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RESUMEN

Los tratamientos clasicos de sincronizacion de celos en vaquillonas se basan en la
aplicacion de dos dosis de prostaglandina Fz« (PG), de forma de generar lutedlisis en
ambas o al menos en la segunda aplicacion. La bioestimulacién, tanto con machos como
con hembras en celo puede ser una herramienta para promover la lutedlisis, ya que
genera un aumento de pulsatiidad de LH y consecuentemente de estrégenos,
conduciendo a la misma. Por tanto, la hipotesis de esta propuesta fue que la introduccion
de machos estimuladores o de hembras en celo durante la fase luteal avanzada de
vaquillonas adelanta la lutedlisis. Los objetivos fueron comparar el patrén de secrecion
de progesterona (P4) asi como las caracteristicas morfologicas y funcionales del cuerpo
luteo (CL) en vaquillonas estimuladas durante su fase luteal tardia por novillos
androgenizados o por hembras en celo. Se realizaron 2 experimentos. En el experimento
1 se utilizaron 12 vaquillonas Angus y Angus X Hereford, cuyas ovulaciones fueron
presincronizadas. A partir del dia 12 (dia 0= ovulacioén) por la tarde se conformaron los
dos grupos experimentales con 6 animales cada uno. Al grupo bioestimulado (BTNA) se
le introdujo 2 novillos que fueron previamente androgenizados con 2 dosis semanales de
500 mg i.m de cipionato de testosterona permaneciendo las otras vaquillonas como
control (CONL1) aisladas de todo contacto con machos (distancia minima: 1000 m). En el
experimento 2 se utilizaron 20 vaquillonas Angus y Angus X Hereford. Se sincronizaron
las ovulaciones y el dia 12 por la tarde se formaron dos grupos de 10 animales: se
introdujeron 4 vaquillonas en celo a las del grupo bioestimulado (BTHC), permaneciendo
las otras 10 como control (CON2), separados ambos grupos por una distancia minima
de 1000 m. El dia 13 se introdujeron 4 hembras en celo méas al grupo BTHC. En ambos
trabajos se determiné el tamafio del cuerpo lateo (CL), asi como la superficie perfundida
mediante eco-doppler, y se colectaron muestras de sangre para la medicion de P4. En
el Experimento 1 no hubo efecto del tratamiento sobre el volumen del cuerpo luteo, pero
la superficie perfundida del CL fue menor en el grupo BTNA que en el control, indicando
una regresion mas temprana del CL (0,09 + 0,01 cm?vs 0,16 + 0,02 cm? respectivamente;
p=0,015). También el porcentaje de perfusion del CL fue menor en los animales BTNA
gue en los CON1 (2,4 £ 0,4 % vs 4,2 + 0,4 %; p=0,011), y la concentraciéon de P4 fue
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menor los dias 15,5, 16, 16,5, 17, 17,5y 19,5. En el experimento 2 no hubo efecto del
tratamiento en ninguna de las variables estudiadas. Por lo tanto, la bioestimulacion de
vaquillonas de carne con novillos androgenizados durante la fase luteal tardia adelanto

el proceso luteolitico. Por el contrario, la introduccion de vaquillonas en celo no tuvo
efectos sobre la lutedlisis.
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ABSTRACT

The classic synchronization treatments in heifers are based on the application of two
doses of PGF2q, in order to induce luteolysis in both or at least in the second application.
Biostimulation with males and females in estrus can be a tool to promote luteolysis, since
it generates an increase in pulsatility of LH, and therefore of estrogen that can lead to it.
Therefore, the hypothesis of this proposal was that the introduction of androgenized
steers or heifers in estrus during the advanced luteal phase advances luteolysis in heifers.
The objectives were to compare the progesterone (P4) secretion pattern as well as the
morphological and functional characteristics of the corpus luteum (CL) in heifers
stimulated during their late luteal phase by androgenized steers or by females in estrus.
Two experiments were performed. In experiment 1, 12 Angus and Angus X Hereford
heifers were used, whose ovulations were presynchronized. On day 12 (day 0= ovulation)
in the afternoon, two experimental groups were formed with 6 animals each. In the
treatment group (BTNA), 2 steers that were previously androgenized with 2 weekly doses
of 500 mg i.m. of testosterone cypionate, were introduced. The other heifers remained as
control (CON1) and isolated from contact with males (minimum distance: 1000 m). In
experiment 2, 20 Angus and Angus X Hereford heifers were used. The ovulations were
synchronized, and they were separated into two groups of 10 animals: on the 12th day in
the afternoon 4 heifers in estrus were introduced to those of the biostimulated group
(BTHC), and 4 more on 13" day. The other 10 heifers remained as controls (CON2) and
both groups were separated by a minimum distance of 1000 m. In both studies, the size
of the CL was measured, as well as the perfused surface by Doppler ultrasound, and
blood samples were collected for the measurement of P4. In experiment 1, there was no
treatment effect on the volume of the CL, but the perfused area of the CL was lower in
the BTNA group than in the control group, indicating an earlier CL regression (0.09 £ 0.01
cm2 vs 0.16 £ 0.02 cm2 respectively, p = 0.015). The percentage of perfused area of the
CL was also lower in the BTNA animals than in the CON1 animals (2.4 + 0.4% vs 4.2 +
0.4%, p = 0.011), and the concentration of P4 was lower in BTNA on days 15.5, 16, 16.5,
17,17.5 and 19.5. In experiment 2, there was no treatment effect in any of the variables

studied. Therefore, the biostimulation of beef heifers with androgenized steers during
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thelate luteal phase advanced the luteolytic process. On the contrary, the introduction of

heifers in estrus had no effect on luteolysis.
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INTRODUCCION GENERAL

En bovinos, el ciclo estral dura de 18 a 24 dias (Ginther, Knopf y Kastelic, 1989), siendo
la vida del cuerpo lateo (CL) la principal determinante de su duracion. En la vaca, la
regresion estructural y funcional del CL (lutedlisis) comienza en el dia 15 (Dia 0 =
ovulacion) y es atribuida principalmente a la liberacion de prostaglandina Fz« (PG) por el
endometrio uterino (Ginther et al., 2007). La lutedlisis se produce luego de una serie de
interacciones hormonales que finalizan con la regresion del CL y el cese de su funcion
(Stouffer, 2006). Durante la fase luteal tardia (dias 13-15), el aumento de estradiol que
se produce como consecuencia del desarrollo folicular induce un aumento en el nimero
de receptores uterinos a oxitocina (Salfen et al., 1999). A su vez, la oxitocina hipofisaria
y la luteal secretada durante la propia fase luteal provocan un aumento en la produccion
de PG por parte del Utero (Flint y Sheldrick, 1982) que, debido a su efecto luteolitico
(McCracken et al., 1999), determina la consiguiente lutedlisis (Wiltbank y Ottobre, 2003)
y, consecuentemente, el comienzo de una nueva fase folicular.El desarrollo de la
capacidad del CL de producir y liberar progesterona (P4) es dependiente del proceso de
angiogénesis que ocurre durante los primeros dias post-ovulacién (Reynolds et al.,
2000). Como resultado de este proceso, el CL se convierte en uno de los 6rganos mas
vascularizados (Gaytan et al., 1999) y que recibe mayor flujo sanguineo por unidad de
tejido comparado con cualquier otro 6rgano del cuerpo (Wiltbank et al., 1988). El sistema
vascular del CL provee sustancias biologicas, nutrientes y hormonas a las células
luteales, que son indispensables para la secrecion de P4. Sin embargo, uno de los
cambios histolégicos mas tempranos que ocurren durante la lutedlisis es observado en
los componentes vasculares (Azmi y O’Shea, 1984). Una de las principales acciones de
la PGF2q es el rapido descenso del flujo sanguineo que recibe el CL. Este descenso
ocurre tanto en la lutedlisis normal como en la inducida por la administracion de analogos
sintéticos de PGF2q (Azmi et al., 1982; Knickerbocker et al., 1988). Los cambios del flujo
sanguineo intraluteal pueden ser evaluados en tiempo real mediante la utilizacion del
eco-doppler transrectal, una técnica no invasiva (Miyazaki et al., 1998). El efecto
estimulante de machos sobre la ciclicidad de las hembras a través de la estimulacion
genital, feromonas u otras sefiales externas es conocido como bioestimulacion

(Chenoweth, 1983). Se ha demostrado que la presencia de machos o de hembras en
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celo puede estimular la actividad reproductiva de hembras en varias especies de
rumiantes (Ungerfeld, 2007). En este sentido, Chemineau (1983) sugirié que el aumento
de estrégenos subsecuente a la introduccibn de machos a un grupo de cabras

previamente aisladas puede inducir una rapida lutedlisis y por tanto adelantar el estro.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

1 Fisiologia del ciclo estral

El bovino es un animal con reproduccion poliéstrica no estacional (B6 et al., 2008), con
un ciclo estral que dura de 18 a 24 dias (Ginther et al.1989). Normalmente se considera
el dia del celo como el dia 0 del ciclo debido a su facil deteccién y monitoreo. La duracion
del celo es breve (entre 6 y 24 h), definiéndose como el periodo durante el que la hembra
acepta la monta por parte del macho. Se puede dividir el ciclo estral en dos fases: fase
folicular que va desde el dia 13-14 (celo=dia 0) cuando comienza la regresion luteal hasta
el dia 2, y la fase luteal que se extiende desde el dia 2-3 del ciclo hasta el comienzo de
la siguiente fase folicular (Ungerfeld, 2002). Los cambios hormonales y estructurales del
tracto reproductivo de la hembra durante el ciclo estral estan regulados por la interaccion
entre hormonas secretadas principalmente en el hipotadlamo, la hipofisis, los ovarios
(gébnadas) y el utero, constituyendo lo que se conoce como “eje hipotalamico-hipofisario-
gonadal-uterino” (B6 et al.,, 2008). La comunicacién entre estos 6rganos se realiza
fundamentalmente a través de hormonas. Las principales hormonas involucradas son la
hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), que es secretada por el hipotalamo, la
hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH) secretadas por la
hipdfisis, el estradiol, la inhibina y laprogesterona (P4), de origen ovarico, y la PGFaqa

secretada por el endometrio (Ungerfeld, 2002).

1.1 Fase folicular y ovulacion

La fase folicular se extiende desde la regresion del CL hasta la ovulaciéon. Durante esta
fase se produce el desarrollo folicular preovulatorio, la ovulacion y comienza la
organizacion del foliculo que ovulé en un nuevo CL (luteogénesis) (Ungerfeld, 2002). La
P4 secretada por el CL impide que se desencadenen los mecanismos de
retroalimentacion positiva GnRH-LH-estrégenos, pero al comienzo de la fase folicular,
las concentraciones de P4 caen debido a la regresion del CL, determinando que esta
retroalimentacion sea positiva. Es decir, que luego de cada pulso de GnRH la hipdfisis
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responde liberando LH, y el foliculo responde a la LH secretando estrogenos (Walters et
al., 1984). A su vez, los estrégenos determinan que se produzca un nuevo pulso de LH
el que inducird un nuevo incremento de estrogenos. El estradiol aumenta la sensibilidad
de la hipdfisis a la GnRH (Reeves et al., 1971) de manera que se produzca una descarga
masiva de LH o pico preovulatorio de LH. El pico preovulaotrio de LH dura
aproximadamente 12 h y es acompafiado por un pico de FSH (Hafez, 1993). El mismo
induce a las células de la granulosa a producir sustancias que debilitan la unién
intercelular en la pared folicular, especialmente entre las células de la granulosa
(Ungerfeld, 2002). Como consecuencia se produce la ruptura del foliculo preovulatorio y
la liberacidn del ovocito, proceso conocido como ovulacién. La luteinizacion del foliculo
empieza horas antes de la ovulacién y es acompafada por la disminucién de las

concentraciones de estrégenos (Ungerfeld, 2002)

La ovulacién ocurre alrededor de 24 h después del comienzo del pico preovulatorio de
LH, aproximadamente 12 h después de terminado el celo. Luego de la ovulacion existe
un segundo pico de FSH, debido a la remocién de la retroalimentacion negativa del ovario
sobre el desarrollo folicular (Hafez, 1993). Por lo tanto, los niveles preovulatorios de FSH
estan regulados por los mismos mecanismos que determinan el pico de LH: un estimulo
de la secrecion de la GnRH provocado por una retroalimentacién positiva con los

estrogenos ovaricos (Walters et al., 1984).

1.2 Fase luteal v lutedlisis

1.2.1 Luteinizacion y fase luteal

El CL es un érgano transitorio que se forma a partir de las paredes del foliculo que ovulg,
y secreta P4 (Acosta y Miyamoto, 2004). Alcanza la madurez funcional en la mitad de la
fase luteal (dias 8-12 del ciclo) y comienza a regresar entorno a los 15-17 dias post-
ovulacion (Reynolds et al., 2000). Luego de la ovulacion, la cavidad del foliculo ovulatorio
es invadida por células de la granulosa y la teca interna que proliferan y se luteinizan
comenzando asi la formacion del CL. El crecimiento y desarrollo del CL es

extremadamente rapido y organizado con una alta tasa de renovacion celular, incluso
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cuando el CL es funcionalmente maduro (Reynolds y Redmer, 1999). Esta formado por
un tejido complejo de células parenquimatosas (pequefias y grandes esteroidogénicas)
y no parenquimaticas (fibroblastos, musculo liso vascular, pericitos y células endoteliales)
(Reynolds y Redmer, 1999). Tanto las células de la teca como las de la granulosa se
diferencian en las células luteales que conforman el CL (Alilay Hansel, 1984). Las células
de la teca interna se diferencian en células luteales pequefias. Las células de la
granulosa se diferencian en células luteales grandes de mayor tamafio (Priedkalns et.
al,1968). A pesar de que el CL se encuentra totalmente desarrollado y vascularizado en
el dia 9 postovulacion, su crecimiento continla hasta el dia 12 y permanece con su
tamafio maximo hasta el dia 15-17 (aproximadamente 25 mm de diametro) (Priedkalns
et. al,1968).

El CL es la principal fuente de P4 circulante (Reynolds et al., 2000). Ambos tipos celulares
(células lutales pequefias y grandes) secretan Pas, pero las células pequefias poseen
mayor cantidad de receptores de LH y una respuesta seis veces mayor cuando se las
expone a LH in vitro que las células grandes en términos de secrecion de P4 (Fitz, 1982).
Por el contrario, la produccién de P4 de las células grandes es 20 veces mayor que las
pequefias sin necesidad de ser estimuladas (Fitz, 1982), por lo que las células pequefias
contribuyen con tan solo con el 15 % de la produccion de P4 total, siendo el resto

atribuido a las células luteales grandes.

La determinacion de las concentraciones plasméaticas de P4 es comunmente utilizada
como indicador de la funcion luteal (Battocchio et al., 1999). Frecuentemente se asume
qgue si la concentracion de P4 en plasma es mayor a 1 ng/mL existe un CL activo
secretante en uno de los ovarios (Battocchio et al., 1999). De acuerdo a Robertson y
Sarda (1971), las concentraciones de P4 son muy bajas (generalmente entre 0,1 — 0,2
ng/mL) el dia de la ovulacién, y no aumentan en forma apreciable hasta el dia 4 del ciclo
(Fig. 1). En las vacas vacias, los valores maximos de concentracion se alcanzan en torno
al dia 13, con 5 ng/mL, comenzando a descender abruptamente en los dias 17 a 18 hasta

concentraciones menores a 0,5 ng/mL antes del inicio del siguiente celo (Figura 1).
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Figura 1: Concentracion de P4 en plasma de vacas durante el ciclo estral (s--*) y
durante la prefiez (A --- A). (Modificado de Robertson y Sarda, 1971).

1.2.2 .Vascularizacion del cuerpo luteo

El desarrollo de la capacidad del CL de producir y liberar P4 es dependiente del proceso
de angiogénesis que ocurre durante los primeros dias post- ovulacion (Reynolds et al.,
2000). La intensidad de este proceso en el CL es comparable con la velocidad en el
desarrollo vascular de los tumores malignos (Reynolds et al., 2000). Como resultado de
este intenso proceso angiogénico, el CL se convierte en uno de los 6rganos
masvascularizados del animal (Gaytan et al., 1999), siendo el que recibe mayor flujo
sanguineo por masa de tejido (Wiltbank et al., 1988). Mas del 50 % de la composicion
celular del CL maduro corresponde a células endoteliales (dia 8-12 del ciclo) (Lei et al.,
1991), que liberan sustancias vasoactivas que son capaces de regular el funcionamiento
del CL (Milvae, 2000).

El sistema vascular del CL provee sustancias bioldgicas y nutrientes a las células
luteales;, que son indispensables para la secrecion de Pa4. Sin embargo, uno de los

cambios histolégicos mas tempranos que ocurren durante la lutedlisis se observa en los
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componentes vasculares (Azmi y O’Shea, 1984). El rapido descenso del flujo sanguineo
gue recibe el CL es una de las principales acciones que genera PGFzq. Este descenso
ocurre tanto durante la lutedlisis normal como en la lutedlisis inducida por la
administracion de analogos de PGF2q (Azmi et al., 1982; Knickerbocker et al., 1988). El
flujo sanguineo intraluteal se puede evaluar en tiempo real mediante la utilizacién del

eco-doppler transrectal, una técnica no invasiva (Miyazaki et al., 1998).

1.2.3 Lutedlisis

La vida del CL es el principal determinante de la duracion del ciclo estral. En la vaca, la
regresion estructural y funcional del CL (lutedlisis) comienza en el dia 15-17 y es atribuida
principalmente a la liberacion de PGF2q por el Utero (Ginther et al., 2007). La lutedlisis se
produce luego de una serie de interacciones hormonales que finalizan con el cese
funcional del CL y su regresion (Stouffer, 2006). Durante la fase luteal, la P4 reduce la
expresion uterina de los receptores a estrogenos (Wathes y Hamon, 1993) y oxitocina
(Ivell et al., 2000), pero, ademas, la de sus propios receptores hormonales (Milgrom et
al., 1973). Como consecuencia de esto Ultimo, la concentracion de P4 disminuye
paulatinamente su capacidad de actuar sobre el Utero a medida que avanza la fase luteal,
reduciendo sus propios efectos e incrementando la expresion de los receptores a
estrégenos y oxitocina (Spencer et al., 1995). Durante la fase luteal tardia (dias 13-15),
el aumento de estradiol que se produce como consecuencia del desarrollo folicular
induce un aumento en el nimero de receptores uterinos a oxitocina (Salfen et al., 1999).
A su vez, la oxitocina hipofisaria y la luteal secretada durante la propia faseluteal
provocan un aumento en la produccion de PGFzq por parte del utero (Flint y Sheldrick
1982). La accion previa de concentraciones altas de P4 favorece la sintesis de PGFzq de
dos maneras: 1) incrementando la acumulacion de lipidos en el endometrio, que por
medio de la fosfolipasa 2, producen acido araquidonico, el que es convertido a PGF2q
por accion de la ciclooxigenasa,; e 2) incrementando la accién de la propia oxigenasa
(McCracken et al., 1999). A su vez, la PGF2q estimula la sintesis y secrecion de oxitocina
por parte del CL (Flint y Sheldrick, 1982). Finalmente, estas dos hormonas -la PGF22q

uterina y la oxitocina luteal- desarrollan un ciclo de retroalimentacion positiva, donde
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pulsos de una son seguidos de pulsos de la otra (Vighio y Liptrap, 1986; Silvia et al.,
1991). Estos pulsos son cada vez mas importantes, llevando a un aumento de la
concentracion de PGF2q (Flint y Sheldrick, 1982; Bazer et al., 1991). Ademas, a diferencia
del CL de la fase lutea temprana-media (dias 5-7), en esta fase el CL de la vaca es
“‘maduro” y tiene la capacidad de sintetizar PGF2q intraluteal (Wiltbank y Ottobre, 2003).
Dado el efecto luteolitico de la PGF2a (McCracken et al., 1999), su aumento determina la
lutedlisis (Wiltbank y Ottobre, 2003) y, consecuentemente, el comienzo de una nueva

fase folicular.

2 Sincronizacion de celos en los bovinos

La sincronizacion de celos es una tecnologia de amplia aplicacion en rumiantes dado
gue simplifica el manejo reproductivo permitiendo que todos los animales se inseminen
en un rango acotado de tiempo (Berardinelli et al., 2007). Por otra parte, la inseminacion
artificial (IA) es una biotecnologia que ha sido extensamente utilizada para reproducir
genética de alto valor, aunque factores como la nutricion, manejo y deteccion del celo
pueden afectar la eficiencia de esta tecnologia (B6, 2013). Por ello, a pesar de que la IA
es una biotecnologia antigua, su implementacion se ha difundido mas recientemente
asociada al uso de protocolos de sincronizacion que controlan el desarrollo folicular y la
ovulacion permitiendo la inseminacion de un gran numero de animales sin la necesidad
de detectar celo, lo que se conoce como inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) (B6,
2013). La adopcion de esta tecnologia en paises de Sudamérica, Norteamérica y
Oceania crecio significativamente a partir de los afios 2000. En ese entonces, la IATF
practicamente no era utilizada en Uruguay excepto por pocos técnicos, muchas veces
con resultados variables y controvertidos (Menchaca et al. 2013). Segun datos
reportados por BO, en afio 2013 fueron inseminadas por IATF aproximadamente
2.500.000 vacas en Argentina y 6.500.000 en Brasil. En Uruguay desde 1995 hasta el
2005 se inseminaban por IATF unas 10 mil vacas cada afio. A partir de entonces su
adopcion se ha incrementado afio tras afio (Menchaca et al. 2013). De esta manera la
IATF es probablemente la biotecnologia de la reproduccion que ha mostrado mayor

crecimiento en los Ultimos anos. Esta herramienta es utilizada en diferentes condiciones

Pagina | 13



Tesis de Maestria Felipez, 2019

a través de un importante nimero de profesionales que la aplican sin mayores

inconvenientes y con resultados aceptables (Menchaca et al. 2013).

La identificacion de la PGF2a como “luteolisina” uterina de varias especies domésticas
fue un gran avance en el desarrollo de las biotecnologias reproductivas, y en la década
de los 70°s determind un gran avance en el conocimiento de la fisiologia y en la
posibilidad de manipular y controlar el ciclo estral (B6, 2014). Rowson (1972) y Cooper y
Furr (1974) demostraron que una inyeccion de 500 mg de clorprostenol (analogo sintético
de la PGF2q) a hembras bovinas ciclicas, desencadena la lutedlisis en aquellos animales
gue poseen CL en la mitad de la fase luteal. Ademas, demostraron que aproximadamente
a los 11 dias después de esta primera dosis todos los animales se encontraban en la
fase luteal, por lo que, administrando una segunda dosis, todos los animales eran
sensibles a la PGF2q. Posteriormente, Cooper et al. (1976) demostraron que es posible
sincronizar los celos de las hembras bovinas ciclicas y ser inseminadas a celo detectado,
alas 72 y alas 96 h después de la segunda dosis de clorprostenol. Fue asi como surgio

el primer tratamiento de sincronizacion de celos con prostaglandina.

Por lo tanto, los tratamientos clasicos de sincronizacion de celos se basan en la
aplicacion de dos dosis de analogos de PGF2« de forma de generar lutedlisis en ambas
o al menos en la segunda aplicacion y consecuentemente, sincronizar la manifestaciéon
de celos. Estos tratamientos solo se pueden aplicar en hembras ciclicas, pero, ademas,
con los mismos se logra menor cantidad de hembras que ovulan y porcentaje de prefiez
que con la IATF, ademas de generar menores costos y disminuir la aplicacién de
hormonas que puedan ser social y ambientalmente cuestionables. Es de interés poder
mejorar la aplicacion de estos tratamientos o disminuir alin mas las dosis o la cantidad
de PGF2q necesaria. Para ello es necesario estudiar y/o desarrollar alternativas que

pueden promover la lutedlisis o actuar sinérgicamente con la aplicacion de la PGFza.
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3 Bioestimulacién

La reproducciébn es una consecuencia de mecanismos reguladores endbégenos
neuroendocrinos y factores externos que interacttan con ellos (Ungerfeld, 2007). Las
condiciones del entorno interactian con el sistema endocrino estimulando o inhibiendo
mecanismos fisioldgicos y muchos de estos mecanismos estan relacionados con el
sistema reproductivo (Ungerfeld, 2007). En rumiantes, el factor social actia estimulando
o inhibiendo la actividad reproductiva. EIl amamantamiento, y las jerarquias sociales son
un ejemplo de factores inhibitorios que deben tenerse en cuenta a la hora del manejo de
los animales (Ungerfeld, 2007).

El efecto estimulante de machos sobre la ciclicidad de las hembras a través de la
estimulacion genital, feromonas u otras sefales externas es conocido como
bioestimulacion (Chenoweth, 1983). En vacas, la bioestimulacién puede provocarse con
toros, toros vasectomizados, vacas androgenizadas (Burns y Spitzer, 1992) o novillos
androgenizados (Ungerfeld, 2009). La introduccién de novillos androgenizados adelanta
la ciclicidad de las hembras (Burns y Spitzer, 1992; Ungerfeld, 2009; Fiol y Ungerfeld,
2012) y ademas facilita el manejo de los animales y la implementacion del trabajo en
rodeos comerciales. Por otra parte, en varias especies también existe un estimulo de
hembras sobre hembras: por ejemplo, el contacto estrecho con ovejas ciclicas induce la
ovulacién de ovejas en anestro (Zarco et al., 1995; Orihuela et al., 2016). Si bien en vacas
existe menos informacion disponible, la exposicidbn de mucus vaginal de vacas en celo

reduce la duracién del anestro posparto en vacas de carne (Wright et al. 1994).

Por lo tanto, se ha demostrado que la presencia de machos o de hembras en celo puede
estimular la actividad reproductiva de hembras de varias especies de rumiantes
(Ungerfeld, 2007). La estimulacion puede lograrse a través de sefiales visuales, auditivas
y/u olfativas (Ungerfeld, 2007). Si bien estos mecanismos han sido ampliamente
estudiados en pequefios rumiantes, también se ha demostrado su efectividad en
adelantar la pubertad en vaquillonas de carne (Fiol y Ungerfeld, 2011) o la ciclicidad en
vacas posparto (Miller y Ungerfeld, 2008). En bovinos, a diferencia de lo que ocurre en

pequefios rumiantes, los mecanismos fisiolégicos desencadenados por la
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bioestimulacion no se encuentran del todo dilucidados hasta el momento, pero la mayoria
de la informacion indica que los efectos positivos de la bioestimulacion se deben a la
activacion del eje hipotalamo- hipoéfiso-ovarico (Fiol y Ungerfeld, 2016). Tanto en
pequefios rumiantes como en bovinos, se ha demostrado que los estimulos socio-
sexuales generan aumento en la secrecion pulsétil de LH de las hembras estimuladas
(Martin et al., 1983; Custer et al., 1990), y por tanto de estrégenos por parte del ovario.
Considerando que el aumento de estradiol es el primer paso para que se desencadene
la lutedlisis (Hixon y Flint, 1987), seria esperable que la bioestimulacion también induzca

lutedlisis.

En este sentido, Chemineau (1983) sugirié que el aumento de estrogenos subsecuente
a la introduccién de machos a un grupo de cabras ciclicas previamente aisladas, puede
inducir una rapida lutedlisis y el estro. Por lo tanto, la presencia de los machos puede
haber inducido un adelanto de la lutedlisis y la ovulacion en las hembras que
normalmente habrian ovulado varios dias mas tarde. A su vez, recientemente se
demostré que la introduccién repentina de machos cabrios modifica el patrén de
secrecion de progesterona en cabras ciclicas. La respuesta del grupo estimulado es
bifasica, es decir que existe un aumento inicial, probablemente debido a la estimulacion
del CL por el aumento en los pulsos de LH, pero después de este aumento se observa
una disminucibn mas acentuada de la concentracion de P4 que en animales no
estimulados (Ungerfeld y Orihuela, 2015). Esta segunda respuesta es probablemente
debida a la secrecion de estradiol inducida por los machos. En general, aunque este
modelo no modificé la duracion del ciclo estral, la introduccién de machos cabrios podria
potencialmente utilizarse para adelantar la lutedlisis en cabras ciclicas (Ungerfeld y
Orihuela, 2015).

Por otro lado, se comprobdé que en un programa de sincronizacion de celos, la
introduccion de carneros junto con con la segunda dosis (Ungerfeld, 2011) o con media
dosis de PGF2q (Meildn y Ungerfeld,2014) adelanta el celo e incrementa el nUmero de
ovejas que responden al tratamiento. Esto podria deberse a un adelanto del

picopreovulatorio de LH y de la ovulacion en ovejas sincronizadas con PGF2q y
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estimuladas con efecto macho, lo que puede ser explicado por una lutedlisis temprana
(Meilan y Ungerfeld, 2014). Queda claro que las ovejas que presentaron celo en ese
periodo adelantaron el comienzo del mismo, demostrando que este tipo de manejo es
potencialmente efectivo. Por lo tanto, ya existen estudios en pequefios rumiantes que
soportan la hipotesis de que los estimulos sexuales pueden adelantar el proceso

luteolitico.

HIPOTESIS

La introduccién de novillos androgenizados o de hembras en celo durante la fase luteal

avanzada de vaquillonas adelanta la lutedlisis.

OBJETIVO

Comparar el proceso luteolitico en vaquillonas estimuladas o no por novillos

androgenizados o por hembras en celo durante la fase luteal avanzada.

MATERIALES Y METODOS

1. Localizacién y metodologia

Se realizaron 2 experimentos, ambos en un establecimiento particular ubicado en Cerro
Colorado, Florida, Uruguay (33° 44°S, 55°26°0). El Experimento 1 se llevé a cabo en el
mes de mayo (otofio) y el Experimento 2 en septiembre (primavera) del 2017. Ambos
experimentos fueron aprobados por la Comisién de Etica en el Uso de Animales de

Experimentacion de la Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica.

Pagina | 17



Tesis de Maestria Felipez, 2019

1.1. Experimento 1

La bioestimulacién de los animales se realizd en fase luteal avanzada (Dia 12-13 del
ciclo, considerando el dia de la ovulacion como Dia 0). Para ello se sincronizaron las
ovulaciones de 12 vaquillonas Angus y Angus X Hereford (311 = 24 kg; media + DE)
del5 a 18 meses de edad. A cada animal se le administraron dos dosis de un agonista
de PGF2q (500 pug im. de clorprostenol Ciclase DL, Syntex, Buenos Aires, Argentina)
separadas por 11 dias y una dosis de un analogo de GnRH (100 pg im. de acetato de
gonadorelina, Gonasyn, Syntex, Buenos Aires, Argentina) dos dias después de la
segunda dosis de clorprostenol. Se realiz6 ecografia ovarica diariamente a todas las
vaquillonas durante los dos dias posteriores a la administracion de la gonadorelina para

determinar exactamente el dia de la ovulacién de cada animal.

El examen del CL se realiz6 mediante eco-Doppler transrectal (Esaote MyLab OneVET
con un transductor lineal 7mHz, Milan, Italia) los Dias 10, 11 y 12. Hasta este dia los
animales se mantuvieron en un potrero de 8 ha con buena oferta de forraje y pastoreando
ad libitum y. El Dia 12 por la tarde, las vaquillonas fueron separadas aleatoriamente en
dos grupos de 6 animales cada uno. Al grupo bioestimulado (BTNA) se le introdujeron
dos novillos Angus (343 = 4 kg) de la misma edad que fueron previamente
androgenizados con dos dosis semanales de 500 mg im. de cipionato de testosterona
(Testosterona Ultralenta Dispert, Montevideo, Uruguay). Luego de la separacion, tanto el
grupo BTNA como el control (CON1) se mantuvieron en potreros de iguales dimensiones
(8 ha) con una separacion minima de 1000 m. Ambos grupos de vaquillonas pastorearon
ad libitum y con buena oferta de forraje durante todo el experimento. A partir del Dia 13,
se realizé eco-Doppler dos veces al dia (separadas por 12 h) hasta que no se observo
perfusion sanguinea en el CL del animal. Para analizar el tamafio y perfusion del CL, se
grabaron videos cortos del érgano en cada animal. Los videos fueron copiados del
ecografo a un pendrive y guardados en una computadora personal hasta su
procesamiento. A todas las vacas se les realizd colecta de muestras de sangre de la
region coccigea dos veces por dia (separadas por 12 h) desde el Dia 10 hasta el dia en

gue no se visualiz6 perfusion en el CL. El manejo de los animales se realiz6 en el mismo
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orden todos los dias, primero el grupo CON1y después el BTNA. El experimento termind

cuando no se observo perfusion luteal en ningun animal del grupo BTNA.

1.2. Experimento 2

Se utilizaron 20 vaquillonas Angus y Angus X Hereford de 15 a 18 meses de edad con
un peso 270 + 20 kg. Sus ciclos se sincronizaron administrando una dosis de benzoato
de estradiol (2 mg im., Syntex, Buenos Aires, Argentina) y colocando un dispositivo
intravaginal impregnado con P4 (1 g, DIB, Syntex, Buenos Aires, Argentina). A los 7 dias
se retird el dispositivo y se aplico cipionato de estradiol (0,5 mg im., Von Franken, Fatro,
Buenos Aires, Argentina), una dosis de un agonista de PGF2q (500 pg im. de clorprostenol
Ciclase DL, Syntex, Buenos Aires, Argentina) y 300 Ul de gonadotrofina coriénica equina
im. (Novormon, Syntex, Buenos Aires, Argentina). A los dos dias de retirado el
dispositivo, se realizO0 ecografia ovarica diariamente a todas las vaquillonas para
determinar exactamente el dia de la ovulacion de cada animal (Dia O del ciclo). El examen
del CL se realiz6 mediante eco-Doppler transrectal los Dias 10, 11 y 12 del ciclo. Hasta
este dia los animales se mantuvieron en un potrero de 8 ha, con buena oferta de forraje
y pastoreando ad libitum. ElI Dia 12 por la tarde las vaquillonas fueron separadas
aleatoriamente en dos grupos de 10 animales cada uno. Al grupo bioestimulado (BTHC)
se le introdujeron 4 vaquillonas en celo que fueron pre-sincronizadas de igual manera
gue las 20 vaquillonas. Se comprob6 que estaban en celo mediante la visualizacién de
peladuras sobre los huesos del anca y columna. Al dia 13 se sumaron otras 4 vaquillonas
en celo al grupo BTHC. Para prolongar la duracion del celo de las 8 vaquillonas, se les
administré 1 dosis de benzoato de estradiol (2 mg im de Benzoato de estradiol Syntex,
Buenos Aires, Argentina) cada 12 h y hasta finalizar el experimento. Luego de la
separacion, tanto el grupo BTHC como el control (CON2) se mantuvieron en potreros
con buena oferta de forraje, de iguales dimensiones (8 ha) con una separacion minima
de 1000 m. Ambos grupos de vaquillonas pastorearon ad libitum durante todo el
experimento. Se realizé eco-doppler dos veces al dia (separadas por 12 h) en ambos
grupos desde el dia 13 hasta la desaparicion de la perfusion del CL. Al igual que en el

experimento 1, se grabaron videos cortos del CL y perfusion en cada animal, los cuales
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fueron copiados a un pendrive y guardados en una computadora personal hasta su
procesamiento. A su vez, se colectaron muestras de sangre a las 20 vaquillonas de la
regioén coccigea dos veces por dia (separadas por 12 h) desde el Dia 10 hasta el dia en
que la perfusién del CL desaparecio. En este caso también se respeto la secuencia de
toma de muestras todos los dias, primero el grupo CON2 y después el BTHC. El
experimento terminé cuando todos los animales del grupo BTHC no presentaron

perfusion luteal.

2. Andlisis del perfil del cuerpo luteo: volumen, area irrigada y porcentaje de irrigacion

Para analizar el perfil de cada CL se grabaron videos cortos mostrando el tamafio y
patrén de perfusion del 6rgano de cada animal mediante eco-doppler con la frecuencia
anteriormente explicitada. Los videos fueron transferidos desde el equipo de
ultrasonografia via pendrive a una computadora personal (Sony Vaio Core i5,
Tokio,Japén). Cada video fue analizado obteniendo una imagen con el diametro y patrén
de perfusion maximos apreciable. Una vez seleccionadas, las imagenes se analizaron
utilizando el programa Image J (Image Processing and Analysis in Java, Java2ZHTML
version 1.5). Se seleccioné el contorno de cada CL obteniendo asi el area y a partir de
la misma se calcul6 el volumen. Para medir el area de perfusién sanguineay asi obtener
el porcentaje de area de perfusion, se seleccioné el area coloreada (area perfundida) y
posteriormente se transforma la imagen en una imagen en blanco y negro, siendo el area

perfundida negra utilizando el programa, lo que permitié su medicion.

3. Muestras sanguineas y mediciébn hormonal

Las muestras sanguineas fueron centrifugadas y el suero almacenado y conservado a -
20 °C hasta el momento de la medicidbn en las muestras recolectadas en ambos
experimentos. La concentracion de P4 fue medida con un kit de radioinmunoandlisis que
utiliza tubos coteados con anticuerpos y progesterona marcada con un radioisétopo (*2°1)
(ImmuChem ™ Coated Tube Progesterone, ICN Pharmaceuticals, Inc. Diagnostics

Division Costa Mesa, CA, EEUU). El CV intraensayo y la sensibilidad de la medicion de
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las muestras del Experimento 1 fueron 8,52 % y 0,02 ng/mL respectivamente. El
experimento 2 se midid en dos partes: sus CV intraensayo fueron 11,30 y 7,10% v el

interensayo Yy la sensibilidad fueron 9,24 % y 0,03 ng/mL respectivamente.

4. Andlisis estadistico

El perfil del cuerpo luteo (volumen, superficie irrigada y porcentaje de la superficie
irrigada), asi como la concentracion de P4 se compararon por el procedimiento de analisis
mixto de SAS (ANOVA para mediciones repetidas en tiempo). En el experimento 1 se
incluyeron como covariables los valores del dia 11 del ciclo en el area perfundida, el
porcentaje de perfusion y volumen del CL. Se consideraron como efectos principales a
los tratamientos, el tiempo y la interaccion entre tratamiento y tiempo, y al animal como
efecto aleatorio dentro de cada tratamiento. Se consideraron diferencias significativas
cuando P<0,05, y tendencias cuando 0,05<P<0,1.

RESULTADOS

En el Experimento 1, no hubo diferencias significativas en el volumen del CL, entre
grupos estudiados (Fig. 2a). Los animales del grupo BTNA tuvieron menor area
perfundida (0,09 + 0,02 cm? vs 0,16 + 0,02 cm? respectivamente; p=0,015) (Fig. 2b),
menor porcentaje de perfusion (2,4 £ 0,4 % vs 4,2 £ 0,4 %; p=0,011) (Fig. 2c), y menor
concentracion de P4 (2,7 £ 1,0 ng/mL vs 5,8 + 0,9 ng/mL respectivamente; p=0,046) que
el grupo CONL1 (Fig.2d). A su vez, hubo una interaccion entre grupo y tiempo en la
concentracion de P4 (p=0,01): la concentracion de P4 fue menor en el grupo BTNA que
en el CONL1 en los dias 15,5, 16, 16,5, 17, 17,5y 19,5 (p<0,05). En el dia 14,5 del ciclo
el grupo BTNA también tendié a tener menor concentracion de P4 que el grupo CON1
(p= 0,06) (Fig. 2d). En el Experimento 2, una vaquillona del grupo CON2 fue eliminada
del experimento por presentar dos CLs, y una del grupo BTHC por presentar un quiste

luteal. No hubo efectos del tratamiento en ninguna de las variables evaluadas (Fig.3).
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Figura 2: (a) volumen del CL (cm3), (b) area perfundida del CL (cm2) y (c) porcentaje de
perfusion del CL (%) y (d) concentracion de P4 (ng/mL) del grupo BTNA (-m-) o del grupo
CON1 (-¢-). J: entrada de los novillos androgenizados al grupo BTNA. *: P<0,05; **:
P<0,01; 1: 0,05<P<0,1.
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Figura 3: (a) volumen del CL (cm?3), (b) area perfundida del CL (cm?) y (c) porcentaje
de perfusion del CL (%) y concentracion de P4 (ng/mL) (d) del grupo BTHC (-=-) o del
grupo CON2 (-¢-). 9: entrada de las hembras en celo al grupo BTHC.
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DISCUSION

La introduccion de novillos androgenizados adelanté la lutedlisis en vaquillonas
bioestimuladas, pero esto no ocurri6 con la introduccion de hembras en celo. Esto
expande estudios previos en los que se demostré que la estimulacion con machos es
efectiva para inducir o sincronizar los ciclos en vacas y vaquillonas (Burns y Spitzer,
1992, Ungerfeld, 2009; Fiol y Ungerfeld, 2012, Fiol y Ungerfeld, 2011, Miller y Ungerfeld,
2008). El efecto luteolitico de la introduccion de machos fue sugerido por Chemineau
(1983) y Ungerfeld y Orihuela (2015) en cabras, aungue no habia estudios anteriores de
la dinamica del cuerpo lateo. Por el contrario, aunque incluso se utilizd6 una mayor
cantidad de animales en la bioestimulacién con hembras en celo, no se pudo demostrar
un efecto similar que con novillos androgenizados. Por tanto, al igual que ocurre en
ovinos, la intensidad de los efectos de la bioestimulacion seria mayor con machos que
con hembras en celo también en bovinos, al menos para generar una respuesta como la

buscada en estos trabajos.

La perfusion sanguinea hacia el CL y la concentracion de P4 fueron menores en los
animales bioestimulados con novillos androgenizados durante la fase lutea tardia,
demostrando que la introduccién de estos machos adelant6 el proceso luteolitico. Mas
aun, mientras que en el dia 19,5 la concentracién de P4 del grupo BTNA estuvo por
debajo de las concentraciones luteales, los animales del CON1 todavia estaban en fase
luteal, con valores por encima de 1 ng/mL (Battocchio et al., 1999). Este adelanto
probablemente sea consecuencia del aumento del estradiol inducido por la
bioestimulacion, ya que se ha demostrado que los estimulos socio-sexuales generan un
aumento en la secrecién pulsétil de LH de hembras estimuladas tanto en bovinos (Custer
et al., 1990; Fiol y Ungerfeld, 2016) como en pequeiios rumiantes (Martin et al., 1983). A
su vez, la pulsatilidad de LH induce un aumento de las concentraciones de estradiol
(Hixon y Flint, 1987), que a su vez estimula un aumento en el nimero de receptores
uterinos a oxitocina (Salfen et al., 1999). La oxitocina hipofisaria y la luteal secretadas
durante la propia fase luteal provocan un aumento en la produccion de PGF2q por parte
del endometrio, la que estimula la sintesis y secrecién de oxitocina por parte del cuerpo

luteo (Flinty Sheldrick, 1982). Estas dos hormonas —la PGF2q uterina y la oxitocina luteal-
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desarrollan un ciclo de retroalimentacion positiva, donde pulsos de una son seguidos de
pulsos de la otra (Vighio y Liptrap, 1986; Silvia et al., 1991). Estos pulsos son cada vez
mas importantes, llevando a un aumento de la concentracion de PGF2q (Flint y Sheldrick,
1982; Bazer et al., 1991), la principal responsable de la regresion estructural y funcional
del cuerpo luteo (Ginther et al., 2007). Si bien en este experimento no fue posible
determinar los estos mecanismos hormonales, es posible suponer que la bioestimulacion
desencadend un aumento de la PGF2q, principal responsable del rapido descenso del
flujo sanguineo hacia el CL (Azmi et al., 1982; Knickerbocker et al., 1988) a través de
estos mecanismos. Estos mecanismos se desencadenan fisiolégicamente en la fase
luteal avanzada, pero seria interesante a partir de estos resultados estudiar si es posible
obtener efectos similares en etapas mas tempranas del ciclo estral. En sintesis, la menor
perfusion recibida y la menor concentracion de progesterona, sumada a un adelanto de
la caida de la misma por debajo de concentraciones luteales, demuestran el efecto

luteolitico de la bioestimulacion.

La bioestimulacion con vaquillonas en celo no generé efectos en ninguna de las variables
estudiadas. Si bien existen algunos trabajos anteriores en que se demuestra que la
presencia de vacas en celo afecta la ciclicidad de otras, los resultados son
controversiales. Wright et al. (1994) reportaron que la exposicion de vacas en anestro
posparto a mucus vaginal de vacas en celo acorta el anestro posparto de las mismas.
Ademas, lzard y Vandenbergh (1982) demostraron que los celos de vaquillonas
sincronizados con prostaglandina exdgena se sincronizaban mas aun cuando fueron
estimuladas con mucus vaginal de las vacas en celo. Es de suponer que en ambos casos,
el efecto esté mediado por sustancias quimicas contenidas en el fluido utilizado. En este
experimento, las hembras se estimularon con hembras en celo, pero en un espacio
abierto, y sin contacto directo intenso con las secreciones vaginales de las mismas.
Por tanto, es posible que la ausencia de efectos se relacione con un estimulo menos
intenso y directo que el utilizado en los trabajos citados. Sin embargo, Nordeus et. al.
(2012) no encontraron efecto de la exposicién de vaquillonas a orina y mucus vaginal de
vacas en celo sobre la duracion del ciclo estral. Dado que ningun estudio proporcioné

pruebas indiscutibles de la existencia de feromonas inter-femeninas que causen
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sincronizacion de celos en ganado, es posible que las mismas no existan, tengan un
efecto poco intenso, o que dado la complejidad del disefio de experimentos con grandes
mamiferos sea dificil demostrar sus efectos (Nordeus et al., 2012). También es posible
gue en otros trabajos se hubiera detectado el comportamiento de celo, pero que esto no
se asociara con los cambios ovaricos esperados. En este sentido, Orihuela et al. (1983)
demostraron que la expresion de celo de un grupo de vacas con celos sincronizados,
indujo el comportamiento de celo en vacas no ciclicas, siendo exclusivamente una

respuesta comportamental.

La perfusion sanguinea que recibié el CL fue un indicador confiable de la funcionalidad
del mismo. Si bien la actividad luteal es frecuentemente evaluada mediante la
concentracion de P4 plasmatica (Battocchio et al., 1999), este procedimiento es mas
costoso y requiere de mas tiempo para obtener resultados, por lo que el estudio de la
perfusion del CL constituye una alternativa interesante. Battocchio et al. (1999)
confirmaron que la correlacién de la concentracibn de progesterona con los datos
colectados mediante palpacién rectal, ecogenicidad y diametro del CL es muy baja. Por
el contrario, Herzog et al. (2010) relacionaron adecuadamente la perfusion sanguinea
del CL y su tamafio como indicadores de la funcion luteal en vacas, planteando que el
flujo sanguineo es un predictor altamente confiable del funcionamiento del CL. A su vez
comprobaron que el flujo sanguineo luteal se relaciona directamente con las
concentraciones de P4 cuando estas son mayores a 1,0 ng/mL. Mas aun, la
determinacién del area del CL irrigada ha sido recientemente utilizada para diagnosticar
la gestacion el dia 21 del ciclo en vacas (Siqueira et.al., 2013) y el 17 en ovejas (Arashiro
et al., 2018) con una alta confiabilidad. Por lo tanto, los resultados muestran que el uso
de ambos indicadores (concentracion de P4y area irrigada del CL) son adecuados para
comprobar que la bioestimulacién con novillos androgenizados adelanta la lutedlisis en

las vacas, mientras que solo el tamafio del CL obtenido por ultrasonografia no lo es.

El uso de la bioestimulacion con machos como método para adelantar la lutedlisis, es
una alternativa interesante para incluir en posibles tratamientos de sincronizacion de

celos, disminuyendo asi el uso de hormonas sintéticas. Considerando que la
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sincronizacion de celos es una tecnologia de amplia aplicacion que simplifica los manejos
permitiendo que todos los animales se inseminen en un rango acotado de tiempo
(Berardinelli et al., 2007), cualquier alternativa que simplifique el manejo o disminuya el
uso de hormonas es de amplio interés. Los tratamientos clasicos se basan en la
aplicacion de dos dosis de PGF2q, como forma de generar lutedlisis en ambas o al menos
luego de la segunda aplicacion, y por tanto sincronizar la manifestacion de celos. Si bien
con estos tratamientos se logran buenos resultados y se simplifica el manejo de campo,
cada vez existe una mayor presion de los mercados consumidores para eliminar o
disminuir el uso de hormonas (Martin et al.,, 2004). Mas aun, varios paises ya han
prohibido la aplicacién de esteroides sexuales en este tipo de tratamientos (Martin et al.,
2004). En funcion de esto, seria interesante testar la efectividad de incluir la
bioestimulacion en tratamientos de sincronizacion de celos clasicos con PGF2q para

disminuir las dosis hormonales utilizadas.

CONCLUSIONES

La bioestimulacion de vaquillonas de carne con novillos androgenizados durante la fase
luteal tardia es capaz de adelantar el proceso luteolitico. Por el contrario, la introduccion

de vaquillonas en celo no tuvo efectos sobre la lutedlisis.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: The objective was to determine if the introduction of ized steers or females in oestrus has
Received 6 February 2019 luteolytic effects during the advanced luteal phase (Day 12—13 of the cycle, Day of ovulation = Day 0) in
;9;;:‘3(;;‘;9‘"5“’ form heifers by analysing the ch in corpus | (CL) size and perfused area together with proges-

terone (P4) secretion. Experiment 1 (EXP1) was carried out in May (autumn) with 12 Angus and Angus X
Hereford heifers and experiment 2 (EXP2) in September (spring) with 20 heifers of the same breed.
Procedures for both experiments were the same. Firstly, oestrus was synchronized in heifers, then,
transrectal colour doppler ultrasonography was performed daily from Day 10 to Day 12 of the cycle in all
animals. On Day 12 in the afternoon, animals were allocated to two experimental groups (control and
biostimulated) and d separated (minimum distance: 1000 m) until the end of each experiment.
In EXP1, two androgenized steers were introduced into the biostimulated group (BAS) and compared
with unstimulated control group (CON1). In EXP2, 20 animals were separated into control group (CON2)
and biostimulated group (BHE), in which 4 oestrous heifers were introduced on Day 12 in the afternoon,
and 4 more on day 13. The oestrous heifers were injected with 2 mg i.m. of oestradiol benzoate every
12 h until the end of the experiment to the recep . In both experiments, from Day 13
until the day on which detectable luteal blood flow (irrigation) di d, colour doppler ultraso-
nography was performed every 12 h in both groups. Blood samples were collected from all heifers every
12 h from Day 10 to the day in which irrigation disappeared. In EXP1 there was no effect of treatment on
CL volume. The BAS had less CL's perfused area than controls 0.09 +0.02cm? vs 0.16 +0.02 cm?,
respectively (p=0.015), less percentage of perfused area (2.4 £ 0.4% vs 42 + 0.4%; p=0011), and lower
progesterone (P4) concentration than CON1 (2.7 + 1.0 ng/mL vs 5.8 + 0.9 ng/mL respectively; p=0.046).
On Day 14.5 of the cycle, the BAS tended to have a lower concentration of P4 than the CON1 (p=0.06)
and on Days 15.5, 16, 16.5, 17, 17.5, 19.5 the P4 concentration was lower in BAS than in CON1 (p < 0.05). In
EXP2 there were no treatment effects in any of the studied variables. Overall, it was concluded that the
introduction of androgenized steers during heifers’ advanced luteal phase of heifers advanced the
luteolytic process. However, the introduction of oestrous heifers had no effect on luteal activity.

© 2019 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

In cattle, the structural and functional regression of the corpus
luteum (CL) starts on day 15 (Day 0 = ovulation), as a consequence
of the PGF2alpha released by the uterus | 1]. Luteolysis occurs after
hormonal interactions that end with the regression of the CL and
the cessation of its function |2). During the late luteal phase (days
13—15), oestradiol concentrations increase as follicular develop-
ment provokes an increase in the number of uterine oxytocin

* Corresponding author.
E-mail address: rungerfeld@gmall.com (R. Ungerfeld).

hitps://doi.org[10.1016/).theriogenology2019.04.003
0093-691X}© 2019 Elsevier Inc. All rights reserved.

receptors [3]. In addition, pituitary and luteal oxytocin secreted
during the luteal phase causes an increase in the synthesis of
PGF2alpha by the uterus [4] which determinates the subsequent
luteolysis 5] and, consequently, the beginning of a new follicular
phase. The earlier changes during luteolysis occur in the vascular
components of the CL [6] with a quickly decline in blood flow. In
this sense, the eco-doppler has been used during the last years to
study the CL perfusion, demonstrating that the angiogenic process
in the CL reaches a peak 2-3 days after ovulation |7). During
luteolysis, there is sharp but transient increase in blood that trig~
gers the luteolytigprocess
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several ruminant species [9]. In particular, the bull effect is the
stimulus of the cyclic activity of anoestrous heifers or cows pro-
voked by the sudden introduction of males (bulls, steers) or heifers
[10]. The effect may be produced by genital stimulation, phero-
mones, and other external signals [10] from bulls [11] or andro-
genized steers [12]. In both, small ruminants and bovines it has
been shown that socio-sexual stimuli generate an increase in LH
pulsatility in stimulated females [13,14], and therefore oestrogen
secretion by the ovary [15] which in turn increases the number of
uterine oxytocin receptors [3], ending in an advancement of the
secretion of PGF2alpha by the endometrium [4]. These two hor-
mones - the uterine PGF2alpha and the luteal oxytocin - develop a
positive feedback loop, where pulses of the other [16,17] follow
pulses of one. These pulses are increasingly important, leading to
an increase in the concentration of PGF2alpha [18,19], the main
responsible for the structural and functional regression of the CL
[20]. Therefore, considering that the increase in oestradiol is the
first step for triggering luteolysis [15], it would be expected that
biostimulation will also induce luteolysis.

However, the introduction of males also triggers changes in the
reproductive activity of cyclic females. For example, Chemineau
[21] observed that goats come into oestrus with a bimodal pattern
after the introduction of bucks, suggesting that the stimulus could
induce luteolysis in a group of females. Moreover, it was proved
that the introduction of rams simultaneously with the second dose
[22] or with a half dose of PGF2alpha [23] in oestrus synchroniza-
tion program advances the heat and increases the number of sheep
who respond to the treatment. However, females in oestrus can
also stimulate other females, as happens in anoestrous ewes that
ovulate after being in close contact with cyclic ewes [24,25].
Although there is less information available in cows, the exposure
of anoestrous cows to cervical mucus from oestrous cows advances
postpartum rebreeding [26].

Considering all this background, the aims of these studies were
to determine if the introduction of androgenized steers or females
in oestrus during the advanced luteal phase triggers or induces an
advancement of luteolysis in heifers.

2. Materials and methods
2.1. Location, animals and management

Both experiments were performed in a commercial farm in
Cerro Colorado, Florida, Uruguay (33° S and 55° W). Experiment 1
(EXP1) was performed in May (autumn) and experiment 2 (EXP2)
in September (spring). The studies were approved by the Comision
Etica en el Uso de Animales de Experimentacién, from the Facultad
de Veterinaria, Universidad de la Repiiblica.

2.2. Experiment 1: biostimulation with androgenized steers

The ovulation of 12 Angus X Hereford (311+24kg;
mean + SEM) of 15 to 18-month-old was synchronized with 2 doses
of a PGF2alpha agonist (500 ug im of cloprostenol Ciclase DL, Syn-
tex, Buenos Aires, Argentina) separated by 11 days and one dose of a
GnRH analogue (100 ug im of gonadorelin acetate, Gonasyn, Syntex,
Buenos Aires, Argentina) two days after the second dose of clo-
prostenol. Two days after the administration of gonadorelin, the
ovaries of each heifer were scanned with ultrasound (Esaote MyLab
OneVET, Milan, Italy with a 7mHz linear transducer) to confirm
ovulation (Day 0 of the cycle). The CL was scanned daily on Days 10,
11 and 12. On day 12 in the afternoon, the animals were separated
in two groups of 6 animals each.

Two androgenized Angus steers (343 + 4 kg) were joined with 6
heifers (group BAS). For this, the steers received two doses of

500 mg im of testosterone cypionate (Testosterona Ultralenta Dis-
pert, Montevideo, Uruguay) during the previous 2 weeks according
to manufacturer’ recommendations. The other 6 heifers remained
isolated from males, as a control group (group CON1), with a
minimum separation of 1000 m between both groups. From Day 13
until the last day in which luteal blood flow was observed, trans-
rectal eco-doppler ultrasonography was performed to all heifers
every 12 h. The real time images were recorded as short videos to
measure later the size and the area perfused of the CL. Blood
samples were collected immediately from the coccygeal region.

2.3. Experiment 2: biostimulation with estrous heifers

On this experiment, the ovulation of 20 Angus X Hereford
heifers, 15 to 18-month-old (270 + 20 kg) were synchronized. All
animals received one dose of oestradiol benzoate (2 mg im, Syntex,
Buenos Aires, Argentina) at the time at which an intravaginal device
impregnated with P4 (1g, DIB, Syntex, Buenos Aires, Argentina)
was inserted. Seven days later the device was removed, and all
animals received one dose of oestradiol cypionate (0,5 mg im, Von
Franken, Fatro, Buenos Aires, Argentina), one dose of cloprostenol
(500 g im de clorprostenol Ciclase DL, Syntex, Buenos Aires,
Argentina), and one dose of equine chorionic gonadotropin (300 IU
im, Novorman, Syntex, Buenos Aires, Argentina). Two days after the
intravaginal device removal, ovaries of each heifer were scanned to
confirm ovulation (Day 0).

On the afternoon of day 12, heifers were separated in 2 groups of
10 animals, and four heifers in oestrus were introduced to one
those groups (group BHE). The oestrous cycles of these four heifers
were presynchronized in the same way as that of the other 20
heifers, but to extend the oestrus length, they received 1 dose of
oestradiol benzoate (2 mg im of Estradiol Benzoate Syntex, Buenos
Aires, Argentina) every 12 h until the end of the experiment. The
other 10 heifers remained isolated from other animals as a control
group (group CON2) (minimum distance = 1000 m). On Day 13,
other four oestrous heifers stimulated in the same way were joined
to BHE heifers. The oestrous behaviour of these heifers was also
maintained with oestradiol benzoate injections until the end of the
study.

The procedures to record the activity of the CL were the same as
in EXP1, performed with the same frequency.

2.4. Analyses of the CL: volume, perfused area and percentage of
perfused area

Each video was analysed, obtaining an image with the
maximum diameter and the maximum perfused area according to
Acosta et al. [27]. Fig. 1A and B shows examples of two CLs with
different percentages of area perfused. The images were analysed
using the Image ] sofware (Image Processing and Analysis in Java,
Java2HTML version 1.5, free version). The diameters of each CL were
measured, calculating the area of the image and the volume of the
CL. The area perfused of the CL was measured transforming it to a
black and white image, and measuring the black area. Fig. 1Cand D
shows examples of the black and white images.

2.5. Blood samples and progesterone measurement

Blood samples were collected into tubes, allowed to clot, and
centrifuged. Serum was separated and stored (—20°C) until pro-
gesterone measurement. Plasma progesterone concentrations were
measured using a solid-ph radigifamun y kit containing

agnostics Division Costa Mesa,
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Fig. 1. Eco-doppler images of corpora lutea with different degrees of blood perfusion (A and B), and black and white images of the same corpora lutea used to measure the perfused

are(Cand D).

the sensitivity of the measurement of the samples from EXP1 were
8.5% and 0.02 ng/mL respectively. EXP2 was measured in two as-
says: their intraassays CVs were 11.3% and 7.1%, and the interassay
CV and sensitivity were 9.2% and 0.03 ng/mL respectively.

2.6. Statistical analyses

The analyses of the CL (volume, perfused area and percentage of
perfused area), as well as P4 concentrations were compared by the
mixed procedure of SAS (SAS University Edition), including treat-
ments, time and treatment-time interaction as main effects, and
the animal as a random effect into the treatment. In EXP1, data from
Day 11 was included as a covariate for perfused area, percentage of
the CL perfused and CL volume. Differences were considered as
significant when P < 0.05, and as tendencies when 0.05 <P <0.1.

3. Results

In EXP1, there were no significant differences between groups in
the volume of the CL (3.5 + 0.4cm? in CON1 and 3.1 + 0.4cm?®). The
area and percentage of the CL perfused was lower in BAS than in
CONT1 heifers (area: 0.09 + 0.02 cm? vs 0.16 + 0.02 cm? respectively,
p=0015; Fig. 2, percentage of the CL: 2.4 +0.4% vs 4.2 + 0.4%,
p=0011; (Fig. 2). In the same way, the BAS heifers had lower P4
concentration than the CON1 heifers (2.7 4+1.00ng/mL vs.
5.8 +0.92 ng/mL respectively; p=0.046) (Fig. 2). Furthermore,
there was an interaction between groups and time in P4 concen-
tration (p=0.01): on Day 14.5 BAS heifers tended to have a lower
P4 concentration than CON1 (p=0.06) and on Days 15.5, 16, 16.5,
17, 17.5, 19.5 the P4 concentration was lower in BAS than in CON1
heifers (p < 0.05) (Fig. 2

In EXP2 there were no effects of the treatments nor interactions
between treatments and time in any of the variables evaluated. The
CL' volume was 3.1cm? and 29cm® (pooled SEM=0.2), the
perfused area was 0.14 cm? and 0.14 cm? (pooled SEM = 0.02), the
percentage of the CL perfused was 6.1% and 6.3 (pooled SEM =0.7),
and the progesterone concentration was 0.14 ng/mL and 0.15 ng/mL
(pooled SEM = 0.01) for CON2 and BHE heifers respectively (ns for
all).

4. Discussion

The introduction of androgenized steers advanced the luteolysis
in heifers, but there was no effect with the introduction of oestrous
females. In previous studies, it was demonstrated that stimulation
with males is effective to induce or synchronize the cycles in cows
and heifers [11,12,28-30]. In the same way, Chemineau [21] and
Ungerfeld and Orihuela [31] suggested that the introduction of
bucks into a group of anoestrous goats triggers the luteolytic pro-
cess, so this study expands this concept to the introduction of
androgenized steers to cyclic heifers. On the other hand, although
even more animals were used, it could not be demonstrated that
the introduction of oestrous heifers provoked any effect. Therefore,
it seems that in cattle happens similar than in sheep, in which the
introduction of males provokes greater effects than the introduc-
tion of oestrous ewes, which has been reported to be effective only
in certain conditions [24).

The differences in the CL dynamics and the P4 concentrations
observed in the present study demonstrated that the introduction
of the androgenized steers during the late luteal phase advanced
the luteolytic process. Furthermore, on Day 19.5, serum concen-
trations of P4 in all heifers of BAS group was less than 1 ngfmL. This
concentration of P4 was significantly lower than those heifers of
control group (CON1) in which P4 concentrations were still over
1 ng/mL indicating that the CL was still functional [32] in control
group but not in BAS group. Although it was not measured, prob-
ably an increase in LH pulsatility induced by the introduction of
males induces an increase in oestradiol concentrations [ 15] the first
step for triggering luteolysis. These mechanisms are triggered
physiologically at the advanced luteal phase, but it would be
interesting from these results to study if it is possible to obtain
similar effects in earlier stages of the oestrous cycle. In summary,
the lower perfusion (blood flow) received by the CL and the lower
concentration of P4, added tp an advagce of the fall of it below the
luteal concentr; tolytic effect. It would be
interesting to n be achieved at earlier
stages of the lut
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modifies the cyclic activity of other cows. For example, Izard and
Vandenbergh [33] showed that the result of an oestrous synchro-
nization treatment with exogenous prostaglandin is even better in
cows stimulated with vaginal mucus from oestrous cows. Wright
et al. [26] reported that the exposure of cows in postpartum
anoestrus to vaginal mucus of cows in oestrus shortens their
postpartum anoestrus. Presumably, in both cases the effect was
mediated by chemical substances contained in the fluids applied
directly to treated animals. On the other hand, in the present
experiment, the females were stimulated with females in oestrus in
an open space, without direct contact with the vaginal secretions of
the oestrous animals. Therefore, it is possible that the absence of
effects observed in the present study was related to a less intense
stimulus. However, in other study Nordeus et al. [34] did not
observe any modification of the length of the oestrous cycle of
heifers stimulated with urine and vaginal mucus of oestrous cows.
Therefore, further studies are needed to clarify the pathways by
which oestrus cows may stimulate the reproductive activity of
other cows, the responding mechanisms, and the environmental
conditions that limit it in certain situations. Moreover, oestrous
behaviour displayed synchronously in groups of cows may be un-
related to the ovarian changes [35).

The blood perfusion received by the CL was an excellent indi-
cator of its functionality. Although the luteal activity is frequently
evaluated by the concentration of P4 in plasma [32], this is more
expensive and requires more time to obtain the results, so the study
of CL perfusion is an interesting alternative. Battocchio et al. [32]
confirmed that the correlation of P4 concentration with the infor-
mation collected by rectal palpation, echogenicity and CL diameter
is very low. On the other hand, Herzog et al. [36] adequately related
blood perfusion and luteal size as indicators of luteal function in
cows, stating that blood flow is a highly reliable predictor of CL
functionality. Moreover, the perfused area of the CL can be used to
diagnose gestation as early as day 21 of the cycle in cows [37] and
17 in ewes [38] with high reliability. Therefore, the use of both
indicators (concentration of P4 and CL irrigated area) reaffirms that
biostimulation with androgenized steers advances luteolysis in
cows, whereas only the size of CL obtained by ultrasonography was
not a good indicator.

The use of biostimulation with males to advance luteolysis is an
interesting alternative to include in treatments of oestrous

synchronization, thus decreasing the use of synthetic hormones.
Whereas oestrous synchronization is a widely applied technology
that simplifies management allowing all animals to be inseminated
in a limited period of time [39], any alternative that simplifies
management or decreases the use of hormones it is of interest.
Classic treatments are based on the application of two doses of
PGF2alpha to induce luteolysis in both or at least after the second
application, and therefore synchronize the beginning of the follic-
ular phase. Although these treatments achieve good results and
simplify management, there is increasing pressure from consumer
markets to eliminate or reduce the use of hormones [40). Therefore,
it would be interesting to test the effectiveness of biostimulation in
classic oestrous synchronization treatments with PGF2alpha to
reduce the hormonal doses used.

Overall, it was concluded that the introduction of androgenized
steers during heifers’ advanced luteal phase advanced the luteolytic
process. However, the introduction of oestrous heifers had no effect
on luteal activity.
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