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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar el efecto de la hormona gonadotropina coriénica
equina (eCG) sobre el tamafio del foliculo preovulatorio (FPO), cuerpo lateo en el dia
7y 20 (CL7, CL20) y tasa de prefiez a 35 dias de vacas Holstein friesian mestizas en
la provincia de Pastaza. Se aplicaron cuatro tratamientos (T): TA= DIB+BE+PG; TB=
TA+ eCG (dia 8); TC=TA + eCG (dia 14) y TD=TA + eCG (dia 8) + eCG (dia 14), se
uso un protocolo de inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF). Se utilizaron 100 vacas
Holstein mestizas, multiparas en periodo posparto entre 60 a 150 dias, condicion
corporal de 2.25 a 2.75; el sistema de alimentacion se basé en pastoreo al sogueo
con pasto gramalote (Axonopus scoparius). Para el andlisis de datos se utilizé un
modelo lineal general mixto, en el procedimiento GENMOD del SAS vw 9.3 (2013).

El FPO en el TA alcanzaron un diametro de 15.86 mm y el TB, 15.33 mm (P>0.05). El
tamafo del cuerpo luteo fue mayor en TC, 19.23 mm y TD, 21.88 mm (P<0.01). En el
dia 20 el CL en el T4 tuvo un diametro de 23.29 mm (P<0.01). La tasa de prefiez fue
TA: 64.5%; TB: 47.5%; TC:45,0% y TD: 58.1%, (P>0.05), no se encontro diferencia
significativa. En condiciones de la region amazonica el tamafio del FPO, CL y la tasa

de prefiez, no se incrementd con la administracion de eCG en la IATF.

Palabras clave: AMAZONIA, ECG, FOLICULO, CUERPO LUTEO, IATF
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ABSTRACT

The objective of the investigation, was determine the influence exerted by equine
chorionic gonadotropin (eCG) on the size of the pre ovulatory follicle (FPO) and corpus
luteum (CL day 7 and day 20) in 100 dairy cows Holstein in Pastaza. The application
of the eCG was performed with four treatments. Within a conventional protocol of IATF.
Treatments: TA= DIB+ BE + PG; TB= TA+ eCG day 8; TC=TA + eCG day 14y TD=
TA +eCG day 8 + eCG day 14). We used 100 holstein cows multiparous in postpartum
period between 60 to 150 days, 2.25-2.75 of body condition; the feeding system was
based on grazing pasture (Axonopus scoparius). Statistical analysis was performed by
a General Mixed Linear Model test, using the Proc gen mod procedure of SAS vw 9.4
(2013).

The results we obtain was for TA Size FPO (15.86 mm) and TB (15.33 mm) there’s
not significant differences in between treatments with eCG and with out eCG.
(P>0.05). The size of CL7 in TC (19.23 mm) and TD (21.88 mm) they were the biggest
CL at the time to retire of the DIB (P = 0,0118). At day 20 the CL at T4 had a diameter
of 23.29 mm (P<0.01). The pregnancy rate was TA: 64.5%; TB: 47.5%; TC:45,0% y
TD: 58.1%, (P>0.05). In the Amazon region the size of the FPO, CL and the pregnancy

rate was not increased with the administration of eCG in the IATF.

Keywords: Amazon, eCG, follicle, corpus luteum. IATF.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

La Inseminacion Artificial (IA), promueve el mejoramiento genético y ganancias
econOmicas mediante el uso de material genético de toros de elite (Baruselli et al.,
2004). A pesar de los avances tecnoldgicos, la ejecucion de los programas de IA
basadas en la deteccién de celos se ve obstaculizada principalmente por anestro
posparto y fallas en la deteccion de celos. (B6 et al., 2007).

Para evitar problemas sobre la deteccion de celos en las ganaderias se han
desarrollado protocolos de sincronizacion de la ovulaciéon, que permiten ademas
inseminar animales en un periodo establecido, estos tratamientos se conocen con el
nombre de protocolos de Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo (IATF) (Baruselli et al.,
2012). Las terapias hormonales usada en la IATF se basa en Estradiol (E2) y
Progesterona (P4), lo cual ha permitido controlar la dindmica folicular (Baruselli et al.,
2012). Sin embargo, dichos protocolos tienen un promedio de fertilidad del 35%, este
porcentaje se ve afectado debido al manejo post parto (con el ternero al pie),
alimentacion y condicién corporal. (Charris,, 2000).

En las ganaderias de la Provincia de Pastaza, las vacas permanecen junto con sus
crias (ternero al pie), con un sistema de pastoreo rotacional al sogueo, en pasto
Gramalote (Axonopus scoparius), se emplea un ordefio manual diario, durante el post
parto presentan condicidn corporal baja, esto imposibilita que el animal restablezca su
actividad ovarica dentro del periodo de espera voluntaria; finalmente, al encontrarse
en sistemas extensivos la deteccién de los celos se complique aiin mas (Ortiz et al.,
2015).

Por lo antes indicado, es necesario buscar alternativas a estos protocolos de IATF que
permitan mejorar el tamafio del foliculo preovulatorio, cuerpo liteo y la tasa de prefiez
de los animales tratados (Nufiez, 2014). Una alternativa podria ser la utilizacion de la
Gonadotropina Coridnica equina (eCG), que al tener una accién gonadotropa (FSH-
LH) estimularia el crecimiento folicular, la maduracion final del foliculo preovulatorio;
asi como, el crecimiento y desarrollo del cuerpo Iuteo. (Aba et al., 2013). Diversas
alternativas se han planteado para mejorar la tasa de concepcion mejorando las
condiciones previas al servicio; sin embargo, una limitante ignorada es el alto
porcentaje de pérdidas luego del servicio durante la prefiez temprana. La mayoria de
estas pérdidas ocurren durante el periodo embrionario de la gestacion (Thatcher et

Nelson René Ortiz Naveda 13
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al., 1994; Vanroose et al., 2000), gran parte de ellas se producen en los primeros dias
después de la fecundacion y durante la implantacién del embriéon (Wathes, 1992).
Esta demostrado que la tasa de fecundacion luego de una inseminacion en bovinos
es cercana al 90% (Sartori et al., 2010), mientras que la tasa de prefiez a los 60 dias
por lo general no supera el 60-65%, (Diskin y Morris, 2008). Varios estudios,
estimaron que la falla en la fertilizacion y perdidas embrionarias tempranas estaban
en el rango de 20% y 45%, las perdidas embrionarias tardias y fetales entre 8% y
17,5%, mientras que los abortos variaron entre 1% y 4% (Humblot, 2001). Esto indica
que la mayoria de las perdidas por mortalidad embrionaria se producen dentro de las
primeras tres semanas de gestacion similar a lo reportado por otros autores (Inskeep
y Dailey, 2005; Diskin y Morris, 2008).

En base a lo antes expuesto, una estrategia para disminuir la mortalidad embrionaria
seria a través de la estimulacion de la produccion de progesterona, previo al periodo
critico de la gestacion bovina. Por este motivo aquellas estrategias que incrementen
las concentraciones de progesterona por periodos prolongados pueden contribuir a
aumentar la supervivencia del embrién. Algunos tratamientos podrian actuar
generando Cuerpos Luteos accesorios o incrementando la actividad del CL ya
existente. Teniendo en cuenta que el patrén de ondas foliculares continua durante la
gestacion temprana (Guilbault et al., 1986; Thatcher et al., 1991) se podria inducir
ovulacion de esos foliculos y generar CL accesorios que incrementen la concentracion

de progesterona (Thatcher et al., 2002).

Segun Cutaia et al., (2009), para mejorar las tasas de prefiez y pérdidas de la
gestacion una alternativa es la sincronizacion, estimulacion del crecimiento folicular y
formacion de cuerpos luteos accesorios. Dentro de este marco la implementacion de
programas de IATF donde se puede conjugar la aplicacion de hormonas como la eCG,
pueden proporcionar informacion sumamente valiosa, para mejorar la tasa de prefiez
en las ganaderias de la provincia de Pastaza.

La actividad del CL podria estar influenciada por las caracteristicas del foliculo
ovulatorio durante su desarrollo previo (Vasconcelos et al., 2001; Crowe, 2008).
Debido a esto, es de interés el disefio de tratamientos de sincronizacion de la
ovulacion que aseguren el control de la dinamica folicular. La estimulacién y

sincronizacion del crecimiento folicular conjuntamente con la ovulacion de foliculos de

Nelson René Ortiz Naveda 14
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mayor didmetro y formacion de cuerpos liteos saludables, podria ser una buena
alternativa para reducir las pérdidas durante la gestacion temprana. Por tal motivo, la
administracion de Gonadotrofina Coridénica Equina (eCG) a los tratamientos actuales
para IATF podria favorecer el desarrollo folicular final previo a la ovulacion y obtener
asi una mejor actividad luteal. Por otra parte, esta hormona podria ser utilizada de

nuevo, previo al periodo critico como un soporte luteal adicional.
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OBJETIVOS:

Objetivo General

Evaluar el efecto de la aplicacién de eCG 2 dias antes y 14 dias después de la IATF,
frente a la aplicacion de una sola dosis de eGG en uno de los momentos elegidos
dentro del protocolo, su efecto sobre el foliculo preovulatorio, Cuerpo luteo y tasa de

prefiez, en vacas Holstein mestizas con ternero al pie, alimentadas al pastoreo.

Objetivos Especificos

1. Analizar el efecto de la administracion de eCG dos dias antes de la IATF, sobre
el tamafo del: foliculo preovulatorio, Cuerpo IUteo y la tasa de prefiez en vacas
mestizas

2. Valorar el efecto de la administracion de eCG 14 dias posteriores a la IATF sobre
el tamafio del: Cuerpo lateo y la tasa de prefiez en vacas mestizas.

3. Evaluar el efecto de la combinacién de la administracion de eCG 2 dias antes y
14 dias después de la IATF sobre sobre el tamafo del: foliculo preovulatorio,

Cuerpo luteo y la tasa de prefiez en vacas mestizas.
Hipotesis
¢La asociacién de 2 aplicaciones de eCG dos dias antes 0 14 dias después de la IATF

mejora el tamafo del foliculo preovulatorio, Cuerpo liteo y la tasa de prefiez en

relacion a cuando se aplica una sola dosis de eCG en uno de los momentos elegidos?

Nelson René Ortiz Naveda 16
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CAPITULO II: REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Anestro Posparto en Vacas

El anestro postparto es una alteracion reproductiva que afecta los rebafios bovinos,
las regiones tropicales y subtropicales de América, originando importantes pérdidas
econOmicas por el retraso en la prefiez, aumento del intervalo entre partos y por

reduccion de la vida productiva de las hembras bovinas (Soto et al., 2000).

La duracion del anestro postparto no esta determinada por la emergencia de las ondas
foliculares, sino mas bien por la desviacion folicular y/o el destino del foliculo
dominante. Bajo condiciones éptimas, hay una desviacién en el crecimiento folicular,
la seleccion de un foliculo dominante, su crecimiento a la madurez, ovulacion,
formacion de un CL y su posterior lutedlisis, dando como resultado el restablecimiento
de la actividad ovarica ciclica, como una oportunidad para el logro de la prefiez. El
incumplimiento de cualquiera de estos procesos prolonga el anestro postparto
viéndose afectado también por la ingesta de energia limitada, la disminucion de las
reservas corporales después del parto y las enfermedades pueden retrasar el retorno
a la ciclicidad (Peter et al., 2009).

En vacas que amamantan a su cria, la interaccién sensorial entre la madre y la cria
origina un bloqueo del eje hipotalamo-hipéfisis-ovario (HHO) que impide que se
establezca un patrén de secrecion pulsatil de LH adecuado para estimular el desarrollo

final del foliculo dominante y la ovulacién (Roche et al., 1992).

Perea et al., (2009) explica que el anestro lactacional es de duracion variable y
depende de varios factores aparte del amamantamiento. El destete suprime este
factor inhibidor de la ciclicidad estral y termina el anestro en caso de no haber otra
causa. La causa del anestro lactacional debido al amamantamiento de la cria, ademas
de estimular la liberacion de oxitocina por la hipofisis posterior para la "bajada” de la
leche y de prolactina por la hipofisis anterior, induce la secrecién de endorfinas
(opioides) en el hipotalamo, las cuales inhiben la liberacién de GnRH; al no haber

GnRH no se van a producir y liberar en cantidades suficientes y en el momento
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oportuno de la FSH y la LH, por lo tanto no habra en los ovarios un efecto estimulante

del crecimiento, diferenciacion, maduracion y ovulacion del foliculo.

Histéricamente, el anestro se clasifica en términos generales en fisiolégicos y
patologicos, con la siguiente representacion del tipo patolégico: ovarios inactivos,
donde se presenta anovulacion y la ausencia de un CL y CL persistente en el cual no
ocurre regresion del mismo. Es importante diferenciar entre anestros fisiologicos,
patoldgicos, y los que se producen por mal manejo del rebafio, en esta ultima la alta
produccion de las vacas lecheras conduce bajas expresiones de los signos de estro,
particularmente durante el postparto temprano, con celos que no son observados,
dando como resultado animales que son determinados en anestro, y no estando (falso
anestro), los que pueden incrementar la incidencia de anestro en el plantel lechero
(Peter et al., 2009).

La evaluacion del crecimiento folicular a través del ultrasonido junto con la medicion
de las hormonas reproductivas circulantes, llevo a la clasificacion de la dinamica
folicular en tres eventos principales: la emergencia, determinada cuando el primer
foliculo alcanza un tamafio 24mm, la desviacién, definida como el comienzo de
grandes diferencias en las tasas de crecimiento del foliculo mas grande y del foliculo
gue lo sigue, sin que estos alcancen un tamafio ovulatorio, y la dominancia, donde el
foliculo alcanza un tamafio ovulatorio variable de 10 a 20 mm. La clasificacion de la
condicién anovulatoria en estos tres puntos criticos, entrega un diagnostico racional,
para una correcta eleccion del tratamiento segun la condicion fisiol6gica existente
(Wiltbank et al., 2002).

Perea et al., (2003) manifiestan que para reducir el impacto del anestro postparto
bovino sobre el rendimiento econémico de las explotaciones bovinas comerciales,
requiere la implementacién de un riguroso programa de control reproductivo, que
garantice la identificacion rutinaria de las patologias que con mayor frecuencia afectan
la funcién reproductiva de las hembras y que retardan el reinicio postparto de su
ciclicidad ovérica. La evaluacion de la condicion corporal, suplementacion alimenticia
desde el periodo pre parto, la implementacion del servicio temprano, el uso del efecto
bioestimulador del macho, y la aplicacion de tratamientos hormonales, han sido
utilizados con resultados alentadores en la actualidad y son aplicados con éxito como

estrategia para controlar el anestro.
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2.2 Falla en la Deteccion de Celo

La deteccidn de celos en bovinos es una técnica de gran importancia en los programas
de inseminacion artificial pero debido a una serie de factores que la afectan se
producen grandes pérdidas econdmicas. La expresion de la conducta de estro puede
estar anulada o variar en su intensidad y duracion por diversos factores como clima,
nutricion, amamantamiento y raza. No obstante, son los factores asociados con la
calidad con que se ejecuta la técnica de deteccidn de celos que afectan principalmente
la eficiencia y/o la exactitud del diagnéstico (conocimiento de los signos y sintomas de
una hembra en celo, eleccién del lugar de detecciébn, momento y tiempo de
observacion y frecuencia de observacion, entre los méas importantes). El método mas
usado es el reconocimiento de los signos que caracterizan dicha fase del ciclo estral

mediante observacion visual (Catalano y Callejas, 2001).

Catalano et al., (2001) manifiesta que para disminuir las fallas en la deteccion de celos
es necesario reconocer los principales factores que afectan esta técnica los cuales se
pueden agrupar en aquéllos asociados con la capacidad del animal para expresar el
celo y aguéllos relacionados con la calidad con que se ejecuta la técnica de deteccion

de celos (factor humano).

2.2.1 Factores asociados con la capacidad del animal

El reconocimiento del cambio de conducta y de la aparicion de sintomas en el animal
en celo permite evitar fallas en la deteccion principalmente aquéllas asociadas con la
calidad en la deteccion de celos. Si bien la principal caracteristica de un animal con
conducta de celo es la actitud de aceptar la monta con los cuatro miembros firmes y
separados, se deben reconocer otros que pueden presentarse durante el periodo de
celo como también aquéllos que se visualizan en las hembras que estan por entrar o
que ya pasaron el celo (Figura 1). Segun Heres et al., (2000), la utilizacion de otros
signos ademas de la aceptacién de la monta para diagnosticar un animal en celo
puede provocar errores gue se reflejan en una menor tasa de deteccion si el operario
no esta correctamente entrenado; dicha situacion se explica porque se introducen
otras variables que no son exclusivas de un animal en celo y pueden alterar un

correcto diagnostico.
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PREVIO AL CELO EN CELO POSTERIOR AL CELO
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Figura 1. Caracteristicas relacionadas con la conducta y otros sintomas de celos.

Fuente: Catalano y Callejas, (2001)

Es importante tener en cuenta que la conducta o la expresion de sintomas de un
animal en celo pueden presentar grandes variaciones entre individuos; un animal
puede mostrar el celo de manera fuerte, intermedia o débil asociado a una larga,
intermedia o corta duracion del mismo (Glauber, 1993). Otras caracteristicas a tener
en cuenta son aquéllas relacionadas con el tiempo de manifestacion del celo,
frecuencia de montas y periodo del dia de mayor presentacion de celos. El tiempo en
que la hembra manifiesta la conducta de aceptacion de la monta es variable;
reportandose en algunos casos periodos que varian entre 15 a 18 horas (Esslemont
y Bryant, 1976), mientras que en otros casos se ha indicado una duracion de 5 a 11
horas (Dransfield et al., 1998; Rae et al., 1999; Xu et al., 1998); ademas, se ha
sefalado que 20 a 25% de los periodos de celo duran 4 horas o menos (Glauber,
1993). La mayor actividad de celo se asocia con las horas nocturnas (Esslemont y

Bryant, 1976) ya que la manifestacion de la conducta se relaciona con una menor
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actividad en el establecimiento durante esas horas. Otra caracteristica propia del
animal que puede influir en la eficiencia o seguridad de la deteccion de celos es el
tiempo en que dura la monta, el cual es de tan solo 2,5 a 8 segundos (Shipka, 2000;
Xu et al., 1998).La frecuencia de montas también presenta una importante variacion
registrandose valores de 1 a 50 montas (Dransfield et al., 1998; Senger, 1994; Shipka,
2000).

Existen numerosos factores que influyen en la capacidad del animal para expresar el
celo y formar los grupos sexualmente activos (GSA), dentro de éstos se mencionan
las caracteristicas propias del animal, el clima, y la raza. Ademas, existen otros
factores como el efecto inhibidor del amamantamiento y la nutricién, que afectan la
expresion del celo y que el encargado de la deteccion de celos debe tenerlas en
cuenta no como fallas en la expresion sino como causas ajenas a su capacidad de

detectar celo.

2.2.2 Clima

De La Sota y Dalla Lasta, (1998) plantean que cuando las vacas se encuentran en
ambientes con altas temperaturas (superiores a 27°C) y elevado porcentaje de
humedad, se reduce o se invierte el flujo de calor desde el animal al exterior con lo
cual se presenta un estado de hipertermia que puede generar estrés calérico; dicho
estado puede provocar una reduccién de la duracién del celo en 5 o 6 horas
acompafado de una menor intensidad en la expresién de dicha conducta. Ademas,
se ha sefialado que existe una interaccién entre produccion de leche y estrés calorico
ya que los animales de mayor produccion presentan una menor tasa de no retorno

correspondiente al servicio de los meses de verano (Alkatanani et al., 1999).

2.2.3 Raza

En un estudio llevado a cabo con ganado Nelore, se observé que el comportamiento
de celo es mas corto que en las razas europeas y que un tercio de las hembras inician
y finalizan la conducta de celo durante la noche (Pinheiro et al., 1998). Ademas, Rae
et al., (1999) evaluaron la conducta de celo en vaquillonas Aberdeen Angus, Brahman
y sus cruzas y observaron diferencias entre grupos no sélo en la duracion del estro

(mayor duracion en las vaquillonas cruzas que en las Brahman), sino también en la
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frecuencia de montas (mayor en las vaquillonas cruzas que en los animales de raza

europea).

2.2.4 Amamantamiento

Se produce un efecto inhibidor de la actividad sexual cuando el ternero se encuentra
amamantando. Dicha inhibicién se debe a una menor liberacion de la secrecion de
hormona liberadora de Gonadotrofinas (GnRH) con la consecuente ausencia de
ovulacion (Williams y Griffith, 1992). Los animales que amamantan presentan un
intervalo post parto mas prolongado que aquéllos que fueron destetados o que

disminuyeron su intensidad de amamantamiento (Bell et al., 1998; Lamb et al., 1999).

2.2.5 Nutricién

La nutricion es considerada uno de los factores determinantes de la actividad
reproductiva de los rebafios teniendo especial incidencia en el restablecimiento de la
actividad ovérica pos parto (Catalano y Sirhan, 1995). En el bovino, la distribucion de
nutrientes para las diversas funciones corporales sigue un patron determinado por la
prioridad de cada una de ellas; es decir, tiene la capacidad de optar por una funcion
corporal en desmedro de otra cuando la disponibilidad alimenticia es baja. La
presentacion de los ciclos estrales e inicio de la prefiez son funciones poco prioritarias
por lo cual dichas funciones serdn tomadas en cuenta cuando el balance entre
cantidad y calidad de la dieta, las reservas de nutrientes y la demanda para el
crecimiento, el metabolismo u otras funciones, asi lo permitan (Short y Adams, 1988).
El déficit energético durante la lactacion temprana esté claramente relacionado con el
intervalo parto-primer estro detectado, a su vez, dicho déficit es menos importante en
vacas de primera lactacién que en vacas de mas de una lactancia (de Vries et al.,
1999).

2.2.2 Factor Humano

Muchos de los errores en la deteccidn por observacién visual estan asociados con una
reducida expresién de la conducta de celo (Shipka, 2000). En un estudio realizado por
Stevenson et al., (1996) en vaquillonas de carne se pudo observar una falla por parte
del personal que detectaba celo del 27%; no obstante, dicha falla correspondio a
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animales que tuvieron una duracion mas corta del celo y menor numero de montas
comparados con los animales detectados (8,4 horas y 19,3 montas vs. 15,6 horas y
60,5 montas, respectivamente). Los resultados permiten concluir que normalmente la
observacion visual presenta una serie de limitaciones que se traducen en una baja

tasa de deteccién de celos.

Si bien las grandes variaciones que existen entre animales en la capacidad de
expresar el celo y los factores que la afectan limitan la eficiencia de la deteccion de
celos, existen otros factores relacionados a la calidad con que se ejecuta la técnica
que pueden llegar a ser de mayor importancia que los anteriores. Dentro de éstos se
deben mencionar: fallas en la identificacion de animales, error en la eleccion del lugar
de deteccidn, baja frecuencia de detecciones, escaso tiempo asignado, falta de

registros de celos, etc. (Catalano y Callejas, 2001).

2.2.2.1 Identificacion

La identificaciébn de animales es uno de los requisitos basicos ya que permite la
individualizacién de los mismos para realizar el seguimiento de su comportamiento
reproductivo a lo largo de su vida atil o dentro del periodo que se realiza el manejo
reproductivo (Marcantonio, 1998). Existen varios métodos de identificacion como
colocacién de aretes, identificacién temporal con pintura, identificacion con collares,
tatuajes en orejas, radiotelemetria, microchips, aretes con lector de barras, etc. (Arthur
et al., 1991; Dransfield et al., 1998). Garcia Boissou, (2000) indica que uno de los
errores en la deteccion de celos es cuando el numero del animal detectado es
equivocado u olvidado y otro animal es inseminado; el manejo debe asegurar que
cada animal tenga un Gnico numero y las nuevas tecnologias en identificacién podrian

ser usadas para reducir este tipo de errores.

2.2.2.2 Lugar de deteccion

En las haciendas lecheras, no es aconsejable detectar celos en la sala de espera para
el ordefio ya que se ha demostrado que las vacas prefieren montar en piso de tierra 'y
no de cemento (Rodtian et al, 1996; Senger, 1994). En caso que se realice durante el
arreo desde la parcela o corral a la sala de ordefio (o0 viceversa), se debe considerar

un tiempo de descanso durante ese trayecto para que los animales se adapten al
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lugar, se formen los grupos sexualmente activos y se exprese la conducta de celo. Lo
mismo debe tenerse en cuenta cuando la deteccidén de celos se realiza en la parcela
para pastoreo o0 en los corrales en caso de haciendas con animales estabulados o

semiestabulados.

2.2.2.3 Frecuencia de detecciones

La observacién continua normalmente permite detectar mayor nimero de animales en
celo comparada con observaciones puntuales durante el dia, es claro que las
posibilidades de implementarla son nulas. Por lo tanto, se ha determinado que con 2
o 3 observaciones diarias en momentos estratégicos se obtiene una buena eficiencia
de deteccion que puede alcanzar alrededor del 80%. Ducrot et al., (1999) han indicado
gue la mediana es entre 2 y 3 aunque en algunos establecimientos, con sistemas de

produccion intensiva, se realizan hasta 8 observaciones al dia.

En caso de hacer 2 detecciones diarias, las mismas se deben realizar en la manana
temprano y al atardecer; si se implementa una tercera, ésta se realiza normalmente al
mediodia. El tiempo promedio de cada observacion es muy variable; se han reportado
evaluaciones de hasta 3 horas con un valor promedio de 40 minutos y se ha
determinado que la mayor eficiencia de deteccién se ha alcanzado cuando el tiempo
es cercano a los 60 minutos (Ducrot et al., 1999). Por otra parte, Van Vliet y Van
Eerdenburg, (1996) han indicado que 2 observaciones diarias de 30 minutos cada una
permiten una eficiencia del 74% con una exactitud del 100% cuando las observaciones
se realizan antes del ordefio. Reksen et al., (1999) han sefialado que la deteccion de
celos a la ultima hora del dia y frecuentes observaciones durante la jornada estuvieron

asociadas con un intervalo parto-ultimo servicio mas corto.

2.3 Gonadotrofina Corionica Equina

La Gonadotrofina Corionica Equina (eCG) es una glicoproteina compleja con actividad
FSH y LH. Tiene una vida media de 40 horas en la vaca, y persiste por mas de 10 dias
en la circulacién sanguinea, producida por los calices endometriales en la yegua
prefiada entre los dias 40 a 130. Esta hormona se vincula a los receptores foliculares
de FSH y de LH, y a los receptores de LH del CL, la eCG produce ovulacién o
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luteinizacion de foliculos durante la gestacibn con consecuente aumento de

progesterona circulante (Murphy et al., 1991).

La administracion del suero de yeguas prefiadas en ratas prepuberes fue reportada
en la década del 30 por los autores Cole y Hart, quienes observaron que este producia
madurez sexual y estimulaba el crecimiento del ovario. El componente bioactivo de
este suero fue nombrado Gonadotrofina del Suero de la Yegua Prefiada (Pregnant
Mare Serum Gonadotrophin: PMSG), al ser evidenciado en la circulaciébn sanguinea
entre el segundo y quinto mes de gestacion. Afios mas tarde se localizé la sustancia
responsable de esta estimulacion ovarica en el Gtero de las yeguas, sugiriendo que
era de procedencia fetal. Luego los trabajos se extendieron a cerdos y rumiantes en
los cuales se observaba, maduracion folicular acompafada de estro, ovulacion y
formacion de cuerpos lateos normales (Murphy, 2012). Estudios realizados en la
década del 70 confirmaron que la fuente de hormona proviene de las células
coridnicas fetales que invaden el epitelio uterino para formar las copas endometriales,
siendo las responsables de secretar esta hormona (Allen y Moor, 1972). Este
descubrimiento llevo a cambiar el nombre de la hormona a su nomenclatura actual,

Gonadotrofina Coridnica Equina (equine Chorionic Gonadotropin: eCG).

La eCG es una glicoproteina que contiene 45% de carbohidratos y un peso molecular
de 68 kDa (Humphrey et al., 1979). Posee una vida media en sangre bastante
prolongada de 45,6 h (Schams y Papkoff, 1978), la que es debida al 10% de &cido
sidlico que presenta (Christakos y Bahl, 1979) (Martinuk et al., 1991) y al elevado peso
molecular que dificulta su filtracion glomerular en el rifidn, persistiendo por mas de 10
dias en la circulacién sanguinea (Murphy y Martinuk, 1991). Esta constituida por dos
subunidades, las que son sintetizadas y secretadas como cadenas heterodimeras a 'y
B, con pesos moleculares de 44 y 17 kDa respectivamente (Moore y Ward, 1980a). La
secuenciacion de aminoacidos revelo que la estructura primaria de la eCGB es
idéntica a la LHB equina (e-LHPB) (Sugino et al., 1987); Bousfield et al., 1987) estando
ambas codificadas por un mismo gen (Humphrey et al., 1979; (Sherman et al., 1992).
Esto explica los efectos biologicos similares obtenidos con eCG y e-LH (Moudgal &
Papkoff, 1982), la diferencia es en el grado de glicosilacién (Hoppen, 1994). En tejidos
de especies diferentes a los equinos puede unirse a receptores tanto de FSH como

de LH, esta doble actividad es producida por una sola molécula (Moore & Ward,
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1980b). La particularidad de union al receptor, en especial con el receptor de FSH, es
la base para esta doble actividad de la eCG, ya que su estructura primaria permite su
interaccion con este receptor. Este efecto se ve reforzado por su larga vida media. Es
ampliamente usada por su actividad FSH en la induccién del estro en cerdas
inmaduras (Bartlett et al., 2009).

En bovinos, trabajos publicados hace un par de décadas, mencionan que la eCG
administrada al finalizar un tratamiento de 7-12 dias con progesterona puede mejorar
la tasa de prefiez en vacas de carne con cria al pie y con mala condicion corporal
(Roche et al., 1992). Por otro lado, Stocco (2012) reporta que varios genes
relacionados al desarrollo del CL han sido identificados como objetivos directos de la
prolactina. Un estudio reciente comparo la expresion génica y proteica de los
receptores de prolactina (PRLR) en cuerpos lateos de animales tratados con 400 Ul
de eCG al finalizar un tratamiento de sincronizacion de la ovulacion, mostrando una
participacion de la eCG en la regulacion de la expresion los PRLR que contribuyen al
desarrollo del CL y al aumento de la sintesis de progesterona (Fatima et al., 2012).
Esto daria sustento a la hipétesis planteada en la que una dosis de eCG al finalizar un
tratamiento con progesterona y estradiol podria favorecer el desarrollo luteal, la

produccion de progesterona y el mantenimiento de la gestacion en vacas de cria.

La eCG estimula el crecimiento folicular a través de su accion de FSH y LH, aumenta
el tamafio del foliculo, también incrementan las concentraciones plasmaticas de
progesterona, mejorando asi el desarrollo embrionario y el mantenimiento de la prefiez
(Baruselli et al., 2004). También la eCG puede mejorar las tasas de prefiez en vacas
de carne con cria al pie y con mala condicion corporal (Roche et al.,1992). Por su
parte Kastelic et al., (1999), dice que no podra ser eficaz la eCG en las vacas con

buena condicién corporal.

2.4Reconocimiento Materno Embrionario Bovino

El reconocimiento materno embrionario bovino es uno de los eventos de mayor
importancia en la reproduccion. Este proceso esta regulado por multiples sefales
celulares y endocrinas, entre el embrién, el endometrio y el cuerpo luteo, que

constituye la glandula transitoria de gran trascendencia en la ventana de
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reconocimiento materno embrionario, por ser el responsable de la produccion de la
progesterona. El interferon trofoblastico bovino (bINT-T) llamado asi por el sitio de
produccion, es la principal sefial para el éxito en el establecimiento de la prefiez, que
favorece los procesos luteotrépicos funcionales y estructurales, garantizando la
produccion de progesterona y la integridad de las células, que constituyen el cuerpo
lateo (Lenis et al., 2010).

Se conoce como reconocimiento materno de la prefiez o reconocimiento materno
embrionario, el proceso fisioldgico en el cual el embrién mediante sefiales moleculares
como la secrecion de Interferon tau (IFN-t) anuncia su presencia en el tracto
reproductivo materno, con el fin de evitar que se descencadene el mecanismo
luteolitico ejercido por la prostaglandina F2a (PGF24) sobre el Cuerpo Luteo,
prolongando la vida de este y garantizando la produccion de progesterona (Spencer ,
1998).

El interferon-t (INT-t), también conocido como interferén trofoblastico, fue descubierto
mediante el cultivo, aislamiento y purificacion de extractos de blasctocistos ovinos,
que secretaban una proteina con propiedades antiluteoliticas y que prolongaban la
fase lutea de la hembra (Roberts, 2007), (Asselin et al., 1997). En 1987, se identifico
la secuencia aminoacidica, lo que permitié sintetizarlo, de manera exitosa, para la
investigacién en ciencias basicas (Demmers et al.,, 2001). En la actualidad, es
producido de forma recombinante y se han reconocido diferentes isoformas del
mismo. Dentro de las diversas especies rumiantes existen otras isoformas de
interferones trofoblasticos, y entre las mas estudiadas estan: el interferén trofoblastico
ovino (0INT-T) y el interferén trofoblastico bovino (bINT-T) y, en menor medida, los
interferones trofoblasticos de especies como la jirafa y otros rumiantes (Weems et al.,
2006), (Walker et al., 2009).

El IFNT posee una masa molecular entre 22.000 y 24.000kDa. Su estructura de 172
aminoacidos, se encuentra glicosilada en su extremo amino terminal con algunos
oligosacaridos, confiriéndole mayor versatilidad quimica a su estructura, la cual, difiere
del olFNT, debido a que este ultimo no posee ninguna glicosilacion en su estructura
(Roberts, 2007), (Demmers et al., 2001).
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La sintesis y la secrecion del bIFNT, se efectla en el trofoectodermo extraembrionario
del blastocito, en su etapa preimplantatoria y alcanza niveles maximos durante los
dias 15 al 17, sintetizandose hasta el dia 28 de gestacion (Arosh et al., 2004). Entre
los dias 13 al 15 los niveles de mARN, para el bIFNT, son elevados en las células
trofoectodérmicas, coincidiendo con la etapa de reconocimiento materno embrionario;
posterior a este evento fisioldgico, los niveles del bIFNT van disminuyendo de forma
progresiva (Arosh et al. 2004), (Roberts et al., 2008), (Demmers et al., 2001).

El receptor del bIFNT, se encuentra ubicado en la membrana plasmatica de las CEEP
y CEES, acoplado a proteinas de la familia Jack Kinasas, las cuales, pueden fosforilar
otras proteinas, mediante residuos de tirosina (TYK 2) en sus estructuras (Roberts et
al., 2008). La ausencia de un embrién durante los dias 15 al 18 del ciclo estral bovino
induce un aumento de la oxitocina luteal, favoreciendo la sintesis de PGF2q y PGE2 en
la CEEP y, en menor proporciéon, en las células luteales grandes (CLG) y células
luteales pequefias (CLP), activando la lutedlisis funcional y estructural, que conlleva
al retorno a un nuevo ciclo. Por el contrario, la presencia de un embriébn competente,
promueve el inicio de la sintesis de IFNT, que aumenta progresivamente entre los dias
13 y 18 del reconocimiento materno embrionario, favoreciendo la presentacién de los
efectos luteotropicos y el establecimiento de la gestacion (Arosh et al., 2004;
Woclawek et al., 2004; Asselin et al., 1996).

El mecanismo de accion propuesto para el bIFNT consiste en la fosforilacion de las
proteinas activadoras de transcripcion o STAT. La naturaleza quimica de los
interferones no les permite ingresar a la célula blanco para ejercer un efecto fisiolégico,
lo que hace necesarias, la activacion de proteinas intracelulares que traducen la sefial
y desencadenan el efecto final, mediante la inclusién de grupos fosfatos a la STAT
(Demmers et al., 2001; Binelli et al., 2001; Billiau et al., 2009). Existen diferentes
biotipos para la STAT (STAT1, STAT2, STAT3) ubicadas, generalmente, en el
citoplasma de la célula blanco. Cada una de estas posee rutas moleculares diferentes

y son activadas por estimulos especificos, como el bIFNT (Cheng et al., 2005).

El éxito o no del reconocimiento materno embrionario depende de la adecuada

comodulacion entre la progesterona y el bIFNT, o los estrégenos y la oxitocina,
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ademas de la expresion de los receptores especificos. Alteraciones en la sefializacion
celular o molecular podria desencadenar la reabsorcién embrionaria (Roberts, 2007).

Se concluye, que el bIFNT es una de las sefiales mas importantes en la ventana de
reconocimiento materno embrionario, proceso que esta regulado de manera
multifactorial. Los mecanismos que potencialmente podrian ser desencadenados por
el IFNT, incluyen: 1) Estabilizacién o “up-regulation” de receptores endometriales para
progesterona, con el objeto de extender el periodo de bloqueo por progesteronay, de
este modo, evitar la expresion de receptores para estrogenos y/o receptores para
oxitocina. 2) Inhibicion directa de receptores para estrogenos. 3) Inhibicion directa de
la sintesis de receptores para oxitocina evitando la liberacion pulsétil de PGF2a (Tithof
et al., 2007; Arosh et al., 2004; Jo-Ann et al., 2001).

2.5Mortalidad Embrionaria en Bovinos

Diskin et al., (2008) manifiesta que la mortalidad embrionaria (ME) es la pérdida de la
gestacion durante los primeros 42 dias que corresponden al periodo embrionario. Es
uno de los problemas mas dificiles de diagnosticar y corregir en reproduccion bovina.
Se considera que si una vacay un toro son fértiles la concepcidn a un servicio de esos
dos individuos sera alrededor del 70%. Este numero se basa en la probabilidad de
fertilizacion (que se considera es de un 80-100%) sumado a la probabilidad de que el
embrién sobreviva al reconocimiento materno. Dentro de los factores que han sido

involucrados se tiene factores genéticos, de manejo, estrés, salud animal, entre otros.

Cuando se habla de mortalidad embrionaria se deben diferenciar dos grandes
momentos en el desarrollo del conceptus. Los primeros 14 dias, (etapa del desarrollo
embrionario temprano), corresponden a la etapa anterior al reconocimiento materno
de la prefiez y después de los 14 dias (etapa del desarrollo embrionario tardio)
corresponden a la etapa después del reconocimiento materno de gestacion
(BonDurant, 2007). Este periodo embrionario tiene una duracion aproximada de 42
dias. Durante este periodo no solamente se da el proceso de organogénesis sino que
también se forma la placenta para que el feto pueda continuar su desarrollo. La

formacion de la placenta termina completamente hacia el dia 90 de gestacion y por
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esto cualquier alteracion entre la fertilizacién y los 90 dias de desarrollo tienden a ser
letales (BonDurant, 2007; Diskin et al., 2008).

Inskeep et al., (2005) postula que el oocito que persiste por un periodo prolongado de
tiempo dentro del foliculo se le ve alterada su viabilidad, aunque no siempre se altera
su potencial de fertilizacion. Es decir el espermatozoide es capaz de fertilizar el oocito
comprometido e incluso se puede desarrollar el embrién en sus primeras divisiones
pero rara vez progresa de la etapa de 16 células. Las posibles causas para que un
oocito no tenga un adecuado potencial de desarrollo pueden ser varias. Una hipétesis
interesante es que el oocito de las vacas de 2 ondas foliculares permanece por mas
tiempo dentro del foliculo dominante versus el de las vacas de tres ondas y por

consiguiente puede tener una menor viabilidad.

Los cuerpos lateos (CL) provenientes de foliculos durante el posparto temprano,
tienden a tener una vida media més corta o niveles inadecuados de progesterona (Pa4).
Esto niveles bajos de P4 tienden a favorecer la persistencia de foliculos que finalmente
ovulan con oocitos comprometidos (Labernia et al., 1996). También se ha discutido
que la ME en las vacas de leche puede estar asociada al alto metabolismo hepatico
de las mismas (Sangsritavong et al., 2002). De esta manera, las vacas lecheras tienen
un mayor catabolismo de la progesterona y se sugiere que cuando el embridén necesita
producir Interferon Tau (IFNT) para el reconocimiento materno de la prefiez, esta
produccion se ve directamente afectada por los niveles relativamente mas bajos de
P4. En otras palabras a mayores niveles de P4 (dentro de niveles fisiol6gicos) mayor
produccion de IFNT mayor probabilidad de pasar el periodo critico del reconocimiento

materno (Binelli et al., 2001).

Se considera que los eventos que ocurran dentro de los dos ciclos estrales anteriores
a la ovulacion pueden afectar la calidad del oocito. Las causas mas comunes serian,
vacas que pierden excesiva condicion corporal (Silke et al., 2002), sufren una
disminucién subita de apetito particularmente alrededor de la IA, dietas ricas en
proteina o bajos consumos de materia seca (Roche, 2006; Leroy et al., 2008), estrés
particularmente el estrés calérico o por frio (Chebel et al.,, 2007), traumas, fiebre,

cojeras, retencion de placenta, endometritis y enfermedades metabdlicas.
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Inskeep et al., (2005) mencionan que los protocolos de sincronizacion pueden estar
involucrados en la fisiopatologia de la ME. Si los progestagenos que se utilizan no
logran generar una retroalimentacién negativa completa, el foliculo tiende a persistir
alterandose la viabilidad del oocito. La persistencia del foliculo en estas circunstancias
se da porque los niveles inadecuados de P4 no logran una adecuada
retroalimentacion negativa de la GnRH y de la LH, por tanto la pulsatilidad de la LH
permite que el foliculo se mantenga y no sufra atresia para desencadenar una nueva
onda folicular. Adicionalmente se deben considerar el protocolo de IATF, donde se
induce la ovulacion de un foliculo que si tiene un tamafio pequefio, puede terminar
con un oocito inmaduro y en la formacién de un CL pequefio con niveles insuficientes
de P4.

Se han realizado discusiones sobre la posibilidad de generar mortalidad embrionaria
a través del diagndstico de la gestacion temprana. Romano et al., (2007) concluyeron
que el riesgo es minimo si un veterinario experimentado realiza el diagndstico a través
del deslizamiento de membranas. Thurmond y Picanso, (1993) encontraron un mayor
riesgo de ME cuando se realiza el deslizamiento entre los dias 35 y 42 que es el
periodo mas critico de la placentacion bovina. Indiscutiblemente el uso del ultrasonido
(US) en la reproduccion bovina va a disminuir ain més el riesgo de ME ya que la
manipulacion es minima cuando se utiliza esta técnica; ademas es una herramienta
que permite detectar problemas de mortalidad embrionaria tardia (Vassilev et al.,
2005).
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CAPITULO lIl: MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales
3.1.1 Materiales de campo

Termo de Nitrogeno Liquido para transporte de pajuelas, Termo para descongelar
pajuelas, Pistola de Inseminacién Artificial (Pistola Quick Lock Universal MINITUBE),
Catéteres y Camisa sanitaria para Inseminar, corta pajuelas, guantes ginecolégicos,
guantes de inspeccion, Ecégrafo (SIUI CTS 800 portatil, provisto de un transductor
lineal de 7,5 MHZ, Gel de ultrasonido, Jeringuillas descartables, agujas hipodérmicas,
papel absorbente, implantador de dispositivo vaginal, termo de refrigeracion, geles
refrigerantes, indumentaria de trabajo, botas, libreta o registros de campo, camara

fotografica, esferos y lapiz.
3.1.2 Materiales Quimicos

Benzoato de Estradiol, Dispositivo Intravaginal Bovino de Progesterona,
Prostaglandina PGF2q, Gonadotrofina Coridonica Equina, Hormona Liberadora de

Gonadotropinas (Gonadorelina), Alcohol, Amonio Cuaternario.

3.1.3 Materiales Bioldgicos

e Vacas Holstein Friesian mestizas

e Pajuelas de semen bovino

3.2 Ubicacioén

El trabajo de investigacion se realizd en varias haciendas ubicadas en la Provincia de
Pastaza, utilizando vacas de pastoreo al sogueo en pasto Gramalote. Todos los
procedimientos, chequeos ginecoldgicos, aplicacion tanto de inyectables como de los
dispositivos intravaginales, Ecografias ovaricas, inseminacion artificial se las realizo
in situ ya que en las ganaderias de la Provincia no disponen de instalaciones para el
manejo de los animales. Las altitudes oscilan entre 600 a 950 msnm, con
precipitaciones de 3500 mm, clima calido himedo con temperaturas que varian entre
18 a 24 °C y 80% de humedad relativa.
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3.3 Caracterizacion de la unidad de analisis

Para este trabajo se utilizaron 100 vacas Holstein mestizas de primer servicio con un
rango de 60 a 150 dias posparto, con cria al pie, en condiciones de pastoreo al sogueo
en pasto Gramalote (Axonopus scoparius), entre su segundo al quinto parto, con una
condicion corporal entre 2,25 — 2,75, segun la escala de 1 a 5 segun Edmonson et al.,
(1989), clinicamente sanas, identificadas con arete en cada una de las fincas. Las
unidades de produccion se encuentran estandarizadas a un mismo sistema de
manejo, un ordefio manual al dia, suplementadas con concentrado comercial y sales
minerales.

Las unidades experimentales seleccionadas se asignaron de manera aleatoria,
dividiendo en 4 grupos experimentales. A todas las vacas postparto se les practico

palpacion rectal evaluando los érganos reproductivos.

3.4 Metodologia

Se realiz6 cuatro experimentos sobre hembras bovinas, en los que se compar6 la
respuesta a la administracién intramuscular de eCG. Antes de cada experimento se
realizé palpacion rectal para descartar vacas prefiadas y estimar el estado fisioldgico
de los ovarios. En ese momento se registrd la condicion corporal individual y datos
necesarios en los registros de campo para el desarrollo de la investigacién. Todas las
vacas recibieron un tratamiento para IATF utilizando un dispositivo intravaginal con 1
gr de Progesterona (DIB® 1g, Syntex) durante 8 dias, con 2 mg de Benzoato de
estradiol (Grafoledn NF, Life) al momento de colocar el dispositivo vaginal. Al retirar el
dispositivo se administré una dosis de 526 pug de Cloprostenol sddico equivalente a
0,50 mg de Cloprostenol Base (Estrumate, MSD Salud Animal). Todos los productos
farmacoldgicos inyectables fueron administrados por via intramuscular (IM). La
inseminacion artificial se realiz6 entre las 52 a 56 horas luego del retiro del dispositivo
vaginal con 100 pg de Gonadorelina (Fertagyl, MSD Salud Animal). Se utilizé partidas
de semen (pajuelas) que resultaron aptas al examen de calidad de semen,
determinado por motilidad individual minima del 40%, anormalidades totales menor al
30% y concentracion minima 8 millones de espermatozoides viables. En todos los

tratamientos el dia de la Inseminacion fue considerado como dia 0.
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3.4.1 Tratamiento A

Este tratamiento es el Testigo de la investigacion, en el cual no se aplica eCG en
ningln momento de la terapia hormonal. Se utilizaron 25 vacas Holstein mestizas.
Todas las vacas recibieron un tratamiento con progesterona y estradiol como la
descripcion del parrafo anterior. La Inseminacion artificial se realiz6 entre las 52 a 56
horas luego del retiro del dispositivo. El tamafio del foliculo preovulatorio (FP), CL dia
7, CL dia 20 pos IATF y diagnostico de prefiez, fueron monitoreados mediante
ultrasonografia transrectal (SIUI, CTS-800, Guangdong, China). En la figura 2 Se

presenta el esquema del disefio experimental.

Diagnostico
IATF
BE PGF2a 55561 Gestacion

Reconfirmacién

| GnRH

sl |

>

0 7 14 20 35 60 Dias
Ecografia Ovérica Diagndstico
Gestacion

Figura 2: Disefo experimental para el Tratamiento A (Testigo).

3.4.2 Tratamiento B

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de la administracion de eCG al
finalizar un tratamiento con progesterona y estradiol para IATF, sobre el tamafio del
foliculo preovulatorio, CL y tasa de prefiez. Se utilizaron 25 vacas Holstein mestizas.
Todas las hembras recibieron un tratamiento con progesterona y estradiol. Al retiro del

dispositivo se administré6 526 pg de Cloprostenol sédico equivalente a 0,50 mg de
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Cloprostenol Base (Estrumate, MSD Salud Animal) y una dosis IM de 400 Ul de eCG
(Folligon, MSD Salud Animal). La Inseminacion se realizo entre las 52 a 56 horas luego
del retiro del dispositivo. El tamafio del FP, CL dia 7, CL dia 20 pos IATF y diagndstico
de prefiez, fueron monitoreados mediante ultrasonografia transrectal (SIUl, CTS-800,

Guangdong, China). En la figura 3 Se presenta el esquema del disefio experimental.

400 Ul . .
Reconfirmacion
eCG . .
BE IATE Diagnostico
PGF2a 55 56h Gestacion

GnRH

l DIB l i

>

0 7 14 20 35 60 Dias
Ecografia Ovérica Diagnostico
Gestacion

Figura 3. Disefio experimental para el Tratamiento B.

3.4.3 Tratamiento C

El presente tratamiento tiene como objetivo promover un mejor soporte luteotréfico
durante el periodo critico del reconocimiento materno de la gestacion (entre los dias
15 a 17 luego de la ovulacion), evaluando el efecto de la administracion de eCG al dia
14 luego de la IATF. Se utilizaron 25 vacas Holstein mestizas. Todas las hembras
recibieron un tratamiento con progesterona y estradiol. Al retiro del dispositivo se
administro 526 ug de Cloprostenol sodico equivalente a 0,50 mg de Cloprostenol Base
(Estrumate, MSD Salud Animal). La Inseminacion se realizé entre las 52 a 56 horas
luego del retiro del dispositivo. Administracion intramuscular de 400 Ul de eCG
(Folligon, MSD Salud Animal) 14 dias luego de la IATF. El tamafio del FP, CL dia 7,
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CL dia 20 pos IATF y diagnostico de prefiez, fueron monitoreados mediante

ultrasonografia transrectal (SIUI, CTS-800, Guangdong, China). En la figura 4 Se

presenta el esquema del disefio experimental.

Reconfirmacion

400 UI Diagnostico
IATF g
BE PGF2a 55 56n eCG Gestacion
| GnRH
e v
0 7 14 20 35 60 Dias
Ecografia Ovérica Diagnostico
Gestacion

Figura 4. Disefio experimental para el Tratamiento C.

3.4.4 Tratamiento D

El objetivo es evaluar el efecto de la administracion de eCG previo a la ovulacion y 14

dias luego de la Inseminacion sobre el tamafio del foliculo preovulatorio, CL y tasa de

prefiez. Se utilizaron 25 vacas Holstein mestizas. Todas las hembras recibieron un

tratamiento con progesterona y estradiol. Al retiro del dispositivo se administré 526 ug

de Cloprostenol sédico equivalente a 0,50 mg de Cloprostenol Base (Estrumate, MSD
Salud Animal) y una dosis IM de 400 Ul de eCG (Folligon, MSD Salud Animal) y 14

dias posterior a la IATF. La Inseminacion se realiz6 entre las 52 a 56 horas luego del

retiro del dispositivo. El tamafio del FP, CL dia 7, CL dia 20 pos IATF y diagndstico de

prefiez, fueron monitoreados mediante ultrasonografia transrectal (SIUIl, CTS-800,

Guangdong, China). En la figura 5, se presenta el esquema del disefio experimental.
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400 Ul - —
eCG Reconfirmacion
IATF 400 Ul Diagnostico
- PGF2a 52-56h ecG Gestacion
| GnRH

| — X

0 7 14 20 35 60 Dias

1

Ecografia Ovérica Diagnostico
Gestacion

Figura 5. Disefio experimental para el Tratamiento D.

3.5 Mediciones y evaluaciones de las variables en estudio
3.5.1 Ultrasonografia

Para la visualizacion de las estructuras ovaricas se utilizé un Ecografo CTS-800 (SIUI,
Guangdong, China), provisto de un transductor lineal de 7,5 MHz. Las vacas fueron
inmovilizadas en el lugar de pastoreo donde se efectud la ecografia transrectal para
evaluar y registrar las estructuras ovaricas (Foliculos y CL). Por el sistema de manejo
en las fincas en estudio no disponen de instalaciones apropiadas para inmovilizar a
los animales, razon por la cual se trabaj6 esta investigacion in situ. El tamafio de los
foliculos y CL fue calculado utilizando el diametro mayor y menor. El examen por
ultrasonografia se realiz6 en todas las vacas de los tratamientos mencionados en 3

momentos:

1. Tamaiio del Foliculo Preovulatorio antes de la IATF
2. Tamafo del CL: 7 dias y 20 dias después de la IATF

3. Diagndstico de prefiez temprana 35 dias.
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3.5.2 Disefio Experimental y Estadistico

El presente estudio se utilizé un disefio completamente al azar con 4 tratamientos (TA,
TB, TC y TD), cada uno con 25 repeticiones consideradas como unidades
experimentales, con un total de 100 vacas. Para el analisis de los datos se utilizé un
modelo lineal general mixto, en el procedimiento GENMOD del SAS vw 9,3 (2013).

Para determinar las diferencias estadisticas se aplicé un analisis de varianza.

Los datos obtenidos de las cuatro variables fueron comparados entre tratamientos,
para presentar sus resultados se usaron medias y desviacion estandar con un nivel

de significancia del 5%, considerandose estadisticamente diferentes cuando P<0.05.

Se utilizé la prueba de Chi-cuadrado para determinar la tasa de ovulacion y prefiez.
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CAPITULO IV RESULTADOS

4.1. Tamafo (mm) del foliculo Preovulatorio

En la siguiente tabla se detallan los resultados del andlisis de varianza de las

mediciones ecograficas de los foliculos preovulatorios evaluados antes de la IATF.

Tabla 1. Media y error estandar del tamafio (mm) del foliculo preovulatorio de los

tratamientos en estudio

Tratamiento X EE P
A (Testigo) 1586 0,70
B (eCG-dia R) 15,33 0,73
C (eCG-dia 14) 14,93 065 0,71

D (combinacion TAy TB) 15,14 0,71

X=expresada en mm; EE= error estandar; P<0,05

Los resultados del tamafio del foliculo preovulatorio (FPO) se resumen en la tabla 1,
se puede observar que no hay diferencia estadistica significativa en el tamafio de los
FPO entre tratamientos (P>0,05). Se presentd un comportamiento reproductivo
homogéneo. La aplicacion de eCG en los diferentes tratamientos vs el Tratamiento
Testigo, no incremento el tamafio del foliculo preovulatorio. Teniendo un promedio de

la media de 15.86mm en el Testigo.

Nelson René Ortiz Naveda 39



UNIVERSIDAD DE CUENCA

4.2. Ovulacién del foliculo preovulatorio

Tabla 2. Porcentaje de ovulacién del foliculo preovulatorio de los tratamientos en

estudio
Tratamiento % P
A (Testigo) 87,10
B (eCG-dia R) 85,00
C (eCG-dia 14) 90,00 0,90

D (combinacion TAy TB)  90.30

Prueba de Chi cuadrado; P<0,05

Al valorar la ovulacion en los diferentes tratamientos podemos observar que no hay

diferencia significativa entre los mismos.
4.3. Tamafo del cuerpo luteo (mm) del dia 7 post-ovulacion

Corresponde al tamafio del Cuerpo luteo 7 dias después de la IATF en los diferentes

tratamientos. Cuyas medidas fueron realizadas por ultrasonido.

Tabla 3. Media y error estandar del tamafio del cuerpo luteo (mm) del dia 7 post-

ovulacion de los tratamientos en estudio

Tratamiento X EE P
A (Testigo) 20,542 0,87
B (eCG-dia R) 20,99° 0,91
0,05
C (eCG-dia 14) 19,235 0,82

D (combinacion TAy TB) 21,882 0,89

X=expresada en mm; EE= error estandar; P<0,05

El estudio del tamafio del cuerpo luteo al dia 7 del ciclo fue significativo (P<0.05) para
el tratamiento D, alcanzando el tamano mas alto del estudio con una media de 21.88
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mm, seguido del Tratamiento B con 20.99 mm, ambos tratamientos correspondieron
a la combinacion de eCG al retiro del implante vaginal, demostrando que la
administracion de 400 Ul de eCG al finalizar un tratamiento de IATF favorece a un

mayor tamaro de CL.

4.4 Tamafio del cuerpo liteo (mm) del dia 20 post-ovulacion

Tabla 4. Media y error estandar del tamario del cuerpo luteo (mm) del dia 20 post-

ovulacion de los tratamientos en estudio

Tratamiento X EE P
A (Testigo) 21,235 0,90
B (eCG-dia 2) 19,90° 0,94
0,01
C (eCG-dia 14) 20,975 0,97

D (combinacién T1y T2) 23,292 0,97

X=expresada en mm; EE= error estandar; P<0,05

Se evalu6 la media del CL del dia 20 pos IATF en los diferentes tratamientos,
determinando que el TD con 23.29mm, corresponde al CL de mayor tamafio en
comparacion al Testigo, TB y TC, existe diferencia estadistica significativa
(P<0,01), los resultados obtenidos de la administracién de la eCG en una dosis de
400 Ul previa a la ovulacién y 14 dias después de la IATF, evidencia un efecto
positivo de la eCG sobre el tamafio del CL a los 20 dias pos IATF, incrementando
el tamafio y favoreciendo la actividad luteal durante el periodo critico de la

gestacion.
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4.5 Porcentaje de prefez

Tabla 5. Porcentaje de prefiez de los tratamientos en estudio

Tratamiento % P
A (Testigo) 64,50
B (eCG-dia 2) 47,50
C (eCG-dia 14) 45,00 0,40

D (combinacion TAy TB) 58,10

Prueba de Chi cuadrado; P<0,05

Al analizar la tasa de prefiez de los tratamientos en estudio no existe diferencia
significativa entre los tratamientos. La administracion de eCG no mejora la prefiez en

las vacas holstein mestizas en la Amazonia Ecuatoriana.
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CAPITULO V: DISCUSION

Los foliculos preovulatorios de mayor tamafio alcanzaron en el TA (Tratamiento
Testigo) con 15.86 mm y TB, 15.33 mm (P>0.05) con eCG al retiro del implante
vaginal, comparados con el TC y TD (P>0.05), claramente no existe diferencia
significativa. Estos resultados corresponden a los determinados por Bartolomé et al.
(2012) con un protocolo similar afirmaron que no hay significancia estadistica en
cuanto al tamafio del foliculo al aplicar eCG, dénde los foliculos alcanzaron tamafos
de 10 mm, en relacion a los animales que no se administré eCG y sus foliculos tuvieron
diametros de 7.65mm (P>0.05). Resultados similares fueron reportados por Ferreira
et al (2013), al realizar un ensayo en vacas Holstein friesian, utilizaron tres
tratamientos: grupo 1, no administraron eCG; grupo 2, se administré6 eCG, 400 Ul; y,
grupo 3, se aplicé eCG, 600 Ul, no determinaron diferencias significativas (P>0.05) en
relacion al tamafio del foliculo 56 horas después de aplicar eCG entre el grupo 1
(14.60mm) y grupo 2 (15.33mm). Valores inferiores fueron reportados por (Dorneles
Tortorella et al (2013), éste autor determiné que el didmetro del foliculo dominante en
el dia 9 (eCG; N =8) fue de 10.00 +0.5 mm; un segundo grupo, con aplicacion de eCG
al dia 8, 8.6 0.2 mm y, un grupo control, 8.5 +0.4mm; ademas, menciona que todos
los grupos registraron luteolisis temprana 10 dias después de la ovulacion.

En la investigacion se determiné diferencia significativa del tamafio del cuerpo luteo
del dia 7 post IATF, en los tratamientos que se utilizaron eCG al retiro del implante
vaginal, TD 21,88 mm y TB 20.99 mm (P<0.05) vs los tratamientos que no recibieron

eCG previo a la ovulaciéon, Tratamiento Testigo 20.54 mmy TC con 19.23 mm.

Valores inferiores fueron calculados por Alistair (2011), el cudl report6 medidas de
volumen del CL en el dia 7 después de administrar eCG en vacas primiparas de 7.4 £
0.7 cm?® y multiparas 9.1 +0.6 cm?3. Nogueira et al (2004), experiment6 con dosis de
200, 400 y 600 Ul de eCG sobre la influencia del CL y encontr6 tamafios de (18.1mm
—200), (18,7 -400) y (18,1 mm - 600).

La eCG estimula el crecimiento folicular a través de su accion de FSH y LH,
aumentando el tamafio del foliculo, y también incrementando las concentraciones
plasmaticas de progesterona, mejorando asi el desarrollo embrionario y el

mantenimiento de la prefiez (Baruselli et al., 2004). También la eCG puede mejorar

Nelson René Ortiz Naveda 43



|
|a UNIVERSIDAD DE CUENCA

las tasas de prefiez en vacas de carne con cria al pie y con mala condicion corporal
(Roche et al.,1992). Por su parte Kastelic et al., (1999), dice que no podra ser eficaz
la eCG en las vacas con buena condicién corporal. Esto ultimo coincide con los
resultados encontrados, ya que los porcentajes de prefiez independientemente del

protocolo utilizado no mostraron diferencias significativas entre ellos.

Ademas, los valores coinciden con aseveraciones de otros investigadores utilizando
similares protocolos de IATF, determinan dentro de los rangos que van de 43,3% a
62,7% (Chesta et al., 2009; Cutaia et al ., 2007; Sales et al., 2012). Posiblemente, en
este caso mas all4 que las vacas estaban con cria al pie, se utilizaron vacas que
debian tener un estado por encima de los 2,5 asegurando una mejor respuesta
reproductiva. La respuesta a la mejora del porcentaje de prefiez incorporando eCG es

variable ya que dependeria de varios factores.

Otros trabajos, sugieren que las tasas de crecimiento folicular en vacas y novillas de
la raza Normando, con buena condicion corporal y en zonas por encima de los 2800
msnm, disminuyen notablemente cuando se aplica el protocolo CIDR-Synch con eCG,
comparado con el grupo control sin eCG. Contrastando esto con lo encontrado en
otras razas por Baruselli et al., (2004) menciona que en vacas cebuinas, su uso podria
incrementar el tamafio del foliculo preovulatorio y/o el tamafio del cuerpo lateo y la

consecuente secrecion de progesterona.

En rodeos lecheros de Australia se ha evaluado la utilizacion de CIDR o implantes de
norgestomet con eCG demostrando que el intervalo parto-concepcion, en
comparacién con grupos controles no tratados, no es afectado (Rhodes et al., 2003).
Sin embargo Cutaia et al., (2003) y Veneranda et al.,(2008) afirman que la utilizacion
de eCG en protocolos de BE-P4 podria mejorar los porcentaje de prefiez en vacas en
anestro. Tal vez los resultados dependan de varios factores como la edad (Bryan et
al., 2010) o la CC (de Nava y Cavestany, 2000); (Souza et al., 2009). Sin embargo,
los resultados del trabajo coinciden con las aseveraciones realizadas por (Baruselli et
al., 2004) quien afirma que la aplicacion de eCG estimula el crecimiento folicular a

través de su accion de FSH y LH, aumentando el tamafio del foliculo.

En el presente trabajo se observo, que existieron diferencias significativas (p<0,05) en

el tamarfio del CL segun el tratamiento, resultando el TD el de mayor tamafio de CL,
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en donde la aplicacién de eCG fue con una dosis previa a la ovulacion y una dosis de
eCG al dia 14 de la IATF.

Nufiez (2014), manifiesta que la eCG administrada al finalizar un tratamiento de
sincronizacion de la ovulacién con progesterona y estradiol permite una alta tasa de
ovulacion, con mejor desarrollo de foliculo preovulatorio, mayor tamafio del cuerpo
liteo e incrementa la concentracion de progesterona en sangre durante las primeras
semanas de gestacion. En consecuencia se obtiene un aumento significativo en la
tasa de prefiez luego de la IATF en vacas con anestro posparto. Adicionalmente se
evaluo una dosis de eCG previo al periodo critico de la gestacion, a los 14 dias luego
de la IATF, determinando el aumento la actividad del CL y las concentraciones séricas
de progesterona hasta el dia 22 de la gestacion, consecuentemente la tasa de prefiez

se incremento.

Al evaluar la tasa de prefiez en el presente estudio, no existio diferencia significativa
entre los tratamientos: TA: 64.5%, TB: 47.5%, TC:45,0% y TD: 58.1%, la aplicacion
de eCG en los diferentes tratamientos no incremento la tasa de prefiez. Resultados
similares fueron obtenidos por investigadores a nivel nacional e internacional,

concluyendo que la administracion de eCG 14 dias antes no mejora la tasa de prefiez.

Pita et al., (2013) evalué el efecto de la aplicacion de eCG en el dia 14 post IATF sobre
la tasa de prefiez en vacas Bos indicus con cria al pie, teniendo como resultado el
68% de prefiez en vacas sin eCG (Tratamiento testigo) vs el 48% de vacas prefiadas
con eCG al dia 14 post IATF, el estudio manifiesta no encontrar beneficio de la
aplicacion de eCG post IATF.

Martinez et al., (2014) no encontraron diferencias significativas (p<0,05), sobre la tasa
de prefiez en vacas con crias al pie utilizando 400 Ul de eCG 14 dias post IATF, 42%
prefiez vs 30% prefiez del tratamiento testigo. A pesar de no haber significancia
estadistica, el grupo de vacas a las que se aplicé la eCG a los 14 dias post IATF,

presento un porcentaje de prefiez mayor.

Rosatti et al., (2015) determina que el porcentaje de prefiez en vacas de primer parto
del grupo Control es de 59,3%; 16/27, fue similar al Grupo de vacas eCG con 46,4%;

13/28, no existe diferencia significativa entre los tratamiento y no es afectado por la
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aplicacion de eCG 7 dias después de la IATF. El &rea del CL (Dia 30) en vacas
prefiadas no fue diferente (p=0,11) entre vacas del grupo control y vacas del grupo
eCG. Concluyen que la administracion de eCG 7 dias después de la IATF no mejora

la fertilidad y no afecta al area del CL de vacas en gestacion.

Narvaez ( 2010), en un estudio con 508 vacas Holstein, cruzas Holstein/Jersey y triple
cruzas Holstein Jersey y Montbeliarde o Rojo sueco, con una produccio promedio de
22 litros/dia y con un promedio de 145 dias en leche, determind que la aplicacion de
eCG una vez a la semana entre los dias 16 a 22 post inseminacion no produjo ningun
efecto significativo sobre la tasa de concepcion 50,6% (77/152), con repecto a las

vacas controles no tratadas 44,9% (76/169).

Bartolome et al., (2011) mostro6 resultados positivos, la combinacién de eCG y hCG al
dia 22 y 29 post inseminaciébn mejoraron la tasa de concepcién y redugeron las
pérdidas embrionarias, obtuvieron un incremento en la tasa de concepcion en el dia
45 para vacas que recibieron eCG el dia 22 fue mayor en aquellas inseminadas a
tiempo fijo (41,2% vs 65,0%) que en las inseminadas a celo detectado (50,0% vs
37,8%). El tratamiento con eCG redujo las pérdidas de prefiez entre los dias 29 y 45
(7,5% vs 21,4%). El tratamiento con hCG redujo las pérdidas de prefiez en vacas
tratadas con eCG el dia 22 (0,0% vs 15,0%), pero incremento las pérdidas de prefiez
en las vacas no tratadas con eCG el dia 22 (33,3% vs 12,5%), el uso individual de

hCG result6 ser negativo.

A pesar de no obtener diferencias significativas en los datos de prefiez entre los
grupos de vacas y novillas en los tratamientos eCG y control, los resultados sugieren
gue el empleo de una dosis de 400 Ul de eCG al momento del retiro del dispositivo
con progesterona, mejoraria de manera positiva las tasas de prefiez, comparandolas
con las del grupo control. (Nufiez, 2014) Concluy6 que la administracién de 400 Ul de
eCG al momento del retiro del dispositivo aumenta la tasa de prefiez, tanto en vacas
como en vaquillonas en anestro. Sumado a esto, la administracion de una segunda
dosis de 400 Ul de eCG 14 dias luego de la inseminacion sugiere un posible efecto
sobre la supervivencia de embriones en los primeros 30 dias de gestacion en vacas

multiparas, no observandose los mismos resultados en vaquillonas. Estos resultados
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observados tanto en vacas como en vaquillonas concuerdan con lo reportado por
Sartori et al., (2004).

El uso de eCG pre y post inseminacion podria dar mejores resultados, donde las tasas
de concepcidon estén por debajo de un 35%, y con baja Condicion Corporal, los
tratamientos con eCG sean una alternativa para mejorar la concepcion. Si bien es
cierto el uso de eCG no se ven afectados en los resultados y no hay cambios
significativos como en otros trabajos donde si hubieron cambios positivos al uso

combinado e individual de esta misma.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES:

La asociacion de 2 aplicaciones de eCG dos dias antes de la IATF y 14 dias
después, no mejora el tamafio del foliculo preovulatorio y tasa de prefiez en
vacas Holstein mestizas criadas en la Amazonia bajo un sistema de

alimentacion de pastoreo al sogueo con ternero al pie.

El cuerpo lateo del dia 7 y 20 post IATF se ve favorecido en su tamafio por la
aplicacion de eCG dos dias antes y 14 dias después de la IATF, sugiriendo un
posible efecto favorable sobre la sobrevivencia embrionaria y el mantenimiento
de la gestacion temprana, incrementando el desarrollo y la actividad del cuerpo

[Uteo.

La administracion de eCG después de la IATF incrementa la concentracion de
Progesterona durante el periodo critico, mejorando el soporte luteal durante el

reconocimiento materno bovino.

El uso de eCG en los tratamientos en estudio, no se encontrdé diferencia

significativa en la tasa de concepcion en las vacas evaluadas.

RECOMENDACIONES:

Realizar futuros experimentos aplicando eCG en diferentes dias post IATF,

para determinar su eficiencia.

Realizar futuros trabajos con mayor niumero de animales por tratamiento para

encontrar diferencias significativas.
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ANEXOS

Anexo 1: Formato de Campo para el estudio

“Efecto de la aplicacion de eCG antes o después de la IATF sobre la tasa de prefiez en vacas Holstein
mestizas en la Provincia de Pastaza” Nelson Ortiz MVZ

Variable [ Levantamiento de Informacicén

Propietario

Arete

Nombre

Raza

Edad (afos)

N° Partos

CcC

Amamantando Cria

Pos Parto (dias)

Aparato Reproductor

Fecha Implante

Hora

Tratamiento

Fecha Retiro

Hora

Fecha IA

Foliculo Preovulatorio
(mm) Ovario lzquierdo
Foliculo Preovulatorio
(mm ) Ovario Derecho

Hora IA

Celo

Raza Toro

Nombre Toro

CL7DIAS (mm)
Ovario lzquierdo {
CL 7 DIAS (mm)

Ovario Derecho

eCG 14 dias Pos IATF

Fecha eCG 14 DP IATF

CL 20 DIAS (mm)
Qvario Iza

CL 20 DIAS (mm)
Ovario Derecho

PRENEZ (35-
40 DIAS)

PRENEZ (60
DIAS)
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Anexo 2: Registro de resultados del trabajo de campo

mestizas en la Provincia de Pastaza” Nelson Ortiz MVZ

“Efecto de la aplicacion de eCG antes o después de la IATF sobre la tasa de prefez en vacas Holstein
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Propietario Ju LIO \Ia,,v“f\'\i(f\\_) |
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cc 5:28 SS 2.38 3.2¢ 3
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Fecha Retiro ol.ol lb ol. el e ol. o | ol.al b . A 2w0le
Hora - . B

Fecha IA 03.0)L lb- |03.0%. ib 03.A. b | 03.0L (b | ©03.c]. b
R o o B2 a0 | oA
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Hora IA [2: 40 18 :30 %20 lr: 50 7 20
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Raza Toro | | D L ped L L a "
Nombre Toro QBI\_;NJ ('_)Rl\_;r\.'l QIZIJ'\" O(ZlurI\J ORI Ora
eCG 14 dias Pos IATF eCG &

Fecha eCG 14 DP IATF o . s 992 6.
ovaros, | |®esaas Benind o jaascest ||
gtazr?oDI;/:i(cT\:)n) Rg x 123 \Q?y oy -
rsz-E::)EoziAS) \ocaa Vaci o Veornazda P‘»’)}_\’f"q ﬁcfw
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Anexo 3: Materiales y Hormonas utilizadas

Anexo 4: Ultrasonido Veterinario empleado en la investigacion
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Anexo 6: Ecografia reproductiva en campo
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Anexo 7: Registro ecografico del Tratamiento A

FPO 18 x 13.3 mm CLdia7:21.6 x18.7 mm CL dia 20: 24.7 x 18,5 Prefiez 35 dias

Anexo 8: Registro ecografico del Tratamiento B

FPO 16.9 x 16.7 CLdia7:22.1 x23.2 mm CL dia 20: 23.4 x 23.5 mm Prefiez 35 dias
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Anexo 9: Registro ecografico del Tratamiento C

FPO 9 x 12 mm CLdia7:18.2 x16.7 mm CL dia 20:19.2x18.4 Prefiez 35 dias

Anexo 10: Registro ecogréfico del Tratamiento D

FPO 14 x 21 mm CLdia7:17.5x20.4 mm CL dia 20: 18.6 x 21.4 mm Prefez 35 dias
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