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RESUMEN

El objetivo de los siguientes trabajos fue estudiar la dindmica folicular final, la
ovulacién y la fertiidad en vacas para carne, después de un tratamiento con
dispositivos impregnados con acetato de medroxiprogesterona (MAP) o progesterona
natural (P4) y la aplicacion de benzoato o cipionato de estradiol (BE o CPE) en dos
momentos respecto al retiro de los dispositivos. Para ello se realizaron 8 experimentos
(E), 6 para estudios de pardmetros fisiol6gicos, diametro del foliculo dominante (FD) y
ovulatorio (FO), tasa de crecimiento del FO, momento y porcentaje de ovulacién (O).
Tres de estos estudios fueron con vacas ciclando y sin ternero y 3 con vacas en
anestro con cria al pie. Los otros estudios se realizaron en establecimientos
agropecuarios para estudios de fertilidad. Los animales de los E 1, 2, 4 y 5 se
sincronizaron mediante el protocolo denominado como Indugest plus, que consistio
en la colocacion durante 8 dias de esponjas intravaginales de poliuretano
impregnadas con 200mg de MAP. Junto con la colocacién de la esponja las vacas
fueron inyectadas (IM) con 10mg de MAP y 3mg de BE disueltos en aceite de girasol
(Solucién Indugest 1). En los experimentos con vacas ciclicas se inyecté (IM) 0,150mg
de D-(+)-Cloprostenol sédico (Cloprostenol, PAUL) al retirar los dispositivos. Al
momento de retirar el dispositivo (dia 8) los animales fueron distribuidos al azar para
recibir 0,7mg de BE (Solucién Indugest 2) o 0,5mg de CPE (Kdnig, Argentina) via
intramuscular en ese mismo momento o 24 horas mas tarde. Los animales de los E 3
y 6 fueron tratados con el protocolo denominado como DIB (Syntex, Argentina) que
consistio en la aplicacion durante 8 dias de dispositivos de silicona inerte, conteniendo
0,5 g de progesterona mas inyeccion (IM) con 2mg de BE (Syntex) (dia 0). Al
momento de retirar los dispositivos (dia 8) se aplicdé IM 400ug de Cloprostenol sédico
(Ciclase DL, Syntex) a los animales del E 3 (vacas ciclicas) pero no en el E 6 de
vacas en anestro. Como en el caso anterior, los animales fueron asignados al azar
para ser inyectados con 1mg de BE (Syntex) 6 con 0,5mg de CPE (Syntex), en el
momento de retiro del dispositivo 6 24 horas mas tarde. La tasa de ovulacién se
analizé6 mediante una tabla de contingencia utilizando la distribucién Chi cuadrado y la
correccion de Fisher si fuera necesario, mediante el procedimiento FREQ. Las
variables continuas fueron analizadas mediante ANOVA utilizando el procedimiento
GLM. La fertilidad fue analizada mediante el procedimiento GENMOD, todas las
variables fueron analizadas con el paquete estadistico SAS (1998). En las vacas
ciclicas, no se observaron diferencias estadisticas significativas (p>0,05) entre
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tratamientos, en el diametro del FD al retiro de los dispositivos, en el didmetro del FO,
la tasa de crecimiento del FO, ni en el momento ni la tasa de ovulacién. Se observd
efecto del CL (p=0,0006) y (p=0,002) en los E 2 y 3 respectivamente sobre el diametro
del foliculo dominante. En las vacas en anestro posparto del E 6, hubo diferencia
significativa (p=0,0006) en la tasa de ovulacion, donde ni un animal del tratamiento
CPE24 ovuld, en el tiempo establecido de observacion. Ademas el tratamiento BEO
adelant6 el momento de la ovulacién respecto de los otros tratamientos que ovularon.
La tasa general de prefiez en los E 7 y 8 fue respectivamente del 38,3% y de 49,7%.
No hubo efecto (p>0,05) del tratamiento sobre la tasa de prefiez en ambos E. La
aplicacion de (BE) como (CPE) a las 0 6 24 horas de finalizado un tratamiento
intravaginal con MAP o P4, no afecta el diametro, el momento, ni la tasa de ovulacion,
de los foliculos ovulados en vacas sin cria al pie. Al tratar animales en anestro
posparto con el mismo esquema, el tratamiento CPE aplicado a las 24 horas de
retirada la fuente de progesterona puede tener el efecto de estimulacion no adecuado.
Es posible obtener tasas de prefiez del 40% en una IATF realizada a las 48-49 horas
después de finalizado un tratamiento con progestagenos. La aplicacién de BE o CPE
a las 0 horas de finalizado el tratamiento, no tuvo efectos diferentes en la tasa de

prefiez de vacas con cria al pie.

Palabras clave: acetato de medroxiprogesterona, benzoato de estradiol, cipionato de
estradiol, vacas ciclicas, vacas en anestro.
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ABSTRACT

Effect of two estradiol salts injected at the end of a progesterone treatment on

follicular dynamic, ovulation and fertility in beef cows

The objectives of this work were to study the final follicular growth, ovulation time
and fertility in cyclic and anestrous suckled cows after receiving treatment with a
intravaginal device impregnated with medroxiprogesterone acetate (MAP) or natural
progesterone (P4) and the injection of estradiol benzoate (EB) or cipionate (EC) at two
different times respect of the device removal. A total of eight experiments (E) were
designed, six for physiological parameters studies, such as dominant follicle (DF) and
ovulatory follicle (OF), follicular diameter, growth rate of the ovulated follicles and
ovulation time (O). Three of those studies were conducted in cycling cows and three in
anestrous suckled cows. The other two studies were made under farm conditions to
study fertility. Animals in E 1, 2, 4, and 5 were treated with a protocol named Indugest
plus. The cows received intravaginal sponges impregnated with 250 mg of MAP for 8
days plus an intramuscular injection of 10 mg of MAP and 3 mg of BE in sunflowers oil
(Indugest 1 solution) at day 0. In E 1 and 2, the cows received an injection of 0,150 mg
de D-(+)-Cloprostenol (PAUL, Argentina) at the device withdrawal. In the 8" day
animals were randomly distributed to receive an intramuscular injection of 0.7 mg of
EB (Indugest 2 solution) or 0.5 mg of EC (Koénig, Argentina) at that moment or 24 h
later. Animals in the E 3 and 6 were treated with a protocol named DIB (Syntex,
Argentina). The cows received a silicon intravaginal device containing 0.5 g of
progesterone for 8 days plus an intramuscular injection with 2 mg of EB (Syntex,
Argentina) at day 0. At the device withdrawal (day 8) animals in E 3 (cycling cows)
received 400 pg of Cloprostenol (Ciclase DL, Syntex). The cows of both E were
randomized to received 1 mg of EB (Syntex, Argentina) or 0.5 mg de EC (Syntex,
Argentina) at the device withdrawal or 24 h later. The ovulation was analyzed with Chi
square test and Fischer's corrections were done when necessary, by FREC
procedure. The continuous variable data were analyzed by ANOVA using the general
lineal model procedure. The fertility was analyzed by GENMOD procedure, all
variables were analyzed with SAS programs. In cyclic cows there were no statically
differences (p>0.05) between treatments for FD or FO diameter, growth rate of the OF,
time and ovulation rates. We observed an effect of CL (p=0,0006) and (p=0,002) in E 2
and in E 3 respectively on the FD diameter. In postpartum anestrous cows in E6 a
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statistical difference was observed (p=0.0006) in the ovulation rate, where no animal in
the EC24 ovulated at least in the observation period. Although treatment EBO
accelerated the moment of ovulation respect the other treatments that ovulated. The
overall pregnancy rate of experiments 7 and 8 were 38.3 and 49.7% respectively. No
treatments effects were observed (p>0.05) on the pregnancy rate of both experiments.
In conclusion, the injection of EB or EC at O or 24 h after the end of an intravaginal
treatment with MAP or P4 did not affect the follicle diameter and ovulation rate in
cycling cows. However, when postpartum anestrous suckled cows were treated the
treatment EC24 did not have an appropriate stimulatory effect. It is possible to obtain
pregnancy rate of 40% with artificial insemination performed between 48 and 49 hs
after the end of either MAP or P4 treatment. The injection of EB or EC at the device

removal (0 h) had no effect on the pregnancy rate in suckled cows.

Key words: medroxiprogesterone acetate, estradiol benzoate, estradiol cipionate,
cyclic cows, anestrous cows.



INTRODUCCION

En Argentina, el uso de la Inseminacion Atrtificial (1A) fue desarrollado a partir de
1960. Por razones de manejo, estuvo durante muchos afios restringida a las
vaquillonas y vacas secas, puesto que la deteccién de celo diaria en vacas con cria es
dificultosa y genera pérdidas, tanto a nivel de los terneros como de las pasturas sobre
las que se realiza este manejo (Alberio, 2001).

Por otra parte, situaciones como campos con monte, falta de potreros que reducen
la eficiencia de la deteccion de celo, falta de equipamiento apropiado, poco interés del
productor de mantener servicios de IA durante 60 6 90 dias, sumados a la dificultad de
aplicar la tecnologia a vacas con cria al pie, ha significado un retroceso en el uso de la
técnica hacia fines del siglo XX.

Sin embargo, estas mismas razones han contribuido a estimular el desarrollo de
tratamientos que permiten la IA sin necesidad de detectar celos, ya que son capaces
de inducir y agrupar celos y ovulaciones, tanto de vacas con cria como de otras
categorias del rodeo como vaquillonas de 15 meses (Alberio, 2003).

Estos tratamientos se asocian, normalmente, con la practica denominada
Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo (IATF) en la cual es condicién fundamental para
su éxito, una buena sincronizacion de la ovulacién. Estas tecnologias asociadas
(tratamientos de sincronizacion e IATF), son capaces de resolver en buena medida las
condiciones arriba mencionadas que constituyen los aspectos mas limitantes de los
programas de la IA convencional.

Si bien existen muchos esquemas farmacologicos de control del ciclo estral
(Pursley et al., 1995; Martinez et al., 2001; Thatcher et al., 2002; B6 et al., 2003;
Colazo et al., 2004a), uno de los més difundidos en nuestro pais es el que implica la
utilizacion de un dispositivo intravaginal de liberacion controlada de
progestageno/progesterona durante un periodo de 7 a 9 dias. Asociado con esto, se
realiza la administracion de estradiol por via intramuscular (IM) tanto al momento de
colocar el dispositivo como al momento de su extraccion. En el primer caso, para
controlar la onda folicular presente y en el segundo, para estimular el pico
preovulatorio de LH y actuar en forma directa sobre el crecimiento folicular final y la
ovulacién (Day, 2004; Bo et al., 2005). Esta aplicacién de estradiol se hace por lo
general 24hs después de retirado el dispositivo intravaginal. También al retirar el

dispositivo se aplica PGF2a para lisar el cuerpo luteo presente si lo hubiere. Con este



esquema, la IATF suele realizarse a las 52-56 horas de retirado el dispositivo, por lo
gue el esquema completo implica 4 movimientos de los animales (colocacion del
dispositivo, retiro del dispositivo, inyeccion de estradiol e IATF).

El grupo de biotecnologia de la reproduccion del INTA Balcarce, desarrolld6 una
modalidad equivalente, utilizando un dispositivo de poliuretano embebido con acetato
de medroxiprogesterona (MAP), acompafado con una inyeccién de MAP y benzoato
de estradiol (BE). A la extraccion del dispositivo se realiza una segunda administracion
de BE, produciendo tasas de ovulaciéon y prefiez semejantes a la logradas cuando el
BE es inyectado a las 24 horas (Ross et al., 2004; Manes et al., 2007) reduciendo la
manipulacion de los animales en un 25%.

A pesar de esto, el momento 6ptimo de administrar la segunda dosis de estradiol
continda en discusion debido a los resultados dispares publicados por los distintos
grupos de investigacion, en cuanto al sincronismo de la ovulacién y eventual tasa de
prefiez segun sea que el BE sea aplicado al momento de retirar el dispositivo (hora 0)
o a las 24hs (B¢ et al., 2005).

Al aplicar la segunda dosis de BE a la hora O (al retiro del dispositivo), se estaria
produciendo la induccién del crecimiento de foliculos de menor tamafio y, en principio
con menor capacidad ovulatoria (Sartori et al., 2001; Burke et al.,, 2001). Esto se
traduciria en una menor sincronizacion de la ovulacion (Cutaia et al., 2005) y, a causa
de ello, la tasa de concepcidn podria verse afectada (Mussard et al., 2003; Perry et al.,
2007). A pesar que esto es posible, la tasa de prefiez no se ha visto afectada
aplicando el BE a la hora cero y el argumento para ello seria que lo que se gana por el
aspecto mencionado, se pierde por el mayor estrés a que son sometidos los animales
en ese esquema. Como alternativa para cumplir con ambos conceptos, se ha
postulado reemplazar al BE por el cipionato de estradiol (CPE). Este es un éster de
estradiol de mayor vida media que el BE (Vynckier et al., 1990), que ademas simula de
una manera equivalente los eventos que ocurren en forma espontanea (Chenault et
al., 1975 citado por Stevenson et al., 2004). Por su mayor vida media podria entonces,
proveer a los foliculos de tiempo suficiente para su maduracion final, antes de
provocar el pico ovulatorio de LH, el cual también seria mas sostenido. De esta
manera podrian ser resueltos ambos problemas sefialados posibilitando la inyeccién
del CPE en la hora 0 (reduccién de movimientos y de estrés) con una mejora de la

actividad bioldgica por la mayor vida media de la droga.



REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Ciclo estral del bovino
2.1.1. Generalidades

El ciclo estral (CE) se define como la sucesion de eventos que se dan entre dos
periodos de receptividad sexual, tiene una duracién de entre 17 y 25 dias en el bovino,
y se divide en dos fases: estrogénica o folicular (proestro, estro) y ldtea o
progestacional (metaestro y diestro).

El celo, estro o calor tiene una duracion aproximada de 18 horas y se caracteriza
por la aceptacion de la hembra a ser montada por sus compafieras de rebafio o por el
toro. La ovulacién, en promedio, tiene lugar 12 horas después de la finalizacion del
mismo.

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), sintetizada y secretada de
forma pulsétil por el hipotalamo, estimula la sintesis y secreciéon de hormonas foliculo
estimulante (FSH) y luteinizante (LH) por la hipdfisis, las cuales regulan la funcion
gonadal.

Las principales estructuras ovaricas son los foliculos, productores de estradiol (E2)
y el cuerpo lateo (CL) productor de progesterona (P4). Los esteroides ovaricos afectan
la secrecion de gonadotropinas hipofisiarias a través de mecanismo de
retroalimentacion negativa o positiva (Price y Webb, 1988; Fortune et al., 2004).

Para un analisis mas detallado podemos dividir el ciclo estral en dos fases: la fase
folicular, que incluye el periodo periovulatorio y la fase Iutea.

En la fase folicular, debido a la lisis del CL, los niveles de P4 disminuyen a sus
valores minimos en 24 — 36 horas. A partir de este hecho que hace desaparecer el
retrocontrol negativo de la P4 sobre hipotdlamo e hipdfisis, el incremento en la
frecuencia de pulsos de LH/FSH y su liberacién armonica por la hipoéfisis estimula el
desarrollo, seleccion y desviacion de un foliculo, que secreta cantidades crecientes de
E2 (Rivera, 1993; Ireland et al., 2000; Ginther et al., 2001). Particularmente, el patrén
de secrecidon pulséatil de LH cambia en esta fase, haciéndose mas frecuente y de
mayor amplitud, llegando a 1 pulso de LH/FSH cada 60 min. El grado de desarrollo
folicular al momento de la lutedlisis determina el tiempo que transcurre hasta que un
foliculo completa su crecimiento y es capaz de producir cantidades suficientes de E2

como para iniciar el celo y la onda preovulatoria de LH. Precisamente esta Ultima



etapa define el periodo periovulatorio en que se producen importantes fenémenos,
como el inicio del celo, el pico preovulatorio de gonadotropinas y la ovulacion

La base endocrina del celo se puede explicar por el incremento de estradiol
producido en los foliculos de rapido crecimiento y actuando con retroaccién positiva
sobre el hipotalamo. Estos estrégenos son los responsables del comportamiento estral
y de la induccién del pico preovulatorio de LH (Gordon, 1997). El mecanismo de accion
de los estrégenos durante este periodo es mediante el estimulo de la sintesis y
secrecion de GnRH por el hipotalamo y el aumento de la sensibilidad y niamero de
receptores hipofisiarios para dicha hormona.

El pico preovulatorio de LH es el responsable del crecimiento final del foliculo
dominante que se transformara en ovulatorio asi como de la alta produccion de E2 en
este periodo (Ginther et al., 2001b) y de la ruptura del foliculo ovulatorio y formacién
del CL. Comienza asi la segunda fase o fase lutea. El CL alcanza su desarrollo
completo durante la primera semana post ovulacion, a partir de las células de la
granulosa y tecales del foliculo ovulado formando los dos tipos de células
esteroidogénicas, las células luteales grandes y las pequefias. Ambas secretan P4
como principal producto y una serie de hormonas de relativa importancia como las
prostaglandinas y la oxitocina.

La P4 prepara el endometrio para la implantacion y mantiene la gestacion. Si esta
no sucede, la prostaglandina F2a (PGF) liberada desde el endometrio uterino durante
el final de la fase latea, serd la responsable de la lutedlisis y la consecuente
disminucién en la concentracion de progesterona, creandose asi las condiciones para

una nueva ovulacion.

2.1.2 Crecimiento y Dinamica Folicular en el bovino

Durante la gametogénesis se dan dos procesos, la ovogénesis y la foliculogénesis.
La foliculogénesis puede ser definida como la transformaciéon que sufren los foliculos
desde una reserva de foliculos primordiales hasta su participacion en una onda
folicular culminando con su ruptura y permitiendo la ovulacién. La funcion principal del
foliculo ovarico es participar en el proceso de ovogénesis sirviendo de contenedor e
interactuando en forma activa con el ovocito que se encuentra en su interior.

Los foliculos primordiales se establecen en la vida fetal, no son renovables y son el
punto de partida de la foliculogénesis. Se caracterizan por contener un ovocito

inmaduro y una capa plana de células sométicas rodeandolo (Fortune, 2003). Una vez



gue se establece la reserva de foliculos primordiales y después del nacimiento, el
crecimiento folicular es continuo, terminando en la ovulacién del foliculo maduro a
partir de la pubertad o en la atresia del foliculo y la muerte del ovocito en su interior
(Picton, 2001). No esté claro el proceso por el cual algunos foliculos primordiales
comienzan a crecer, pero aparentemente en esta etapa su crecimiento es
independiente del estimulo de las gonadotropinas (Ireland et al., 2000; Fortune, 2003).
A medida que avanzan en su crecimiento estos foliculos adquieren sensibilidad a las
gonadotrofinas. Cada tanda de crecimiento de foliculos se denomina onda folicular y
esta es definida como el patrén ciclico de crecimiento sincrénico de un conjunto de
foliculos antrales (Ireland et al., 2000)

Durante un ciclo estral generalmente se dan 2 0 3 ondas de crecimiento folicular
dependiente de gonadotropinas; cada onda de crecimiento folicular posee
acontecimientos bien establecidos que son reclutamiento, emergencia, seleccion,
desviaciéon, dominancia (Driancourt, 2000; Fortune et al., 2004) y ovulacién o atresia
folicular. Esto ultimo ocurre en los foliculos que no ovulan (Sunderland et al., 1994).

Ginther et al. (1998) definieron la emergencia de una onda folicular, como el primer
dia en el que el futuro foliculo dominante alcanza un diametro de 4mm en bovinos.
Este momento estd asociado a un aumento previo en la concentracion de FSH el cual
esta en el origen de la emergencia. La selecciébn es el mecanismo por el cual,
usualmente uno de varios foliculos de una onda, alcanza la dominancia en especies
monovulatorias. Este proceso culmina cuando el foliculo de mayor tamafio continda
desarrollando pasando a convertirse en dominante y el resto reduce o cesa su
crecimiento volviéndose subordinados, punto conocido como desviacién. Esto se
produce en promedio cuando los foliculos de mayor diametro poseen entre 7,7 y
8,5mm, aproximadamente 2 dias luego de la emergencia.

El futuro foliculo dominante emerge en promedio unas seis horas antes que el
resto de los foliculos de la onda (Ginther et al., 1997) y crece en paralelo con los
foliculos subordinados manteniendo unos 0,5mm de diferencia hasta la desviacion,
tiempo suficiente para establecer la dominancia. El pico de FSH que estimuld la
emergencia de la onda, comienza a descender, y esto es atribuido a factores
secretados por los foliculos a partir del tamafio de 5mm tal como inhibina y estradiol.
El descenso en la concentracion de FSH parece ser clave en el proceso de desviacion
y en este proceso el FD es esencial ya que el mismo debe desarrollar la habilidad para

suprimir la FSH circulante por debajo de las concentraciones requeridas por los otros



foliculos pero manteniendo un nivel que permita su propio desarrollo (Ginther, 2000).
Esto lo logra cambiando su sensibilidad a la hormona FSH por la mayor sensibilidad a
LH. Algunos de los hechos que confirman esto son: 1) la concentracion de LH
aumenta aproximadamente unas 32 horas antes de la desviacion, y se mantiene asi
unas 48 horas antes de descender, 2) los foliculos no crecen mas all4 de los 7mm
cuando se suprime la LH (Gong et al., 1995), 3) la vida del foliculo dominante puede
ser extendida mediante el incremento en la frecuencia de los pulsos de LH (Fortune et
al., 1991) y 4) el foliculo dominante expresa receptores para LH en concordancia con
el momento de la desviacion (Evans & Fortune,1997).

Ademas de las hormonas gonadotroficas, se han detectado sistemas integrados
por factores de crecimiento similar a insulina (IGF), que actuando en forma endocrina,
autocrina y paracrina, estimulan la funcién ovarica, mediante sinergismo con las
gonadotropinas para estimular el crecimiento y la esteroidogenesis de las células
ovaricas (Lucy, 2000). Este sistema integrado por IGF | e IGF Il y sus receptores, esta
regulado por una serie de proteinas fijadoras de IGF (IGFBP) que se originan
localmente en el ovario o provienen del flujo sanguineo. Entonces la respuesta en
tltima medida podria estar regida por la cantidad de IGFBP mas que por la
concentracion de IGFs, ya que la concentracion de IGF | y Il absoluta en fluido folicular
no cambia mayormente durante el desarrollo folicular. En cambio la concentracién de
IGFBP se altera drasticamente teniendo mayor concentracion los foliculos en atresia.
Las IGFBP impiden la unién de las IGF a sus respectivos receptores, evitando un
futuro crecimiento o diferenciacién en foliculos, experimentando atresia.

La cantidad de IGFBP, durante el crecimiento folicular, es controlada a dos niveles
principalmente, durante la transcripcion y a través de la degradacién por proteasas.

Segun Fortune et al. (2004), las proteasas estan presentes en el fluido folicular de
foliculos dominantes, estrégeno-activos, las cuales degradan a las IGFBP
manteniendo sus concentraciones bajas, permitiendo la accién de las IGF en estos.

Se llega asi a un foliculo que por su capacidad de produccién de estrégenos es
capaz de producir la onda preovulatoria de LH, la cual es seguida unas 10 a 20 horas
mas tarde por la ovulacion.

El pico de LH causa, entre otras cosas, despolarizacion de las membranas
plasmaticas de las células foliculares generando potenciales de accion y cambios en la
concentracion de Ca++ citosélico que contribuirian a la actividad degradativa de la

colagenasa proveniente de los fibroblastos de la teca externa, disminuyendo el grosor



de la pared folicular (Espey, 1994). Adema4s, se inhibe la sintesis de estradiol y
comienza la sintesis de progesterona, hay mayor flujo sanguineo en el foliculo
ovulatorio (simulando una reaccion inflamatoria), se disocia el cumulus ooforus, se
reanuda la meiosis y se libera el primer cuerpo polar.

A medida que avanza este proceso se forma el estigma y la ovulacion seria
producto de las contracciones ovaricas provocadas por las PGF.

Después de la ovulacion el ovocito detiene su actividad meidtica siendo liberado en
metafase Il. En la estructura folicular se produce una hemorragia profunda llenado la

cavidad folicular y dando lugar al cuerpo hemorréagico.

2.2. Anestro Posparto
2.2.1 Generalidades

El anestro posparto es la ausencia de celo y ovulacion posteriores al parto, 0 mas
precisamente, es el periodo que le toma a una hembra para restablecer los
mecanismos neuroendocrinos que regulan la funcion reproductiva después del parto
(Yavas & Walton, 2000). Su duracién es muy variable en los bovinos y particularmente
en aquellos que amamantan a sus crias en los cuales, en condiciones adecuadas de
alimentacién y manejo, se reestablece la actividad sexual entre los 50 y 100 dias
(Rhodes et al., 2003). Este estado de anestro esta producido principalmente por el
amamantamiento y modulado por otros factores (nutricion, edad, época del afio, raza,
etc.) quienes son los causantes de tales grandes variaciones (Short et al., 1990).

Este periodo de reposo sexual tiene especial importancia en la eficiencia
reproductiva de un rodeo de cria, ya que su duracion condiciona el intervalo entre
partos, considerando que el objetivo de un sistema eficiente es lograr un ternero por

vaca por afo.

2.2.2 Fisiologia del Anestro Posparto

Luego del parto, y cumplidas las etapas de amamantamiento y cuidado de sus
crias, la hembra cambia su estrategia reproductiva que hasta ese momento fue de
reposo sexual al restablecimiento de la actividad para posibilitar una nueva prefiez. Es
asi que la relativa inactividad ovérica que prevaleci6 durante la prefiez tardia
(presencia de ondas incompletas ya que no llegan a la ovulacion), debe ser
remplazada por una secuencia de eventos, que culmine con el estro, la ovulacion de

un foliculo sano y el desarrollo de una funcion luteal normal (Rhodes et al., 2003).



Durante el periodo posparto se llevan a cabo importantes cambios anatomicos y
fisioldégicos que llevan a restablecer la capacidad reproductora de la hembra bovina.

Este periodo comprende dos procesos que se dan en simultdneo, la involucién
uterina y la restitucion del eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario.

Inmediatamente después del parto, comienza la involucion uterina que incluye
perdida y reparacion de tejidos (Yavas & Walton, 2000a), proceso que demora unos 20
0 30 dias (Short et al., 1990).

Las hormonas implicadas en este proceso son la oxitocina y la PGF2a
principalmente. La oxitocina es liberada en respuesta al estimulo tactil de la ubre, y a
su vez estd vinculada con la liberacion de PGF2a por parte del endometrio uterino. La
involucion uterina parece ser dependiente de la magnitud y concentracién de esta
dltima hormona y es por ello que las vacas que amamantan, tienen una involucién
uterina mas rapida que las que no lo hacen.

Durante este periodo el utero seria una barrera no solo al paso de
espermatozoides sino también a la implantacién (Short et al., 1990). Sin embargo, la
involucion uterina no afecta, por si misma, la duracién del anestro posparto. Ademas,
en vacas que amamantan, no va a interferir con la una nueva prefiez (salvo que
coexistan problemas patologicos) debido a que muy pocos 0 ningdn animal
manifestara celo y ovulard con suficiente antelacibn como para que la involucién
interfiera en la concepcion.

En cuanto a la restitucién del eje hipotdlamo-hipofisis-ovario, este periodo puede a
su vez ser dividido en tres etapas: la restitucion del depédsito de LH en la hipdfisis
anterior, el aumento de la sensibilidad del hipotalamo a la retroalimentacién positiva de
estrégeno y el escape del SNC de los efectos de la presencia y succién del ternero.

Si bien durante casi toda la gestacion las ondas foliculares estan presentes, en el
altimo mes se producen desajustes entre los picos de FSH y la emergencia de
foliculos observandose picos sin emergencia notable de foliculos de diametro mayor a
5mm (Ginther et al., 1996). La causa aparente de esto seria que al final de la
gestacion, la concentracion de gonadotrofinas es muy baja en sangre debido a que el
eje hipotalamo-hipofisis-ovario se encuentra bajo el efecto de feedback negativo de los
esteroides ovaricos y placentarios E2; P4 (Rhodes et al., 2003). Esto causa una
depresion en la liberacion de GnRH por parte del hipotdlamo y una disminucién de la
sensibilidad de la hipdfisis a la GnRH (Lamming et al., 1981). Esto resulta en la

acumulacién de FSH en la adenohipdfisis por supresion en su liberacion, en el



agotamiento de los depdésitos de la fraccion liberable de LH en la hipdfisis anterior y en
la supresion de la maduracion folicular final (Yavas & Walton, 2000a).

Luego del parto y la consecuente desaparicion del efecto negativo de la
progesterona y estradiol que se encontraban elevados durante la prefiez, se produce
la reanudacion temprana de los pulsos de FSH hacia el dia 5 posparto (Rhodes et al.,
2003; Ginther et al., 1996) que se mantendré constante con fluctuaciones equivalentes
a la de animales ciclicos. El crecimiento folicular ovarico se reanudaré hacia el dia 5 a
7 posparto.

Aparentemente la FSH requiere estimulacién minima por parte de la GhnRH y como
la supresion de la GnRH es incompleta se postula que esa temprana reanudacién
resulta de los pulsos iniciales de GnRH de baja frecuencia, mientras que los pulsos de
LH se reanudan en forma posterior cuando la frecuencia de los pulsos es mayor. Por
esto es que no se considera a la hormona FSH sea una limitante para el reinicio de la
ciclicidad ovérica.

Por el contrario, al momento del parto el reservorio de LH en la hipdfisis se
encuentra agotado y gradualmente se incrementa, recuperandose entre los dias 15 a
30 posparto (Yavas & Walton, 2000a). Este tiempo sera de mayor duracién en las
vacas que amamantan por las restricciones que este acto ejerce sobre el SNC. Short
et al. (1990) definieron a la baja concentracion sérica de LH, debida a una baja
frecuencia pulsatil, como el principal defecto endocrino que existe en el anestro
posparto. Segun Nett (1987) el agotamiento del depdsito de LH en la hipdfisis seria el
principal factor que limitaria a la reanudacién de la ciclicidad en el posparto temprano o
dicho de otra manera, el agotamiento de la LH en hipdfisis anterior es la principal
causa de la falta de reanudacion en los pulsos de LH y ovulacién en el posparto
temprano. Este efecto préximo al parto es independiente del mamado. La reanudacién
de los pulsos de LH resulta en el aumento de la concentracion media de LH circulante,
y su recuperacion en el posparto de vacas es similar a la de los animales en la
pubertad. De la misma manera que el incremento en la frecuencia de LH es seguido
del pico preovulatorio y ovulacion en animales ciclicos, la reanudacion de los pulsos de
LH es un requisito para la recuperaciéon de los ciclos en animales en anestro. El
aumento de los pulsos de LH lleva a la presencia del pico preovulatorio y la ovulacion
de un foliculo dominante (Walters et al., 1982a).

Luego del restablecimiento del reservorio de LH en la hipodfisis, la falta de

concentracion adecuada de LH para el restablecimiento de la ciclicidad se hace
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dependiente del amamantamiento y por ello en las vacas lecheras la restauracion de la
actividad sexual es muy temprana. En las vacas con ternero, cualquier tipo de destete
(cuanto més intenso, mas efectivo), incrementa los pulsos de LH (Walters et al.,
1982b), produciendo la ovulacibn a los pocos dias (Quintans et al., 2004). La
supresion en la descargas de LH por el mamado, se efectia a través de la inhibicion
de las descargas de GnRH del hipotalamo. EI mamado sensibiliza al hipotalamo al
feedback negativo de los estrogenos ovaricos, accion modulada por péptidos opiodes
endogenos (endorfinas y encefalinas), liberados en el cerebro. Este mecanismo va
disminuyendo en magnitud con el paso del tiempo y al cada vez menor vinculo
materno-infantil (Short et al., 1990).

Aparentemente el lazo existente entre madre e hijo juega un rol preponderante en
esta inhibicién y, como se dijo mas arriba, seria el factor determinante en la duracién
del anestro posparto (Stagg et al., 1998), siendo el nivel nutricional posparto un
modulador del mismo. Sanz et al. (2003) proponen también a la conducta materna de
ciertos biotipos como factor importante en el restablecimiento de los pulsos de LH,
causando en las vacas con mayor habilidad materna un anestro posparto mas

profundo y por ende un intervalo posparto mayor.

2.2.3 Dinamica Folicular en el anestro posparto

Desde el punto de vista ovérico, los foliculos dominantes son detectados a partir
de la 2da o 3ra semana posparto. Sin embargo estos foliculos generalmente no ovulan
(debido al déficit de LH) y se atresian, comenzando asi una nueva onda. La presencia
de foliculos dominantes asi como su tasa de crecimiento, van incrementando a medida
que transcurre el periodo posparto. En vacas de aptitud carnicera que amamantan a
sus crias, varias ondas foliculares preceden a aquella que va a culminar con la
ovulacion de un foliculo dominante en el posparto (Murphy et al., 1990). La ovulacion
del foliculo dominante se produce cuando su produccion de estradiol sera suficiente
como para producir el pico preovulatorio de LH y FSH en una hipofisis susceptible a
responder a este estimulo (Day, 2004).

La primera ovulacién posparto generalmente no es precedida por celo (celo
silencioso) y es seguida comunmente por un ciclo de corta duracién, debido a que el
cuerpo luteo formado es de vida corta (aproximadamente 8 dias) (Foote & Hunter,
1964; Murphy et al., 1990; Rhodes et al., 2003).
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Este fendbmeno también es observado en animales en anestro inducidos a ovular
con destete o con inyecciones de GnRH asi como su combinacién y también es lo que
se observa en vaquillonas luego de su primera ovulacién en la pubertad.

El CL formado durante un ciclo estral corto es mas pequefio y produce menor
cantidad de P4 (Rutter & Randel, 1984). Aunque las funciones de un CL en el
postparto temprano son normales, este es destruido por concentraciones elevadas de
PGF2aq, la cual es parte del mecanismo involucrado en la involucién uterina.

La liberacion prematura de PGF2a por el uUtero, parece ser la principal causa de
cuerpos luteos de vida corta en la primera ovulacién (Copellin et al., 1989; Zoller et al.,
1989; Cooper et al., 1991; Short et al., 1990).

Las bajas concentraciones de progesterona y de estradiol antes de la primera
ovulacion, resultan en un menor nimero de receptores para progesterona y mayor
numero de receptores para oxitocina en el endometrio facilitando el desarrollo del
feedback positivo entre la oxitocina y la PGF2a (Zoller et al., 1993; Mann & Lamming,
2000).

Un aumento de la concentracion de progesterona en el anestro posparto produce
varios efectos tales como: promover la primera ovulacion, favorecer la expresién de
celo y generar una funcién latea normal y reinicio de la ciclicidad. El tratamiento de
vacas en anestro posparto con progesterona, produjo mayores cantidades de E2, tanto
circulante como en el liquido folicular y aumento en la frecuencia de pulsos de LH y
mayor expresion de receptores para LH en células de la granulosa y tecales, de
foliculos preovulatorios, lo cual estimularia su desarrollo y maduracion, resultando esto

en un CL de funcionamiento y vida media normal (Yavas & Walton, 2000b).

2.3 Tratamientos hormonales y manipulacion del desarrollo folicular para realizar
una Inseminacion Artificial a tiempo fijo

Los sistemas econdémicos imperantes en la actualidad obligan a la aplicacion de
practicas de manejo eficientes, a fin de mejorar la rentabilidad en las explotaciones
ganaderas. La optimizacion de la eficiencia reproductiva es uno de los principales
factores que contribuyen para mejorar el retorno econémico (B6 et al., 2003; 2005). La
induccién y sincronizacién de los celos es una de las practicas que va en este sentido
facilitando la utilizacion de reproductores superiores a través de la IA ademés de
mejorar la eficiencia reproductiva acortando la duracion del periodo de servicio y la

paricion (Odde, 1990). Esta préactica se puede llevar a cabo utilizando diferentes
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estrategias basadas en los conocimientos de la endocrinologia reproductiva tanto de
los ciclos estrales normales como aquella que transcurre durante los periodos de

anestro (posparto o prepuberal).

2.3.1 Tratamientos con prostaglandinas F2a y sus anélogos.

Las propiedades luteoliticas de la prostaglandina y sus andlogos han sido
utilizadas para sincronizar el celo en bovinos. Sin embargo solo se ha logrado una
agrupacion de celos distribuidos en 6 dias aproximadamente cuando es aplicada en
animales con cuerpo luteo (Odde, 1990; Macmillan & Burke, 1996). Si bien existen
varias combinaciones posibles en la utilizacion de PGF2a y sus analogos (PGF) para
mejorar esta sincronia, generalmente no llegan a cumplir con el objetivo de producir un
agrupamiento tal de los celos que permita la inseminacién a tiempo fijo por lo que su
uso implica la deteccion de celos. Por otra parte, su uso esta regido por el estadio del
ciclo al momento de la aplicacién, no siendo efectiva su aplicacién en provocar la
lutedlisis en cuerpos liteos insensibles por falta de receptores (CL de menos de 5 dias
de vida). Para enmendar esta limitante, se desarrolld una estrategia con doble
aplicacion de PGF con un intervalo de 10 a 12 dias lo que conduce a que todos los
animales estardn en un estadio del ciclo capaz de responder con lutedlisis a la
segunda aplicacion de PGF (Lauderdale et al.,, 1974; Rekwot et al., 1999). Sin
embargo un intervalo de 14 dias entre ambas aplicaciones se reporté como superior
en cuanto a la tasa de concepcién (Folman et al., 1990). Esto se debe a que el estadio
del ciclo en que se aplica la PGF afecta la proporcién de ganado manifestando estro
asi como el intervalo desde la aplicacién hasta su manifestacion. Bovinos inyectados
entre los dias 10 a 15 del ciclo estral tienen mayor respuesta y mas tardia que
animales inyectados los dias 6 a 9 (Odde, 1990). Esta variacion estd modulada por el
estado de desarrollo del foliculo dominante al momento del tratamiento con PGF
(Mapletof et al., 2005). También estos han sugerido que el intervalo se reduce en
vaquillonas comparado con animales adultos.

Esta variacion asi como el incremento en la respuesta estral, han sido corregidas
con diferentes combinaciones que implican la inyeccion de E2, GnRH o hCG, entre 24
y 48 horas luego de la administracion de PGF aunque no se han logrado mejoras
sistematicas en la tasa de prefiez después de una inseminacion a tiempo fijo (Peters et
al., 1977 citado por Odde; 1990. Macmillan & Burke, 1996). Otros autores han tenido
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resultados inconsistentes generando dudas de los beneficios de las combinaciones de
PGF y BE (Ryan et al., 1995).

En conclusion, la variabilidad en las respuestas asi como la baja respuesta, y esto
asociado con el hecho de la alta incidencia de inactividad sexual ciclica al comienzo de
la época de servicio (50% aproximadamente, Day, 2004) han resultado en la
necesidad de aplicacién de otras variantes, més relacionadas con la induccion de los
celos y al mismo tiempo con la capacidad de controlar la funcion lutea y el desarrollo
folicular, posibilitando la aplicacion de la inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) sin
deteccion de celos y con tasas de fertilidad cercanas a las naturales de la especie.
Dentro de estas se encuentran el uso de GnRH, la asociacién de progestagenos y

estradiol y variantes dentro de estos esquemas generales

2.3.2Tratamientos que utilizan Hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)

Uno de los aspectos que ha sido desarrollado en la década del 90 como elemento
complementario de los tratamientos de induccién del celo existentes hasta entonces,
fue intentar el control de la onda folicular de manera que al finalizar cualquier
tratamiento puesto en marcha, el foliculo ovulatorio fuese proveniente de una nueva
onda. La mayoria de los estudios sobre este tema se focalizaron en remover el efecto
supresor del foliculo dominante y asi permitir la emergencia de una nueva onda
folicular en un momento especifico luego del tratamiento (B6 et al., 1995). Para lograr
este efecto sobre el FD se han evaluado diferentes alternativas.

La GnRH sintética estuvo disponible en la década del 70 como tratamiento para
quistes foliculares. Posteriormente también fue determinado que la aplicaciéon de una
inyeccién de GnRH producia la ovulacién del FD presente y en caso de su ausencia, la
atresia de los foliculos presentes en el ovario (Twagiramungu et al. 1995). Esto
conduce a la aparicion de una nueva onda folicular dentro de los dos dias de aplicada
la GnRH.

Un programa que tuvo éxito en la sincronizacion de la ovulacién, para implementar
la IATF, sin necesidad de la deteccion de celo es el Ovsynch, en el cual se inyecta
GnRH y PGF en forma secuenciada, de la siguiente manera: una aplicacion de GnRH
7 dias previos a la inyeccion de PGF, y una segunda aplicacion 48 horas posteriores a
la PGF, seguida de la IATF unas 16 a 24 horas aproximadamente. (Pursley et al.,
1995, Peters & Pursley, 2003, Thatcher et al., 2002). La primera inyeccion de GnRH

deberia producir la ovulacion del foliculo dominante presente (o la atresia de foliculos
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de gran tamafio) y el comienzo de una nueva onda folicular en 2 dias
aproximadamente. La aplicacién de PGF tiene por objeto producir la lutedlisis del CL
formado y la segunda inyeccién de GnRH, producir una sincronizacién del pico de LH
y la ovulacién en un periodo de 8 horas (Pursley et al., 1995). Diferentes intervalos se
han practicado entre la administracion de la primera dosis de GnRH y la de PGF,
también entre la PGF y la segunda dosis de GnRH y entre esta y el momento de la IA.,
lograndose la mejor tasa de concepcién, cuando la PGF se aplicé a las 48 horas de la
segunda dosis de GnRH.

El efecto del momento de la inseminacion fue testeado por Geary & Whittier (1997)
y Geary et al. (2001) quienes lograron similares tasas de prefiez inseminando alas Oy
24 horas posteriores a la segunda aplicacion de GnRH en vacas de carne. Igualmente
Pursley et al. (1998) implementando el programa Ovsynch, inseminé a las 0, 8, 16, 24
y 32 horas luego de la segunda dosificacién con GnRH, y tuvo una tasa de prefiez que
no difirié entre los tratamientos 8, 16, 24, siendo menor en los tratamientos 0 y 32. Sin
embargo, la tasa de paricion fue similar en los tratamientos 0, 8, 16, 24 debido a una
menor mortandad entre el diagnostico y la paricion en el grupo 0 con respecto a los
demas.

Estos experimentos dieron pie a una variante del programa Ovsynch llamada Co-
Synch, donde la inseminacion se efectla al momento de la segunda administracién de
GnRH, reduciendo de este modo la manipulacién de los animales en un movimiento.

Martinez et al., (2002) ensayaron reducir el intervalo entre la primera aplicacién de
GnRH y la PGF de 7 a 6 dias, e implementar la inseminacién a las 48 horas, junto con
la segunda aplicacibn de GnRH (Co-Synch), sin encontrar diferencia en la tasa de
prefiez 53,3% vs. 52,0%. También se investigé la utilizacién de la segunda dosis de
GnRH, en su momento éptimo y para ello, Peters y Pursley (2003), disefiaron dos
experimentos para evaluar el momento de la segunda aplicacion de GnRH. En el
primer experimento cotejaron el sistema Ovsynch original contra uno modificado en
donde la segunda aplicacién se realizaba junto con la PGF el dia 7, y la IA se realiz6
en ambos grupos a las 16 horas después de la administracién final de GhnRH. En un
segundo experimento 457 animales fueron divididos al azar, para formar cuatro
tratamientos en donde la GnRH fue administrada a las 0, 12, 24 y 36 horas de la PGF.
Como consecuencia, concluyeron que el empleo de GnRH en conjunto con la PGF o
24 h. posteriores a su aplicacion, resultaron en una menor fertilidad comparados con la

version original (48 hs después de la PG).



15

Otras alternativas testeadas por los investigadores es el uso del estradiol para
inducir el pico de LH y sincronizar la ovulacion, en lugar de la GnRH (Heatsynch).
Fernandes et al. (2001), en animales para carne de raza indica, utilizaron benzoato de
estradiol con resultados semejantes a la GnRH. Thatcher et al. (2002) y Pancarci et al.
(2002) utilizaron cipionato de estradiol, también con resultados equivalentes. Como
ventaja podemos citar el menor costo del estradiol con respecto a la GnRH y una
mejor tonicidad uterina que es bien recibida por parte de los inseminadotes, ademas
de proporcionar una alternativa a los productores que utilizan esta tecnologia.

También hay evidencias que el tratamiento Ovsynch, es més eficaz en animales
adultos en lactancia que en vaquillonas (85% vs. 54% de ovulacion luego de la primera
inyeccion de GnRH) (Whisnant et al., 2000). Se ha demostrado que el estadio del ciclo
estral al inicio del programa Ovsynch afecta la tasa de prefiez. Los animales en los
gue se inicia el tratamiento en el diestro o metaestro tardio o sea 1-4 o 13-21 dias del
ciclo estral tuvieron tasas de prefiez inferiores que los que se iniciaron en otro
momento (Vasconcelos et al., 1997; Mapletoft et al., 2005).

Entonces, cuando se inicia el tratamiento y el foliculo presente no se encuentra en
un estadio adecuado, este podria no ovular en respuesta a la GnRH, y por lo tanto no
se produciria una buena sincronizacion en la emergencia de la onda, provocando
estros y ovulaciones anteriores al tiempo esperado. Del mismo modo, si hubiera
lutedlisis espontanea en forma anticipada, el foliculo podria madurar en forma
prematura y ovular, disminuyendo la tasa de prefiez a la IATF (Thatcher et al., 2002).

La presincronizacién de los animales con PGF o con GnRH mejora las tasa de
prefiez en animales sujetos a un programa Ovsynch entre un 12% y 18% como lo
indican algunos autores (Moreira et al., 2001; DeJarnette et al., 2001; Thatcher et al.,
2002). Esto permite la administracion de la primera inyeccién de GnRH entre los dias
5-12 del ciclo. La presincronizacion también redujo la proporcion de vaquillonas en
celo antes de la IATF, lo cual sugiere que podria ser util en la aplicacién exitosa de
programas Co-synch u Ovsynch en vaquillonas.

También se ha implementado en los programas Ovsynch el suplemento con
fuentes exdgenas de progestagenos, con el fin de reducir la incidencia de estros
prematuros, utilizdndose entre la aplicacion de GnRH y PG por siete o seis dias. Con
esto se han logrado mejoras significativas en las tasas de prefies en vaquillonas
(39,1% vs 68,0%) (Martinez et al., 2002) y en vacas de carne con un posparto

promedio de 58 dias posparto (72,5% vs. 47,7%) (Kawate et al., 2004). Deberiamos
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decir aqui que esta variante del esquema Ovsynch podria tener algun beneficio en
animales en anestro. Sin embargo cuando este sistema es cotejado con un programa
progesterona/estradiol convencional, las tasas de prefiez son semejantes o incluso

inferiores, ademés de ser econé6micamente oneroso para el productor.

2.3.3 Tratamientos que utilizan Progesterona/Progestagenos y estradiol.

Unos de los tratamientos mas utilizados en Argentina para inducir y sincronizar las
ovulaciones en ganado bovino es el tratamiento a base de progesterona/progestageno
combinado con estradiol y un agente luteolitico como la PG. La progesterona tiene la
propiedad de suprimir el estro y evitar la ovulacion, acciones mediadas por un cambio
en la frecuencia de pulsos de LH.

Ademas en vacas en anestro con una leve subnutricion o que amamantan en las
cuales su condicion anovulatoria se deberia primariamente a cambios en la
excitabilidad del hipotadlamo al estradiol, tratamientos que aumentan la concentracion
circulante de progesterona pueden ayudar a solucionar esta condicibn mediante su
propiedad potencial de alterar los pulsos de GnRH/LH y permitir el crecimiento folicular
hacia los estadios finales sumado a su capacidad de restaurar la sensibilidad del
hipotalamo al efecto de feedback positivo del estradiol (Wiltbank et al., 2002). Un corto
periodo de aumento de concentracion de progesterona enddgena o exdgena durante
el periodo postparto, es importante para la expresion de celo y una subsecuente
funcién luteal normal (McDougall et al., 1992; Rivera et al., 1998). El mecanismo de
accion parece involucrar cambios en el nimero de receptores para estradiol en el
hipotalamo e incrementar la produccién de estradiol. El tratamiento de vacas en
anestro con progesterona resulta en el aumento de estradiol en el licor folicular y en la
concentracion circulante, el aumento de la liberacion pulsatil de LH y el aumento de
receptores en las células tecales y de la granulosa para LH en foliculos preovulatorios,
comparado con animales no tratados (Rhodes et al., 2003).

Los primeros protocolos que utilizaron progestagenos para el control del ciclo
estral se basaban en la extension del periodo de diestro un tiempo suficiente como
para que se produjese la lutedlisis espontanea durante el tratamiento. Estos protocolos
incluian inyecciones repetidas de progesterona/progestagenos por periodos mayores a
12 o 14 dias; el cese de las inyecciones producia la manifestacion del celo en los
animales tratados en un intervalo de 2 a 6 dias (Sprott, 1999). Estos protocolos eran

efectivos en la sincronizacion de los celos, sin embargo, la fertilidad era inferior a la
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observada en celos naturales (Odde, 1990). Las causas posibles de esta reduccion de
la fertilidad, eran alteraciones en el crecimiento folicular, desarrollo de foliculos
persistentes que conteniendo oocitos envejecidos (Savio et al., 1993; Kinder et al.,
1996), con un incremento de los foliculos atréticos. También el transporte espermatico
parece estar afectado y la tasa de clivaje de embriones esta retardada en hembras
expuestas a progestdgenos o una combinacion de ellas. Los métodos para la
regresion del CL fueron luego mejorados mediante la inclusién de estrégenos en el
tratamiento para incrementar el numero de hembras manifestando celo y ovulacion
(Gonzalez-Padilla et al., 1975).

Debido a la poca practicidad y baja eficacia en la fertilidad, se disefiaron
tratamientos que permitian mantener niveles suficientes de progestdgenos en sangre
sin necesidad de la inyeccién diaria. Estos consistieron en la utilizacion de implantes
subcutaneos (Wiltbank et al., 1971) o en la administracion de progestagenos via oral
con la dieta lo que aseguraba una liberacion lenta y niveles sanguineos aceptables
durante periodos variables (Sprott, 1999). También se disefiaron esponjas
intravaginales que se mostraron eficaces en asegurar estos niveles durante periodos
relativamente cortos (Sreenan y Mulvehill, 1975). Estos ultimos dispositivos fueron
reemplazados posteriormente por otros de silicona con la progesterona incorporada
gque tenian la ventaja de presentar menor nivel de pérdida a lo largo del tratamiento
(Roche et al., 1976). A partir de estos trabajos, fue desarrollada una gran variedad de
dispositivos intravaginales y también otros implantes subcutdneos que existen
comercialmente en la actualidad (Mapletoft et al., 2002; Colazo et al., 2004b; Baruselli
et al., 2004). Los dispositivos de liberacion intravaginal son considerados en la
actualidad los de mayor simpleza en su manipulacion, aseguran niveles apropiados en
sangre de la hormona utilizada y posibilitan apropiados niveles de fertilidad después
de la inseminacion.

Ademas de los dispositivos arriba mencionados, se han desarrollado varias
estrategias de aplicacion pero manteniendo en todos los casos los aspectos basicos
generales de combinar progesterona con estradiol. En la actualidad la estrategia mas
ampliamente utilizada y recomendada en nuestro pais es la siguiente:

1- aplicacion de un dispositivo conteniendo progesterona/progestageno por
un periodo de entre 7 y 9 dias (recomendado 8 dias)
2- concomitante con la aplicacién del dispositivo, inyeccion de benzoato de

estradiol
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3- al momento de retirar el dispositivo 0 24 horas antes, aplicacion de un
agente luteolitico. Esta droga puede ser excluida si se tratan animales en
anestro,

4- una segunda aplicacion de sales de estradiol al momento de retirar el
dispositivo o a las 24 horas de su retirada

5- con este esquema es esperada la ovulacion a las 60 horas
aproximadamente del retiro del dispositivo (Day, 2004).

6- de acuerdo con lo anterior, la inseminacion se lleva a cabo en todos los

animales entre 50 y 56 hs después de retirado el dispositivo

La aplicacion de benzoato de estradiol al momento de iniciar un tratamiento con
progesterona/progestageno, contribuye a la regresion de la onda folicular presente en
este momento y como consecuencia da lugar a la emergencia de una nueva onda
folicular entre 3 y 5 dias mas tarde. Se evita asi el desarrollo de foliculos persistentes
gue se observa frecuentemente cuando se aplica un progestageno que produce
niveles subluteales de progesterona en sangre. Estos foliculos van a liberar por lo
general, ovocitos envejecidos. El agregado de la inyeccidon de la sal de estradiol
coordinaria, entonces, el desarrollo folicular para permitir una ovulacion sincronizada
de un foliculo con un ovocito jéven y por lo tanto con expectativas de poseer una mejor
aptitud a ser fecundado y producir un embrién y un cuerpo lateo de mejor calidad que
los obtenidos a partir de ovocitos presuntamente envejecidos (Rivera et al. 1998).

Bo et al. (1995b), utilizando un implante con progestadgenos mas 5mg de estradiol
178 aplicado 24 mas tarde, en diferentes momentos del ciclo, concluyé que esta
combinacion, resulté en la emergencia de una nueva onda folicular alrededor de 4 dias
mas tarde, independientemente del estadio de desarrollo del foliculo dominante al
momento del tratamiento. En experimentos siguientes ajust6 la dosis de E-1783, no
encontrando diferencias significativas en la regresion del foliculo dominante y en la
emergencia de la onda siguiente al utilizar 1 o 5mg, pero si cuando la dosis era 0,1 o
0,5mg (B6 et al., 2000).

Otras formulaciones y dosis también han sido objeto de estudio con el fin de
obtener una mejor sincronizacion de la emergencia de la onda folicular. Caccia y B6
(1998) utilizaron 1, 2,5 0 5mg de benzoato de estradiol, mas 50mg de P4, obteniendo
la mejor sincronia en el reinicio de la nueva onda con 2,5mg. Diferentes sales de

estradiol como Benzoato (BE), valerato (VE) y cipionato de estradiol (CPE), han sido
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comparadas en su capacidad para inducir y sincronizar la emergencia de la nueva
onda folicular (Mapletoft et al., 1999; Thundathil et al., 1997; Colazo et al., 2003;
Martinez et al., 2007). En conclusién se ha observado que todas las formulaciones si
bien son efectivas en la induccién de una nueva onda, lo son en forma mas tardia o
variable que cuando lo que se aplico fue la de 5mg de E-17f. Sin embargo, cuando se
utilizaron dosis de entre 1 0 3 mg de BE o0 2mg de VE, estas fueron tan eficaces en
sincronizar la emergencia como la dosis de 5mg. de E-17p.

Los trabajos de BO et al. (1994) y Martinez et al. (2005) indican que las
concentraciones de FSH disminuyen entre las 6 y las 12 horas de aplicado el estradiol,
alcanzando el valor minimo a las 24 horas y resurgiendo entre 48, 72 o hasta las 96
horas méas tarde. La emergencia de la nueva onda folicular parece resultar del
resurgimiento de la FSH, la cual se informé que ocurre luego de que las
concentraciones de estrogeno disminuyen por debajo de un umbral (O Rourke et al.
2000). De acuerdo a esto, el intervalo desde el tratamiento a la emergencia de la onda
folicular, parece ser dependiente tanto de la sal de estradiol utilizada como de su
dosis.

La segunda inyeccion de estradiol en un sistema de sincronizacion de la ovulaciéon
para la IATF tiene la finalidad inducir un pico de LH sincronizado y por ende una
ovulacién sincronizada. Short et al. (1979) investigaron la accion del estradiol en la
induccién del pico de LH y el efecto del amamantamiento sobre este en bovinos
ovariectomizados e intactos, resultando de este estudio que la respuesta de la LH
inducida por el estradiol parece ser del tipo todo o nada. Se demostr6 ademas que
niveles de progesterona enddégena superiores a 1 ng/ml inhiben esta respuesta.

Kesner et al. (1981) trabajando con vacas ovariectomizadas concluyeron que al
incrementar la concentracion sérica de estradiol primero hay una reduccién, pero luego
se incrementa la sensibilidad de la glandula pituitaria para producir un pico de LH en
respuesta a la GnRH

En animales en anestro y ciclicos tratados con dispositivos conteniendo
progestageno/progesterona, la administracion de 1 mg BE 24-30 horas de retirado el
dispositivo incrementé el niumero de animales expresando celo (Fike et al., 1997;
Lemaster et al., 1999). Lammoglia et al. (1998) en vacas tratadas con P4,
administrando 0,38 o0 1 mg de BE a las 24-30 horas de retirado el dispositivo, obtuvo
86 y 100% celo respectivamente. El tratamiento con BE resulto en un pico de LH entre

16 y 20 horas més tarde, y la ovulacion ocurri6 aproximadamente 24-32 horas
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después del tratamiento (Mapletoft et al., 2005), con un incremento de la tasa de
prefiez sobre los animales control, cuando la IATF se realiz6 a las 52-54 de retirado el
dispositivo.

Burke et al. (2001) analizaron el efecto de la madurez del foliculo con respecto a la
induccién de celo y ovulacion con BE, concluyendo que 0,75 mg de BE aplicados 24
horas luego del retiro de un dispositivo intravaginal, induce el celo y ovulacion en la
mayoria de las vaquillonas con respecto a las que no lo reciben, independientemente
de la madurez del foliculo dominante.

Todo lo anterior pone en evidencia la importancia de la aplicacién de sales de
estradiol al finalizar el tratamiento con progestagenos como una forma de asegurar

una ovulacion sincrénica y una alta tasa de prefiez a la IATF.

2.3.4 Estrategias tendientes a minimizar la manipulaciéon de los animales

En los tratamientos habituales que utilizan la combinacién
progesterona/progestagenos y estradiol, y de acuerdo a lo descrito previamente, los
animales a ser tratados deben soportar por lo menos cuatro encierres (Colocacion del
dispositivo, retiro del dispositivo, inyeccion del BE e IATF) dentro de los cuales, los tres
ultimos se realizan en dias sucesivos. Por tal razon, durante varios afios se realizaron
investigaciones con el objetivo de simplificar esta modalidad reduciendo el nimero de
encierres, particularmente aquellos previos a la IATF disminuyendo asi no solo los
trabajos que demanda el mismo sino también el estrés que sufren los animales con los
sucesivos movimientos.

Una alternativa evaluada fue la utilizacion de GnRH en el momento de la IATF en
lugar del estradiol aplicado 24hs después de finalizado el tratamiento con
progestagenos. Si bien en este trabajo las tasas de prefiez no difirieron, se hace
referencia a que el estradiol seria preferible a la GnRH por tener un intervalo PG-celo
mas corto y menos variable, sugiriendo que a la IATF podria tener mayor éxito en
fertilidad (Martinez et al., 2001). Thatcher el at. (2002) advierten sobre la ventaja de
utilizar estradiol para producir el pico de LH, argumentando que el pico de LH
producido por el estradiol dura aproximadamente 10 horas, siendo mas largo que el
inducido por GnRH haciéndose comparable al pico de LH espontaneo. Ademas, como
hemos apuntado antes, el uso de estradiol es bien recibido por los técnicos

inseminadores por producir mayor tonicidad uterina facilitando el trabajo de enhebrado
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del cuello. Por udltimo es de destacar el menor costo del estradiol con respecto a la
GnRH.

Otra alternativa es la de realizar la aplicacion de BE al momento de retirar el
tratamiento con progestdgeno (Ross et al., 2004). El inconveniente que le fue
adjudicada a esta estrategia es que el BE se aplicaba demasiado temprano en el
proceso de foliculogénesis terminal produciendo la ovulacion de foliculos de menor
tamafio y tal vez con ovocitos de una relativa inmadurez. Ambas situaciones se
podrian traducir en bajas en la tasa de concepcién obtenidas en la IATF. Sin embargo,
hay un ndmero importante de trabajos que no han encontrado diferencias de prefiez
entre ambos momento de administracion del BE (Cavalieri et al., 2002; Ross et al.,
2004; Cutaia et al., 2005; Fernandez Francia et al., 2005; Sorroarain et al., 2005;
Manes et al.,, 2007). No obstante, en algunos trabajos se ha observado una menor
respuesta reproductiva, lo cual podria deberse a una menor sincronia de la ovulacién y
una mayor incidencia de celos anovulatorios (Cavalleri et al., 2002; Day, 2004), una
menor respuesta ovulatoria al pico de LH en foliculos dominantes = 10 mm (Sartori et
al., 2001), y una menor fertilidad cuando los foliculos que ovulan son reducidos en
tamafio (11,5 mm), posiblemente debido a un desarrollo insuficiente del CL y una
menor concentracion de progesterona circulante (Vasconcelos et al., 2001). Todo ello
confluye en la postulacién que la maduracion del foliculo ovulatorio al momento de la
ovulacién puede influir sustancialmente la tasa de concepciéon (Mussard et al., 2003) y
el momento de aplicar el BE podria jugar en la fertilidad posterior al actuar sobre
foliculos de relativa inmadurez.

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, un mayor intervalo entre el retiro de la
fuente de progesterona y el pico de LH (proestro) permitiria una mejor maduracién final
del foliculo dominante y con ello una mejora en pardmetros que se traducirian en una
mayor tasa de concepcion. Esto no seria cabalmente logrado con la inyeccion del BE
al retirar los dispositivos con progestageno. Una alternativa propuesta en los ultimos
afos es el reemplazo del BE por el cipionato de estradiol (CPE), que es un éster de
estradiol de mayor vida media que el BE (Vynckier et al., 1990) por ser una sal de
cadena mas larga y por lo tanto menos soluble en agua.

Por otra parte, la esterificacion del hidréxilo del carbono 17, en el estradiol-170,
lleva a la proteccion de este grupo contra el ataque metabdlico por parte de una
estearasa que lo hidroliza, causando una prolongacion del efecto. Por lo tanto, el

cipionato de estradiol, producido por la esterificacion del estradiol con &cido
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ciclopentanepropionico, tiene una actividad biolégica mucho més sostenida que el
estradiol-17p (Mapletoft et al., 2003).

Se ha observado, ademas, que el celo y el pico preovulatorio de LH son casi
simultdneos cuando se utiliza CPE en forma muy similar a lo que ocurre en animales
gue ovulan y manifiestan celo en forma espontanea (Chenault et al., 1975; Stevenson
et al., 2004). Lefebvre et al. (1992), al utilizar 2mg de CPE en animales
ovariectomizados no encontré diferencia en la duracion del celo con respecto a
vaquillonas que mostraron celo espontaneo, intuyéndose asi que dosis reducidas de
CPE podrian ser utiles en programas de sincronizacion.

Colazo et al. (2003) disefiaron varios experimentos para evaluar al CPE como
modulador de la emergencia folicular y la ovulacion determinando que aplicacion de
0,5mg de CPE al retiro del dispositivo o 24hs mas tarde resultaron en una ovulacion
armonica con una tasa de prefiez aceptable a la IATF.

En otro experimento con dispositivos intravaginales y BE realizado en vaquillonas
cruza indica con el objetivo de comparar los porcentajes de prefiez, se empled 1mg de
BE o 0,5mg de CPE como inductores de la ovulacién, al momento de retirar los
dispositivos 0 24 horas mas tarde y realizando la IATF en forma diferida para el grupo
inyectado con BEO entre las 47 y 49hs y para el resto a las 52-54hs En este trabajo se
obtuvo una mejor tasa de prefiez en las vaquillonas tratadas con CPE a las 24 horas
(Cutaia et al., 2005).

Sin embargo, Orgando et al. (2005), trabajando con vacas para carne no
encontraron diferencias significativas en la prefiez a la IATF cuando utilizo como
inductor de la ovulacién 1mg de BE a las 24hs o0 0,5mg de CPE a las 0 y 24 horas de
finalizado un esquema de sincronizacién de la ovulacién con dispositivos CIDR e
inseminadas a tiempo fijo entre las 52 y 56hs posteriores al retiro del dispositivo. En
otro experimento disefiado por el mismo autor, observé que el diametro del foliculo
ovulatorio, las tasas de prefiez y las concentraciones séricas maximas de estradiol
fueron semejantes para los grupos BE24 y CPEQ. (Martins et al., 2005, citado por
Baruselli et al., 2007). En un disefio similar realizado en vacas indicas, observaron que
el intervalo entre la retirada del progestageno y la ovulacion fue semejante entre los
grupos BE24 y CPEO (70,0+1,48 vs. 70,7+2,40 h). También ha sido demostrado que la
dosis més apropiada de CPE como inductor de la ovulacion puede ser entre 0,5y
1mg, siendo ambas igualmente efectivas (Penteado et al., 2006 citado por Baruselli
2007; Madero et al., 2007).
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De acuerdo con lo anterior se elaboré la hipotesis que se describe a continuacion y

se propusieron los siguientes objetivos.

2.4 Hipétesis

La utilizacion del cipionato de estradiol al finalizar un tratamiento con acetato de
medroxiprogesterona o progesterona natural mejora la tasa de ovulacion, su sincronia
y su fertilidad en vacas ciclicas y en anestro, en relaciébn con lo obtenido por la

aplicacion del benzoato de estradiol en el mismo momento.

2.4.1 Objetivos

1. Evaluar el efecto de dos sales de estradiol (BE o CPE) aplicadas a
diferentes momentos de la finalizacion de un tratamiento con
progestagenos (0 y 24hs) sobre diferentes caracteristicas de la
dinamica folicular.

2. Determinar la evolucion de la dinamica folicular terminal cuando estos
tratamientos son aplicados en vacas ciclicas o en anestro.

3. Evaluar la fertilidad después de la realizaciébn de IATF posterior a la

aplicacion de los tratamientos antes mencionados.



24

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron ocho experimentos: 6 en la Estacion Experimental Agropecuaria
INTA Balcarce (EEA Balcarce) para estudios de parametros fisiolégicos (3 con vacas
destetadas y 3 con vacas con cria al pie) y 2 en establecimientos agropecuarios de la

zona para evaluar la fertilidad posterior a los tratamientos.

3.1Aspectos Generales

3.1.1Ubicacién geogréfica

Los 6 primeros experimentos se realizaron en la reserva 6 de la EEA Balcarce,
provincia de Buenos Aires, Argentina (37°45’ latitud sur; 53°18’ longitud oeste).

Los animales en todos los casos se encontraron en pastoreo sobre un potrero con
pasturas degradadas de raygrass (lolium perenne), festuca (festuca arundinacea) y

trébol blanco (trifolium repens).

3.2. Tratamientos
Los animales de los experimentos 1, 2, 4 y 5 se trataron mediante el protocolo
denominado, de ahora en mas, como Indugest plus. El mismo consistio en:

1- Colocacién durante 8 dias de esponjas intravaginales de poliuretano, de
12cm de diametro y 5cm de alto, impregnadas con 250mg de Acetato de
medroxiprogesterona (MAP) (Dispositivo Indugest Plus). Previo a su
colocacion, las esponjas fueron inyectadas con 2 ml de oxitetraciclina al 5%.

2- Simultaneamente con la colocacion de la esponja las vacas fueron
inyectadas (IM) con 10mg de MAP y 3mg de BE (Indugest 1) disueltos en
aceite de girasol.

3- En los experimentos con vacas sin ternero al pie (ciclando), se inyect6
(IM) 0,150mg de D-(+)-Cloprostenol (Laboratorios-PAUL, Argentina) al retirar
los dispositivos.

4- Al momento de retirar el dispositivo (dia 8) los animales fueron
distribuidos al azar para recibir 0,7mg de BE o 0,5mg de CPE via intramuscular
en ese mismo momento o 24 horas mas tarde dando lugar a los siguientes

grupos experimentales:
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BEO: 0,7mg de BE (IM) al retiro de la esponja.

CPEQ: 0,5mg de CPE (IM) al retiro de la esponja.

BEZ24:0,7mg de BE (IM) 24 horas luego de retirada la esponja.
CPE24: 0,5mg de CPE (IM) 24 horas después de retirada la esponja.

BEO
MAP (10mg)+ CPEO

BE (2mg) BE24
CPE24

Esponja intravaginal l

O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 1: Representacion esquematica del protocolo Indugest Plus con los 4
grupos experimentales

Los animales de los experimentos 3 y 6 fueron tratados con el protocolo
denominado de ahora en mas como DIB (Syntex, Argentina) que consistié en:

1- Aplicacion durante 8 dias de dispositivos de silicona inerte,
conteniendo 0,5g de progesterona.

2- Simultdneamente con la colocacion del dispositivo las vacas
fueron inyectadas (IM) con 2mg de BE (Syntex, Argentina) (dia 0).

3- En el momento de retirar los dispositivos (dia 8) se aplicé IM 400
ug de Cloprostenol sédico (Ciclase DL, Syntex) a los animales del
experimento 3 (ciclicos) pero no a los animales del experimento 6 (anestro).

4- Los animales fueron asignados al azar para ser inyectados con
1mg de BE (Syntex, Argentina) o con 0,5mg de CPE (Syntex, Argentina),
en el momento de retiro del dispositivo 0 24hs mas tarde dando lugar a los

siguientes grupos experimentales:

BEO: 1mg de BE (IM) al retiro del dispositivo.
CPEO: 0,5mg de CPE (IM) al retiro del dispositivo.
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BE24: 1mg de BE (IM) 24 horas luego de retirado el dispositivo.
CPE24: 0,5mg de CPE (IM) 24 horas luego de retirado el dispositivo.

BEO

BE24
CPE24

Dispositivo intravaginal

0O 1 2 3 4 5 6 7_8

Figura 2: Representacion esquematica del protocolo DIB con los 4 grupos
experimentales

3.3. Estudios ecograficos

Se observaron los ovarios de cada vaca mediante ultrasonografia, comenzando en
el dia del retiro del dispositivo, 24 horas mas tarde y cada 12 horas hasta completar
las 96 horas de retirado el dispositivo. A través de la ecografia: se determiné, la
ocurrencia de la ovulacion, su momento, el tamafio del foliculo dominante al retiro del
dispositivo, el tamafio del foliculo ovulatorio y la presencia de cuerpo lateo al finalizar
el mismo. Se registraron en un esquema todos los foliculos =2 5mm y del CL
respetando la ubicaciéon de los mismos en el ovario. El diametro de los foliculos fue
calculado como el promedio de los dos diametros mayores. Al foliculo de mayor
tamafio al retiro del dispositivo se lo consider6 foliculo dominante.

Se defini6 como ovulaciébn a la desaparicion del foliculo dominante y como
didmetro del foliculo ovulatorio se tomé al dltimo registro para ese foliculo dominante
en principio que se considerd que ovuld. El momento de la ovulacion fue considerado
como el promedio en horas entre el Gltimo registro y el siguiente. La tasa de
crecimiento (mm/dia) fue calculada para cada foliculo que ovuld, como la diferencia en
mm entre el foliculo dominante y el foliculo ovulatorio, dividido por las horas
transcurridas y multiplicado por 24. Este resultado fue analizado como una variable

continua.
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3.4. Muestreo sanguineo

En los Experimentos 4 y 6 (vacas en anestro) se tomaron muestras luego de
retirado el dispositivo los dias 7, 12, 17, para evaluar la formacién y vida media del
cuerpo luteo, considerandose normales aquellos que mantuvieran niveles elevados de
progesterona (> 1ng/mL) en los tres muestreos.

Todas las muestras de sangre se tomaron por puncion de la vena yugular y
colocadas en tubos heparinizados, que fueron centrifugados a 2000 rpm durante 15
minutos antes que transcurriera una hora del momento de extraccion. El plasma

obtenido se conservd a -20 °C hasta el momento de realizar la medicién hormonal.

3.5 Medicidon de progesterona plasmatica

La medicion de progesterona se realizd6 mediante la prueba de RIA en fase soélida
(radioinmunoensayo COAT-A-COUNT, Siemens Medical Solutions Diagnostic, Los
Angeles, CA, USA). Todas las muestras fueron analizadas por duplicado. El
coeficiente de variacion intraensayo para todas las muestras comprendidas entre 0,1y
40 ng/ml fue < 7% y el coeficiente de variacion interensayo fue de 3,5%. La

sensibilidad estimada del método fue de 0,01 ng/ml.

3.6 Andlisis estadisticos
e Las variables analizadas fueron:

¢  Diadmetro del foliculo dominante y ovulatorio
¢  Momento de ovulacion
e Distribucién de la ovulacion
e Tasade ovulacion
e Tasa de crecimiento del foliculo ovulatorio
e Vida media del cuerpo luteo

e  Concentracién de Progesterona

La tasa de ovulacién se analizé6 mediante una tabla de contingencia utilizando la
distribucion Chi cuadrado y la correccion de Fisher si fuera necesario, mediante el
procedimiento FREQ del paquete estadistico SAS.

Las variables continuas fueron analizadas mediante andlisis de varianza utilizando
el procedimiento GLM del paquete estadistico SAS (SAS, 1998), segun el siguiente

modelo:
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Yik =M +ai+ Bj+ v+ €
Donde:

Yijk: Variable respuesta de la k-esima observacion
correspondiente al i-esimo tratamiento y al j-esimo momento
de aplicacion.

H: Media general.

ai: Efecto del i-esimo tratamiento sobre la variable respuesta.

Bj: Efecto del j-esimo momento de aplicacion sobre la variable

respuesta.

yi: Efecto de la interaccion del i-ésimo tratamiento con j-€simo
momento de aplicacién sobre la variable respuesta.

eijk: Error experimental sobre el cual se deben cumplir los
supuestos de normalidad, homogeneidad de varianza e

independencia.

La vida media del CL se evalud en aquellos animales que ovularon solamente. Y
fue agregado al modelo en los animales ciclicos.

La concentracidn de progesterona plasmatica fue analizada mediante dos métodos
area bajo la curva (férmula trapezoidal) y el dato obtenido se utiliz6 como variable
continua y como medidas repetidas utilizando el procedimiento MIXED de SAS. Para

ello se utilizé el siguiente modelo:

Yik = M +ai + By + v+ €

Donde:
Yijk: Variable respuesta de la k-ésima observacion
correspondiente al i-ésimo tratamiento y al j-ésimo dia.
H: Media general.
ai: Efecto del i-ésimo tratamiento sobre la variable respuesta.
Bj: Efecto del j-ésimo dia sobre la variable respuesta.
yi: Efecto de la interaccion del i-ésimo tratamiento con el j-

ésimo dia sobre la variable respuesta
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eijk: Error experimental sobre el cual se deben cumplir los
supuestos de normalidad, homogeneidad de varianza e

independencia.

Como variable repetida se utilizo al dia. La estructura de covarianza utilizada fue la

simple.

RESULTADOS

4.1 ESTUDIOS REALIZADOS EN VACAS CICLICAS

4.1.1 EXPERIMENTO 1

El objetivo de este Experimento fue evaluar el efecto del BE y del CPE, aplicados
al momento de finalizar un tratamiento con progestagenos o 24 horas mas tarde sobre
la tasa de ovulacion, la distribucion de las ovulaciones, el diametro de los foliculos
dominante y ovulatorio, el momento de la ovulacion y la tasa de crecimiento del foliculo

ovulatorio, en vacas adultas sin cria al pie.

Epoca

El trabajo se realizé desde el 12 hasta el 24 de Marzo de 2007.

Animales utilizados

Se emplearon 36 vacas de la raza Aberdeen Angus, multiparas, ciclicas y sin cria
al pie, con un peso de 472,5 + 6,8 kg (X = EE) y una condicién corporal de 5,9 + 0,1 (X
+ EE) (escala 1-9).

Tratamientos
Los animales se sincronizaron mediante el protocolo del Indugest plus, detallado

anteriormente.

Estudios ecograficos

Se comenzo al retiro de la esponja prosiguiendo cada 24 horas hasta completar las
96 horas de retirado el dispositivo. Las demas consideraciones fueron las mismas
descriptas previamente.



30

4.1.2 RESULTADOS
Pérdidas de dispositivos

No registraron pérdidas de dispositivos

Estado fisiolégico

El 77,7% (28/36) de las vacas tenian un cuerpo lateo al inicio del tratamiento, de
las cuales seis (21,4%) pertenecientes a cada uno de los tratamientos BE y ocho
(28,5%) a cada tratamiento CPE. Al momento de retirar la esponja, seis (16,6%)
animales presentaron un foliculo menor a 8mm. De estos, dos (5,5%) no superaron el
diametro de 8mm en todo el periodo experimental, uno perteneciente al grupo BE24 y

el otro al CPEO, ambos con cuerpo liteo.

Diametro del foliculo dominante al retiro de la esponja y del foliculo
ovulatorio
El diametro del foliculo dominante al retiro de la esponja no difirié (p>0,05) entre

tratamientos (Cuadro 1) ni tampoco fue afectado por la presencia del cuerpo IUteo. Sin
embargo, se observd una diferencia significativa entre tratamientos en el diametro del
foliculo ovulatorio segun la sal de estradiol utilizada, resultando mayor en vacas
tratadas con CPE (Cuadro 2), pero no hubo efecto del momento de aplicacion del
tratamiento. No hubo efecto de la interacciéon sal de estradiol por momento de
aplicacion sobre el diametro del foliculo ovulatorio (Cuadro 1). Tampoco hubo efecto
de la presencia del CL en este parametro.

Cuadro 1. Didmetro (mm) del foliculo dominante y ovulatorio (X = EE) luego de un
tratamiento Indugest Plus, y BE 6 CPE a las 0 6 24 horas de retirado el dispositivo

. Fol. Dominante Fol. Ovulatorio
Tratamient
0 N Diametro Valor p N Diametro Valor p
BEO 9 9,27+0,57 6 11,42+0,76
CPEO 9 9,66+1,08 4 14,37+0,91
BE24 9 9,55+0,81 7 11,64+0,68
CPE24 9 8,55+0,48 0,76 5 12,19+0,82 0,16

Cuadro 2. Diametro (mm) del foliculo ovulatorio (X + EE), después de un
tratamiento Indugest Plus segun el tipo sal utilizada, BE 6 CPE

Tratamiento N Diametro Valor p

BE 13 11,53+0,51

CPE 9 13,28+0,61 0,04
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Momento de la ovulacién
No se observé efecto (p>0,05) de la sal utilizada, del momento de la aplicacion, de
la interaccién, ni de la presencia de una estructura luteal sobre el momento de la

ovulacion (Figura 3).

+
65,3161 63.1+4,6

Horas de retirado el
dispositivo
N
©

BEO CPEO BE24 CPE24
Tratamientos

Figura 3. Momento de la ovulacion desde el retiro del implante a la ovulaion en
horas (X + EE) después de un tratamiento Indugest Plus y BE o CPE aplicados al
retirar el dispositivo 0 24 horas mas tarde

Distribucién de las ovulaciones

La distribucion de las ovulaciones se muestra en la figura 4 y en ella se puede
observar que un 83,3% (5/6) de las vacas pertenecientes al grupo BEO y un 85,7%
(6/7) del grupo BE24 ovularon antes de las 72 horas. En contraposicion el grupo CPEO
fue mas variable en su distribucién ya que sélo el 50% (2/4) ovul6é antes de las 72
horas en tanto que en el tratamiento CPE24 el 80% (4/5) ovulé luego de las 72 horas.
En todos los casos al menos el 75% de las ovulaciones se produjeron en un periodo
de 24 horas.
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Figura 4: Distribucién de las ovulaciones después de un tratamiento Indugest Plus
y BE 6 CPE aplicado a las 0 6 24 horas de finalizado el mismo

Tasa de ovulacion
La tasa de ovulacion general fue del 61,1% (22/36). No se observaron diferencias

significativas (p>0,05) entre tratamientos en la tasa de ovulacion (Cuadro 3).

Cuadro 3: Tasa de ovulacién en porcentaje (vacas que ovularon/vacas tratadas)
hasta las 96 horas luego de un tratamiento Indugest Plus y BE 6 CPE aplicado a las 0
0 24 hs del retiro de la esponja segun si tuvieron o no un cuerpo luteo al finalizar el
tratamiento

BEO CPEO BE24 CPE24 valor p
ccL 50 (3/6) 37,5 (3/8) 83,3 (5/6) 50 (4/8)

scL 100 (3/3) 100 (1/1) 66,6 (2/3) 100 (1/1)

Total 66,6 (6/9) 44,4 (419) 77,7 (7/9) 55,5 (5/9) 05

CCL: presencia de cuerpo luteo. SCL: sin cuerpo luteo.

En el cuadro 4 puede observarse que, la presencia de una estructura luteal al

finalizar el tratamiento tendié a deprimir la tasa de ovulacion (p=0,08).

Cuadro 4: Tasa de ovulacibn (%) en presencia de un CL (vacas que
ovularon/vacas con 0 sin CL al retirar la esponja)

OVULACION Valor p
CcCL 53,5 (15/28)
SCL 87,5 (7/8)
Total 61,1 (22/36) 0,08

CCL: presencia de cuerpo luteo. SCL: sin cuerpo luteo. OV: ovulo.
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Tasa de crecimiento del foliculo ovulatorio
La tasa de crecimiento del foliculo ovulatorio no se vio afectada por el tratamiento,
por el momento de la aplicacién de las sales de estradiol, ni por la interaccién entre

estos (Cuadro 5).

Cuadro 5. Tasa de crecimiento (mm/dia) del foliculo dominante (X £ EE) luego de
un tratamiento con Indugest Plus y BE 6 CPE al retirar el dispositivo 6 24 horas mas
tarde.

Tratamiento N Tasa de crecimiento Valor p
BEO 6 0,63+0,20

CPEO 4 1,07+0,24

BE24 7 0,72+0,18

CPE24 5 0,94+0,22 0,62

4.1.3 EXPERIMENTO 2

Puesto que en el Experimentol no se alcanz6 la precision deseada en las
observaciones ovaricas realizadas cada 24 horas, el ensayo fue repetido en similares
condiciones con el objetivo de mejorar la informacién obtenida intensificando estas
observaciones (cada 12hs) particularmente en lo concerniente a ocurrencia de la
ovulacion, distribucién de la misma, momento de la ovulacion, diametro de los foliculos

dominante y ovulatorio, tasa de crecimiento del foliculo dominante.

Epoca
El trabajo se realizé desde el 4 de Abril hasta el 14 de Mayo de 2007.

Animales utilizados

Se emplearon 36 vacas de la raza Aberdeen Angus, multiparas, ciclicas y sin cria
al pie, con un peso de 462,5 + 6,3kg (XxEE) y una condicion corporal de 5,7 + 0,1
(Xz£EE) (escala 1-9).

Tratamientos

Los animales fueron tratados mediante el protocolo del Indugest descrito en el E 1.

Estudios ecograficos

Se monitorearon los ovarios de cada vaca en varios planos, al retiro de la esponja,
24 horas més tarde y cada 12 horas hasta completar las 96 horas de retirado el
dispositivo.
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4.1.4 RESULTADOS
Pérdidas de dispositivos

No registraron pérdidas de dispositivos

Estado fisiolégico

El 69,4% (25/36) de los animales tuvo un cuerpo lateo al momento de retirar la
esponja y estuvieron distribuidos de la siguiente manera: seis (24%) del tratamiento
BEO, cuatro (16%) del tratamiento BE24, ocho (32%) del tratamiento CPEOQ y siete
(28%) correspondientes al tratamiento CPE24.

Cinco animales (13,8%), dos pertenecientes al grupo CPE24, dos al grupo BEO y
uno del BE24 no presentaron, al retiro del dispositivo, un foliculo dominante mayor a
los 8mm de diametro. Los tres animales tratados con BE (8,3%, 3/36) no desarrollaron
foliculos mayores a los 9mm en el transcurso de las ecografias postratamiento y todos
presentaron estructura luteal al finalizar el tratamiento. Dos animales (5,5%) del

tratamiento CPE24 tuvieron ovulaciéon doble al final del estudio.

Diametro del foliculo dominante al retiro de la esponja y del foliculo
ovulatorio.
El tamafio del foliculo dominante al retiro del dispositivo y el del foliculo ovulatorio

no fueron afectados por la sal de estradiol, el momento de aplicacion ni por su
interaccion (Cuadro 6). Por el contrario, se observo efecto de la presencia del cuerpo
lateo sobre el tamafio del foliculo dominante (8,76 + 0,42 vs. 11,81 + 0,65mm
P<0,0006; con CL y sin CL respectivamente).

Cuadro 6. Diametro (mm) del foliculo dominante y ovulatorio (X + EE) luego de un
tratamiento con Indugest Plus, y BE 6 CPE a las 0 6 24 horas de retirado el dispositivo.

Fol. Dominante Fol. Ovulatorio
Trat N Diametro Valor p N Diametro Valor p
BEO 9 10,5+0,7 3 12,55+1,48
CPEO 9 11,07 0,7 6 14,39 £1,15
BE24 9 9,83+0,6 6 11,96 £1,03
CPE24 9 9,73+0,7 0,5 4 1254+1,1 0,48

Momento de la ovulacion
No hubo diferencias (p>0,05) en el momento de ovulacién entre tratamientos (Fig.
5).



35

Horas de retirado el
dispositivo

BEO CPEO BE24 CPE24

Tratamientos

Figura 5. Momento de la ovulacion (X + EE) después de un tratamiento con
progestageno de 8 dias y BE o CPE aplicado a las 0 6 24hs de finalizado el mismo.

Distribucion de las ovulaciones

La distribucion de la ovulaciéon se grafica en la figura 6 donde se puede observar
gue el 100% de los animales pertenecientes a los grupos BEO (3/3) y BE24 (6/6) ovulo
en forma previa a las 72 horas de retirado el dispositivo y en un lapso de 12 horas.
Mientras que s6lo un 66,6% (4/6) del tratamiento CPEO y un 75% (3/4) del tratamiento
CPE24 ovul6 en ese periodo y un 83,3% (5/6) y 50% (2/4) respectivamente lo hizo en
un intervalo de 12 horas. Los tratamientos que produjeron una mejor concentracion de
la ovulacion fueron el BEO; BE24 y el CPEO, en tanto que el CPE24 produjo una

dispersion marcada (Fig. 6).

4 m BEO
W CPEO
3,
O BE24
O CPE24

N& ovulaciones
N

24 42 54 66 78 90

Horas de retirado el dispositivo

Figura 6. Distribucién de las ovulaciones luego de un tratamiento con Indugest Plus y
BE o CPE alas 0 6 24 horas.



Tasa de ovulacion
La tasa de ovulacién general 52,7% (19/36) no fue afectada por las sales de
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estradiol, por el momento de aplicacion de las mismas ni por su interaccion (Cuadro 7).
Sin embargo, este parametro fue deprimido por la presencia de cuerpos luteos al

finalizar el tratamiento (40 vs. 81,8%; P=0.02 en vacas con y sin CL respectivamente)

(Cuadro 8).

Cuadro 7. Tasa de ovulacion (%)(vacas que ovularon/vacas tratadas) hasta las 96
horas luego de un tratamiento Indugest Plus y BE 6 CPE aplicado a las 0 6 24 h de
retirado el dispositivo segln si tuvieron o no un cuerpo lateo al finalizar el mismo

BEO CPEO BE24 CPE24 Valor p
CCL n=25 0 (0/6) 75 (6/8) 25 (1/4) 43 (3/7)
SCL n=11 100 (3/3) 0 (0/1) 100 (5/5) 50 (1/2)
Total n=36 33.3(3/9) 66.6(6/9) 66.6 (6/9) 44.4 (419) 0,39

CCL: presencia de cuerpo lateo. SCL: sin cuerpo lateo.

Cuadro 8. Tasa de ovulacion

(%) en presencia de un CL (vacas que
ovularon/vacas con o sin CL al retirar la esponja)

OVULACION Valor p
CCL n=25 40 (10/25)
SCL n=11 81,8 (9/11)
Total n=36 52,7 (19/36) 0,02

CCL: presencia de cuerpo lateo. SCL: sin cuerpo llteo.

Tasa de crecimiento del foliculo ovulatorio

La tasa de crecimiento promedio de los foliculos desde el retiro de la esponja hasta

la ovulacién no fue afectada por los tratamientos (p>0,05) (Cuadro 9).

Cuadro 9. Tasa de crecimiento (mm/dia) de los foliculos ovulatorios (X + EE),
luego de un tratamiento Indugest Plus y BE 6 CPE a las 0 6 24 horas de finalizado el

mismo.
Tratamiento N X+ EE Valor p
BEO 3 0,60 + 0,29
CPEO 6 0,74 £ 0,22
BE24 6 0,79 £ 0,20
CPE24 4 0,56 £ 0,21 0,20
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4.1.5 EXPERIMENTO 3

Este experimento se llevd a cabo con el objetivo de realizar determinaciones
similares a las realizadas en los Exptos. 1 y 2 pero en el cual las sales de estradiol
evaluadas fueron aplicadas después de realizar un tratamiento con progesterona
natural a diferencia de los dos anteriores en que se utilizd un progestageno sintético.
Por no llevarse a cabo en forma simultanea con los anteriores no se realizé la
comparacion con los mismos pero el objetivo es determinar si las tendencias
observadas anteriormente se repiten al cambiar el tipo de progestageno utilizado. Se
evalu6 como en los casos anteriores la tasa de ovulacion, la distribucion de las
ovulaciones, el diametro de los foliculos dominante y ovulatorio, el momento de la

ovulacion y la tasa de crecimiento del foliculo ovulatorio.

Epoca

El trabajo se realiz6 entre el 4 de octubre y el 8 de noviembre del 2007.

Animales utilizados

Se emplearon 35 vacas de raza Aberdeen Angus, multiparas, ciclicas y sin cria al
pie, con un peso de 463,2 + 6,4 kg (X+EE) y una condicion corporal de 5,3 + 0,1
(X£EE) (escala 1-9).

Tratamientos
Los animales fueron tratados con el protocolo DIB descrito en la metodologia

general.

Estudios ecograficos

Se monitorearon los ovarios de cada vaca en forma similar al experimento anterior,
al retiro del DIB, 24 horas mas tarde y cada 12 horas hasta completar las 96 horas de
retirado el dispositivo.

RESULTADOS
Pérdidas de dispositivos

No registraron pérdidas de dispositivos
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Estado fisiolégico

El 71,4% de los animales (25/35) presentd un cuerpo lateo al retirar el dispositivo,
cuatro (11,4%) correspondientes al grupo BEO, ocho (22,8%) a cada uno de los
tratamientos CPEO y BE24 y cinco (14,2%) al grupo CPE24. Un animal present6
ovulacion doble perteneciente al grupo BEO.

Dos vacas presentaron foliculo de mas de 20mm de diametro a la ultrasonografia
(quistes foliculares) en el grupo CPE24, de las cuales una prosiguié con actividad
ovarica y ovul6 un foliculo de 14mm, y el otro, si bien también present6é actividad

ovarica, no ovul6 en el tiempo preestablecido de observacion experimental.

Diametros del foliculo dominante al retiro del DIB y del foliculo ovulatorio
No hubo diferencias significativas (p>0,05) entre tratamientos en el diametro del
foliculo dominante al retiro del dispositivo (Cuadro 11), aunque si se observo efecto

por la presencia de estructuras luteales (Cuadro 10).

Cuadro 10. Didmetro (mm) del foliculo dominante (X + EE) al retiro del dispositivo,
luego de un tratamiento con DIB para la sincronizacion de celo, segun la presencia de
un cuerpo luteo.

N Diametro Valor p
CCL 25 10,64 + 0,53
SCL 10 14,17 £ 0,86 0,002

CCL: presencia de cuerpo lateo. SCL: sin cuerpo lateo.

Tampoco hubo diferencias significativas en el didmetro de los foliculos ovulatorios
entre las sales de estradiol aplicadas, su hora de aplicacion o su interaccion (Cuadro
11).

Cuadro 11. Didmetro (mm) del foliculo dominante y ovulatorio (X + EE) luego de
un tratamiento con un dispositivo conteniendo progesterona, y BE 6 CPE a las 0 6 24
horas de retirado el dispositivo.

Fol. Dominante Fol. Ovulatorio
Trat N Diametro Valor p N Diametro Valor p
BEO 8 10,87 £ 0,91 7 12,45+ 1,09
CPEO 9 12,14 £ 0,95 6 14,44 £ 1,15
BE24 9 13,09 £ 0,95 8 1491 +£1,01
CPE24 9 13,52 +0,86 0,18 6 16,05 +1,15 0,17
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Momento de la ovulacion
No hubo efecto significativo (p>0,05) de la sal de estradiol, de la hora de aplicacion

ni de su interaccién sobre el momento de ovulacion (Figura 7).

70
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40+ | 54,945

Horas de retirado el
dispositivo

BEO CPEO BE24 CPE24

Tratamientos

Figura 7. Momento de la ovulacién (X+EE) después de un tratamiento con
progesterona de 8 dias y BE 6 CPE aplicado a las 0 6 24 horas de finalizado el mismo

Distribucion de las ovulaciones

La distribucion de las ovulaciones entre los tratamientos se muestra en la figura 8,
donde podemos ver que el 85,7% (6/7); 50,0% (3/6); 75,0% (6/8) y 66,6% (4/6) de las
vacas correspondientes a los tratamientos BEO; CPEO; BE24 y CPE 24
respectivamente ovulé dentro de las 72 horas de retirado el dispositivo. En un intervalo
de 12 horas ovularon 57,1% (4/7); 66,6% (4/6); 75,0% (6/8) y 66,6% (4/6) de estos

mismos tratamientos.
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Figura 8. Distribucion de las ovulaciones luego de un tratamiento con DIB y BE 6
CPE aplicado a las 0 6 24 horas después de finalizado el mismo
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Tasa de ovulacion
La tasa de ovulacion general fue del 77,1% (27/35). No se observé diferencia
significativa (p>0,05) entre tratamientos en la tasa de ovulacion ni tampoco la hubo por

efecto de la presencia de un cuerpo lateo (Cuadros 12 y 13).

Cuadro 12. Tasa de ovulacién (%)(vacas que ovularon/vacas tratadas) hasta las
96 horas luego de un tratamiento con DIB y BE o CPE aplicado a las 0 6 24 horas de
retirado el dispositivo segun si tuvieron o no un cuerpo lateo al finalizar el mismo

BEO CPEO BE24 CPE24 valor p
CCL (n=25) 75,0 (3/14) | 62,5 (5/8) 87,5 (7/8) 60,0 (3/5)
SCL (n=10) 100 (4/4) 100 (1/1) 100 (1/1) 75,0 (3/4)
Total 87,5(7/8) 66,6(6/9) 88,8 (8/9) 66,6 (6/9) 0,51

CCL: presencia de cuerpo luteo. SCL: sin cuerpo luteo.

Cuadro 13. Tasa de ovulacion en presencia de un CL (vacas que ovularon/vacas
con o sin un CL al retirar el dispositivo)

OVULACION Valor p
CCL n=25 72,0 (18/25)
SCL n=10 90,0 (9/10)
Total n=35 77,1(27/35) 0,25

CCL: presencia de cuerpo luteo. SCL: sin cuerpo luteo.

Tasa de crecimiento del foliculo ovulatorio
No se registraron diferencias significativas (p = 0,16) entre las sales de estradiol, el

momento de aplicacion o su interaccion en la tasa de crecimiento folicular (Cuadro 14).

Cuadro 14. Tasa de crecimiento (mm/dia) del foliculo ovulatorio (X + EE) luego de
un tratamiento con progesterona por 8 dias y BE 6 CPE a las 0 0 24 horas de
finalizado el mismo.

Tratamiento N X+ EE Valor p
BEO 7 0,84 +0,16

CPEO 6 1,02 +0,17

BE24 8 0,96 £ 0,15

CPE24 6 0,62 +0,17 0,16
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4.2 ANIMALES EN ANESTRO POSPARTO

4.2.1 EXPERIMENTO 4

El objetivo del experimento fue determinar los cambios en el crecimiento folicular
final, la ovulacion y desarrollo posterior del cuerpo Iuteo, en vacas con cria al pie
(anestro) después de un tratamiento con el protocolo Indugest Plus y aplicacion de BE

o0 CPE al momento de retirar la esponja 0 24 horas mas tarde.

Epoca
La experiencia fue realizada desde el 6 de Noviembre hasta el 4 de Diciembre de
2006.

Animales utilizados

Se utilizaron 36 vacas Aberdeen Angus multiparas, con cria al pie, con una
condicion corporal de 4,5 + 0,1 (X + EE) en la escala de 1-9 (1-emaciada), (9-obesa);
con un peso de 440,0 + 8,9kg (X = EE). El intervalo parto-tratamiento fue de 37,5 + 0,6
dias (X £ EE).

Tratamientos
Las vacas fueron tratadas mediante el protocolo Indugest Plus descrito

previamente.

Estudios ecograficos

Los ovarios de cada vaca fueron examinados por medio de ultrasonografia
transrectal (ecografo de tiempo real ALOKA SSD500 equipado con un transductor de
tiempo real lineal de 7,5 MHz), al retiro de la esponja, 24 horas mas tarde y cada 12

horas hasta completar las 96 horas de retirado el dispositivo.

Muestreo sanguineo
Se tomaron muestras los dias 7, 12, y 17 de retirado el dispositivo, para evaluar la
formacion y vida media del cuerpo lateo, considerandose normales aquellos que

mantuvieron niveles de progesterona > 1 ng/mL en las 3 muestras.

Analisis estadisticos



42

Las variables analizadas asi como las pruebas estadisticas para su analisis fueron
las mismas que se utilizaron anteriormente salvo que aqui se analiz6 también la vida

media del cuerpo liteo y la concentracion de progesterona.

4.2.2 RESULTADOS
Pérdida de esponjas
Un animal (2,8%), correspondiente al grupo CPE 24, perdié la esponja durante el

tratamiento por lo que fue excluido del analisis.

Estado fisiolégico

Dos animales (5,7%), presentaron estructuras luteales al momento del retiro de las
esponjas, haciendo suponer que los mismos estaban ciclando en dicho momento.

Cuatro animales (11,4%) fallaron en presentar un foliculo dominante > 8mm al
retirar el dispositivo, dos pertenecientes al tratamiento BEO, uno al tratamiento CPEQO y
uno al tratamiento CPE24.

Diametros del foliculo dominante al retiro de la esponja y del foliculo
ovulatorio

No se encontraron diferencias en el didmetro del foliculo dominante al retirar la
esponja entre tratamientos (Cuadro 15) ni al comparar las dos sales de estradiol
utilizadas (BE = 7,5 £ 0,4mm; CPE = 7,0 £ 0,4mm; p = 0,43).

No se observaron diferencias en el diametro del foliculo ovulatorio debido al tipo de

sal de estradiol utilizada ni a la hora de su aplicacion (Cuadro 15).

Cuadro 15: Diametro (mm) de foliculos dominante y ovulatorio (X + EE) después
del protocolo Indugest Plus y BE 6 CPE aplicado a las 0 6 24 horas de finalizado el
mismo

FOL. DOM. FOL. OVUL
N Diamet Valor p
Tratamientos ro N Diametro Valor p
9 7,60,
BEO 6 3 11,3+1,0
9 7,410,
CPEO 7 3 11,9+0,9
9 7,510,
BE24 5 2 9,7+11
8 6,70, 0,91
CPE24 5 2 10,8+1,2 0,81

Momento de la ovulacidn
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No se observaron efectos del tipo de sal utilizada, del momento de su aplicacion o

de su interaccién sobre el momento de ovulacion (Figura 9).
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Figura 9. Momento de la ovulacion (X+EE) después de un tratamiento con
Indugest Plus y BE 6 CPE aplicado a las 0 6 24 horas de finalizado el mismo.

Distribucion de la ovulacion

La figura 10 muestra la distribucion de las ovulaciones desde el retiro de la esponja
hasta el cuarto dia (96hs). El 66,6% (2/3) del tratamiento BEO ovul6 antes de las 72
horas de retirado el dispositivo, mientras que el 100% de los tratamientos CPEO (3/3) y
BE24 (2/2), en tanto que solo el 50,0% (1/2) del tratamiento CPE24 lo hizo en el

mismo periodo.
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Figura 10: Numero de vacas ovuladas y su distribucion durante 96 horas luego del
tratamiento con Indugest Plus y BE 6 CPE aplicado a las 0 6 24 horas de finalizado el
mismo

Tasa de ovulacion

La tasa de ovulacion general fue de 28,5% (10/35). No hubo diferencias
significativas (p > 0,05) entre tratamientos en la tasa de ovulacién medida hasta las 96
horas del retiro del dispositivo en la totalidad de animales (Cuadro 16) observandose

en general una respuesta muy reducida en todos los casos.

Cuadro 16. Tasa de ovulacion (%)(vacas que ovularon/vacas tratadas) hasta las
96 horas luego de un tratamiento Indugest Plus y BE 6 CPE aplicado a las 0 6 24
horas después de finalizado el mismo

BEO CPEO BE24 CPE24 Valor p

oV 33,3(3/9) 33,3(3/9) 22,2(2/9) 25,0(2/8) 0,9

OV: vacas que ovularon.

Tasa de crecimiento del foliculo ovulatorio
No hubo diferencias significativas entre tratamientos p>0,05 en la tasa de
crecimiento para las distintas sales, el momento de aplicacion de las mismas, ni la

interaccion entre ambos (Cuadro 17).

Cuadro 17. Tasa de crecimiento (mm/dia) de los foliculos ovulatorios (X + EE),
luego de un tratamiento con Indugest Plus y BE 6 CPE a las 0 6 24 horas de finalizado
el mismo

Tratamiento N X+ EE Valor p
BEO 3 1,00 +0,40

CPEO 3 1,54 £ 0,38

BE24 2 0,72 £ 0,47

CPE24 2 0,92 +0,48 0,64

Vida media del cuerpo luteo

De los 10 animales que se consider6 como ovulados desarrollaron un cuerpo luteo
s6lo cuatro, determinado mediante los niveles sanguineos de progesterona. También
hubo 4 animales que presentaron niveles de progesterona superiores a 1 ng/mL a los
12 dias de retirado el dispositivo, de los cuales dos mantuvieron los niveles hasta el
dia 17 en que fue la siguiente determinacion, en cambio los otros dos sélo lo hicieron
el dial2 en forma puntual. De los animales aqui evaluados, no se observé ninguno con

los niveles de progesterona superiores a un 1 ng/mL en el periodo evaluado.
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Concentraciéon de progesterona

No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos para la
concentracion media de progesterona (p>0,05) cuando se analiz6 el area bajo la
curva. En cambio, se observaron diferencias significativas entre animales que ovularon

y que no ovularon (p=0,0032) bajo el mismo criterio.
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Figura 11: Concentracion media de progesterona (ng/mL) plasmatica (area bajo la
curva) en animales que ovularon y que no ovularon (X £ EE) luego de un tratamiento
con Indugest plus de 8 dias de duracién

Cuando se realiz6 el analisis mediante el procedimiento mixed tampoco se observé
un efecto ni del tratamiento, ni del momento, pero si se observé un efecto segin hayan
ovulado o no (p=0,0005).

4.2.3 EXPERIMENTO 5

El presente experimento fue realizado para reanalizar algunas de las respuestas
observadas en el experimento anterior que se consideraron fuera de los patrones
esperados. Las determinaciones realizadas fueron las mismas pero sélo se realiz6 la
aplicacion del BE y CPE al momento de retirar los dispositivos por no disponer de un

namero de animales apropiado para incluir los 4 tratamientos.

Epoca

El experimento fue realizado en el mes de diciembre de 2006.

Animales utilizados
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Se utilizaron 23 vacas Aberdeen Angus, multiparas y con ternero al pie, con una
condicion corporal de 4,6 £ 0,1 (X + EE) y un intervalo parto-tratamiento de 38,2 + 0,8

(X = EE) dias al comenzar el tratamiento.

Tratamientos
Los animales recibieron el tratamiento inductor (Indugest plus), pero al retirar el
dispositivo (dia 8) los animales se asignaron en forma aleatoria para recibir 0,7mg de
BE o 0,5mg de CPE (Laboratorios-Konig, Argentina), dando lugar a los siguientes
tratamientos:
BE: 0,7mg de BE (IM) al retiro de la esponja.
CPE: 0,5mg de CPE (IM) al retiro de la esponja.

Estudios ecograficos
Los parametros estudiados fueron los mismos que en los ensayos anteriores y la

metodologia utilizada en su recopilacién también.

Analisis estadistico
Las variables analizadas y las pruebas estadisticas utilizadas fueron las mismas

gque en experimentos anteriores.

4.2.4 RESULTADOS
Pérdidas de dispositivos
Un animal (4,3%), perteneciente al grupo BE perdié la esponja por lo que fue

excluido del posterior analisis estadistico.

Estado fisiol6gico

Dos animales (8,6%) no tenian foliculo dominante mayor a 8 mm al momento de
retirar el dispositivo, pertenecientes uno a cada grupo respectivamente.

Un animal (4,1%) perteneciente al grupo CPE presentd ovulacion doble luego de

retirar la esponja.

Didmetro del foliculo dominante al retiro de la esponja y del foliculo
ovulatorio
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El tamafio del foliculo dominante al retirar el dispositivo no presentd diferencias
significativas entre tratamientos (p=0,60) ni tampoco se observaron diferencias en el
tamafio del foliculo ovulatorio (p=0,31) (Cuadro 18).

Cuadro 18: Diametro (mm) del foliculo dominante y ovulatorio (X £ EE) luego del
tratamiento con Indugest Plus y BE 6 CPE aplicado al finalizar el mismo

FOL. DOMINANTE FOL. OVULATORIO
Trat N Diametro Valor P N Diametro Valor P
BEO 11 10,8 +0,9 8 13,7+0,4
CPEO 11 10,1 +£0,9 0,6 7 12,9+0,5 0,3

Momento de la ovulacién

No se observé un efecto significativo de los tratamientos (p>0,05) sobre el

momento de la ovulacién medido en horas (Figura 12).
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Figura 12: Momento de la ovulacion en horas segun el tipo de sal utilizada (X
EE) luego de un tratamiento con Indugest Plus

Distribucion de las ovulaciones

El 87,5% (7/8) de las vacas del Grupo BE y el 71,4% (5/7) pertenecientes al grupo
CPE ovularon dentro de las 72hs. después de la aplicacion de las sales de estradiol
(Figura 13).
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Figura 13: Distribucion de las ovulaciones luego del tratamiento con Indugest Plus
y BE 6 CPE al momento de retirar el dispositivo

Tasa de ovulacion

La tasa de ovulacion general fue del 68,2% (15/22), mientras que las tasas
parciales fueron 72,7% (8/11) y 63,6% (7/11), para los grupos BEO y CPEO
respectivamente (P> 0,05) (Cuadro 19).

Cuadro 19. Tasa de ovulacion (%) (vacas que ovularon/vacas tratadas) hasta las
96 horas luego de un tratamiento Indugest Plus y BE o CPE aplicado al momento de
finalizado el mismo

BE CPE GENERAL Valor p

oV 72,7(8/11) 63,6(7/11) 68,2 (15/22) 0,87
OV: vacas que ovularon.

Tasa de crecimiento del foliculo ovulatorio

No hubo diferencia significativa (p=0,26) en la tasa de crecimiento del foliculo
ovulatorio entre los dos tratamientos, que fueron de 1,05 + 0,22 mm/dia para el grupo
BE y de 0,66 + 0,24 mm/dia (X £ EE) para el grupo CPE.

Cuadro 20. Tasa de crecimiento (mm/dia) del foliculo ovulatorio (X £ EE), luego de
un tratamiento con Indugest Plus y BE 6 CPE a las 0 6 24 horas de finalizado el mismo

Tratamiento N X+ EE Valor p
BE 8 1,05 +0,22
CPE 7 0,66 + 0,24 0,26
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4.2.5 EXPERIMENTO 6

Tal como se hizo en el experimento 3 con las vacas ciclicas, el objetivo de este
Experimento fue determinar el efecto de las dos sales de estradiol (BE y CPE)
aplicadas a la hora 0 y 24 pero después de la utilizacion de un tratamiento con
progesterona natural en lugar de un progestdgeno sintético. Como en casos
anteriores, los efectos de los tratamientos aplicados se evaluaron sobre la tasa de
ovulacioén, la distribucién de las ovulaciones, el diametro de los foliculos dominante y
ovulatorio, el momento de la ovulacion, la tasa de crecimiento del foliculo ovulatorio, la

vida media del cuerpo liteo y la concentracion de progesterona plasmatica.

Epoca

El trabajo se realiz6 entre el 8 de noviembre y el 19 de diciembre del 2007.

Animales utilizados

Se utilizaron 36 vacas pluriparas, con cria al pie, de la raza Aberdeen Angus, con
una condicién corporal de 4,5 £ 0,1 (X £ EE) en la escala de 1-9; con un peso de 428 +
6,1 kg (X £ EE), con un posparto al inicio del tratamiento de 39,6 + 0,9 (X = EE) dias.

Tratamientos
Los 36 animales fueron tratados con el protocolo DIB de acuerdo a lo descrito

previamente.

Estudios ecograficos
Se monitorearon los ovarios de cada vaca por medio de ultrasonografia transrectal
y siguiendo las pautas de la metodologia general se recopil6 y analizé la informacién

en forma similar a los experimentos anteriores.

Muestreo sanguineo
Se tomaron muestras los dias 7, 12, y 17 de retirado el dispositivo, para evaluar la
formacion y vida media del cuerpo lateo, considerandose normales aquellos que

mantuvieron niveles de progesterona > 1 ng/mL en las 3 muestras como minimo.

Analisis estadistico
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Las variables estudiadas fueron las mismas y fueron analizadas de la misma
manera que en el experimento N° 4, aqui se analizé también la vida media del cuerpo

liteo y la concentracion de progesterona.

4.2.6 RESULTADOS
Pérdidas de dispositivos

No registraron pérdidas de dispositivos

Estado fisiolégico

Dos animales 5,5% (2/36) no presentaron foliculos > 10mm, en todo el periodo de
estudio con ultrasonografia (uno perteneciente al tratamiento CPE24 y otro al grupo
BE24).

Diametro del foliculo dominante al retiro de la esponja y del foliculo
ovulatorio
El foliculo dominante al retiro del dispositivo mostré una diferencia significativa en

los animales que fueron asignados al tratamiento CPE24 (P<0,05) observandose los
mayores tamafios con el BE24 y el CPEO (Cuadro 21), cuando estos fueron excluidos

no hubo diferencia significativa entre los tratamientos restantes.

Cuadro 21: Diametro de foliculos dominante y ovulatorio (X £ EE; mm) después
del protocolo DIB por 8 dias y BE o CPE aplicado a las 0 6 24 horas de finalizado el
mismo

FOL. DOM. FOL. OVUL
Tratamientos N Diametro Valor p N Diametro Valor p
BEO 9 9,9+0,48 ab 8 11,18 £ 0,28
CPEO 9 10,7+ 0,48 a 7 12,74 £ 0,25
BE24 9 11,0+0,48a 4 13,37 £0,42
CPE24 9 8,8+0,48hb 0,004 0 0 0,12

Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p>0,05)

Por su lado, el tratamiento CPE24 tuvo los menores valores con respecto a los
grupos BE24 y CPEO. En cuanto al foliculo ovulatorio, no se observaron diferencias

(p>0,05) entre los animales de los tratamientos que ovularon (Cuadro 21).

Momento de la ovulacion
Se observo un efecto significativo de los tratamientos sobre el momento de

ovulacion (Figura 14).
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Figura 14. Momento de la ovulacion después de un tratamiento con progesterona
de 8 dias y BE o CPE aplicado a las 0 6 24 horas de finalizado el mismo. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos

Como podemos apreciar, en este caso el tratamiento BEO presento un momento
de ovulacién mas adelantada con respecto a los tratamientos CPEO y BE24, mientras

que entre estos no hubo diferencias.

Distribucién de las ovulaciones

En los tres tratamientos en que hubo ovulacién, mas del 70% de los animales lo
hicieron en forma muy sincronizada (en un lapso de 12horas) y dentro de las 72 horas
de retirado el dispositivo, ademas en el tratamiento BEO se observé que la ovulacién

fue adelantada con respecto a los otros tratamientos.
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Figura 15. Distribucion de las ovulaciones luego de un tratamiento con DIBy BE 6
CPE aplicado a las 0 6 24 horas después de finalizado el mismo
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Tasa de ovulacion
Se observé una tasa de ovulacién general del 52,8% (19/36) observandose

diferencias significativas entre tratamientos (p=0,0006) (Cuadro 22).

Cuadro 22. Tasa de ovulacién (%)(vacas que ovularon/vacas tratadas) hasta las
96 horas luego de un tratamiento con DIB y BE 6 CPE aplicado a las 0 6 24 horas
después de finalizado el mismo

BEO CPEO BE24 CPE24 Valor p

ov a88,8 (8/9) a44,4 (4/19) a77,7 (7/9) b0 (0/9) 0.0006
OV: vacas que ovularon. Letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0,05) entre tratamientos

Como se observa en el Cuadro 22, en el tratamiento CPE24 no se observaron
ovulaciones hasta las 96 hs de finalizado el tratamiento DIB lo cual deprimié la tasa de
ovulacion general. Cuando se analizaron los otros tres tratamientos sin el CPE24, no
se registro diferencia significativa (p>0,05) en la tasa de ovulacion a pesar de los bajos

valores observados en el CPEO.

Tasa de crecimiento del foliculo ovulatorio
No se observd efecto significativo (p>0,05) de los tratamientos sobre la tasa de

crecimiento de los foliculos ovulatorios (Cuadro 23).

Cuadro 23. Tasa de crecimiento (mm/dia) de los foliculos ovulatorios (X+EE),
luego de un tratamiento con progesterona por 8 dias y BE 6 CPE a las 0 6 24 horas de
finalizado el mismo

Tratamiento N X+ EE Valor p
BEO 8 0,39+0,12
CPEO 4 0,54+ 0,18
BE24 7 0,58 £0,11 0,54

Vida media del cuerpo luteo

En este ensayo los diecinueve animales observados como ovulados fueron
confirmados luego a través de sus niveles de progesterona. Hubo dos animales que
presentaron niveles de progesterona superiores a 1 ng/mL y que no fueron registrados
como ovulados, en la recopilacion de datos con la ecografia. Todos los animales
presentaron niveles adecuados en los tres muestreos sanguineos. Con la excepcién
de un animal que sdlo supero el nivel en dos muestreos y uno de los no considerados

como ovulados que lo hizo sélo en un muestreo.



53

Concentracién de progesterona.

Cuando se analizo el total de progesterona producido en plasma, mediante el area
bajo la curva, se observé un efecto del tratamiento BE vs. CPE (p>0,05), una marcada
tendencia segun la hora de aplicacion (p=0,07), pero no un efecto de la interaccion. Al
analizar entre muestreos no se observo efecto del tratamiento, pero si una tendencia
en efecto del tiempo (p=0,055). También hubo un efecto cuando se evalud los

animales ovulados versus los no ovulados.

7
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5 : —— —e—BEO
e 4 -‘ ~ L | —m— CPEO
2 3 A BE24
2 CPE24
1
O ‘~\\/ ~ ,\/ ~ ‘
VN 7N 7N
0 7 12 17
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Figura 16. Concentracién media de progesterona plasmatica y CL de vida media
normal luego de un tratamiento con progesterona de 8 dias de duracién (Dia 0= retiro
del dispositivo)

2,3%¥1,9

I

Owlados No owlados

Figura 17. Concentracion media de progesterona plasmética (ng/mL) determinada
en animales segun hallan ovulado o no (X + EE). Luego de un tratamiento con
progesterona de 8 dias de duracion e inyectado BE 6 CPE en ese momento 6 24
horas mas tarde
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5 ENSAYOS DE FERTILIDAD

5.1 EXPERIMENTO 7

Los objetivos del experimento fueron evaluar en condiciones de campo la
factibilidad y fertilidad, que se podia obtener al utilizar tanto el protocolo Indugest Plus
o con el DIB, con la aplicacion de CPE y BE al momento de retirado los dispositivos o

a las 24hs en animales de primera paricion.

Ubicacidn geografica
El trabajo se realiz6 en el establecimiento agropecuario “El Sapo” en la localidad

de Carhué, partido de Adolfo Alsina, provincia de Buenos Aires, Argentina.

Epoca

El trabajo se realiz6 entre el 2 de octubre y el 27 de noviembre del 2007.

Animales utilizados

Se utilizaron 192 vacas de primera paricion, de 36 meses de edad, sin cria al pie,
de un rodeo con base Hereford y sus cruzas, con una condicion corporal media
aproximada de 4,5 (escala de 1-9); con un peso de 420kg promedio, con mas de 90
dias de paridas al inicio del tratamiento. Las vacas estuvieron mantenidas sobre
pasturas de alfalfa (Medicago sativa), festuca (Festuca arundinacea), cebadilla

(Bromus unioloides) y ray grass (Lolium perenne).

Tratamientos

Los animales se dividieron al azar en dos grupos, uno de 80 (tratados con el
protocolo Indugest Plus) y otro de 112 vacas (tratadas con el protocolo DIB). Al retiro
de los dispositivos de cada grupo se aplico BE o CPE a las 0 6 a las 24hs y en todos
los casos se aplicé 500ug de cloprostenol sodico (Ciclase DL, Syntex IM) al momento
del retiro de los dispositivos.

Inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF)

Se realiz6 la IATF a las (47-51hs) de la hora de extraccién de los dispositivos.
Todas las vacas fueron inseminadas por el mismo operador con semen
congelado/descongelado en pajuelas de 0,5ml, de un toro Aberdeen Angus de
probada fertilidad.
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Diagndstico de gestacion
Para evaluar la tasa de prefiez (animales prefiados/animales inseminados), se
realizd ultrasonografia transrectal a los 45 dias de la IATF utilizando un ecégrafo

ALOKA SSD500 equipado con un transductor lineal de 5MHz.

Analisis estadistico

La variable analizada fue la tasa de prefiez, mediante el procedimiento GENMOD
del paquete estadistico SAS (SAS, 1998).

Para ello se utilizé el siguiente modelo:

Yik= M+ Ti+ 0+ v+ €

Donde:
Yix: Variable respuesta de la k-ésima observacion correspondiente

al i-ésimo tratamiento y al j-ésimo dispositivo.
M: Media general.
Ti: Efecto del i-ésimo tratamiento sobre la variable respuesta.

a;: Efecto del j-ésimo momento de aplicacion sobre la variable

respuesta.
yi: Efecto de la interaccion del i-ésimo tratamiento con el j-ésimo

momento de aplicacion sobre la variable respuesta.

gjk. Error experimental.

5.2 RESULTADOS

Pérdida de dispositivos

Dos animales 2,5% (2/80) de BEO y CPE24 respectivamente, perdieron la esponja.
No hubo pérdidas del dispositivo DIB. Diez animales del total de los tratados (5,2%;
10/192) no fueron diagnosticados por no presentarse al momento del examen, por lo

que todos estos fueron excluidos del andlisis posterior.

Tasa de prefiez
La tasa general de prefiez analizada como el nUmero de vacas prefiadas/namero

de vacas con diagnoéstico de gestacion fue del 38,3%, y su distribuciéon en cada grupo

se muestra en la Figura 18.
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porcentaje de prefiez

BEO CPEO BE24 CPE24 General

tratamientos

Figura 18. Tasa de prefiez (%)(nimero de vacas que se prefiaron/nimero de
vacas con diagnostico de gestacion) después de un tratamiento de 8 dias con

progesterona o progestageno y BE o CPE aplicado a las 0 6 24 horas de finalizado el
mismo

No hubo efecto (p>0,05) del dispositivo, de la sal de estradiol utilizada, del

momento en que se aplicd, ni de su interaccion sobre la tasa de prefiez de los
animales.

5.3 EXPERIMENTO 8

El objetivo de este trabajo fue similar al del anterior pero en el mismo solo se utilizd
el protocolo DIB.

Ubicacién geogréfica
El trabajo se realizé en el establecimiento agropecuario “La Flor” en la localidad de
Olazcoaga, partido de Bragado, provincia de Buenos Aires, Argentina.

Epoca

El trabajo se realizé entre el 10 de octubre y el 26 de noviembre del 2007.

Animales utilizados
Se utilizaron 221 vacas multiparas, con cria al pie, de un rodeo con base Hereford
y Sus cruzas, con una condicién corporal media aproximada de 4,5 en la escala de 1-9;

con un peso de 480kg promedio, con un posparto de alrededor de 85 dias al inicio del
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tratamiento y mantenidas sobre pasturas de alfalfa (Medicago sativa), festuca (Festuca

arundinacea), cebadilla (Bromus unioloides) y ray grass (Lolium perenne).

Tratamientos
Los animales fueron tratados con el protocolo DIB ya descrito y se aplicé BE y
CPE al finalizar el mismo o 24hs mas tarde. Al retiro de los dispositivos se aplico

500ug de cloprostenol sédico (Ciclase DL,Syntex) en forma IM a todos los animales.

Inseminacion artificial a tiempo fijo
Se realizé la IATF de los animales a las (47-50hs) desde la extraccion del
dispositivo, por el mismo operario y con el mismo semen utilizado en el ensayo

anterior.

Diagndstico de gestacion
Para evaluar la tasa de prefiez (animales prefiados/animales inseminados), se
realizo el diagnostico de gestacion 37 dias después de la inseminacioén artificial por

medio de un ecégrafo ALOKA SSD500 equipado con un transductor lineal de 5MHz.

Andlisis estadisticos

Fueron similares al del experimento anterior.

5.4 RESULTADOS

Pérdida de dispositivos

El 1,3% (3/221) de los animales perdieron el dispositivo, correspondientes a los
grupos BEO, CPEO y BE24 respectivamente. Un animal del tratamiento CPE24 no se
presentd al momento del diagnéstico. Estos cuatro animales fueron excluidos del

analisis.

Tasa de prefiez

La tasa de prefiez se analiz6 como numero de vacas que se prefiaron/namero de
vacas con diagndéstico de gestacion. La prefiez general fue del 49,7% (108/217) y no
fue afectada por las sales, ni por la hora de aplicacion (Figura 19).
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Tasa de prefiez

prefiez

porcentaje de

BEO CPEO BE24 CPE24 General

tratamientos

Figura 19. Tasa de prefiez (%)(nimero de vacas que se prefiaron/nimero de
vacas con diagnostico de gestacion) después de un tratamiento con progesterona de 8
dias y BE o CPE aplicado a las 0 6 24 hs de finalizado el mismo
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Discusion

Existen actualmente diversos tratamientos hormonales capaces de inducir y
sincronizar la ovulacién en bovinos (Alberio et al., 1984; Pursley et al., 1995; Colazo et
al., 2003). Uno de los més difundidos en nuestro pais utiliza dispositivos intravaginales
de liberacion controlada de progestageno/progesterona durante un periodo de 7 a 9
dias. Asociado con esto, se realiza la administracion de distintas sales de estradiol por
via intramuscular (IM), tanto al momento de colocar el dispositivo como al momento de
su extraccion.

Tomando en cuenta este protocolo basico, se realizé una serie de estudios con la
finalidad de intentar mejorar algunos aspectos de la técnica, que facilitarian la
utilizacion de los tratamientos sin afectar su eficiencia bioldgica. Los resultados
obtenidos en esta serie de ensayos son la continuacion de una linea de trabajo que
viene llevando adelante el Grupo de Biotecnologia de la Reproduccion de la EEA
Balcarce.

En este estudio fueron analizados varios aspectos relativos a estos tratamientos
con sales de estradiol, su momento de aplicacion y a continuacion se presentan los

comentarios referidos a estos analisis

Pérdidas de dispositivos

Los trabajos realizados, tanto con vacas ciclicas (sin cria al pie) como con vacas
en anestro (con cria al pie), tuvieron 8 dias de duracion. Esta duracion de los
tratamientos fue tomada a partir de un estudio previo (Manes, 2007) que demostré que
ésta seria la duracién mas apropiada para disponer de foliculos de tamafio susceptible
de recibir el estimulo de la LH para inducir la ovulacion en forma sincrénica.

En las vacas sin cria al pie no se registraron pérdidas del dispositivo INDUGEST.
Esta observacion coincide con lo obtenido en los trabajos de Sreenan (1975) y Scena
et al. (1994) en donde se obtuvieron muy bajos indices de pérdidas de esponjas
intravaginales. Sreenan (1975), utilizando dispositivos de poliuretano (esponjas
similares a las de este estudio), observdé que al disminuir la duracién de los
tratamientos mejoré sensiblemente el grado de retencion de estos, de un 80% en
tratamientos de 20 dias a un 90 a 100% en los de 10 dias de duracién. En otro trabajo
con vacas con cria y un tratamiento de 7 dias de duracion. Callejas et al. (2005) no
observaron pérdidas de los dispositivos coincidiendo con lo observado por Scena et al.

(1994) al evaluar un dispositivo similar en vacas primiparas en anestro.
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En nuestros estudios en vacas con cria al pie (anestro), se observd un porcentaje
de pérdidas que oscilo entre 2,8% y 4,3% (experimentos 4 y 5: respectivamente). En
los ensayos de fertilidad, la pérdida registrada fue de 2,5% en el Exp. 7 (dispositivo
esponja) y 1,3% en el Exp. 8 (dispositivo DIB). Por el contrario, en el trabajo de Colazo
et al. (2004), se informaron pérdidas del 7 al 15,2% (dispositivo CIDR) en vacas con 67
dias de intervalo posparto. Estos autores observaron que, las vacas que no perdieron
los dispositivos presentaron un mayor intervalo posparto que aquellas que lo
perdieron. Aparentemente se produciria una pérdida de tonicidad del Utero después
del parto, la cual también se reflejaria en las paredes vaginales. Esta tonicidad de las
paredes vaginales se recuperaria a medida que transcurre el intervalo posparto,
favoreciendo la retencion del dispositivo. Scena et al. (1994) informaron una
recuperacion total de los dispositivos intravaginales en vacas de segundo servicio,
atribuyendo estos resultados al menor tamafio vaginal y a la mayor elasticidad de los
tejidos de las hembras primiparas.

En nuestros trabajos donde se evalud la dinamica folicular y la ovulacién, es vélido
remarcar que los intervalos parto-inicio del tratamiento fueron inferiores a los utilizados
por Colazo et al. (2004), no alcanzando a los 40 dias en promedio; pero en los
ensayos de fertilidad, éste se extendidé hasta los 80-90 dias en promedio. Asimismo,
las vacas empleadas fueron multiparas y se encontraban seguramente en un periodo
de recuperacion de elasticidad tisular, pudiendo ser esta la causa de la pérdida del
dispositivo tipo esponja de poliuretano. La discrepancia de nuestros resultados con los
de Colazo et al. (2004), podria deberse a los distintos dispositivos utilizados en cada
caso. Aparentemente, el dispositivo tipo esponja pareciera tener un mayor grado de
persistencia en comparacion al dispositivo tipo CIDR, y esto se deberia a una mayor

superficie de contacto con las paredes del tracto genital, que favoreceria su retencion.

Estado fisiolégico

Un desafio importante en el ganado para carne alimentado a pasto es lograr un
tratamiento hormonal simple y versétil, para animales en distinta condicion fisiolégica
(anestro o ciclando). En nuestros trabajos no se realiz6 un diagndstico inicial de
ciclicidad, y la misma se establecié mediante el andlisis retrospectivo de la informacion
recabada por medio de la ultrasonografia. Este hecho se debi6 a problemas técnicos,
por los cuales no se conté con el ecografo al inicio de los trabajos. Por ello, al

momento de aplicar el tratamiento se revisaron las vacas mediante palpacion
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transrectal, y al momento de retirar los dispositivos (dia 8) se determinaron las
estructuras ovéaricas mediante ecografia transrectal.

En los tres ensayos con animales sin cria al pie, el porcentaje de cuerpos luteos
(CL) detectado se aproximé al 70% al momento de retirar el dispositivo. La duracién
promedio de un ciclo estral bovino es de 21 dias y con una fase luteal de 17 dias
aproximadamente (Rivera, 1993; Gordon, 1996). De acuerdo con ello, si se realiza una
sola observacion ovarica en animales en los cuales la totalidad se encuentra ciclando,
se deberia encontrar aproximadamente entre el 75% y 80% de animales con CL. De
acuerdo con esto, el porcentaje de vacas ciclando en los ensayos realizados puede
estimarse que estuvo entre el 90 y el 100%. Esto es lo esperable en animales como
los de este grupo con un intervalo posparto de mas de 90 dias, que a su vez tuvieron
una condicion corporal media superior a 5 (escala 1 a 9) y sin cria al pie.

Por el contrario, en el caso de las vacas con cria, se considera que en condiciones
de manejo en pastoreo el intervalo parto-primera ovulacion oscila entre 50 a 90 dias
(Murphy et al., 1990; Rhodes et al., 2003). En los tres ensayos realizados con vacas
con cria estas fueron consideradas en anestro, aun que en el experimento 4 dos
animales presentaron actividad luteal al retiro del dispositivo, ya que el posparto fue
corto en todos los casos (entre 37 y 39 dias en promedio) y ningun otro animal

presentd un cuerpo liteo al momento de retirar el dispositivo.

Diametro del foliculo dominante

En los experimentos aqui realizados, se utilizd un protocolo basado en la
aplicacion de progesterona y estradiol para sincronizar la onda folicular, tanto para
vacas ciclicas como en anestro. Estos protocolos producen una supresion de las
hormonas FSH y LH lo que provoca una atresia de los foliculos existentes
independientemente del estadio del ciclo, provocando el inicio de una nueva onda
folicular entre 3 y 5 dias mas tarde (BO et al., 1995; Kinder et al., 1996; Martinez et al.,
2005).

El inicio de la onda comienza con un periodo de reclutamiento folicular en donde
foliculos de un diametro de 2mm en la especie bovina, son estimulados por hormonas
gonadotroficas a desarrollarse. Un pico de hormona foliculo estimulante (FSH) se
libera, en concordancia con la emergencia de la onda folicular (Adams et al., 1992).
Los dos foliculos mayores llegan a un didametro aproximado de 8,5mm y 7,7mm unos 3

dias luego de este pico. En este momento se inicia el desvio del diametro de los
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foliculos, caracterizado por el continuo crecimiento del foliculo de mayor tamafio para
transformarse en dominante y la atresia de los foliculos restantes (Ginther, 2000.;
Ginther et al., 2001).

En consecuencia, al finalizar los tratamientos de sincronizacién de ovulaciones
aqui empleados, deberian observarse foliculos de entre 8mm y 10mm para ser
considerados como aptos para ovular.

En los experimentos 1 y 2, realizados con dispositivos INDUGEST, el diametro
promedio del foliculo dominante al retiro del dispositivo fue de 9,2 £ 0,7mm vy 9,7 £
0,7mm respectivamente. En el experimento 3, con dispositivo DIB, el diametro
promedio del foliculo dominante fue de 11,7 = 0,8mm. En ningln caso hubo un efecto
de los tratamientos en cada experimento. Pero como hasta aqui los experimentos
fueron similares, salvo el tipo de progestageno utilizado (natural o de sintesis), se
combinaron y se analizaron los tamafios de los foliculos dominantes al finalizar los
tratamientos y se observé una diferencia significativa a favor del ensayo que utilizé DIB
respecto de los ensayos con dispositivos INDUGEST (p=0,0001). La explicacion mas
razonable de este efecto seria el porcentaje y el tiempo en que se produjo la
emergencia de la nueva onda folicular. La absorcion y el metabolismo del estradiol
aplicado al inicio de los tratamientos para producir la emergencia de la nueva onda
folicular es fundamental y varias formulaciones y dosis han sido evaluadas (Thundathil
et al., 1997; Mapletoft et al., 1999; Colazo et al., 2003; Martinez et al., 2007). Se ha
observado que todas las formulaciones son efectivas en la induccién de la emergencia
de una nueva onda, aunque en forma mas tardia o variable que cuando se utiliza 5mg
estradiol-17 beta (Mapletoft et al., 2003). De acuerdo a esto, el intervalo desde el
tratamiento hasta la emergencia de la nueva onda folicular, pareceria ser dependiente,
tanto de la sal de estradiol utilizada como de su dosis y si bien se traté del mismo tipo
sal (BE), en el caso del INDUGEST fue de 3mg y de 2mg en el caso de los DIB.

Se observo un efecto debido a la presencia del cuerpo liteo al momento de retirar
el dispositivo sobre el didmetro del foliculo dominante en los experimentos 2 (8,7 + 0,4
vs 11,8 + 0,6mm. P=0,0006) y 3 (10,6 £ 0,5 vs 14,2 + 0,9mm. P=0,002) en vacas con
CL y sin CL respectivamente. Meneghetti et al. (2009) aplicaron en vacas Nelore
amamantando un dispositivo durante 9 dias (CIDR 1,99 progesterona) asociado con
2mg de BE al inicio. Ademas inyectaron PGF a los 7 6 9 dias después de la colocacion
y al momento de la extraccion se inyectd 0,5mg de CPE. Esto produjo que en las

vacas que presentaron cuerpo liteo y se aplicé la PGF en el dia 7, hubiese una
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disminucion en la concentracion de progesterona sérica al dia 9 (dia del retiro del
dispositivo). Al analizar esta informacion, se encontrd una relacion lineal positiva entre
la disminucién de la concentracion sérica de progesterona al momento del retiro del
dispositivo y la tasa de prefiez a la IATF. Los autores atribuyeron esa relacion a una
mayor frecuencia de pulsos de LH y consecuentemente, una mayor tasa de
crecimiento del foliculo dominante, posibiltando una ovulacibn con mayores
probabilidades de gestacion.

Es posible que un rango Optimo de concentracion sérica de progesterona exista
durante un tratamiento con progesterona, dado que altas concentraciones de esta
hormona podrian causar un efecto negativo en el desarrollo folicular y su posterior
fertilidad (Kinder et al., 1996; Dias et al., 2009). Las vacas que se encuentran ciclando
y en las que se implementa un protocolo que utiliza progesterona y estradiol, tendran
entonces dos fuentes de progesterona: el dispositivo aplicado y el CL presente. Esta
situacion provocaria un mayor aumento en la concentracion sérica de progesterona
gue tendria los efectos negativos observados en estos animales. De acuerdo con ello,
esta categoria de animales deberia ser tratada con PGF dos a tres dias previos a la
finalizacion del tratamiento, para evitar estos efectos negativos observados en forma
tan marcada en nuestro trabajo.

Para el caso de las vacas en anestro, el diametro promedio del foliculo dominante
fue en general menor al registrado anteriormente en vacas ciclicas y también se
observé una diferencia entre los ensayos que se realizaron con los diferentes
dispositivos. Sobre todo en el experimento 4 donde se utilizd el dispositivo esponja,
esta diferencia se hizo muy marcada con foliculos de 7,0 £ 0,7mm. Sin embargo no
hubo diferencias estadisticas entre tratamientos en este experimento.

Por el contrario, en el experimento 6 donde se utilizd el dispositivo DIB y vacas en
anestro, se registrd una diferencia en el didmetro promedio del foliculo dominante
entre tratamientos, presentando los menores valores el tratamiento CPE24.

Se ha comprobado que vacas en anestro tratadas con dispositivos intravaginales
conteniendo progesterona asociado con la aplicacion de estradiol al inicio, reduce la
persistencia del foliculo dominante existente en ese momento, pero también retrasa la
subsecuente emergencia y desarrollo folicular en una proporcién de animales (Rhodes
et al., 2002). Aparentemente la causa de esto Ultimo seria debido a una disminucion
pronunciada en el soporte gonadotrofico sobre el desarrollo de foliculos antrales

dependientes de gonadotrofinas. Este soporte gonadotréfico disminuido estaria
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relacionado con el hecho que en las vacas en anestro existe una sensibilidad
incrementada al efecto del feedback negativo de estradiol en la liberacién de LH en
comparacion a vacas que se encuentran ciclando (McDougall et al., 1998). De acuerdo
con esto, la respuesta a la inyeccibn de BE al inicio del tratamiento con
progestagenos, podria tener efectos diferentes entre animales de acuerdo a la
magnitud de su anestro en el momento de la aplicacion, ya que el tamafio de los
foliculos presentes también seria diferente.

De todas maneras, no queda clara la razén por lo que esto pudo haber sucedido
en forma tan marcada en el tratamiento CPE 24 y no manifestarse en los demas
tratamientos. Si bien los animales fueron distribuidos al azar entre los tratamientos, es
posible que hayan existido diferencias entre ellos, a pesar que el grupo de animales
fue seleccionado por condicion corporal y por intervalo posparto. Esta depresién tan
marcada del foliculo dominante, podria ser la causa de la falta de ovulacion posterior

observada en este tratamiento.

Diametro del foliculo ovulatorio

Luego que los foliculos han superado la etapa de desviacion en el crecimiento
folicular, la dominancia es en general bien marcada y esta etapa esta regulada por la
LH gue es necesaria para el posterior crecimiento de estos foliculos (Ginther et al.,
1996; Driancourt et al., 2000). El pico preovulatorio de LH es responsable de la ruptura
del foliculo destinado a la ovulacién y la formacién del cuerpo luteo (Gordon, 1997).
Esto es lo que sucede en un ciclo normal, y es lo que se intenta reproducir hacia el
final de un tratamiento hormonal de induccion de la ovulacién con progestagenos.

Por la manera de liberacién y metabolismo de la progesterona en los dispositivos
intravaginales, primero se produce una depresion y luego un incremento en la
concentracion seérica de LH hacia el final del tratamiento y luego del retiro del
dispositivo (Roche et al., 1981, Kinder et al., 1996). La importancia en el incremento de
la LH en animales previamente expuestos a progesterona para la induccion de la
ovulacion, es obvia, ya que mimetiza el incremento de LH que ocurre en el proestro.

Sin embargo, la ocurrencia de este incremento de la LH, luego del retiro de un
dispositivo con progesterona no garantiza la ocurrencia de la ovulacién (Day 2004).

Sartori et al. (2001) determinaron que la capacidad de ovular esta relacionada con
un aumento en la expresion de receptores para LH en las células de la granulosa de

los foliculos dominantes y que este cambio también seria necesario para un posterior
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desarrollo del foliculo. Otra observacion que realizé fue que los foliculos adquieren la
capacidad ovulatoria aproximadamente a los 10mm, pero requieren un mayor estimulo
de LH para ovular que los de mayor diametro. Es por ello que hay un efecto positivo
entre la relacion del tamafio folicular y la ovulacion, el cual se explicaria por la
adquisicion de mayor capacidad para ovular de los foliculos a medida que se
desarrollan (Gimenes et al., 2008).

En nuestros trabajos con vacas ciclicas, no se observaron diferencias estadisticas
entre tratamientos para el ultimo registro del tamafio folicular ovulatorio.

Los foliculos que ovularon al finalizar el tratamiento mostraron un diametro maximo
promedio al momento de la ultima determinacién de 12,2mm (Exp. 1), 12,9mm (Exp. 2)
y los 14,4Amm (Exp. 3) en los animales ciclicos. El diametro maximo promedio de las
vacas que se encontraron en anestro fue 11,1mm (Exp. 4), 13,3mm (Exp. 5) y 12,2mm
(Exp. 6) respectivamente. Igualmente, Ross et al. (2004) al evaluar el diametro del
foliculo a las 48 hs de retirado el dispositivo (momento esperado del pico de LH) en las
vacas que lograron ovular, fue de 11,5mm.

Manes et al. (2007) en un trabajo utilizando dispositivos con MAP por 7, 8 6 9 dias,
observaron que en el tratamiento de nueve dias de duracién asociado con la inyeccion
de benzoato de estradiol a las 24 horas de retirada la progesterona, el diametro
folicular fue mayor al momento de ovular con respecto a los otros tratamientos. Esta
discrepancia de nuestros resultados con respecto a los observados por Manes et al.
(2007) podria deberse a que, en nuestra serie de ensayos, los dispositivos
permanecieron solamente 8 dias. En tanto que estos autores consideraron esperable
este resultado debido al mayor tiempo de maduracion del foliculo (9 dias)
permitiéndole tener un mayor periodo de crecimiento.

Nuestros resultados sugieren que el estado fisiolégico de los animales no influiria
en el didmetro al cual un foliculo se encuentra con capacidad de ovular, 0 mejor dicho
al diametro que este puede alcanzar previo a la ovulacion, luego de un tratamiento de
sincronizacion con progestagenos y estradiol. Estos tamafos foliculares tienen en
general una magnitud que supera a la de los didmetros considerados como minimos
para una respuesta adecuada. Estos resultados no coinciden con lo observado por
Rhodes et al. (2002), quienes observaron un didmetro maximo mayor en las vacas
ciclicas, respecto a las que estaban en anestro. La explicacion de nuestra observacion
podria deberse a lo observado por Perry et al. (2005), quienes determinaron que el

tamafio al cual un foliculo es maduro y apto para ovular, es muy variable y no tiene
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efectos negativos en la fertilidad cuando esta ocurre espontaneamente. Pero cuando
es inducido por la aplicacion de GnRH, esta puede provocar que el pico de LH sea
previo a que algunos foliculos tengan su madurez fisiolégica. En sus resultados
tampoco encontr6 diferencias en el tamafio del foliculo ovulatorio a la inseminacién
para vacas ciclicas y en anestro sincronizadas (13,9 + 0,2 vs 14,8 =+ 0,3mm
respectivamente). Burke et al. (2001) observaron en vaquillonas que la madurez del
foliculo dominante no es limitante para ovular si este es inducido con BE, mientras que
solo lograron el mismo efecto en el 50,0% de vacas en anestro y concluyeron que, en
esta categoria, los foliculos inmaduros responden en menor medida a un estimulo
ovulatorio y los que lo hacen tienen un desarrollo de tejido luteal disminuido.

En consecuencia, en nuestros trabajos, el haber inducido a ovular los foliculos,
tanto en animales ciclicos como en anestro, podria no permitir un proestro prolongado,
y con ello la ovulacién de foliculos de menor diametro y no permitir que las vacas
ciclicas lleguen a un tamafio folicular mayor, evitando las diferencias entre ambos

grupos de animales (ciclicas y anestro).

Tasa de ovulacién

La tasa de ovulacion no se vio afectada en ninguno de los ensayos por el tipo de
sal de estradiol utilizada, por el momento de su aplicacion ni por la interacciéon entre
ambos. El porcentaje de ovulacién general para los experimentos 1 y 2 (dispositivo
INDUGEST) con vacas ciclicas fue de 61,1% y 52,7% respectivamente. Datos
coincidentes fueron obtenidos por Rieszer et al. (2004) en tratamientos de
sincronizacién similares, los cuales oscilaron entre el 66,6 y 50%. Sin embargo, con el
uso del DIB se observé una respuesta mayor (experimento 3) con un 77,1% de
ovulacién. Ross et al. (2004) obtuvieron una ovulacién sincronizada en el 50,0% de
animales ciclicos sin la aplicacion de prostaglandina al retirar el tratamiento con
progestageno, y atribuyeron la baja tasa de ovulacion a posibles cuerpos luteos
activos al momento del retiro de la esponja. Manes et al. (2007) con un tratamiento con
INDUGEST similar al utilizado en nuestro estudio aplicado en vacas ciclicas,
obtuvieron un 70,0% de ovulacién, aproximdndose mas a los resultados obtenidos en
nuestro estudio con DIB. En el experimento 1, el porcentaje de ovulacion tendio a ser
menor por la presencia de cuerpos luteos (53,5% vs. 87,5% p=0,08), mientras que en
el experimento 2, este efecto se hizo presente en forma significativa (40,0% vs. 81,8%

p=0,02) lo cual podria ser causa de la baja tasa de ovulacion promedio obtenida en
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ambos trabajos. Dicho efecto no se observé en el caso del experimento 3 (72% vs
90% p=0,25). Estos cuerpos luteos podrian haber mantenido su funcionalidad debido a
una falla en la accién luteolitica de la prostaglandina o debido a una aplicacion tardia
de la misma, incrementado los niveles de progesterona circulante al momento del
retiro del dispositivo. Finalmente, estos niveles de progesterona circulante podrian
haber sido los causantes del bloqueo del pico de LH y por consiguiente de la
ovulacion.

En cuanto a los animales en anestro, la tasa de ovulacién se vio afectada en los
experimentos por causas diferentes. La tasa de ovulacion general en el experimento 4,
estuvo deprimida a un nivel del 28,6% independientemente del tratamiento con sales
de estradiol. En cambio, en el experimento 5, la tasa de ovulacion fue del 68,2% vy
tampoco mostro diferencias entre los tratamientos. En el experimento 6, la tasa de
ovulacion fue intermedia (52,8%), y en este caso se registraron diferencias entre
tratamientos, ya que el grupo CPE24 no present6 ovulaciones, al menos en el tiempo
de observacion establecido. Sin embargo, los restantes tratamientos cuando fueron
comparados entre si, no manifestaron diferencias significativas. Salvo el caso del
experimento 4 y en el tratamiento CPE24 del experimento 6 con vacas en anestro, las
tasas de ovulacién obtenidas fueron equivalentes a las observadas en trabajos
anteriores realizados con tratamientos hormonales similares (Ross et al, 2002; Rieszer
et al.,, 2004; Manes et al.,, 2007). Sin embargo, existen trabajos que reportan un
porcentaje de ovulacién del 70-80%, con posterior formacion del CL de vida media
normal, luego de la insercion de dispositivos CIDR (Fike et al., 1997; Rivera et al.,
1998; Wheaton y Lamb, 2007). Lo usual es lograr un 60% de reinicio de ciclicidad con
tratamientos de este tipo, dependiendo de la duracion del tratamiento, del tipo de
animal, del sistema de produccién y de la cantidad de dias posparto al inicio del
tratamiento (Day, 2004).

Echternkamp et al. (1984) evaluaron la influencia del estrés generado por el
manejo de los animales sobre la secrecion tonica de LH, el cortisol y la progesterona,
concluyendo que ésta ultima no se modifica en animales sometidos a estrés, pero si
se observé una supresion de la liberacion ténica de LH, especialmente la liberacion
pulsatil, cuando los niveles de cortisol aumentaron unas diez veces (Hollenstein et al.,
2006.) Sus resultados sugieren que la influencia del estrés en la liberacién de
gonadotrofina y su subsecuente respuesta reproductiva es dependiente de la magnitud

de la respuesta adrenal y de la adaptacion animal al estrés. Dicho esto, es necesario



68

minimizar el estrés en los animales para obtener secrecion de LH capaz de generar
una respuesta adecuada en el crecimiento final del foliculo dominante y lograr un buen
tamafio del foliculo ovulatorio. Por ello, el estrés sufrido por los animales en el primer
experimento, asi como el corto intervalo parto tratamiento en este estudio, podrian
explicar al menos en parte la baja tasa de ovulacion obtenida. Con respecto a la falta
de ovulacion en el tratamiento CPE24 del experimento 6 con vacas en anestro,
pareceria ser que el estimulo suministrado por el estradiol llegaria a destiempo y por
ello la ovulacion no se produciria, al menos en los términos establecidos de

observacion.

Distribucién y momento (intervalo en horas) de las ovulaciones

La induccion de la ovulacién en los tratamientos con progestagenos destinados a
utilizar la IATF es generalmente facilitada a través de la utilizacion de drogas que
tienen la propiedad de hacer que foliculos de diferente tamafio, en diferentes vacas
pero todos potencialmente maduros, alcancen la ovulacién de manera relativamente
sincronica. Esto puede ser logrado usando diferentes hormonas, como ser, la
gonadotrofina coriénica humana (hCG) o la hormona luteinizante (LH), que actan en
forma directa sobre los foliculos; o actuando en forma indirecta a través de hormonas
que inducen el pico preovulatorio de LH, como la hormona liberadora de
gonadotrofinas (GnRH) o los ésteres de estradiol (Meneghetti et al., 2009).

El intervalo entre la aplicacién del agente inductor y la ovulacién varia de acuerdo
al producto utilizado. Dentro de estos, los ésteres de estradiol son los que mas se han
difundido por sus efectos reproducibles, su bajo costo y su facilidad de aplicacion. Su
aplicacion tiene por finalidad producir un pico de LH sincronizado entre los animales
tratados, que se produce entre 16 a 20 horas después de su inyeccion y observandose
manifestacion de celo entre las 36 y 48 horas post aplicacién (Lammoglia et al., 1998;
Martinez et al., 2007). Con este tratamiento es posible obtener una ovulacion
sincronizada entre 60 a 80 horas posteriores a la finalizacion del tratamiento con
progestagenos, dependiendo si el estrogeno fue inyectado junto al retiro del
progestageno o 24hs mas tarde. Esto tiene fundamental importancia porque determina
el momento Optimo para realizar la IATF (generalmente entre 54-56hs del retiro del
dispositivo). El momento de ovulacion en nuestro trabajo, para las vacas sin cria al pie,
no fue diferente entre tratamientos y en promedio en los tres ensayos se produjo a las

56,9hs, 63hs, 66,3hs y 68,3hs de retirado el tratamiento con progestageno para BEO,
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BE24, CPEO y CPE24 respectivamente. También se observd que el tratamiento BEO
tendié a adelantar la ovulacién entre 6 y 10hs con respecto a los otros tratamientos.
Esto no difiere de los resultados obtenidos por Manes et al. (2007), quienes
observaron que en las vacas del grupo que recibié el benzoato de estradiol al finalizar
el tratamiento las ovulaciones se adelantaron con respecto al grupo que lo recibio a las
24 horas de finalizado el tratamiento. Estos datos son coincidentes con los observados
en nuestros trabajos, realizados tanto en vacas ciclicas como en anestro.

Sin embargo, en vacas indicas usando protocolos de 8 dias de duracion con BE
inyectado al momento de retirar o 24 horas mas tarde, los intervalos desde el retiro del
dispositivo a la ovulacion en horas registrados fueron diferentes (56,8 + 1,9 vs. 74,4 +
1,7 para tratamientos BEO y BE24 respectivamente) (Cavallieri et al., 2002). Esto
también fue observado por (Ayres et al., 2008) (59,4 + 2,0 vs. 69,3 + 1,7
respectivamente) en un ensayo similar.

En caso del CPE, que es una sal de mayor vida media, produce un pico de LH en
forma mas retrasada y de mayor duracion (10 horas) con respecto al BE, comparable
al pico que se produce en una ovulacion espontanea (Thatcher et al., 2002). En
programas donde el inductor final fue CPE, el intervalo entre su aplicacién y la
ovulacién fue de 55,4 £ 2,7 horas y la inseminacion se realizé a las 48 horas de
inyectado el CPE (Thatcher et al., 2002). En otro ensayo, Colazo et al. (2003)
evaluaron el CPE como inductor de la ovulacion inyectado al finalizar un tratamiento
de 8 6 9 dias de duracidn con progesterona (CIDR) o 24 horas mas tarde.

Estos autores, observaron soélo un efecto de la duracién del tratamiento (8 6 9
dias), sobre el intervalo desde el retiro del dispositivo a la ovulacién (88,3 + 3,8 vs.
76,4 £ 4,1 horas respectivamente).

Siguiendo esta misma metodologia, los mismos autores realizaron posteriormente
otro estudio en el cual el progestageno se retiré a los 7 dias y el CPE fue aplicado al
momento de retirar el dispositivo 6 24 horas mas tarde. El intervalo entre el retiro del
dispositivo y la ovulacién no fueron estadisticamente diferentes (81,6 + 5,0 y 86,4 +
3,0hs respectivamente). Con este esquema de trabajo se realizaron realizd las
inseminaciones a las 56-60hs de retirado el dispositivo.

Si comparamos nuestros resultados con lo expuesto por otros autores, pareceria
que los intervalos obtenidos en nuestros experimentos fuesen més cortos que los

publicados por otros autores.
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En el caso del trabajo de Colazo et al. (2003), utilizaron el CPE para el control de
la emergencia folicular. Este ester de estradiol al ser de mayor vida media
aparentemente prolonga el efecto inhibidor sobre FSH y LH y por consiguiente retrasa
la emergencia de la nueva onda folicular lo que a su vez pudo haber retrasado el
momento de la ovulacion.

Con respecto al momento de ovulacién en vacas con cria al pie (anestro) no se
registr6 efecto de los tratamientos en los experimentos 4 y 5. En cambio, en el
experimento 6 se observo un efecto del tratamiento, en donde el grupo BEO tuvo las
ovulaciones adelantadas (49,7 + 2,3hs post retiro del progestageno) con respecto a las
de vacas de los grupos BE24 y CPEO (69,6 + 2,1 y 65,2 + 3,5hs respectivamente). En
el grupo CPE24 no se registraron ovulaciones, al menos en el intervalo de tiempo
fijado para la recoleccion de datos de 96 horas post retiro del dispositivo. Martins et al.
(2005) trabajaron con vacas indicas sin cria tratadas con dispositivos intravaginales
con progesterona en donde se aplico BE o CPE al retiro del tratamiento, o a las 24
horas, observaron que la aplicacion de BE24 y CPEO tuvo un comportamiento similar
en cuanto al momento de ovulacion (70,0 £ 1,4 y 70,7 £ 2,4hs respectivamente); si
bien el momento de ovulacion del tratamiento BEO fue numéricamente diferente, esto
no lo fue estadisticamente (65,1 + 1,8hs). En cambio, la aplicacion de CPE24 tuvo un
intervalo mucho mayor (86,0 + 3,1hs).

En cuanto a la distribucion de las ovulaciones podemos decir que un 33,3% (6/18);
85,7% (18/21); 43,7%(7/16) y 46,6% (7/15) correspondiente a los tratamientos BEO;
BE24; CPEO y CPE24 respectivamente, de nuestra serie de experimentos con vacas
ciclando. Para las vacas con cria al pie un 66,6%(12/18); 66,6%(6/9); 71,4%(10/14) y
50,0%(1/2) de los tratamientos BEO; BE24; CPEO y CPE24 respectivamente, ovularon
en un intervalo de 12 horas entre las 54-66 horas de retirado el dispositivo.

Si consideramos que la inseminacion se realizaria a las 48 hs de extraido el
dispositivo, ademas de tener en cuenta, la apreciacion hecha por Roelofts et al. (2006)
en donde los mejores resultados en cuanto a fertilidad y calidad embrionaria, se
obtienen en el intervalo IA-ovulacion de 12-24 horas, observamos que para los
animales ciclando el mejor resultado se obtiene con el tratamiento BE24. En cambio
cuando los animales se encuentran en anestro el tratamiento CPEO seria el mas
factible de éxito.

Otro punto es que al menos un 75,0% de las ovulaciones ocurrieron en un periodo

de 24 horas en todos los casos.
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Tasa de crecimiento del foliculo ovulatorio

Los foliculos, desde que una cohorte emerge hasta que uno de ellos llega a la
ovulacion, atraviesan por varias etapas de crecimiento. Inmediatamente después de la
emergencia, hay una etapa llamada de crecimiento conjunto, donde todos los foliculos
parecen desarrollarse a un ritmo parejo. Previo a la etapa de desviacion, comienzan a
mostrar diferentes tasas de crecimiento entre el foliculo de mayor diametro y los
subordinados. Esta tasa de crecimiento es de alrededor de 1,4 £ 0,1y 1,0 + 0,1
mm/16hs para el dominante y subordinado respectivamente (Ginther et al., 2001c). Si
estos valores se tomaran en un periodo de 24hs daria como resultado una tasa de 2,1
y 1,5 mm/dia respectivamente en esta etapa de desarrollo.

En la etapa de desviacién ya se produce un fendbmeno denominado seleccion, en
donde el numero de foliculos se reduce al nimero que posteriormente ovulara, y soélo
el foliculo dominante se desarrolla a una tasa continua de crecimiento, mientras hay
una declinacion o cese de la tasa de crecimiento de los otros foliculos (Ginther et al.,
2001b). Finalmente se observa la etapa de dominancia, donde solo el foliculo
seleccionado desarrolla y los demas comienzan su atresia. EI FD culmina en la
ovulacién, o en el caso de ser una onda folicular no ovulatoria, después de un tiempo
de meseta o fase estatica (sin crecimiento), ingresa junto a los otros foliculos en una
etapa involutiva.

Atkins et al. (2010) en un experimento en vacas ciclicas con cria, observaron que
la tasa de crecimiento (1,01 mm/dia) del foliculo ovulatorio en los ultimos 5 dias fue
mayor cuando el diametro del foliculo era mayor a 11mm comparada con un foliculo
menor a 11mm (0,89 mm/dia). En nuestros experimentos estas diferencias no se
pudieron constatar, aunque no hubo diferencias entre tratamientos en la tasa de
crecimiento del foliculo ovulatorio para los animales con actividad ciclica (promedios
entre 0,68 + 0,2 y 0,87 + 0,2 mm/dia). Tampoco se registraron diferencias para la tasa
de crecimiento del foliculo ovulatorio para los distintos tratamientos de cada ensayo en
vacas en anestro, los cuales oscilaron entre 0,5y 1,0 mm/dia. Ross et al. (2004) en su
trabajo con dispositivos INDUGEST, observaron una tasa de crecimiento del foliculo
dominante de 1,0 + 0,2 mm/dia para la totalidad de los animales. Igualmente Rivera et
al. (1998), registraron un tasa de crecimiento folicular desde el momento de la
identificacion hasta el momento en que cesé su desarrollo de 1,0 + 0,04y 1,1 + 0,04
mm/dia para vacas Angus multiparas tratadas con un CIDR o un CIDR+E-17f3

respectivamente. Similares resultados obtuvieron Rieszer et al. (2004) y Manes et al.
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(2007). La posible explicacion para los valores observados en nuestro estudio, podria
ser que los momentos de observacion ecogréfica, fueron hacia el final de la curva de
crecimiento del foliculo ovulatorio (observacion retrospectiva). Es por ello que la
mayoria de los foliculos se encontraron en un periodo de meseta en la tasa de
crecimiento, previo a la ovulacién y esto haya contribuido a obtener resultados

inferiores.

Vida media del cuerpo lGteo y concentracién de progesterona

En general, la primera ovulacién posparto no es precedida por un celo (celo
silencioso) y es seguida por un CL de vida media corta generando un ciclo de corta
duracién. Estos ciclos de corta duracibn son comunes también en la pubertad, al
momento de la primera ovulacion. Una caracteristica de los ciclos de corta duracion es
la presencia de un CL de menor tamafio que en un ciclo normal y una concentracion
subluteal de progesterona circulante (Yavas y Walton 2000Db).

Los ciclos de corta duraciéon luego del posparto son causados por una lutedlisis
prematura, a causa de una liberacién anticipada de prostaglandina F2a desde el
endometrio uterino (Short et al., 1991; Cooper et al., 1991). Las bajas concentraciones
de progesterona antes de la primera ovulacion son la causa de la baja cantidad de
receptores para progesterona y de una gran cantidad de receptores de oxitocina en las
células endometrio uterino, promoviendo el feedback positivo entre la oxitocina y la
prostaglandina F2a (Zoller et al., 1993). El estradiol en bajas concentraciones parece
tener el mismo efecto (Mann y Lamming, 2000).

La exposicion a fuentes de progesterona endégena o exdégena por un periodo
corto en el posparto, es importante tanto para la expresion del celo como para obtener
una subsecuente vida media normal del CL generado (Mc Dougall et al.,1992).

El aumento de la concentracidén de progesterona en vacas en anestro, reduciria el
namero de receptores de estradiol en el hipotalamo, y con ello reduciria el feedback
negativo de este para la liberacion de GnRH, permitiendo una mayor liberacion de LH
(Rhodes et al., 2003), algo muy similar a lo que ocurre en vaquillonas prepuberes (Day
y Anderson, 1998). En consecuencia, este aumento de la concentracion de LH
producido por la progesterona, estimularia al foliculo dominante a desarrollarse y
madurar, estimulando ademas el desarrollo de receptores de LH en las células de la
granulosa y de la teca, produciendo un mayor licor folicular y con ello una mayor

concentracion de estradiol circulante (Rhodes et al., 2002).
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En el experimento 4 donde se utilizaron vacas en anestro y con cria al pie, los
datos de progesterona obtenidos después de la ovulacion, indican que ninguna vaca
present6 un CL de vida media normal, luego de un tratamiento con INDUGEST.
Incluso, en muchos casos las ovulaciones observadas no coincidieron con un aumento
de la progesterona plasmética posterior. Anteriormente hemos considerado que la baja
tasa de ovulacion lograda en este ensayo podria deberse al estrés sufrido por los
animales debido al intenso sangrado al que fueron sometidos. En el experimento 5 si
bien no se realiz6 un sangrado posterior para verificar la vida media posterior del CL,
si se logré que, una buena proporcion de animales sea inducida a ovular. Pero en el
experimento 6 también con vacas en anestro, los resultados fueron totalmente
diferentes a los obtenidos en el experimento 4 ya que en este caso todos los CL
formados tuvieron una vida media normal y el porcentaje de vacas inducidas fue del
52,0%.

Los resultados del experimentos 4 no coinciden con los resultados obtenidos por
Ross et al. (2004), quienes, utilizando un tratamiento similar al nuestro, observaron
gue solo un 25,0% de las vacas inducidas a ovular tuvieron CL de vida media corta.

La eficiencia de los tratamientos de progesterona de corta duracién para inducir
ciclos estrales es variable y segun Day (2004) puede oscilar entre 0 y 66,0%. En un
trabajo con dispositivos CIDR aplicado a vacas multiparas (Wheaton y Lamb, 2007)
lograron un 43,0% de induccion a la ciclicidad y 76,0% cuando se traté de vacas
primiparas.

Aparentemente, el tratamiento de vacas en anestro con progesterona tiene mayor
0 menor probabilidad de éxito de acuerdo a que estas se encuentren mas préoximas a
restablecer la ciclicidad en forma espontanea. Sin embargo, Mackey et al. (2000) en
un trabajo con vacas en anestro con un intervalo parto-tratamiento de 30 dias, al
restringir el amamantamiento de las crias, lograron incrementar los pulsos de LH al
doble, lo cual fue en gran medida reforzado cuando a los tratamientos se adicion6
dispositivos y estradiol. Al retirar los dispositivos se determindé una frecuencia
suficiente de LH capaz de estimular la primera ovulacion posparto, la expresion de
celo y evitar ciclos de corta duracion en la mayoria de los animales. Sin embargo el
15% de animales no respondieron con un aumento de los pulsos de LH. Esta falta de
respuesta se atribuyé a factores mas potentes como nutricionales o inclusive
genéticos, y que los tratamientos fueron insuficientes como para atenuar tal situacion e

inducir una ovulacién. Estos animales se retrasaron en retomar su ciclicidad y
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consecuentemente pueden ser categorizados como en un anestro profundo (Wiltbank,
2002).

La unién vaca-ternero y el amamantamiento también influyen de manera negativa
en el intervalo posparto inhibiendo la liberacion pulséti de LH al aumentar la
sensibilidad por parte del hipotadlamo al feedback negativo del estradiol (Stagg et al.,
1998).

Una explicacion para nuestros trabajos podria deberse en todos los casos, a que
las vacas en anestro posparto, sobre pastura natural y amamantando a sus crias, se
mantienen en anestro por mayor tiempo y magnitud, que las que no amamantan a sus
crias. Y esto haya influido negativamente en el porcentaje de induccién logrado con los

tratamientos.

Ensayos de Fertilidad

Luego de haber realizado los experimentos para estudiar la dinamica ovarica final
tanto en vacas ciclicas como en anestro, se realizaron dos experimentos con la
finalidad de evaluar la fertilidad.

En el Exp. 7 realizado con vacas de primera pariciébn no se observaron diferencias
en las tasas de prefiez luego de la aplicacion de los distintos tratamientos
(BE0=42,2%; CPEO0=37,5% BE24=32,7% y CPE24=43,7%). También se evalu6 el
desempenfio del dispositivo esponja versus un dispositivo comercial, ambos productos
presentaron una tasa de prefiez similar (Indugest Plus=40,5% vs DIB=36,7%).

En el Exp. 8 realizado con vacas con cria al pie, tampoco se observé un efecto de
los tratamientos sobre la tasa de prefiez cuando se evaluaron en conjunto
(BEO=57,4% CPE0=51,8% BE24=38,1% CPE24=51,8%).

Cabe aclarar que el momento de inseminacién aqui empleado fue, en ambos
ensayos, a las 48-49 hs después de retirado los dispositivos y esto equivaldria a decir,
gue segun el momento de ovulacidon observado en los experimentos anteriores, se
insemin6 unas 3 a 8 horas antes del momento de ovulacion para el tratamiento BEO y
unas 18 a 20 horas antes de los otros tratamientos aproximadamente.

En el trabajo de Ayres et al. (2008) se evaluaron dos momentos de aplicacion de
BE (0 6 24hs después de retirado el dispositivo) y dos momentos de inseminacion (48
0 54 horas post retiro), se observé que cuando las vacas del tratamiento BEO fueron
inseminadas a las 54hs, la tasa de concepcion disminuyd con respecto a la IATF
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realizada a las 48hs, tal vez debido a que la IATF se realiz6 demasiado tarde, en
coincidencia con el momento de ovulacion.

Colazo et al. (2003) utilizando vaquillonas inyectadas con CPE a las 0 6 24 horas o
BE a las 24 horas de finalizado un tratamiento con dispositivo (CIDR) de 7 dias de
duracion més estradiol-17 B al inicio, y prostaglandina al momento del retiro, no
obtuvieron diferencias en las tasas de prefiez (CPE0=63,3%; CPE24=64,6%;
BE24=63,1%). En este trabajo también se realiz6 la IATF en dos momentos de
retirado los dispositivos, a las 54-56hs para el tratamiento (CPEOQ) y 56-58hs en los
tratamientos (BE24 y CPE24). Segun los momentos de ovulacion observados,
realizaron las inseminaciones unas 20 horas antes aproximadamente, del momento de
ovulacion esperado.

En cambio (Cutaia et al. 2005) utilizando un dispositivo DIB durante 8 dias mas
2mg de estradiol al inicio del tratamiento y prostaglandina en el dia del retiro, asigno
los animales a cuatro grupos segun el tipo de sal de estradiol (BE o CPE) y el
momento de aplicacion (0 6 24hs) después de retirado el DIB. La IATF se realiz6 a las
47-49 horas para el grupo BEO y 52-54 horas para los grupos BE24 y CPE. Estos
autores determinaron que mediante la aplicacion de 0,5mg de CPE a las 24hs de
retirado el dispositivo, se obtienen porcentajes de prefiez superiores a los obtenidos
mediante la aplicacién de la misma en el momento de retirado el DIB o que mediante
la aplicacion de 1mg de BE. (BE0=42,8%; CPE0=48,2%; BE24=45,9%; CPE24=
63,2%; p=0,04).

El momento 6ptimo al cual la IATF deberia ser realizada depende primordialmente
de la vida media de los espermatozoides para asegurar la fertilizacion de un ovocito
viable.

Roelofts et al. (2006) con el objetivo de examinar el efecto del intervalo entre la
inseminacioén y la ovulacion, sobre la fertilizacion y el desarrollo posterior del embrién,
determinaron que el intervalo con mayores tasas de fertilizacion a la IA es entre 36-24
y 24-12 horas antes de la ovulacién (85% y 82% respectivamente) comparado a la 1A
posterior a la ovulacién; si bien el periodo Optimo para obtener una alta tasa de
fertilizacion se extiende desde las 36 hasta las 12 horas antes de la ovulacion. La
probabilidad de desarrollo del embridon es mayor en el intervalo de 24-12 horas antes
de la ovulacion.

Como en nuestros ensayos de fertilidad se realizd la inseminacion a las 48-49

horas independientemente del tipo de tratamiento aplicado y sin hacer una
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determinacion del estado fisioldgico (ciclica o anestro) de las vacas, es probable que
este momento de inseminacion haya favorecido al tratamiento BEO.

Al combinar ambos ensayos, sélo se obtuvo un efecto de la locacion sobre la
prefiez final (38,3% 49,7% para experimentos 7 y 8 respectivamente). Este efecto aqui
observado seria debido a la categoria de los animales utilizados en cada ensayo, ya
gue la vaca de primera paricién es una categoria mas exigente desde el punto de vista

nutricional que la vaca multipara.
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Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos en estos estudios se concluye lo siguiente:

- La pérdida de ambos tipos de dispositivos (poliuretano y silicona) en vacas es

minima, no superando en ningun caso el 5%.

- En animales en distinto estado fisioldgico (ciclando y anestro), el tratamiento de 8
dias de duracién con progesterona natural, genera un foliculo dominante de mayor

tamafio comparado con un tratamiento con MAP.

- La aplicacién de benzoato o cipionato de estradiol a las 0 6 24 horas de finalizado
un tratamiento intravaginal con MAP o progesterona natural, no afecta el tamafo del
foliculo ovulatorio en vacas ciclicas ni en anestro, produciendo foliculos capaces de

responder al pico preovulatorio de LH.

- El momento de ovulacién es similar en ambas categorias de animales y la mayor
parte de las ovulaciones se suceden antes de las 72 horas en las vacas ciclicas. En

ambos grupos, al menos un 70% ovula en un periodo de 24 horas.

- Al tratar animales en anestro posparto, el tratamiento CPE aplicado a las 24
horas de retirada la fuente de progesterona puede no tener el efecto de estimulacion

deseado.

- Es posible obtener tasas de prefiez del 40% después de una IATF realizada a las
48-49 horas después de finalizado un tratamiento con progestagenos, tanto con
dispositivos que utilizan MAP como P4.

- La aplicacion de BE o CPE a las 0 horas de finalizado el tratamiento, genera

similares tasas de prefiez en vacas con cria al pie.

- ElI momento de inseminacion utilizado en este estudio parecié adaptarse muy

bien a todos los tratamientos.
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