pico de LH luego de las 20 horas de ser aplicada
produciendo la ovulacion en un rango de tiempo mayor, concluyendo que la
GnRH tiene un mayor poder de sincronizacion de la ovulacién que el E2 (Ca-
vestany et al., 2002).

2.3. Anestro posparto v técnicas para el reinicio a la ciclicidad

El retorno a la ciclicidad es una de las mayores limitantes para poder llegar a
los objetivos de produccion anual de terneros. En Uruguay el 80% de las vacas
de cria con ternero al pie, con una condicién corporal de menos de 4,5 (escala



de 1-8), en condiciones pastoriles, se encuentran en anestro, (ausencia de CLs
en un periodo de 10 dias) del 20 al 40% de éstas se encuentran en anestro
profundo (ausencia de CLs y presencia de foliculos <a 8 mm) y 60 a 80% en
anestro superficial (ausencia de CLs y presencia de foliculos > a 8 mm; Men-
chaca et al., 2013; Wiltbank et al., 2002). Esta condicion se debe fundamental-
mente a dos factores que son la nutricion y el amamantamiento, afectando en
primer lugar a las vacas de primera cria. Hasta la ultima etapa de la gestacion,
el eje hipotalamo-hipofisario se encuentra bloqueado por una marcada retro-
alimentacion negativa ejercida por la alta concentracion de esteroides (estro-
genos y progesterona) provenientes de la placenta y ovarios (Randel, 1990;
Williams, 1990; Yavas y Walton, 2000a). Los estrogenos en los ultimos 14 dias
de la gestacion suben a una tasa de 248 pg/dia hasta llegar a los 2660 pg/ml,
por otro lado, la progesterona hasta el dia antes del parto se mantiene en for-
ma estable en un promedio de 13,9 ng/ml para pasar a 0,7ng/ml luego del parto
(Henricks et al., 1972). Este estado hormonal inhibe la secrecion de FSH y LH
suprimiendo totalmente la actividad folicular durante los ultimos 20 a 25 dias
previo al parto (Crowe et al., 1998) y las reservas hipofisarias de LH son bajas
por el estradiol placentario de los dias previos al parto (Nett et al., 1987). El
parto da lugar al desbloqueo, cuatro dias luego del mismo se reanuda el creci-
miento folicular y la pulsatilidad de FSH ya sea en ganado lechero en produc-
cion o en vacas de carne con ternero al pie en las que se puede encontrar un
FD dentro de los primeros 7 a 10 dias posparto. La falla esta en el estimulo a la
ovulacion y no en el crecimiento folicular, las reservas de LH se completan de
forma mas lenta que las de FSH y esto ocurre recién entre la segunda y tercera
semana posparto (Crowe et al., 2014).

El fin del puerperio, dependera del estatus nutricional y de la condicion corporal
que la madre tenga durante la gestacion, al momento de parir y durante los si-
guientes 30 a 40 dias posparto; las reservas energéticas de la madre incidiran
directamente en el periodo de tiempo des el parto a el primer celo (Short et al.,
1990). La condiciéon corporal es una medida practica para estimar las reservas
energéticas que tiene la vaca y para predecir su actividad ovarica. En Uruguay
se usa la escala del 1-8 teniendo como 1 a un animal en estado caquéctico y al
8 como obeso (Randel, 1990; Méndez et al., 1988). La reduccién del consumo
de la dieta necesaria para llevar a término la prefiez, parto y puerperio, condu-
ce a una baja en el contenido tanto de FSH como de LH a nivel de hipdfisis,
esto reduce la respuesta de las mismas frente al estimulo de GnRH exdgena y
a un retraso al inicio de una adecuada pulsatilidad de LH, para producir la ma-
duracion folicular y primera ovulacion posparto (Yavas y Walton, 2000a).

No solo la lactancia y su exigencia energética mantienen esta demora en el
reinicio de la actividad ciclica, sino que la presencia del ternero influye en forma
negativa para acortar este periodo. De hecho, las vacas que son ordefiadas sin
presencia de su ternero obtuvieron un periodo mas corto del parto a la primera



ovulacion con demostracion de celo debido a un aumento en la pulsatilidad de
LH mas temprano (De Rensis y Peters, 1999). Desde el parto hasta los prime-
ros 15 a 30 dias posparto el contenido de LH hipofisaria no es suficiente para
generar ningun impulso, luego de restablecerse la cantidad minima de LH se
necesita generar pulsos. Los niveles de opioides enddgenos producidos por el
cerebro como las endorfinas, encefalinas y dinorfinas causan la supresion de la
pulsatilidad de GnRH, esto implica que la pulsatilidad de LH se encuentre inhi-
bida (Yavas y Walton, 2000b). El olfato, la vista y el sonido son los principales
sentidos por los que la madre identifica a su ternero, estos interfieren en la pul-
satilidad de GnRH, generando una alteracion en la frecuencia y amplitud de la
LH desde centro ténico hipotalamico impidiendo la ovulacién (Montiel y Ahuja,
2005).

Son muchas las estrategias que se han desarrollado para acelerar el reinicio de
la actividad ovarica junto con el manejo sanitario y nutricional adecuado. El
destete precoz y temporario con tablillas, asociado a tratamientos hormonales,
resultod ser la medida mas efectiva para acortar el periodo de parto al reinicio de
la ciclicidad. Sin embargo, el uso de tratamientos hormonales unicamente, en
condiciones de campo, no redujo este periodo (Pinheiro, 2009; De Castro,
2006; Mackey et al., 2000; Fanning et al., 1995).

Los tratamientos que se basan en el uso de progestagenos para realizar una
IATF resultaron ser efectivos para reiniciar la ciclicidad en vacas que se en-
cuentran en anestro posparto (Baruselli et al., 2004; Cutaia et al., 2003; Mac-
key et al., 2000; Bo et al., 1995; Fanning et al., 1995) y reducir pérdidas em-
brionarias (Diskin y Morris, 2008; Kerbler et al. 1997).

El efecto del tratamiento con progesterona previo a la induccién de la ovulacion
con GnRH o BE, demostrdé aumentar la cantidad de vacas que ovulan y de esta
ovulacion el cuerpo luteo secretara mayores niveles de progesterona (Williams
et al., 1982). El uso de progestagenos (priming) en vacas en anestro superfi-
cial, simula los niveles subluteales de progesterona en sangre que tienen las
vacas luego de la primera ovulacion posparto, con un ciclo estral mas corto de
lo habitual y sin demostracion de celo (Yavas y Walton, 2000a). La incorpora-
cion de un progestageno en el protocolo Ovsynch, colocado el dia de la aplica-
cion de la primera dosis de GnRH vy retirandolo el dia de la administracion de
PGF, aumenté la tasa de prefiez en vacas lecheras en produccién que se en-
contraban en anestro, por el contrario, en las vacas que se encontraban ciclan-
do no hubo cambios en la tasa de prefiez (Cavestany et al., 2003). También
esta asociado a un mayor nivel de estradiol circulante lo que facilitara la de-
mostracion de celo previo a la ovulacién, generando CLs. de vida media dentro
de los parametros normales y con una mayor produccion de progesterona en
vacas en anestro con ternero al pie (Sheffel et al., 1982).



2.4. Pérdidas embrionarias, estrategias para la prevencion

En vacas que han reiniciado su ciclo sexual y son inseminadas con semen de
buena calidad la tasa de concepcion es de 90% a 100%. Sin embargo, del 50%
al 55% de éstas son reconocidas en utero con niveles suficientes de P4 para
seguir adelante con la gestacion (Diskin y Morris, 2008; Thatcher et al., 1995).
La gran mayoria de las perdidas embrionarias se dan durante las primeras tres
semanas luego de la fecundacion (Diskin y Morris, 2008). En vacas lecheras de
alta produccidn, en la primera semana luego de la inseminacion se da mas del
50% de pérdidas embrionarias, mientras que en vaquillonas puberes y con
buenas condiciones reproductivas al ser inseminadas la mayoria de las pérdi-
das embrionarias se dan entre los dias 8 y 18 luego del celo (Sartori et al.,
2010) mas precisamente antes del dia 14 (Dunne et al., 2000). El periodo criti-
co de supervivencia del embrion en bovinos es entre el dia 15 y 17, momento
en el que la accion del interferon-tau (IFN) producido por las células trofoblasti-
cas del embridn impide la lutedlisis con la consecuente reabsorcién embrionaria
(Binelli et al., 2001; Roche et al., 1981). Existe una correlacién positiva entre la
produccion de P4 y la produccion de IFN, por lo que es de entender que altas
concentraciones de P4 durante la primera semana pos fecundacién producira
cantidad suficiente de IFN y este ultimo de P4 para prevenir una inminente lu-
teolisis (Kerbler et al., 1997; Diskin et al., 2012).

Los niveles de P4 del ciclo anterior, en el momento en el que comienza la luted-
lisis esta directamente relacionado con la vitalidad embrionaria, el efecto que
produce niveles bajos de P4 podria ser una maduracion prematura del ovocito,
lo que altera un normal desarrollo del embrién (Diskin et al., 2012). Luego de la
inseminacién durante la fase luteal temprana y media, medida durante los dias
5, 6 y 7 pos ovulacion se encontré una relacidén positiva entre la supervivencia
embrionaria y los niveles de P4 en vacas de carne y lecheras en produccién
(Diskin et al., 2006; Stronge et al., 2005), no solo esta asociada la concentra-
cion de P4, también el atraso del aumento de P4, puede condicionar la reten-
cion embrionaria, el solo atrasar de 1 a 1,7 dias se relaciona con el aumento de
reabsorcion embrionaria (Diskin et al., 2012; Mann y Lamming, 2001; Stronge
et al., 2005), una minima diferencia de 0,5 ng/MI de progesterona desde la ovu-
lacion hasta el dia 4 pos ovulacion influyen, positiva y directamente en la ex-
presidn de genes del endometrio para el grupo de proteinas RBP (Retinol Bin-
ding protein) relacionadas con la asimilacion de nutrientes del concepto (Mc.
Neill et al., 2006). Es asi que se han comenzado a disefiar distintas estrategias
para aumentar los niveles de P4 en sangre durante los primeros dias y sema-
nas luego de la fecundacioén, esto reduciria las pérdidas embrionarias. La P4
puede ser suplementada de forma exdgena por medio de dispositivos intrava-
ginales (DIV) o podria ser endégena mediante la generacion de CLs accesorios
o mejorando el desarrollo de un CL de mejor calidad con una mayor produccion
de P4. La administracion de P4 exdgena resultd estar relacionada en forma po-
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sitiva con la producciéon de IFN cuando es administrada durante los dias 4 y 5
pos ovulacién, por lo tanto, con una mayor retencién embrionaria. Por el contra-
rio, suplementar con P4 luego de este periodo no logré producir cambios signi-
ficativos del IFN, lo que no traeria beneficios en lo que respecta a la retencién
embrionaria (Mann et al., 1999). La suplementacién con P4 exdgena a partir
del dia 3 no afectd la supervivencia de los embriones ni aceleré el estadio em-
brionario pero aumenté la elongacion del mismo entre los dia 8 y 18 o sea lue-
go de estar eclosionado, los mecanismos por los que la P4 induce el crecimien-
to embrionario esta mediado por las secreciones endometriales, este aumento
de P4 podria inducir cambios en la expresion de genes durante el clivaje tem-
prano del embrién manifestdndose mas tarde en la elongacion (Carter et al.,
2008), sin embargo en otro experimento de suplementacién de P4 en el que se
midi6 tasa de prefez/inseminacion en ganado lechero en produccion la misma
disminuyo dicha tasa (Parr et al., 2014).

La utilizacion de gonadotrofina coridnica humana (hCG), en un protocolo
Ovsynch modificado en vacas lecheras en produccidon y en vacas de carne con
ternero al pie el dia 5 y 7 respectivamente, luego de la IATF, con la insercion de
un DIV, produjo la ovulacién del foliculo dominante y desarrollo de CLs acceso-
rios en mas del 90% de las vacas tratadas. Asi aumentd en forma significativa
la concentracion de P4 enddgena en sangre debido a la hiperplasia y/o hiper-
trofia de CLs accesorios producidos (Nascimento et al., 2013; Dahlen et al.,
2013). El uso de la hCG también fue comparado con la administracién de
GnRH, en protocolos con progestagenos tanto la hCG como la GnRH resulta-
ron efectivas en la formacion de CLs accesorios, pero solo las tratadas con
hCG lograron aumentar la progesterona y las tasas de prefiez (Stevenson et
al., 2007; Stevenson et al., 2008). Por otro lado, el uso de la GnRH fue evalua-
da en los dias 5 y/o 15 dias pos inseminacion con el fin de aumentar la tasa de
prefiez y resultd ser negativa en cualquiera de los dias por separado o en am-
bos (Bartolomé et al., 2005).

En vacas multiparas de carne se encontré una marcada relacién positiva entre
el diametro del foliculo preovulatorio con la cantidad de P4 en sangre, el au-
mento de la misma y la tasa de prefiez cuando la ovulacion es inducida para
una IATF, no encontrandose dicha relacion en caso de que la ovulacion sea es-
pontanea, sugiriendo que la supervivencia del embrién requiere de un ovocito
competitivo y maduro para sobrellevar una gestacion (Perry et al., 2005). En
otro estudio en vaquillonas de carne en el que se comparé el porcentaje de
prefiez con el diametro folicular, la cantidad de E2 en sangre previo a la ovula-
cion y la demostracion de celos también resultdé en tener una relacién positiva
para foliculos entre 10,7 mm y 15,7 mm, la induccion de la ovulacion de folicu-
los con diametros menores a 10,7 mm resultd en menos E2 en sangre, menor
demostracidn de celo y menores indices de prefiez. La alta concentracion de
E2 en el momento de la inseminacion esta asociada a altos porcentajes de
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prefiez por crear un ambiente uterino propicio para el semen y su transporte en
el tracto reproductivo (Perry et al., 2007; Sa Filho et al., 2010) asi como bajos
niveles de E2 provenientes de foliculos de menor tamafo estan asociados a
una lutedlisis prematura de la fase luteal subsiguiente por la menor inhibicion
de receptores de oxitocina en el utero (Mann y Lamming, 2000) y a un CL de
menor tamafio, menos concentracion de P4 en sangre y menor porcentaje de
prefiez (Vasconcelos et al., 2001). El diametro del Cl generado de un foliculo de
mayor diametro también tendra un area mayor, secretara mas cantidad de pro-
gesterona y ésta aumentara con mayor velocidad, aumentando el porcentaje
de prefiez (Baruselli et al., 2003). Una de las estrategias que se pueden imple-
mentar para esto es prolongar el proestro, el periodo de tiempo que se espera
en los protocolos mas usados desde el retiro del dispositivo a la IATF en vacas
es de 52-56 horas y vaquillonas de 48 a 56 horas, en protocolos que buscan
prolongar el pro estro, el periodo de tiempo desde el retiro del dispositivo a la
IATF es de 60 a 72 horas. Esto resulté en una tasa mayor de prefiez y mayor
concentracion de progesterona en vaquillonas con una condicién corporal ade-
cuada, mientras que en vaquillonas con condicion corporal por debajo de lo
deseado estos resultados fueron menores. Mientras la condicién corporal fue
buena el crecimiento folicular tendié a ser mayor, los cuerpos luteos fueron ma-
yores y la progesterona durante los 12 dias subsiguientes fue mayor cuando
prolongamos el periodo de proestro (de la Mata, 2016). Estos tratamientos,
cuando se los asoci6 a la aplicacion de gonadotrofina coriénica equina (eCG),
aumentaron ya sea la tasa de prefiez, porcentaje de ovulacion y progesterona
en sangre en todos los grupos, produciendo un efecto mas marcado en catego-
rias como vacas en anestro posparto y vaquillonas confirmando el efecto posi-
tivo de ésta sobre el desarrollo folicular (Bo et al., 2016; Cutaia et al., 2003;
Menchaca et al., 2013).

El uso de la eCG demostré ser eficiente para promover el desarrollo folicular y
luteal por su efecto liberador de FSH y LH (Murphy y Martinuk, 1991). Distintos
protocolos de inseminacion artificial a tiempo fijo en distintas categorias y sin-
cronizacion de receptoras en programas de transferencia embrionaria la tienen
incorporada por mejorar sustancialmente las tasas de fertilidad (Menchaca et
al., 2013; Nunez et al. 2012; Duffy et al. 2004; Yavas y Walton 2000a; Vifioles
et al., 1999).

2.5 La gonadotrofina coridnica equina eCG

La eCG, denominada en sus origenes PMSG (Gonadotrofina sérica de yegua
prefada), fue descrita por Cole y Hart y detectada casi simultaneamente por
Zandec en 1936 (De Rensis y Lopez-Gatius, 2014). Es una de las hormonas
reproductivas encargada de mantener la prefiez en la yegua y es producida por
las copas endometriales entre los 40 y los 140 dias de gestacion (Allen et al.,
1973). Es una glicoproteina acidica compleja de alto peso molecular (72000
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Dalton) compuesta por dos subunidades, la alfa con 96 aminoacidos y la beta
con 149 aminoacidos, esta ultima es idéntica a la LH (Guillon y Combarnous,
1983; Bousfield et al., 2001). Es una molécula que por su peso molecular y su
contenido de acido sialico, sobretodo en la subunidad beta, tiene una vida me-
dia larga ya que su eliminacion via hepatica y renal es lenta, 26 horas en la ye-
gua, mas que la LH y FSH (Cole et al., 1967). La FSH producida por la ade-
nohipdfisis durante la prefiez temprana de la yegua, continta desarrollando fo-
liculos en forma de ondas, como si continuaran los ciclos estrales en plena
temporada reproductiva, los foliculos mas desarrollados ovularan o seran lutei-
nizados por la accion de tipo LH ejercida por la eCG (Urwin y Allen, 1982; Ant-
czak et al. 2012). Estos nuevos CLs llamados accesorios aumentan la cantidad
de progesterona en sangre y duran casi hasta la mitad de la gestacion, evento
necesario para mantener la prefiez en dicha especie (Stewart y Allen, 1981).

Cuando se la aplica en rumiantes tiene un efecto de liberacién de FSH y LH por
presentar afinidad con los receptores de la granulosa y teca interna del foliculo,
(Cole et al., 1967; Stewart y Allen, 1981) por lo que puede ser usada en pro-
gramas de IA, IATF o de superovulacién cumpliendo la funcién de promotor de
desarrollo folicular o de induccion de la ovulacion que puede ser simple o pro-
ducir multiples ovulaciones, segun la dosis aplicada sera el efecto provocado
(Murphy y Martinuk, 1991). La caracteristica de tener una larga vida media en
equinos también la mantiene en rumiantes, luego de la aplicar 1500 Ul llega a
su maxima concentracién a las 24 horas descendiendo lentamente logrando
ser detectada hasta 10 dias después luego de ser inyectada (Menzer y
Schams, 1979), obteniendo una vida media de 121 horas (Schams et al.,
1978). Es aceptado que para inducir la ovulacién se necesita aplicar un rango
de dosis entre 200 Ul y 1200 Ul y para provocar multiples ovulaciones se debe
pasar las 2500 Ul por lo menos (Bellows y Short, 1972). En los programas de
IATF es recomendada para aumentar las tasas de prefiez en vaquillonas con
300 Ul y vacas con cria al pie con 400 Ul por ser categorias que presentan difi-
cultades de respuesta frente a distintos estimulos hormonales (Menchaca et al.,
2005; Menchaca et al., 2006) al igual que vacas multiparas con baja condicién
corporal y con falta de demostracion de celo (Cutaia et al., 2003; Baruselli et
al., 2004; Bo et al., 2016). Sin embargo, el uso de eCG no demostré provocar
diferencias favorables en los parametros antes mencionados, en vacas con ci-
clos sexuales regulares y con buena condicion corporal (Souza et al., 2009), se
considera que en vacas ciclicas y con buena condicion corporal el uso de eCG
podria producir ovulaciones multiples si en el momento de aplicarla no existe la
dominancia de ningun foliculo (Duffy et al., 2004). Se estudiaron los efectos de
la eCG a distintas dosis; en vacas lecheras en produccion se busco incremen-
tar la tasa de prefiez aumentando de 400 Ul a 600 Ul pero no se obtuvo ningu-
na diferencia (Ferreira et al., 2013). En vacas de carne con ternero al pie se
encontré que el uso de 300 Ul o 400 Ul fue igual de eficiente, mejorando la
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tasa de prefiez sin mostrar diferencias significativas entre ambas dosis (Pessoa
et al., 2016).

En los protocolos utilizados de IATF la eCG se usa en el momento del retiro del
dispositivo de P4, a los 7 u 8 dias de comenzado el tratamiento y con lo que se
logra obtener foliculos preovulatorios de mayor diametro, lo que aumenta el
porcentaje de ovulacién, mejora el desarrollo de CL, produciendo mas cantidad
de P4, aumentando la tasa de prefiez (Bo et al., 2016; Nufez et al., 2014, Br-
yan et al., 2009; Baruselli et al., 2004). Dos dias después de la aplicacion de
eCG fue que se observé el mayor crecimiento de diametro folicular resultando
en un mayor diametro de foliculo preovulatorio y tasa de ovulacion (Sa Filho,
2010). En un estudio realizado con dosis multiples de eCG aplicada en distintos
momentos con el objetivo de obtener ovulaciones dobles en busqueda de me-
llizos, se concluy6 la importancia del momento en la cual se aplica la misma. Al
aplicar 800 Ul de eCG antes del desvio folicular o sea tres dias después de la
aplicacién del progestageno con la induccion de una nueva onda folicular y tres
dias antes de la aplicacion de PGF y del retiro del dispositivo de P4, se obtuvo
un 30% mas de prefieces dobles y un 15% mas de prefiez en general, correla-
cionado con una mayor cantidad de progesterona en sangre (Martinez et al.,
2014).

Trabajos relacionados con la transferencia de embriones a tiempo fijo (TETF)
buscaron obtener una respuesta a la eCG aplicada a dosis de 600 Ul y 800 Ul
el dia 2 del inicio de un protocolo de sincronizacién en receptoras para obtener
mas cantidad de CLs, por lo tanto mas cantidad de P4; pero estos no dieron
diferencias significativas en lo que respecta a los porcentajes de prefiez, la di-
ferencia se dio en los volumenes de CL y concentracién de progesterona entre
los dias 7 y 14 (Kenyon et al., 2012). Una de las caracteristicas deseables de
las receptoras es que al momento de la transferencia del embrion presenten
cantidad de P4 suficiente como para llevar a término una gestacion, para esto
se usa eCG en distintos protocolos de sincronizacion, estudios realizados de-
mostraron que en vaquillonas cruza Bos indicus, el aplicar la eCG el dia 5 de
inicio de un protocolo de 8 dias, o sea tres dias antes del tradicional momento
que en el retiro del dispositivo intravaginal con P4, aumenta la cantidad de CL y
de P4 en sangre y obtuvieron una tendencia a aumentar los porcentajes de re-
tencién embrionaria (Nasser et al., 2004).

Estudios recientes en vacas con 40 a 60 dias posparto con protocolos de IATF
basados en el uso de 8 dias de DIV con P4 y E2, propusieron comparar los
efectos de administrar la eCG el dia 8 de retiro del dispositivo, el dia 6 o no
aplicarla. Los resultados fueron que administrarla el dia 6 aumenta el diametro
del foliculo preovulatorio dando un CL de mayor volumen y mas concentracion
de P4 en sangre en el dia 10 postovulacion comparada con darla el dia del reti-
ro del DIV, a pesar de esta diferencia en este estudio no hubo cambios entre
dar eCG el dia del retiro del DIV o no darla (grupo control) en diametro folicular,
area de CL ni tasa de prefiez (Tortorella et al., 2013), no concordando con tra-
bajos anteriormente mencionados para esta categoria de vacas (Cutaia et al.,
2003; Baruselli et al., 2004; Bo et al., 2016) .
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Tanto las dosis como el momento en el que se debe aplicar la eCG en protoco-
los de IATF en ganado de carne es motivo de estudio en distintas categorias,
nuestro equipo demostré que en vacas con ternero al pie, en un protocolo de
IATF de 7 dias, a base de progestageno y BE, dar la eCG el dia 5 del inicio, o
sea dos dias antes del retiro del progestdgeno aumentd el porcentaje de vacas
que ovulan y el diametro del foliculo preovulatorio en vacas con ternero al pie
entre 60 y 90 dias de paridas (Cavestany et al., 2012).

3. Hipdtesis

La administracién de eCG en vacas de carne con ternero al pie, 2 dias antes
del retiro del progestageno vs. el mismo dia promueve un foliculo preovulatorio
de mayor diametro, genera un cuerpo luteo de mas volumen que produce mas
progesterona aumentando la retencion embrionaria y por ende la fertilidad del
tratamiento de IATF.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar, en vacas de carne en anestro con cria al pie, la respuesta a la admi-
nistraciéon de eCG en dos momentos utilizando un protocolo de IATF con P4 y
BE al inicio del tratamiento e induccion de la ovulacién con GnRH.

4.2. Objetivos especificos

Determinar si la aplicaciéon de eCG en distintos momentos de un protocolo con-
vencional de IATF produce diferencias en:

1. El crecimiento folicular, diametro de los foliculos preovulatorios, tasa y dis-
persién ovulatoria y volumen de CL.

2. La concentraciéon de E2 en sangre en fase folicular y P4 en fase luteal.

3. El porcentaje de prefiez y de deteccion de celos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Diseno experimental

Para cumplir con los objetivos planteados se realizaron dos experimentos. El
Experimento 1 consistié en un ensayo controlado realizado en una estacion
experimental donde se tomaron muestras de sangre para la determinacion de
la concentracion de E2 y P4, se estudio la dinamica folicular, la evolucion de
volumen del CL y se realizé deteccion de celos dos veces por dia durante una
hora en la tarde y una hora en la mafana 24 horas luego del retiro del DIV. En
el Experimento 2 se compard la tasa de concepcidén obtenida con los mismos
protocolos utilizando un mayor numero de animales de dos establecimientos
comerciales.

5.2. Experimento 1

Animales y Manejo

El trabajo se realiz6 en el campo experimental “La Magnolia” de INIA Tacua-
rembo. Se utilizaron 22 vacas Braford con terneros al pie de 60 a 90 dias de
edad, la condicion corporal (CC) de las madres al momento del inicio del trata-
miento fue de 3,46+0,43 en una escala del 1 al 8, siendo el 1 un animal en es-
tado de emaciacién y 8 un estado de obesidad (Méndez et al., 1988). Las va-
cas se encontraban en anestro superficial posparto diagnosticado por medio de
dos ecografias de ovarios via rectal (ESAOTE MyLab, Dietrich; Holanda, con
un transductor de 10 MHz en modo B) con intervalo de 10 dias. Se considerd
en anestro superficial a las vacas que no presentaron CL en ninguno de los
ovarios en ambas oportunidades con foliculos 26 mm. Los grupos (n=11 para
cada tratamiento) se formaron considerando los dias posparto y la CC. Diaria-
mente al comenzar con el muestreo, a los terneros se les coloco tablilla nasal y
fue removida el ultimo dia de la toma de muestras. Ambos grupos eran llevados
a las mangas por las mafanas y poco antes de comenzar con el muestreo se
separaban los terneros llevandolos a un corral a parte donde se iban soltando a
las madres luego de trabajar con cada una.

Grupo T5 experimental:

Dia 0: Se administré6 2mg via intramuscular de benzoato de estradiol (BE, Ben-
zoato de estradiol zoovet, Zoovet, Santa Fe, Argentina) y se colocé un disposi-
tivo intravaginal (DIV) impregnado con 750 mg de progesterona (Pro-ciclar p4
Zoovet, Santa Fe, Argentina).

Dia 5: Se administré6 400 Ul intramuscular de gonadotrofina coridénica equina
(eCG, Biogon Plus, Biogénesis Bago, Buenos Aires, Argentina).
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Dia 7: Se retir6 el DIV y se administré 0,150 mg via intramuscular un analogo
de PGF, D-Cloprostenol (PG, Ciclar Zoovet, Santa Fe, Argentina).

Dia 9: Se administré 8 yg intramuscular de un analogo sintético de GnRH, Ace-
tato de Buserelina (GnRH, Progerelin, Nanokem, Montevideo, Uruguay).

Grupo T7 testigo:

Dia 0: Igual que el grupo T5 experimental

Dia 7: Se retir6 el DIV y se administr6 eCG y PG con las mismas dosis, vias y
origen de drogas que en grupo T5.

Dia 9: Se administré 8 ug intramuscular de un analogo sintético de GnRH, Ace-
tato de Buserelina (GnRH, Progerelin, Nanokem, Montevideo, Uruguay).

5.3. Experimento 2:

Este experimento consistié en el estudio de la tasa de concepcion y se realizé
con 676 vacas cruza Braford en dos establecimientos comerciales, Santa Ema
(km 178 Ruta 26, Salto, Uruguay) y Sarandy (km 395 Ruta 26, Cerro Largo,
Uruguay). El numero de animales asignados a cada tratamiento 263 413 para
T5y T7 respectivamente. En Santa Ema se trabajoé con 175 animales (T5=68 y
T7=107), en Sarandy se trabajé con 501 animales (T5=195 y T7=306), se reali-
zaron los mismos tratamientos y con las mismas dosis que en el experimento 1,
con la diferencia que en este experimento se llevo a cabo la inseminacion artifi-
cial a tiempo fijo (IATF) 16 horas luego de la administracién de GnRH como se
muestra en las figuras 1 y 2. La inseminacion fue realizada por el mismo inse-
minador de cada establecimiento, con semen de los 5 mismos toros en cada
establecimiento de fertilidad probada. El diagnéstico de gestacion se realizd 30
dias después del dia de la inseminacién por medio de una ultrasonografia
transrectal.

DJagnéstho
leccion Insercion de Retiro DIV+ g cvurrd
> i%cclgs o DIV+BE eCG PGF2a GnRH \ATF

Dia-10 Dia 0 Dia 5 Dia 7 Dia 9 Dia 10 Dia 30

Figura 1: Linea de tiempo y cronograma de tratamientos y actividades para
grupo T5

Diagnostico
Seleccién de Insercion de Retiro DIV+ de gestacion
vacas DIV+BE PGF2a+eCG GnRH IATF

Dia-10 Dia 0 Dia 7 Dia 9 Dia 10 Dia 30

Figura 2: Linea de tiempo y cronograma de tratamientos y actividades para
grupo T7
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5.4. Ultrasonografia:

Para la ultrasonografia en el experimento 1 se utilizé un equipo con alta resolu-
cion ESAOTE MyLab con un transductor de 10 MHz en modo B. El examen fue
realizado via transrectal y las vacas fueron inmovilizadas en un cepo. Diez dias
antes de comenzar los tratamientos se seleccionaron vacas que no presenta-
ban ninguna anormalidad del tracto reproductivo y sin presencia de CL en sus
ovarios. El dia de comenzar el tratamiento se realiz6 una segunda ecografia
con el fin de descartar a las vacas que presentaran CL. Desde el dia 5 de colo-
cados los DIV, para ambos grupos comenzaron los estudios de dinamica folicu-
lar; para esto se midieron todos los foliculos mayores de 4 mm de didmetro en
ambos ovarios cada 24 hs. Los registros se llevaban en planillas individuales
por vaca, con un dibujo de los ovarios para luego reconocer la posicion de las
estructuras medidas en ambos, luego de detectar el foliculo dominante se lo
siguié hasta la ovulacion, la que fue definida por la desaparicién del foliculo
preovulatorio.

Luego del diagndstico de la ovulacion se siguid realizando los estudios ecogra-
ficos de la fase luteal cada 24 h hasta el dia 14 postovulacion. Se tomaron las
medidas del diametro mayor y diametro menor del CL, con estas dos medidas
se realiza un promedio para luego poder calcular el volumen del mismo. Los CL
cavitarios fueron medidos de la misma forma, se midié el volumen de la cavi-
dad para luego restarle el mismo al volumen total medido anteriormente y obte-
ner el volumen del tejido luteal. La formula utilizada fue: 4/3*m*r3 (Sartori et al.,
2002).

Para el experimento 2 se utilizé los mismos criterios que para el experimento 1.
Las vacas fueron seleccionadas 10 dias antes de empezar los tratamientos por
ecografia del tracto reproductivo y luego se realizdé una segunda ecografia al
dia 0 del protocolo de sincronizacion. A los 30 dias luego de la IATF se hizo una
ultima ecografia para el diagndstico de prefiez. EI mismo fue realizado con un
equipo Aloka 500 con una sonda lineal de 5MHz. El diagndstico positivo a la
prefiez fue realizado por la deteccién de una vesicula embrionaria en el utero.

5.5. Determinacion hormonal:

Las muestras de sangre fueron obtenidas de la vena yugular con el sistema de
Vacutainer (PrecisionGlide, Becton Dickinson, NJ, Estados Unidos) con agujas
21G. Las muestras de sangre fueron tomadas cada 24 hs en el mismo momen-
to en el cual se realizaba el examen de ultrasonografia con los animales en el
cepo. Inmediatamente luego de haber sido tomadas las muestras de sangre las
mismas fueron centrifugadas a 3000 RPM durante 20 minutos con el fin de ex-
traer el suero para luego congelarlo a -20°C. La medicién de hormonas fue rea-
lizada por radioinmunoanalisis (RIA) en el Laboratorio de Técnicas Nucleares
de la Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica.
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La progesterona fue analizada con un Kit comercial (MP Biomedicals, LLC
Diagnostics Division, OH, Estados Unidos). La minima concentracion detectada
del ensayo fue de 0,14 ng/mL. Todas las muestras fueron analizadas en un uni-
co ensayo. Los coeficientes de variacion intraensayo para los controles bajos
(0,91 ng/mL) y altos (4,81 ng/mL) fue de 6,3% y 4,2% respectivamente.

El estradiol fue analizado con un Kit comercial (MP Biomedicals, LLC Diagnos-

tics Division, OH, Estados Unidos). La sensibilidad del ensayo
fue de 4,24 pg/mL. Todas las muestras fueron anali- o zadas por
duplicado. El coeficiente de variacién para el control utilizado

(10,0 pg/mL) fue de 19,8%.

5.6. Analisis estadistico:

Para las variables continuas, crecimiento y diametro folicular, volumen de CL,
concentracion de P4 y E2 se utilizé el método de Modelos Mixtos del SAS (Sta-
tistical Analysis System Institute Inc., Cary, NC, USA, 2008).

Para los resultados de prefez fueron analizados por medio de regresion logis-
tica, considerando efecto de tratamiento el establecimiento y su interaccién.

La tasa y dispersion ovulatoria se analizoé con el test exacto de Fisher tomando
en cuenta la ovulacion hasta las 16 y luego de las 16 horas (Prism 5.00,
GraphPad Software, Inc., 2007).

Los resultados se expresan como medias + el correspondiente error estandar y
las variables categoricas en porcentaje (%). Las diferencias se consideraron
significativas cuando el valor de P<0,05, cuando el valor P>0,05 y P<0,1 se
considerd que existié una tendencia.
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6. RESULTADOS

6.1. Experimento 1:

OVULACION y CELOS

Todas las vacas de este experimento ovularon y ninguna presento ovulaciones
multiples. Todas (100%) las vacas del grupo T5 ovularon el mismo dia, antes
de que se cumplieran las 16 h. desde la aplicacion de la GnRH. En el grupo T7,
7 (64%) ovularon antes de las 16 h. de la aplicacion de la GnRH, 3 (27%) antes
delas 24 hy 1 (9%) a las 48 h (P= 0,09), como se muestra en la figura 3. La
distribucion de la ovulacion se muestra en la figura 4.

Tratamientos

100 % | BE | B
P= 0,09

75 %

50 %

25 %

0% —
Antes de 16 h Después de 16 h

Figura 3: Porcentaje de vacas de carne en anestro superficial con ternero al
pie que Ovularon antes y después de las 16 h de la aplicacion de GnRH (h=0)
para los grupos TS5y T7
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Tratamientos

100 %

B 15 m 17

75 %

50 %

25 %

0%
16h 24h 48h

Figura 4: Distribucién de la ovulacién desde la aplicacion de GnRH (h=0) en
vacas de carne en anestro superficial con ternero al pie para los gruposy TSy T7

En el grupo T5 5 vacas mostraron celo y 6 no mostraron celo. El grupo T7 se
comporté igual que el T5, 5 vacas mostraron celo y 6 no mostraron celo.

CRECIMIENTO FOLICULAR

El crecimiento folicular desde el dia 5 hasta el dia de diagnosticada la ovula-
cion no presento diferencias significativas entre ambos grupos. El desarrollo de
los foliculos dominantes de ambos grupos se muestra en la figura 5.
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Dias previos a la ovulacion

Figura 5: Diametro folicular los 5 dias previos a la ovulacion en vacas de carne
en anestro superficial con ternero al pie para los grupos T5 y T7, las cruces in-
dican tendencia estadistica (dia -2 P=0,07 y -1 P=0,06).
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DIAMETRO DE FOLICULO PREOVULATORIO

El diametro de foliculo preovulatorio los dias -2 y -1 del comienzo del tratamien-
to presentd una tendencia (P=0,07 y P=0,06 respectivamente) a ser mayor en
el grupo T5 comparado con el grupo T7 ambos dias. Los datos se resumen en
la tabla 1.

Tabla 1: Diametro folicular los dias -2 y-1 en vacas de carne en anestro super-
ficial con ternero al pie para los gruposy TSy T7

Diametro T5 T7 P
FD dia -2 12,4+0,6mm 10,7+0,6mm 0,07
FD dia -1 13,6+0,6mm 11,9+0,6mm 0,06

FD: Foliculo Dominante

CONCENTRACION DE ESTROGENOS EN SANGRE

Los niveles de estrégenos en sangre al dia 8 del inicio del tratamiento no mos-
traron diferencias significativas entre grupos. Al dia 9 de inicio del tratamiento
los niveles de estrogenos en sangre mostraron una tendencia a ser menores
para el grupo T5 comparado con el grupo T7, el detalle de los datos se resume
en la tabla 2.

Tabla 2: Niveles de estradiol en sangre los dias los dias -2 y -1 en vacas de
carne en anestro superficial con ternero al pie para los grupos T5y T7

Parametro T5 T7 P
Estradiol dia -2 8,11£0,7pg/ml 8,0£0,7pg/ml 0,89
Estradiol dia -1 6,710,7pg/ml 8,7+0,7pg/ml 0,06
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VOLUMEN DE CUERPO LUTEO

El volumen de cuerpo luteo no presenté diferencias significativas entre grupos
desde la ovulacion hasta el dia 14; sin embargo, el dia 7 luego de la ovulacion
mostré una tendencia a ser mayor en el grupo T5 comparado con el grupo T7
(P=0,07). La evolucién del volumen de cuerpo luteo desde el dia de la ovula-
cion hasta el dia 14 se muestra en la figura 6.

&% T5 O T7
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5250
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Vol. de CL. en mm3
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Dias pos ovulacion
Figura 6: Volumen de cuerpo luteo desde la ovulacion hasta el dia 14 postovu-
lacion en vacas de carne con ternero al pie para los grupos TS5y T7, la cruz in-
dica tendencia estadistica, (P=0,07).
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CONCENTRACION DE PROGESTERONA EN SANGRE EN FASE LUTEAL

Los niveles de progesterona en sangre se mantuvieron sin diferencias significa-
tivas hasta el dia 8. En el dia 9 luego de la ovulacion, la progesterona del grupo
T5 (3.59+0.38 ng/mL) fue mayor que la del grupo T7 (2.53+0.35 ng/mL)
(P=0,04). La evolucion de progesterona se muestra en la figura 7.
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Figura 7: Niveles de P4 en sangre desde la ovulacién hasta el dia 9 postovula-

cion en vacas de carne con ternero al pie para los grupos T5 y T7, el asterisco
indica diferencia significativa (P=0,04).

6.2. Experimento 2:

A los 30 dias pos IA 190 vacas de las 263 del grupo T5 fueron diagnosticadas
prefiadas y 73 vacias, lo que corresponde a un 72,2% de prefiez. En el grupo
T7 252 vacas de 413 del grupo fueron diagnosticadas prefiadas y 161 vacias lo
que corresponde a un 61,0% de prefiez. La tasa de prefiez del grupo T5 fue
mayor que la del grupo T7 (P=0,04). El analisis de los tratamientos entre los
predios no mostrd interaccion (P=0,54) por lo que se utilizé el numero total de
animal de ambos predios.
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7. DISCUSION:

7.1. Experimento 1:

Ovulacién vy celos

Todas las vacas del experimento 1 ovularon, lo que coincide con estudios ante-
riores (Cutaia et al., 2013) sobre la accién de la eCG en esta categoria de va-
cas sobre el desarrollo del foliculo seleccionado. El rapido efecto de la GnRH
produce un pico de LH mas preciso en el tiempo que el benzoato de estradiol
(Cavestany et al, 2002) con la caracteristica necesaria de llegar a dar un pulso
ascendente por hora para concretar la ovulacién de un foliculo dominante en
fase de crecimiento o estatica temprana (Crowe, 2008). Este resultado coincide
con otros estudios en los que se compararon distintos protocolos con la aplica-
cion de eCG en los que se logra el 100% de ovulaciones incluyendo vacas que
se encuentren en anestro posparto (Duffy et al., 2004). Esto se debe al efecto
de estimulo de crecimiento folicular, asi como la efectividad de los tratamientos
basados en el uso de progestagenos y BE el primer dia del tratamiento para
reinicio de la ciclicidad con desarrollo de CLs vida media normal para vacas ci-
clando (Fike et al., 1997).

Trabajos realizados por Gutiérrez-Anez et al. (2009) comparan tasa ovulatoria,
momento de la ovulacion, diametro folicular y area luteal aplicando una dosis
de eCG de 200Ul o 400Ul; no hubo diferencias entre dosis en el momento de la
ovulacion, diametro folicular o area luteal. Por otro lado, con la dosis de 400Ul
obtuvieron mas del 95% de ovulaciones mientras que con una dosis de 200Ul
no pasaron el 75%; estos datos se asemejan a los obtenidos en nuestro trabajo
ya que la dosis utilizada fue de 400Ul y todas las vacas ovularon.

En el presente ensayo, se observd un adelantamiento y mayor sincronia de la
ovulacion para las vacas del grupo T5 ya que las 11 ovularon antes de que se
cumplieran las 16 horas de ser aplicada la GnRH, en el grupo T7 la sincronia
tendié a ser menor ya que 7 vacas ovularon antes de las 16 h, 3 antes de las
24 h y una vaca antes de las 48 h, datos que ratifican los resultados obtenidos
por nuestro equipo de trabajo en la misma categoria de vacas (Cavestany et
al., 2012). Este es un rango a tener en cuenta ya que el objetivo de la implan-
tacion de estos tratamientos es permitir la realizacion de una IATF y cuanto
mas sincronizada sea la ovulacion con la hora de inseminar mejor seran las ta-
sas de prefez. Pursley et al. (1995) reportaron que luego de la administracién
de GnRH en vacas Holando con presencia de un foliculo dominante en creci-
miento la ovulacion se da entre 24 y 32 h y que a medida que atrasamos el
momento de inseminar luego de la ovulacién los indices de prefiez disminuyen,
por lo que con estos resultados podria considerarse el disminuir el periodo de
tiempo entre la administracion de GnRH y la IATF. Lussier et al. (2017) identifi-
caron en vacas adultas ciclando 61 genes involucrados en la regulacion de la
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ovulacion y luteinizacion de células de la teca interna y de la granulosa durante
el periodo en el que el foliculo dominante adquiere capacidad ovulatoria, y to-
dos ellos aumentan su expresion en las células de la granulosa mediante el
uso de hCG. La eCG podria estimular a el foliculo luego del desvio folicular du-
rante dos dias mas que en el grupo control, lo que podria adelantar su capaci-
dad ovulatoria mejorando, la vascularizacion del foliculo dominante necesaria
para la maduracion final del ovocito (Acosta, 2007), y la sensibilidad ante el es-
timulo de la LH a la ovulacién. De hecho, la capacidad ovulatoria se consigue
luego del aumento diferencial del diametro folicular (Sartori et al., 2001), cuan-
do se duplican los receptores de LH en células de la granulosa (Bao et al.,
1997), los de la teca interna se cuatriplican (Xu et al., 1995) y la eCG podria
tener un papel protagénico en esta instancia. El foliculo necesita aumentar de
diametro rapidamente bajo la influencia de LH pero esta no es la unica limitante
para adquirir capacidad ovulatoria (Sartori et al., 2001).

No se registraron ovulaciones multiples como en otros estudios en los que
cambiando el dia de aplicacion o la dosis de eCG se logra obtener ovulaciones
dobles con el fin de generar mas tejido luteal con la consecuente mayor pro-
duccidon de progesterona para receptoras en programas de transferencia em-
brionaria o con el fin de producir mellizos (Duffy et al., 2004; Nasser et al.,
2004; Kenyon et al., 2012; Martinez et al., 2014). En Nueva Zelandia en vacas
de carne se esta comenzando a promover el aumento de nacimientos de melli-
zos en |ATF con ovulaciones dobles, intentando lograr el fendmeno de codomi-
nancia mediante el uso de eCG y no pasando de tres ovulaciones por los per-
juicios que podria traer a la hora de parto y cria, por lo tanto, conocer la dosis y
momento de aplicar la eCG es basico (Martinez et al., 2014). En 5 experimen-
tos realizados por Martinez et al. (2014), utilizando en ganado de carne IATF y
un protocolo Ovsynch modificado se compararon dosis de eCG que van desde
300Ul a 1000Ul y el momento de aplicar la PGF, a los dos y tres dias de la pri-
mera GnRH agregando un progestageno y reduciendo el protocolo a 6 dias en-
tre primera GnRH y PGF. Estos autores obtuvieron 30% de ovulaciones dobles
y 20% de gestaciones dobles aplicando 800Ul de eCG el dia 3 luego de la pri-
mera GnRH con progestagenos para evitar que se adelanten las ovulaciones.
El fin de dicha propuesta fue que la dosis de eCG es aplicada cuando la emer-
gencia de la nueva onda folicular esta bien definida pero antes de que se pro-
duzca el desvio folicular. De esta forma se genera el fendbmeno de codominan-
cia de los dos foliculos de mayor tamano y se prolonga el efecto adicional de
FSH y LH estimulado por la larga vida media de la eCG. En el presente ensayo
al aplicar 400 Ul 5 dias después de la induccion de la onda folicular ya ten-
driamos un foliculo ejerciendo dominancia sobre el resto de los subordinados
por lo que seria dificil generar el fendbmeno de codominancia con la posterior
prefiez de mellizos.

26



Por otro lado, Kenyon et al. (2012) reportaron en ganado lechero en el que se
mide tasa de prefiez, volumen de tejido luteal y P4 aplicando 600Ul u 800Ul de
eCG el dia 2 del comienzo de un protocolo de transferencia embrionaria a
tiempo fijo (Ovsynch) a receptoras, con el fin de obtener ovulaciones multiples,
los resultados no fueron favorables en cuanto a tasa de prefiez, ovulaciones
multiples y P4. En este caso aumentaron los volumenes de los CLs el dia 7
luego de la induccion de la ovulacién, los autores discuten si aplicar la eCG tan
temprano del comienzo de algunos tratamientos no interferiria con el patrén de
crecimiento folicular o afectara el efecto de la segunda GnRH para inducir la
ovulacion por la persistencia de dicha hormona en sangre. Sin embargo en otro
ensayo realizado con los mismos fines que el anterior, pero en vaquillonas cru-
za bos-indicus, aplicaron la eCG el dia 5 o el dia 8, en un protocolo de 8 dias y
obtuvieron mas cantidad de cuerpos luteos, de P4 y una tendencia de aumento
de prefiez (Nasser et al., 2004). Los autores aseveran que el aumento de cuer-
pos luteos se da por que las vaquillonas al dia 5 fueron estimuladas con la eCG
cuando aun la nueva onda folicular se encontraba en fase de crecimiento o en
una etapa muy temprana de seleccion, la medicion de todos los parametros se
realizé el dia de la implantacion de los embriones, las vaquillonas en este caso
son seleccionadas por su condicién corporal, ciclicidad, una buena salud re-
productiva y las razas indicas presentan una poblacion folicular y sensibilidad a
tratamientos hormonales mayor que las taurinas. En nuestro ensayo la aplica-
cion de eCG en el grupo experimental se realizd 5 dias después del comienzo
del tratamiento y en ese momento ya existia un foliculo seleccionado que seria
beneficiado por el prolongado estimulo FSH y LH antes que los del grupo con-
trol. Fue realizado en vacas que se encontraban en anestro superficial, esto
condicionaria a un efecto mas rapido del BE el dia 0 para el desarrollo de una
nueva onda folicular y la generacion de un foliculo dominante mas rapido que
en vacas que estuvieran ciclando normalmente ya que el efecto inhibidor del
BE del dia de la aplicacion de los DIV (dia 0) seria mas efectivo y rapido. Por lo
tanto, es mas dificil llegar a un dia 5 sin la obtencion de un foliculo generando
dominancia y que se produzca el fenobmeno de codominancia u ovulaciones
multiples (comunicacion personal, Gnemi Giovani, 2018).

La demostracién de celos fue la misma para ambos grupos, por lo que no hubo
efecto del adelantamiento de aplicacion de eCG sobre el celo. De las 11 vacas
de cada grupo en el Experimento 1, 5 presentaron celo. La aplicacion de eCG
en el momento del retiro del DIV aumenta la tasa de demostracion de celos en
vacas en anestro con ternero al pie. Pessoa et al. (2016) compard el porcentaje
de celos en vacas con terneros de 40 a 70 dias de edad, en categorias en
anestro y ciclando, cuando se usa eCG a diferentes dosis y cuando no se se
usa eCG. En ambas categorias resulté en que el uso de eCG aumento la tasa
de demostracion celo sin presentar diferencias entre la aplicacion de 300Ul o
400UL. En el presente experimento se aplicod la eCG en ambos grupos y la vida
media de esta hormona supera los 5 dias (Schams et al., 1978), por lo tanto, el
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resultado es esperable ya que el efecto de la misma seguia siendo el mismo
durante el momento que se controld el celo. En vaquillonas sincronizadas con
un progestageno a las que se les administro 250Ul de eCG 12 y 24h antes y al
momento del retiro del progestageno, demostraron una reduccion del periodo
desde el retiro del DIV hasta el comienzo del celo para los animales a los que
se les aplicé 24 h antes la eCG (Albarran et al., 2017), probablemente esto se
deba a el tiempo en que demora la eCG en llegar al maximo su concentraciéon
en sangre que son 24 h (Schams et al., 1979). En nuestro trabajo el momento
en que se hizo el control de celo los niveles de eCG en sangre de los grupos
T5 y T7 seguramente hayan sido iguales y estuviesen actuando de la misma
forma.

Siete dias después del parto se detecta la emergencia de la primera onda foli-
cular sin la generacion de dominancia de ningun foliculo. De 10 a 21 dias des-
pués surge el primer foliculo dominante; la falta de reservas de LH es la limitan-
te para que la primera ovulacion posparto ocurra siendo la misma sin demos-
tracion de celo (Yavas y Walton, 2000b). Este foliculo preovulatorio podria pro-
ducir suficiente E2 que en ausencia de P4 podria dar lugar al comportamiento
de celo, pero esto no es lo Unico necesario, el efecto en el cerebro y el bloqueo
que produce la P4 sobre el eje hipotalamo-hipofisario previo a la dominancia
del foliculo preovulatorio también condicionara la demostracién de celo. No por
haber mas concentracidén de estradiol en sangre durante mas tiempo, como se
podria haber esperado en este ensayo, tiene por qué potenciarse el comporta-
miento de celo (Vailes et al., 1992; Allrich, 1994). De hecho en estudios en los
que se compara expresion de celo con niveles de estradiol sanguineos en va-
cas superovuladas y no superovuladas, las superovuladas llegan a niveles ma-
yores que las no superovuladas, pero no hubo diferencias entre la tasa de de-
mostracion de celo ni en la intensidad de los mismos (Coe y Allrich, 1989).

Son muchos los factores que inciden en la demostracion de celo. Existen facto-
res individuales, el estado sanitario, elementos gendmicos individuales y here-
dables, ya detectados en el hipotdlamo y en cuatro regiones distintas del cere-
bro en vacas holando que condicionan el comportamiento e intensidad de celo
(Woelders et al., 2014). Los factores climaticos y sociales como la temperatura,
la humedad, el tamafio y composicién del rodeo también influyen (Diskin y
Sreenan, 2000). Factores que estan relacionados con la prolongada exposiciéon
de niveles de cortisol en sangre, como en situaciones de stress, también afec-
tan directamente a la expresion de celo (Cook et al., 1987; Vailes et al., 1992).

Crecimiento folicular, diametro de foliculo preovulatorio y estradiol en sangre

El patron de crecimiento observado en la grafica se mantuvo igual. A partir del
dia -3 a la ovulacién se observa una aceleracion en el crecimiento folicular para
el grupo T5 que no se observa en el grupo T7, en el cual el crecimiento folicular
se mantiene constante. Esto llevé a la obtencion de un diametro de foliculo
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preovulatorio en los dos dias previos a la ovulacion con tendencia estadistica a
ser mayor en el grupo T5 que en grupo T7. La eCG aplicada en rumiantes al-
canza su pico maximo en sangre luego de las 24h. de inyectada via intramus-
cular (Schams et al., 1979). Su efecto maximo entonces, puede comenzar a
darse a partir de este momento y perdurar durante 5 dias mas (Schams et al.,
1978) dependiendo de los receptores que tenga donde actuar, ratificando parte
de la hipotesis planteada en esta tesis.

Con el fin de lograr un foliculo preovulatorio de mayor diametro también se ha
comparado el uso de la eCG con la hCG, las que demostraron no tener dife-
rencias entre si en lo que respecta al crecimiento folicular. La diferencia que se
obtuvo entre estos dos grupos es que en el grupo al que se le administré hCG
hubo un 44% de ovulaciones prematuras, probablemente por la alta afinidad de
hCG con los receptores de LH (Prata et al., 2018). En nuestro ensayo los datos
fueron inversos, no hubo efecto sobre el crecimiento pero si sobre el diametro
folicular a las 48 y 24 h. Prata et al. (2018) no obtuvieron diferencias entre dia-
metros de foliculos preovulatorios en ninguno de los grupos; es muy probable
que este resultado esté sujeto a la vida media en sangre de la hCG que no su-
pera las 30 horas (Giordano et al., 2013) siendo menor que la vida media en
sangre de la eCG y a la afinidad de esta ultima tanto a receptores para LH
como de FSH. Por otro lado, Tortorella et al. (2013) en un protocolo de induc-
cion de la ovulacion de 8 dias en vacas en anestro con 40 a 60 dias de paridas
no encontré diferencias entre diametro de foliculo preovulatorio ni crecimiento
folicular entre el grupo control (no eCG) y el grupo en el que se aplico eCG el
dia 8 (dia de retiro de DIV) resultado no discutido por el autor que difiere de los
anteriores trabajos citados, no obstante en el grupo al que se le habia aplicado
la eCG 2 dias antes del retiro del dispositivo, observaron diferencias significati-
vas en ambas variables comparado con los otros dos grupos. Nuestros resulta-
dos concuerdan con esta informacion. La posible explicacién para estos hallaz-
gos seria que la pregnenolona existente en las células de la teca es transfor-
mada en dihydroepiandrostenediona por medio de la enzima citocromo P450«
17 <hydroxylasa (P45017 ), luego de distintos procesos enzimaticos la andros-

tenediona pasa a través de la membrana basal a las células de la granulosa
aromatizandose a estradiol por medio de la cytocromo P450«aromatasa. La
eCG produciria un estimulo a nivel de la teca en foliculos en crecimiento y
preovulatorios aumentando los niveles de la enzima P45017« que estimula la
secrecion de estradiol, efecto de mayor similitud a un efecto LH (Soumano et
al., 1996). De hecho, se ha reportado una mayor concentracion de estradiol y
progesterona cuando se utiliza eCG que cuando se utiliza FSH (Soumano et
al., 1996). Al aumentar la cantidad de estradiol, aumentaria el diametro folicu-
lar, y al prolongarse el estimulo dos dias mas como en nuestro ensayo podria
explicar la tendencia observada a tener foliculos preovulatorios mayores en-
contrada.
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Soumano et al. (1998) en un ensayo similar al anterior de superovulacion,
compararon eCG y FSH, midieron la cantidad de ARNm que codifican para re-
ceptores de LH y de FSH en foliculos de distintos tamafnos y para los recepto-
res de LH en el CL antes y después de la aplicacion de una dosis de PG, repor-
taron que tanto los receptores de LH como los de FSH disminuyeron en las va-
cas superestimuladas con eCG lo que podria interpretarse como una auto re-
gulacién negativa debido a la alta dosis utilizada (2500Ul). En nuestro caso uti-
lizamos una dosis 6 veces menor, por lo que este resultado podria haber sido
inverso o sea una regulacion de receptores de FSH y LH positiva, como el re-
sultado obtenido en ratas inmaduras sometidas a un tratamiento con 10Ul de
eCG en las que los receptores de FSH a las 24h y 52h posteriores al tratamien-
to aumentaron (LaPolt et al, 1992).

Los niveles de estradiol en sangre el dia -2 fueron iguales para ambos grupos y
el dia -1 hubo una tendencia a que fueran menor para el grupo T5. Segun la
hipétesis planteada y los resultados obtenidos sobre el diametro del foliculo
preovulatorio (con tendencia a ser mayor para T5 vs. T7), se podria haber es-
perado un mayor nivel de estradiol en sangre para T5, lo que estaria en con-
cordancia con ensayos anteriores en los que se determiné que a mayor diame-
tro folicular mayor es la concentracion de estradiol en sangre (Noseir, 2003).
Por otro lado, compararon animales super estimulados con eCG y con FSH y al
aplicar eCG los niveles de estradiol resultaron ser mayores (Soumano et al.,
1996). No obstante, el otro resultado obtenido en el presente ensayo fue que
las vacas del grupo T5 ovularon con mayor sincronia y antes que las del grupo
T7, esto concuerda con los resultados obtenidos por Komar, et al. (2001) en los
que mide como el estradiol en sangre desciende al minimo 8 a 10 horas antes
del momento de la ovulacién. Podria ser que la dosis utilizada (400Ul) no sea
tan alta como para dar diferencias significativas de estradiol en sangre, también
puede haber sucedido que el que el maximo de estradiol para T5 se haya dado
antes, para esto seria necesario realizar los mismos analisis realizados en este
experimento desde el dia de la aplicacion de eCG para el grupo T5 y para el
grupo control.

Volumen de CL y progesterona en sangre

Si bien en el presente trabajo no se observaron diferencias en el volumen de
CL durante toda la fase luteal se observé una tendencia el dia 5 a ser mayor
para T5 que para T7. Este resultado pudo haber estado limitado por en nimero
de animales ya que el uso de un numero mayor de animales podria haber re-
sultado en una diferencia estadistica a partir del dia 4 pos ovulacion. De la
Mata (2016) en un experimento de IATF en los que prolongan el proestro (J-
Synch) con el fin de lograr foliculos preovulatorios de mayor diametro, obtiene
este mismo resultado durante la fase luteal, una tendencia del CL 7 dias luego
de la ovulacion a ser mayor para el grupo en el que foliculo fue mayor lo que
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coincidiria en parte con nuestro resultado. El volumen luteal esta correlaciona-
do en forma positiva con la cantidad de P4 producida por darlo mayoritariamen-
te las células luteales grandes y en menor proporcion las chicas, lo que se en-
tiende como una mayor cantidad de células produciendo progesterona dando
una mayor tasa de fertilidad (Vasconcelos et al., 2001), aunque esta no es una
caracteristica definitiva para predecir la calidad y funcionalidad del CL. Mann,
(2009), en un experimento en el que se compara peso luteal con P4 en sangre
en distintos momentos de la fase luteal llega a la conclusion de que el maximo
tamarno luteal se consigue el dia 8 luego de la ovulacion manteniéndose cons-
tante hasta el dia 16, en nuestro experimento este dato coincide con el grupo
control pero no con el experimental en el que el maximo volumen de CL se
consigue el dia 7, dia en el que también tiende a ser mayor para T5, esto quie-
re decir que desde la ovulacion el grado de crecimiento del CL fue mayor para
T5 que para T7. Segun lo observado por Mann, 2009, hasta el dia 5 es el pe-
riodo en el que la correlacion de peso de CL con la produccién de P4 es mas
fuerte y los mayores CL provinieron de mayores foliculos preovulatorios, el in-
terpreta que el volumen del CL esta limitado por el espacio que deja libre el fo-
liculo preovulatorio para ser invadido por las células luteales, por esto podria-
mos interpretar que la tendencia de diametro preovulatorio mayor obtenida en
nuestro experimento dejo lugar a un espacio mayor a ser invadido por células
luteales y por esto mismo que esta invasién sea de forma mas rapida, estable-
ciendo un CL algo mayor y desde el punto de vista metabdlico mas activo.

El volumen de los CLs no es la unica variable que indica el grado de funcionali-
dad de un CL. Baruselli et al., (2003) reportaron que vacas sometidas a un pro-
tocolo de IATF que incluyé eCG presentaron mayores concentraciones de P4
en sangre que a las que no se les habia aplicado eCG, sin embargo, no hubo
diferencias en el area de los CLs. Existen diferencias histomorficas con diferen-
tes niveles hormonales, las células luteales grandes y pequefias cambian en
proporcion, tamafno y en su contenido lipidico desde el metaestro a la regresion
del CL (Singh et al., 1997). Nuestro trabajo no incluyé otras variables, aunque
podria ser interesante en trabajos futuros incluir estudios histomorfolégicos del
CL. También, durante el metaestro y diestro el tejido luteal esta sujeto a cam-
bios en la intensidad de pixeles en imagenes ecograficas correlacionadas con
cambios de P4 plasmatica descripto por Singh et al., (1997), la intensidad de
pixeles es alta en el metaestro y diestro temprano debido a un alto desarrollo
angiogénico, luego la intensidad baja por el aumento de numero y tamafo de
células luteales aumentando nuevamente al final del diestro por el aumento de
tejido conectivo del CL en regresion. La medida de flujo sanguineo mediante
eco Doppler en ultrasonografia es una herramienta mas especifica que la de-
terminacion del tamano del CL para estimar la funcionalidad del mismo (Herzog
et al., 2010). La angiogénesis y flujo sanguineo medido con eco Doppler esta
correlacionada en forma positiva desde el foliculo dominante 84 horas previo a
la ovulacion hasta el desarrollo del CL, flujo sanguineo del mismo y produccion
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de P4 (De Tarso et al., 2017). Por lo que seria, también interesante en futuros
trabajos incluir estudios con eco Doppler.

La P4 en sangre fue mayor en T5 que en T7 el dia 9. La produccion de P4 esta
directamente relacionada con la calidad del CL generado (Mann, 2009). La
eCG aumenta el numero de células grandes luteales responsables de la mayor
produccion de P4 durante el diestro, aumenta la cantidad de mitocondrias esta
y la densidad de mitocondrias esféricas en estas células, lo que da la capaci-
dad del aumento de la estereidogenesis (Rigoglio et al., 2013). Por otro lado,
Souza et al. (2016), en un estudio que miden la expresion de genes relaciona-
dos con la funcién luteal, sugieren que el estimulo de la eCG en foliculos domi-
nantes es sobre la expresion génica de enzimas de la cadena estereidogénica
relacionadas con la sintesis lipidica lo que favoreceria en el CL en formacién la
produccion de P4. Es probable que este estimulo con 400Ul se encuentre exa-
cerbado en el grupo T5 ya que el mismo fue realizado durante dos dias mas
que T7 promoviendo la maduracion del ovocito, aumentando el numero de cé-
lulas de la granulosa aportando mas irrigacion del foliculo preovulatorio con el
consecuente aumento de irrigacién luteal y de numero de grandes células lu-
teales con un contenido de mitocondrias diferentes y con mayor sustrato lipidi-
co para la sintesis de P4.

Al adelantar el momento de aplicacion de eCG se podria estar adelantando el
momento en el que las células del foliculo dominante comienzan a invertir el
numero de receptores de FSH a LH. De esta forma podria adelantarse la ma-
duracién de un ovocito competente, la luteinizacion de células de la granulosa y
el comienzo de produccion de P4. El adelantar el aumento de la produccién de
P4 esta directamente relacionado con mayores tasas de fertilidad (Diskin et al.,
2006; Stronge et al., 2005; Mann y Lamming, 2001).

7.2 Experimento 2:

La mayor tasa de prefiez observada en las vacas del grupo TS en este experi-
mento podria explicarse basandonos en el experimento 1. Es probable que las
vacas del grupo T5 hayan obtenido foliculos preovulatorios mayores, habiendo
sido inseminadas mas préximas a la ovulaciéon y que los CL desarrollados ha-
yan secretado mas cantidad de P4, lo que mejora la retencion embrionaria.

También la P4 de la fase luteal del ciclo anterior al de la ovulacion va a influir
en la calidad del ovocito al momento de la ovulacion, niveles subluteales de P4
producen una maduracion ovocitaria prematura lo que nos podria llevar a la ob-
tencién de un ovocito poco competente (Diskin et al., 2012). En el caso del pre-
sente experimento los niveles de P4 son bajos ya que los animales utilizados
no son precedidos por una fase luteal debido a su categoria y estado fisiologi-
co, por lo que las estrategias para mejorar la sincronia y calidad de la ovulacién
son de relevancia. Es probable que en el presente experimento la maduracion
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de los ovocitos del grupo T5 haya sido adelantada, por lo que la aplicacion de
GnRH después de 4 dias del comienzo del estimulo de la eCG da lugar a ovo-
citos con caracteristicas favorables para generar un embrion saludable y com-
petitivo para llevar a cabo una prefiez. Por otro lado el adelantar un dia la apli-
cacion de GnRH en un protocolo de 8 dias, adelantando el momento de aplicar
la eCG 48 horas como en nuestro experimento, resultdé en un 27,3% de prefiez
adelantando la eCG y 16,0% de prefiez aplicando la eCG el dia del retiro del
DIV, habiendo dado diferencia significativa entre el grupo eCG6 y eCG8 coinci-
diendo con nuestro resultado. Los autores (Tortorella et al., 2013) proponen
que el bajo porcentaje de prefiez de ambos grupos podria haberse dado por el
estrés nutricional y la baja condicién corporal (2,5 en escala de 1-5) por el cual
pasaban los animales. Sin embargo segun nuestros resultados, en los que tra-
bajamos con una condicidn corporal de vacas similar, este bajo porcentaje de
prefiez podria haber sido causado por corto intervalo desde el retiro del DIV y
el estimulo de la ovulacién con GnRH.

La concentracion de P4 esta relacionada directamente con los niveles de INT y
este es el responsable de prevenir la lutedlisis por medio de la inhibicidon de re-
ceptores de oxitocina a nivel endometrial asegurando un reconocimiento ma-
terno para que se desarrolle la prefiez. Basandonos en el experimento 1 po-
demos sugerir que las vacas del grupo T5 de este experimento pasaron por un
aumento de P4 de forma mas aguda que las del grupo T7, promoviendo el
desarrollo de un embrién bajo la influencia de P4 desde pocos dias pos fecun-
dacion mayor que las del grupo T7, esto prepara al embridn al momento de pa-
sar a ser blastocisto eclosionado para secretar mas cantidad de IFN y a la ves
generar una mayor elongacion del mismo entre el dia 8 y 16, evento que se re-
gula positivamente con la produccién de P4 materna (Kerbler et al., 1997; Car-
ter et al., 2008; Diskin et al., 2012) generando un aumento en la retencion em-
brionaria con el consecuente resultado en el porcentaje de prefiez. Carter et al.,
2008 sugiere que el efecto del aumento de P4 durante las primeras instancias
de clivaje embrionario produce la induccién de expresion de ciertos genes en el
concepto que se manifestaran luego, al momento de la expansion, eclosién y
elongacion aumentando el tamafio del mismo, caracteristica relacionada direc-
tamente con la cantidad de INT producida por las células del trofoblasto.
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8. CONCLUSIONES

La administracion de 400Ul de eCG 48 h antes del retiro del progestageno sin-
croniza de forma mas eficiente la ovulacion ya que los animales del grupo tra-
tamiento ovularon en un rango de tiempo menor

La administracion de eCG dos dias antes del retiro del progestageno aumenta
la tasa de prefez y no produce ningun efecto sobre el comportamiento estral
en vacas con cria al pie con una condicidon corporal media en anestro superfi-
cial. El aplicarla en este momento en un protocolo de induccion de la ovulacion
hace que la misma comience su efecto hormonal frente a los receptores tanto
de FSH como de LH antes y el mismo perdure mas alla de la ovulacion debido
a su larga vida media en sangre.

La aplicacion de eCG 48 h antes del retiro del progestageno produjo foliculos
preovulatorios con una tendencia a ser mayores que los foliculos de vacas que
la aplicé al momento del retiro del mismo.

El aplicar dos dias antes la eCG no produjo cambios en el volumen del Cl pero
si aumento la produccion de P4 el dia 9 luego de la ovulacion.

9. IMPLICANCIAS PRACTICAS

La vaca con cria al pie es la categoria que mas limita al productor criador a lle-
gar a los indices de prefiez deseados. El uso de progestagenos en los progra-
mas de IATF es una herramienta necesaria para la induccioén de la ciclicidad en
esta categoria, sin embargo los resultados de prefiez obtenidos en esa insemi-
nacion estan alrededor del 50%. El adelantar el uso de eCG dos dias en esta
clase de protocolo resultd en el aumento de mas del 10% prefiez. Claro que
desde el punto de vista practico, podria ser una desventaja la necesidad de
juntar el rodeo a inseminar una vez mas y seria de relevancia el realizar estu-
dios ecograficos previos a comenzar el protocolo de inseminacioén para asegu-
rar el estado de anestro superficial de las vacas, estos detalles técnicos deben
ser informados al productor para que el mismo lo tenga en cuenta.

Es necesario profundizar en la investigacion, desde lo celular a lo molecular, de
los factores que influyen en la capacidad ovulatoria, foliculo preovulatorio y ca-
lidad de cuerpo luteo en vacas de carne en anestro superficial con cria al pie
con el fin de aumentar la eficiencia reproductiva en rodeos de cria en sistemas
pastoriles.
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