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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la administracion de prostaglandina
F2a (PGF2a), sobre la regresion de los cuerpos lateos (CLs), el retorno al celo y la
ovulacidn en vacas donantes de embriones superovuladas. Se realizaron 4 experimentos en
los cuales las vacas fueron blogueadas en el momento de la colecta de embriones, por el
numero de CLs determinados por palpacion rectal, y se separaron en 2 grupos para recibir
una inyeccion de 500 mg de Cloprostenol Sodico en el dia de la colecta de embriones, o
una segunda inyeccion 24 h mas tarde. Se determinaron las concentraciones de
progesterona por RIA y se realizaron ultrasonografias los dias de la obtencion de muestras
de sangre, durante un periodo de 13 dias (Experimento 1y 4) o 19 dias (Experimento 2 y
3). La adicion de PGF2a 24 h después de la primera no adelanto la regresion de los CLs,
el dia promedio al celo y a la ovulacion, y tampoco aumentd los porcentajes de
presentacion de celo y ovulacion, ni afectd el descenso de los niveles de progesterona.
Hubo un mayor porcentaje de vacas que ovularon y tenian un nuevo CL a los 19 dias de la
colecta de embriones que a los 13 dias, sugiriendo que tal vez un intervalo de 19 dias entre
la colecta embriones y el comienzo de un nuevo tratamiento superovulatorio sea preferible
a un intervalo de 13 dias. ElI numero de CLs presentes en el momento de la colecta y el
tratamiento con PGF2a, influencid el intervalo a la ovulacion, donde las vacas con hasta 4
CLs ovularon en un tiempo menor que las vacas con mas de 5CLs. Igualmente se encontrd
una correlacion positiva entre la cantidad de CLs al momento de la colecta de embriones y
los niveles de progesterona en este mismo momento. Por Gltimo, la administracion de
GnRH 8 dias después la administracion de PGF2a aument6 el porcentaje de ovulacion y
presencia de CL a los 13 dias de la colecta de embriones. La conclusion general de esta
tesis es que la aplicacion de dosis repetidas de prostaglandina F2a no resulta en una mas
rapida regresion de los CLs y ovulacién, que la administracion de una sola dosis en el
momento de la colecta de embriones. Un intervalo de 19 dias 0 méas es preferible a un
intervalo de 13 dias para asegurar la presencia de un CL al inicio de un nuevo tratamiento
superovulatorio. Alternativamente se podria utilizar GnRH a los 8 dias de la
administracion de PGF2a para asegurar la presencia de un CL a los 13 dias de la colecta.

Palabras clave: Superovulacion, Ovulacion, Cuerpo luteo, Celo, Prostaglandina, Vaca.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of administration of prostaglandin F2
alpha (PGF2a) on the regression of the corpora lutea (CL), return to estrus and ovulation in
superovulated embryo donor cows. Four experiments were performed in which cows were
blocked at the time of embryo collection by the number of CLs determined by rectal
palpation and separated into 2 groups to receive 500 mg of Cloprostenol Sodium injection
at the day of embryo collection, or an injection at the day of collection and a second
injection 24 hours later. Progesterone concentrations were determined by RIA and
ultrasonographic examinations were performed the same day of blood sampling over a
period of 13 days (Experiment 1 and 4) or 19 days (Experiment 2 and 3). The addition of
PGF2a. 24 hours after the first did not advance the CL regression, day of estrus, day of
ovulation and did neither increasent affect estrus and ovulation rate or the decrease in
progesterone concentrations. There was a higher percentage of ovulated cows that had a
new CL 19 days than 13 days after embryo collection, suggesting that a 19-day interval
between the embryo collection and the beginning of a new superovulation might be
preferable than a 13-dayinterval. The number of CL present at the time of collection and
treatment with PGF2a influenced the ovulation interval. Cows with up to 4 CL ovulated in
fewer days, than cows with more than 5 CL. Also a positive correlation was found between
the number of CL at the time of embryo collection and progesterone concentrations at the
same moment. Finally, GnRH administration 8 days after administration of PGF2a
increased ovulation rate and the presence of a CL 13 days after embryo collection. The
general conclusion of this thesis is that the application of repeated doses of PGF2a does
not result in a faster CL regression and ovulation than the administration of a single dose at
the time of the embryo collection of superovulated donor cows. Furthermore, the 19-day
interval between the collection and initiation of a new superstimulatory treatment might be
preferable than al3-day interval to ensure the presence of a CL at start of a new
superovulation. Alternatively, the administration of GnRH 8 days after PGF2a could be
used to ensure the presence of CL 13 days after collection.

Keywords: superovulation, ovulation, corpus luteum, heat, prostaglandin, cow.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

El objetivo de la superovulacion (SPO) incluye inducir un gran nimero de ovulaciones
y también una alta tasa de fertilizacion para obtener el maximo de nimero de embriones

transferibles con una alta probabilidad de producir prefieces (B0 y Mapletoft, 2014).

Los primeros informes sobre la superovulacion en bovinos y ovejas fueron realizados en
Wisconsin, en los Estados Unidos (citado en Gordon, 1975). Aunque se han logrado
avances considerables recientemente en el estudio de la fisiologia ovarica, la manipulacion
de la funcion ovarica y la bioquimica de las gonadotropinas, los factores inherentes al
animal donante y que afectan la respuesta superovulatoria son parcialmente entendidos.
Por lo tanto, un alto grado de imprevisibilidad en la respuesta superovulatoria todavia
existe después de méas de 35 afios, creando problemas que afectan a la eficiencia y

rentabilidad de la transferencia de embriones comercial (B0 y Mapletoft, 2014).

Durante los Gltimos afios se ha intentado mejorar la produccion de embriones mediante
SPO por dos vias; la primera, por medio del mejoramiento de protocolos de SPO que
permita obtener un mayor nimero de embriones, pero el nimero promedio de embriones
transferibles de vacas reproductivamente normales se ha mantenido relativamente sin
cambios durante los Gltimos 30 afios, tanto para la las vacas de razas de carne (Looney,
1986) como para las vacas lecheras (Hasler et al., 1983). Looney (1986) inform0 de una
media de 6,2 embriones trasferibles de mas de 2.000 donantes de carne que representan 14
razas, y Hasler et al. (1983) informé de una media de 6,4 embriones transferibles de casi
700 animales Holstein. Estos promedios pueden compararse con los previstos por el censo
anual de la American Embryo Transfer Association (AETA), en el que los promedios eran
7,0 embriones en razas de carne (> 24.000 donantes) y 6.3 embriones para el ganado de
leche (> 15.000 donantes) en el 2011 (Hasler, 2014).


http://www.aeta.org/

La segunda forma de aumentar la produccion de embriones, es aumentado el nimero de
colectas por afio. La repeticion de procesos de superovulacion que arrojen buenos
resultados depende de diferentes variables, dentro de las cuales se encuentran: el tiempo en
el que ocurre la regresion de los cuerpos lateos (CLs), la manifestacion de signos de celo y
la presentacion de una nueva ovulacion después de la colecta de embriones. EIl pronto
regreso al celo después de una SPO es indispensable para realizar un nuevo tratamiento, y
de esta manera optimizar la produccién de embriones en un menor tiempo (Desaulniers et
al., 1990).

Durante varios afios se pensd que las superovulaciones sucesivas causaban una
reduccion progresiva en los tratamientos subsiguientes, pero hay evidencia de que no hay
tal relacion. En un estudio cuando se superovularon novillas mestizas entre cinco y diez
veces no se observo ninguna diferencia entre la recuperacion de ovocitos-embriones y el
porcentaje de embriones viables recuperados (Kafi y Mcgowan, 1997). Tradicionalmente,
las vacas donantes han sido sometidas a colectas de embriones a intervalos de
aproximadamente 60 dias. Sin embargo, la informacion mas reciente sugiere que las vacas
pueden ser superestimuladas tan a menudo como cada 30 dias (B0 et al., 2007a; B6 y
Mapletoft, 2014).

En estudios realizados en los Gltimos afios se observo una baja presentacion de celo y
ovulaciones en los periodos entre tratamientos cuando las vacas fueron sometidas a
tratamientos superovulatorios con intervalos de 28 a 30 dias (Delgado et al., 2009). La
expresion del celo en la vaca es un fenébmeno en el que intervienen cambios endocrinos
tales como el descenso de los niveles séricos de progesterona (lutedlisis) y el aumento de
los niveles de estradiol producido por el foliculo preovulatorio. Ademas, dichos estrégenos
actuan en el dtero aumentando la masa del endometrio y del miometrio, generan
contractibilidad uterina, incrementan el flujo sanguineo y la acciéon inmunoprotectora en el
tejido uterino (Hawk et al., 1960, Hawk et al., 1964; Killingbeck and Lamming, 1963).
Esto genera el retorno de un ambiente uterino favorable para la presencia de futuros

embriones en un nuevo tratamiento superovulatorio.



Desarrollo del cuerpo lateo

Después de la ovulacion, el nuevo cuerpo lateo (CL) se desarrolla rapidamente de la
pared del foliculo que ha ovulado, aumentando gradualmente la secrecion de progesterona.
Durante el desarrollo temprano del CL, la hormona de crecimiento (GH), pero no la
hormona luteinizante (LH), parece afectar principalmente la secrecion de progesterona del
CL in vivo (Miyamoto et al., 1998) e in vitro (Kobayashi et al., 2001).

El desarrollo del CL se caracteriza por la vascularizacion altamente activa y la mitosis
repetida de las células esteroidogénicas en paralelo. El desarrollo normal del CL y su
capacidad para producir progesterona, factores de crecimiento, factores angiogénicos, y
sustancias vasoactivas es dependiente de su vascularizacion (suministro de flujo
sanguineo). La intensidad del proceso angiogénico dentro del CL alcanza un pico 2-3 dias
después de la ovulacion (Reynolds et al., 2000). Por lo tanto, la mayoria de las células
esteroidogénicas del CL maduro estan en contacto con uno o mas capilares (Reynolds et
al., 1992; Farin et al., 1986).

El CL esté constituido por condensada vasculatura sanguinea, incluyendo grandes vasos
sanguineos y microcapilares. En la vaca, el CL se compone de un gran nimero de células
endoteliales vasculares que pueden ser hasta el 50 % de todas las células del CL. Por otro
lado, hay dos tipos de células esteroidogénicas llamadas células luteales grandes y células
luteales pequefias que constituyen aproximadamente el 30 % de todas las células del CL
(Oshea et al., 1989; Lei et al., 1991). EI CL bovino también tiene diversos tipos de células,
tales como las células del masculo liso, los pericitos, fibrocitos y las células inmunes, lo

que indica que el CL es un tejido heterogéneo (Penny, 2000; Zheng et al., 1993).

Las células luteales grandes ocupan un gran volumen celular en el CL, ocupando
alrededor del 40% del volumen luteal total. Sin embargo, las células luteales grandes
representan una pequefia parte de las células luteales, quizas poco menos del 3,5% del total

de células luteales en la especie bovina (Oshea et al., 1989).



El origen celular de las células luteales grandes generalmente se ha atribuido a las
células de la granulosa, tanto en primates como en rumiantes. En el CL del rumiante, este
origen se basa en evaluaciones temporales secuenciales del CL después de la ovulacion,
luteinizacion, y el desarrollo del CL. El proceso de diferenciacion que da lugar a las células
luteales grandes es impresionante. Desde una perspectiva de masa, las células de la
granulosa son de solamente 10 micras de diametro antes del pico preovulatorio de LH,
pero aumenta a 38 micras en el CL completamente funcional (Oshea et al., 1989). Este
calculo da un aumento en el volumen de alrededor de 500 um® en las células de la
granulosa, a casi 30.000 um® en las celulas luteales grandes, un aumento de 50 veces en el
volumen celular (Oshea et al., 1989; Wiltbank, 1994). Por lo tanto, en primates y
rumiantes las células de la granulosa se someten a una impresionante hipertrofia durante el
desarrollo de la CL. El nimero de células luteales grandes es similar al nimero de células
de la granulosa en el foliculo preovulatorio, lo que es consistente con la idea que las
células de la granulosa se diferencian en las células luteales grandes sin hiperplasia, pero si

con hipertrofia sustancial (Smith et al., 1994).

Las células luteales pequefias se desarrollan a partir de las células esteroidogenicas de la
teca del foliculo ovulado. En el bovino, las células luteales pequefas tienen
aproximadamente una décima parte del volumen de las células luteales grandes (3000 vs.
30.000 pm®). Sin embargo, hay unos 100 millones de células luteales pequefias/g de tejido,

en comparacion con 13,8 millones de células luteales grandes (Oshea et al., 1989).

Las células luteales pequefias ocupan un volumen del 27,7% del CL en el dia 8 al 12 del
ciclo estral (Oshea et al., 1989). También hay distinciones morfoldgicas entre estos dos
tipos de células esteroidogénicas tales como nucleos esféricos en células grandes, los
nucleos irregulares en células pequefias y presencia de reticulo endoplasmatico rugoso y
muchos granulos secretores en células grandes (Sawyer et al., 1979; Farin et al., 1986;
Oshea et al., 1990; Wiltbank, 1994). También hay diferencias en los receptores de LH
(generalmente mayor en las células pequefias), E2 (mucho mayor en las células grandes), y
PGF2a. (mucho mayor las células grandes; Fitz et al., 1982; Wiltbank, 1994).



Lutedlisis

El cuerpo lateo (CL) es una glandula endocrina transitoria, cuyo principal producto de
secrecion es la progesterona, y participa en multiples procesos como el reconocimiento, la
adhesion e implantacion del conceptus, el mantenimiento de la gestacion y la regulacion de
la dinamica folicular (Oliveira, 2007; Skarzynski et al., 2008). Si la prefiez no se lleva a
cabo, el Utero aumenta la produccion de PGF2a en el Dia 17 después de la ovulacion
(Wolfenson et al., 1985). La PGF2a uterina es trasportada al ovario mediante un
mecanismo de transporte contracorriente (Mapletoft y Ginther 1975; Mapletoft et al.,
1976; McCracken et al., 1972.), y el CL sufre una luteolisis funcional y estructural. La
liberacion pulsatil de PGF2a por el endometrio es la sefal luteolitica en muchas especies,
incluida la vaca (Knickerbocker et al., 1988; McCracken et al., 1984; McCracken et al.,
1999; Niswender et al., 2000; Hayashi, 2003; Schams and Berisha, 2004)

En general, la lutedlisis ha sido analizada en dos pasos, aparentemente consecutivos: a)
lutedlisis funcional, que es la pérdida de la capacidad de sintetizar progesterona; y b)
lutedlisis estructural, que es la involucion del CL acompafiada de la pérdida en la

integridad de sus células (Zheng et al., 1994)

El proceso comienza con la disminucion del numero de receptores uterinos para
progesterona (down regulation) mas el incremento del nimero de receptores para
estrdgenos, que dan las condiciones adecuadas para la expresion de receptores uterinos
para oxitocina. Por otro lado los estrdgenos de origen folicular interactian con sus
receptores endometriales e inducen la sintesis de receptores para la oxitocina. Luego la
oxitocina se une a sus receptores, activa la fosfolipasa A, libera acido araquidénico e
induce la cascada sintética de araquidénico que llevara a la produccién de pulsos
subluteoliticos de PGF2a en los dias 13-14 del ciclo estral. Dichos pulsos estimulan la
liberacion de oxitocina del CL, la cual, actuando sobre receptores uterinos, estimula la
liberacion de PGF2a en las células endometriales epiteliales y en menor proporcion en las
células luteales grandes y células luteales pequefias en los dias 14-15 del ciclo estral. De
esta manera se activan las rutas luteoliticas (funcional y estructural) que desencadenan la

disminucion de la produccién de progesterona y la apoptosis de las células luteales (Kim et



al., 2003). Los pulsos de PGF2a actian nuevamente sobre el CL promoviendo la
liberacion de mas oxitocina por parte del CL, y esta oxitocina luteal estimula positivamente
la secrecion endometrial de PGF2a. Este mecanismo de retroalimentacion positiva

funciona hasta que la lutedlisis es completa (Cooke et al., 1998).

La accion de la PGF2a que conduce a la lutedlisis consiste en la inhibicion de la
esteroidogénesis y la induccién de la apoptosis, mediante el papel de las células inmunes
(Pate, 1994; Pate y Keyes, 2001) y el desencadenamiento de cascadas de sefializacion que
involucran hormonas como la prolactina; citoquinas como el Factor de Necrosis Tumoral
alpha (TNFa), el Interferon gamma (IFNy) y el Fas ligando (FasL); especies reactivas de
oxigeno (ROS), endotelina-1(E1) y la proteina 70 (HSP70) de choque térmico, entre otros
(Nakamura y Sakamoto, 2001). EI ARNm para los factores (FAS, FasL, ILB1, IL8) que
estimulan la migracién y la activacion de las células inmunes, se incrementan por los
pulsos de PGF2a y se observé un aumento en todos estos factores después del segundo
pulso de PGF2a. Por ultimo, la inhibicion de los factores involucrados en el crecimiento y
el mantenimiento de vasos sanguineos se reducen a medida que suceden los pulsos de
PGF2a. Por lo tanto, multiples vias moleculares estan reguladas por los pulsos que inducen

la cascada luteolitica completa durante la regresion del CL en los rumiantes.

Uso de prostaglandina exdgena para induccidn de luteo6lisis

La prostaglandina fue descubierta en 1930 como una sustancia en el semen humano, y
en vesiculas seminales de ovinos que causaba una contraccion muscular lisa y aumento de
la presion sanguinea. Esta sustancia fue llamada “prostaglandina” porque provenia de la
prostata (Rathbone et al., 2001). Las prostaglandinas pueden dividirse en tres grupos: las
naturales de extraccion y las producidas por sintesis Ilamadas naturales y las sintéticas
propiamente dichas. Las primeras son dificiles de obtener y no siempre garantizan un alto
grado de pureza. Las naturales de sintesis tienen la formula idéntica a las hormonas que se
encuentran en los tejidos y la mas conocida en el mercado es el Dinoprost. Para sus
acciones a nivel reproductivo en bovinos, se utilizan dosis de 25 a 40 mg. Los analogos

sintéticos tienen el sitio activo de la molécula similar pero no el resto de la molécula vy el



mas conocido es el cloprostenol. En general las PGF2a sintéticas son mas potentes y se
utilizan en dosis menores y que dependen del analogo. La dosis recomendada de

Cloprostenol Sodico es 500 pg y la del D+Cloprostenol es 150 pg.

A pesar de que varias hormonas han demostrado capacidad luteolitica directa o
indirectamente, la PGF2a y sus analogos han demostrado que son los més efectivos para la
induccién de la luteolisis y la sincronizacion de celos (Beal, 1996). Después de la
administracion de cloprostenol, se observo un incremento agudo en la liberacion de PGF2a
y de la prostaglandina E2 (PGE2) intraluteal, lo cual confirma que la produccion de estas
prostaglandinas estd involucrada en la lutedlisis completa. La administracion de PGF2a.
induce la expresion de la ciclooxigenasa 2 (COX 2), la cual estimula la liberacion
enddgena adicional de prostaglandina proveniente de las células luteales grandes (Hayashi,
2003).

Una inyeccion unica intramuscular de PGF2a puede causar lutedlisis en bovinos entre el
dia 5y 21 del ciclo estral, y muestra su mayor efecto si es aplicada 12 dias después del celo
(Beal, 1996). Después de una inyeccion de PGF2a en vacas con ciclos normales, las
concentraciones de progesterona descienden rapidamente 6 horas después del tratamiento y
24 horas mas tarde descienden a niveles menores a 1 ng/ml (Beal, 1996). La presentacion
de los celos después de la aplicacion de una dosis de PGF2a o cualquiera de sus analogos
depende del estadio del ciclo estral y del tamafio y madurez del foliculo dominante
presente en el momento de realizar el tratamiento (Beal, 1996; Bo et al., 2007b), siendo
mejores las respuestas en animales entre los 10 y 15 dias después del celo en comparacién
con los que estan en el dia cinco a nueve posteriores al estro (Rathbone et al., 2001; Beal,
1996).

La PGF2a o sus analogos han sido usados para la induccion del celo en vacas después
de la SPO, y en promedio entre 60 y 85% de las vacas muestran celo dentro de los 10 dias
siguientes al tratamiento (Halbert et al., 1989; Misra y Pant, 2003; Mapletoft et al., 1991).
Una vez que los multiples CL regresan y las vacas ovulan, los patrones normales de ondas
foliculares son restablecidos y la SPO puede ser nuevamente realizada. El dia de

recoleccion de ovocitos-embriones, las vacas reciben una inyeccion de PGF2a que a



menudo se repite 10 y 15 dias, o luego de los 7 dias, si la donante no ha sido observada en
celo (B6 et al., 2007b; Delgado et al., 2009).

Generalmente, el parametro de los dias de retorno al celo después de una SPO es mayor,
debido al mayor nimero de CL presentes en el ovario, que ademas de ocupar espacio en
este, producen progesterona, con lo cual se genera un proestro mas prolongado de lo
normal. Esto es aparentemente debido a que el proceso de lutedlisis no es tan rapido como
en un ciclo normal, y también, a que quizas haya un desarrollo folicular alterado (Lucy et
al., 1990).

Varios trabajos realizados han visto que el aplicar dos inyecciones de PGF2a en un
intervalo de 8 a 12 horas es mas eficacaz en la lutedlisis que una sola inyeccion en vacas de
leche lactantes (Archbald et al., 1993; Archbald et al., 1994) y en vaquillonas (Bergfelt et
al., 1994).

En trabajos preliminares en vacas Angus indicaron que cuando se aplicaron 25 mg de
Dinoprost los Dias 0, 1 y 7 despues de la colecta, la regresion de los CL fue més rapida que
cuando se aplicd Dinoprost en los Dias 0 y 7. No obstante el intervalo al celo fue similar
entre los dos tratamientos. Sin embargo como se cit6 anteriormente la presentacion de celo
y ovulaciones es baja cuando las vacas se someten a tratamientos superovulatorios con
intervalos de 28 a 30 dias (Delgado et al., 2009), pudiendo crear un ambiente uterino
desfavorable para los embriones en la proxima colecta e incluso favorecer la presentacion

de infecciones uterinas.

Las causas de fallas de las PGF2a en la luteolisis (10% de las vacas tratadas) no estan
claras, pero pueden relacionarse con: a) falta de respuesta de los CL; b) tratamiento
demasiado pronto en la fase luteal; ) técnica incorrecta de inyeccién intramuscular, ya que
si se aplica en grasa o en tejido ligamentoso no tiene igual efecto; d) corta vida media de la

hormona exdgena (Peters y Ball, 1995).



Resistencia del cuerpo lateo a la prostaglandina F2a

Durante varios afios se ha demostrado que la administracion de PGF2a durante la fase
lutea media (Dias 8-12 del ciclo estral; CL de vida media) reduce drésticamente las
concentraciones de progesterona en plasma y el volumen del CL. Sin embargo, la PGF2a
no induce lutedlisis durante la fase lutea temprana (Henricks et al., 1974; Schallenberger et
al., 1984; Tsai y Wiltbank, 1998).

El CL adquiere la capacidad de regresar en respuesta a la PGF2a (capacidad luteolitica)
a partir del dia 5 del ciclo estral y por mucho tiempo se crey6 que era por la falta de
receptores para PGF2a, pero la adquisicion de la capacidad luteolitica no parece ser debida
a una mayor expresion de receptores de PGF2a (Wiltbank et al., 1995; Anderson et al.,
2001) ya que el tratamiento de vacas con PGF2a en el dia 4 (sin capacidad luteolitica) o el
dia 11 (con capacidad luteolitica) causd un rapido incremento en genes de respuesta
temprana como c-fos (Diaz et al., 2013), y una disminucién similar en vitamina C y
concentraciones luteales de ciertos mMRNA, incluyendo mRNA de receptor de PGF2a (Tsai
y Wiltbank, 1998). Este hallazgo indica que la PGF2a alcanzd el CL, e inicio ciertas
respuestas celulares y moleculares aunque la regresion lutea no se produjo en el CL
temprano.

Sin embargo, lesiones en vias intracelulares, especificamente las inductoras de PGF2a
podrian provocar una falla de la regresion completa del CL. Es decir que el tratamiento con
PGF2a en CLs tempranos pueden no activar las vias de produccion de PGF2a intraluteal
(Tsai y Wiltbank, 1998).

Las vias de sefializacion especificas, particularmente las involucradas con el calcio
intracelular libre, kinasa 2 beta calcio/calmodulina- kinasa dependiente, se activa sélo en
CL maduros y no en CL tempranos (Goravanahally et al., 2009). Adicionalmente, el
tratamiento de CL tempranos con PGF2a no activa las vias de citoquinas implicadas en la
activacion del sistema inmune, tales como el aumento de ligando CC-quimiocinas (CCL) -
2 (tambien llamado MCP-1 (Tsai et al., 1997), la interleucina-8, y el ligando de quimiocina
CXC (CXCL) -2 (Luo et al.,, 2011). La base celular para algunas de las acciones

diferenciales de PGF2a parece residir en las células luteales grandes, porque las respuestas



pueden ser imitadas por tratamientos in vitro con PGF2a de células bovinas de la granulosa

durante las diferentes etapas del proceso de luteinizacion (Tsai y Wiltbank, 2001).

Ademas, se ha demostrado genes angiogénicos que son regulados de forma diferente,
con factores pro-angiogénicos tales como el factor de crecimiento de fibroblastos-2, que
aumenta por la PGF2a en CL tempranos, pero los factores antiangiogénicos tales como el
factor de crecimiento de fibroblastos inhibidores de trombospondina-1 y -2 y pentraxina 3
(PTX) aumenta por la PGF2a en CL mayores (Zalman et al., 2012). De hecho, la
regulacion diferencial del flujo sanguineo luteal, parece ser un determinante critico de la
accion diferente de la PGF2a en CLs bovinos al principio o la mitad del ciclo (Miyamoto
et al., 2005; Acosta et al., 2002). El tratamiento con PGF2a aumentd de forma aguda el
flujo de sangre (de 30 min a 2 h) en el CL de mitad del ciclo, seguido por una disminucion
sostenida en el flujo de sangre asociada con la regresion del CL. Curiosamente, en el CL
temprano, estos cambios en el flujo sanguineo no se producen en respuesta al tratamiento
PGF2a (Miyamoto et al., 2005).

Se necesitan mas estudios para comprender plenamente los mecanismos que blogquean la
accion de PGF2a en el dia 5 del CL. La comprension de estos mecanismos precisos podria
permitir el desarrollo de métodos para producir la regresion del CL en el momento
adecuado y evitar las respuestas a la muerte en tejidos como el CL durante condiciones

inoportunas (Nascimento et al., 2013).

Sin embargo, a pesar de las posibles causas de la falla en la lutedlisis en vacas con CLs
tempranos, se logré una mejora en la lutedlisis completa en protocolos de OvSynch
(GNRH-7 dias -PGF,,—56 h-GnRH-16 h- inseminacion artificial) adicionando una dosis de
PGF2a 24 h después de la PGF2a del Dia 7, incrementando el porcentaje de vacas que
tuvieron una luteolisis completa (95.6%), comparada con las que no tuvieron la dosis
adicional (84.6%; Brusveen et al., 2009). Resultados similares fueron reportados por otro
estudio en donde se mejord la regresion del CL de 83.0% con una PGF2a a 97.0% con dos
PGF2a con 24 h de diferencia (Wiltbank et al., 2015). Adicionalmente en protocolos de
OvSynch en donde se reduce el periodo de dominancia del foliculo alterando el intervalo
desde el primer tratamiento de GnRH al tratamiento con PGF2a de 7 a 5 dias, exige dos
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tratamientos con PGF2o para inducir una regresion luteal aceptable y disminuir las
concentraciones de progesterona cerca del momento de la inseminacion artificial, lo
suficiente como para optimizar la fertilidad (Santos et al., 2010; Ribeiro et al., 2012). Esto
es especialmente importante cuando se usa una pre-sincronizacion, debido al incremento
de la ovulacion a la primera inyeccion de GnRH, y en consecuencia, una mayor ocurrencia
de CLs recién formados que no pueden regresar después de una sola inyeccion cuando se
aplica la PGF2a en el Dia 5 (Santos et al., 2010; Ribeiro et al., 2012).

Efectos de la prostaglandina sobre el Gtero

Entre los beneficios de la PGF2a en el Utero esta la estimulacion en las contracciones
mioteriales (Lindell y Kindahl, 1983) que puede ser un mecanismo que expulsa detritos y
microorganismos que contaminan el lumen uterino (Guyton, 1991). Adicionalmente la
PGF2a puede tener un efecto estimulante sobre la actividad fagocitica de las células

inflamatorias polimorfonucleares PMN uterinas (Paisley et al., 1986).

Beneficios del Celo en el Utero

El Gtero esta singularmente adaptado para mantener la gestacion y simultineamente
funcionar como una barrera fisiol6gica, ademas, éste 6rgano cuenta con mecanismos que
actlan para ejercer tolerancia inmunoldgica hacia el semen y al mismo tiempo defenderse
de la accion de posibles patogenos. En la actualidad se acepta que la respuesta inmune es
un proceso complejo cuyas caracteristicas son determinadas en gran medida por las
interacciones que ocurren entre los sistemas inmunologico, endocrino y nervioso (Garcia y
Ocampo, 1991; Grossman, 1985). Las hormonas producidas en el hipotdlamo y en las
gonadas, pueden modificar la actividad de los drganos linfoides o de las células
inmunocompetentes localizadas en las distintas mucosas del organismo que constituyen el

sistema inmune mucosal comdn (Pérez, 2012a; Reyes, 1993).
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Se ha descrito en los oviductos la presencia de linfocitos y de manera particular de
linfocitos intraepiteliales en vaca, cabra, coneja y en mujer (Anzaldda et al., 2008;
Dhaliwal et al., 2001; Pérez et al., 2003). En bovinos durante el diestro, se aumenta el
namero de linfocitos presentes en la mucosa de la region del &mpula en relacién con el
istmo, lo que indica que en esta especie también existe un mecanismo de regulacion

diferenciada en la migracién linfocitaria a lo largo del ciclo estral (DuBois et al., 1980).

Se acepta generalmente que el patron ciclico de la concentracion de hormonas
esteroides caracteristico para las diferentes etapas del ciclo estral, regula el potencial de
patogenicidad de microorganismos que contaminan el Gtero en el posparto. Por ejemplo, el
endometrio es mas susceptible a la infeccién bajo el dominio de la progesterona que bajo el
dominio del estrogeno. EI mecanismo responsable no esta bien claro, pero varias hipétesis
se han propuesto. En el Gtero, la defensa celular contra contaminantes bacterianos es
provista por leucocitos uterinos (Frank et al., 1983; Romaniukowa, 1984; Vandeplassche
and Bouters, 1976; Vandeplassche, 1984) y durante la fase de estrogeno del ciclo ovarico
hay un aumento del flujo sanguineo en el Gtero, el aumento de la produccién de moco, y la
intensificacion de la actividad de polimorfonucleares (PMN;Hawk et al., 1960, Hawk et
al., 1964; Killingbeck and Lamming, 1963). También se ha descrito el aumento de PMNs
en el utero y su lumen durante el metaestro comparado con otros estadios del ciclo estral
(Klucinski et al., 1990; Faundez et al., 1994).

Durante el celo la principal hormona actuante es el estrogeno el cual ejerce sus efectos
regulatorios a través de dos vias diferentes. En una de ellas participan receptores
gendmicos que actuan como factores de transcripcion en la expresion génica. La otra via es
mediante receptores de membrana plasmatica y se caracteriza porque induce efectos

rapidos que en cuestion de segundos a minutos se llevan a cabo (Narita et al., 2007).

En la remodelacion del tejido estromal endometrial durante la fase proliferativa,
participan los estrogenos, moléculas como la interleucina (IL1) y el Factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) y prostaglandinas. Durante la fase estrogénica en el endometrio
ocurren cambios tisulares parecidos a los que se presentan en un evento inflamatorio, como

la edematizacion y la formacion de vasos sanguineos. Estos cambios tienen como
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proposito generar condiciones microambientales favorables para el inicio del desarrollo
embrionario. Ademas, ocurre el reclutamiento de leucocitos y la secrecion de citoquinas en
el endometrio (Castro et al., 2006). Por lo tanto, que ocurra un celo entre la colecta de
embriones y el inicio de un nuevo tratamiento superestimulatorio favoreceria el desarrollo

de embriones de calidad en la préxima colecta.
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HIPOTESIS GENERAL

La aplicacion de dosis repetidas de prostaglandina F2a resulta en una més rapida
regresion de los cuerpos luteos y el retorno al celo y la ovulacidn que la administracion de

una sola dosis en el momento de la colecta de embriones de vacas donantes superovuladas.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la administracion de prostaglandina F2a, sobre la regresion de los

cuerpos luteos y el retorno al celo en vacas donantes de embriones superovuladas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto de la adicion de una segunda dosis de prostaglandina F2a 24 h después
de la primera, sobre la regresion de los cuerpos lGteos y el retorno al celo en vacas

donantes de embriones (Experimento 1).

Evaluar el efecto de la adicion de una segunda dosis de prostaglandina F2a 24 h después
de la primera, sobre la dindmica folicular y la ovulacion en vacas donantes de embriones

(Experimentos 2 y 3).

Determinar el efecto de la administracion de GnRH 8 dias después la administracion de
prostaglandina F2a sobre el intervalo a la ovulacion y el nimero de vacas donantes que
tiene un CL en el momento de inicio del proximo tratamiento superovulatorio, 13 dias

después de la colecta anterior (Experimento 4),
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

Animales y lugar de trabajo

Este trabajo se llevo a cabo en las instalaciones de IRAC-BIOGEN las cuales se
encuentran ubicadas en zona rural de Estacion Gral Paz, Paraje Pozo del Tigre, provincia
de Cordoba, Argentina. Se utilizaron para este estudio vacas Donantes de embriones de
razas de carne (Aberdeen Angus, Simmental, Hereford, Brangus), y fueron alimentadas a
base de heno de alfalfa, y suplementacion con alimento balanceado. El clima que presenta
es estacional (primavera: 21 de setiembre a 21 de diciembre, verano: 21 de diciembre a 21
de marzo, otofio: 21 de marzo a 21 de julio. invierno: 21 de julio a 21 de setiembre) por lo
cual los experimentos fueron desarrollados en diferentes estaciones: experimento 1 en

verano, y los experimentos 2, 3 y 4 en otofio-invierno.

Figura 2.1. Portada instalaciones IRAC-BIOGEN donde se realizaron los experimentos
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Figura 2.2. Donante de embriones Aberdeen Angus Colorado

Experimento 1

Se utilizaron 44 vacas donantes de embriones de razas de carne, Aberdeen Angus (30),
Brangus (11), y Simmental (3), con una condicion corporal de entre 3.0 a 4.5 (escala 1 a 5),

mantenidas en condiciones de manejo y sanidad 6ptimas.

Las vacas fueron tratadas con un protocolo de superovulacion convencional en el cual
se aplico en el Dia -15 2,5 mg de benzoato de estradiol (EB, Gonadiol, Syntex SA), 50 mg
de progesterona (Progestar, Syntex, Argentina) y se insertd un dispositivo con
progesterona (DIB 1g, Syntex, Argentina). A los 4 dias (Dia -11) se comenz6 el
tratamiento superestimulatorio que consistio en dosis decrecientes cada 12 h de FSH
(Folltropin-V, Vetoquinol, Canadd; dosis total entre 260 y 400 mg NIH-FSH-P1) durante 4
dias, 500 pg de Cloprostenol Sédico (Ciclase, Syntex, Argentina) en la mafiana (AM) y
tarde (PM) del Dia -9, retiro del dispositivo el Dia -8 AM, el Dia -7 AM aplicacion de 100
ug de acetato de gonadorelina (GnRH, Gonasyn GDR, Syntex SA, Argentina) y se realizé
inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) 12 y 24 h mas tarde. Todas las donantes fueron
colectadas en el Dia 0 y las vacas fueron bloquedas por la cantidad de CLs palpables al
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momento de la colecta de embriones y asignadas a dos grupos. EI grupo 1 consistio en la
aplicacion intramuscular profunda de 500 pg de Cloprostenol Sédico (2 mL, Ciclase,
Syntex, Argentina) los Dias 0y 7 (el Dia 0 se toma como dia en que se realiza la colecta de
embriones), a lo que se le conocid como tratamiento “Pg 0-7”; el Grupo 2 se le realizo la
aplicacion de la misma dosis de Cloprostenol Sodico los Dias0 1y 7 ala que se le llamo

tratamiento “Pg 0-1-7”.

Grupo 1: Pg 0-1

usS us
2 mL Ciclase us 2 mL Ciclase us us
Sangre Sangre Sangre Sangre Sangre

y v v ¥ ¥
RN A A A O A R A A

DO D1 D4 D7 D10 D13

Grupo 2: Pg 0-1-7

us us
2 mL Ciclase us 2 mL Ciclase us us
Sangre Sangre Sangre Sangre Sangre
DO [/)]\1 D4 D7 D10 D13
2 mL Ciclase

Figura 2.3. Disefio experimental para el Experimento 1. US: Ultrasonografia; 2 mL
Ciclase: 500 ug Cloprostenol Sodico; Sangre: toma de muestra de sangre para medicién de
progesterona.

Experimento 2

Se utilizaron 14 vacas donantes de embriones, de raza de carne (Aberdeen Angus), con
una condicion corporal entre 3.0 a 4.5 (escala 1 a 5), mantenidas en condiciones de

manejo y sanidad éptimas.
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Las vacas fueron tratadas con un protocolo de superovulacién similar al descripto en el
experimento 1y fueron divididas en dos grupos de la misma manera que en el experimento
1. El grupo 1 consistié en la aplicacion intramuscular profunda de 500ug de Cloprostenol
Saédico el Dia 0, a lo que se le llam¢6 tratamiento “Pg 0”; el Grupo 2 se le aplicé la misma
dosis de Cloprostenol Sodico los Dias 0 y 1 al que se le llamo tratamiento “Pg 0-1”.

Grupo 1: Pg 0
uUs
Sangre
I/DT\O D1 D4 D7 D10 D13 D16 D19
2 mL Ciclase
Grupo 2: Pg 0-1
us
Sangre
DO 1 D4 D7 D10 D13 D16 D19
A R

2 mL Ciclase

Figura 2.4. Disefio experimental para el Experimento 2. US: Ultrasonografia; 2 mL
Ciclase: 500 ug Cloprostenol Sédico; Sangre: toma de muestra de sangre para medicion de
progesterona.

Experimento 3

Se utilizaron 47 vacas donantes de embriones de razas de carne, Aberdeen Angus (31),
Hereford (12) y Simmental (4), con una condicion corporal entre 3.0 a 4.5 (escala 1 a 5),

mantenidas en condiciones de manejo y sanidad 6ptimas.
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Las vacas fueron sometidas a un tratamiento superovulatorio similar al de los
experimentos anteriores y divididas en dos grupos de la misma manera que en los
experimentos 1 y 2. El grupo 1 se conocera como tratamiento “Pg 0”; el Grupo 2 se

conocera como tratamiento “Pg 0-1”.

Grupo 1: Pg 0
us
2 mL Ciclase SaLrJ18re SaLrJ18re o us . us us us
Sangre 9 9 angre angre Sangre Sangre
DO D1 D4 D7 D10 D13 D16 D19
Grupo 2: Pg 0-1
us
2 mL Ciclase us Us us us us us
Sangre Sangre Sangre Sangre Sangre Sangre Sangre

DO D1 D4 D7 D10 D13 D16 D19
2 mL ciclase

Figura 2.5. Disefio experimental para el Experimento 3. US: Ultrasonografia; 2 mL
Ciclase: 500 ug Cloprostenol Sédico; Sangre: toma de muestra de sangre para medicion de
progesterona.

Experimento 4

Teniendo en cuenta los resultados de la dindmica folicular del experimento 3 se decidio
administrar un inductor de la ovulacién (GnRH) 8 dias después de la colecta de embriones
para lo cual se utilizaron 38 vacas donantes de embriones de razas de carne (Aberdeen

Angus).
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Las vacas fueron tratadas con el protocolo de superovulacién utilizado en los
experimentos anteriores y se dividieron en dos grupos de tratamiento igual que en los
experimentos anteriores. En este caso el grupo 1 se llamé como tratamiento “Pg 0” igual
que en los experimentos anteriores y el grupo 2 “Pg y GnRH” que ademas de recibir 500
ug de Cloprostenol Sodico el dia de la colecta de embriones, recibié 100 pg de acetato de

gonadorelina (2 mL, Gonasyn GDR, Syntex SA, Argentina) 8 dias después de la colecta de

embriones.
Grupo 1: Pg 0
us us
2 mL Ciclase Sangre
Sangre -
il \ \ v \, v v \) \!
DO D4 D6 D8 D10 D12 D14 D16 D18

Grupo 2: Pg y GnRH

us
2 mL Ciclase
ISangre

V2R 2

DO D4 D6 I%\S
2 mL GnRH

Figura 2.6. Disefio experimental para el Experimento 4. US: Ultrasonografia; 2 mL
Ciclase: 500 pg Cloprostenol Sédico; Sangre: toma de muestra de sangre para medicién de
progesterona.

Ultrasonografia

Las vacas fueron examinadas por ultrasonografia transrectal por medio del equipo Falco
100 Vet (Pie Medical, Holanda con un transductor 8 MHz) en donde se midieron e
identificaron los CLs, ovulacion y aparicion de un nuevo CL. La ovulacion fue definida

como la desaparicion del foliculo de mayor diametro que estaba presente en la
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examinacion anterior. La regresion de los CL fue determinada como el dia en que todas las
estructuras luteales presentes en el ovario tenian diametros menores a los 10 mm. La
técnica de seguimiento utilizada fue la descripta por Knopf et al. (1989) y Kastelic et al.
(1990) para los CL.
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Figura 2.7. Ecografo Falco 100, Pie Medical.

Experimento 1: Se realizaron ultrasonografias (US) transrectales los dias 0, 4, 7, 10 y
13.

Experimento 2: Se realizaron US transrectales secuenciales diarias a partir del dia 0
hasta el dia 19

Experimento 3: Se realizaron ultrasonografias transrectales los dias 0, 4, 7, 10, 13, 16
y 19.

Experimento 4: Se realizaron ultrasonografias transrectales los dias 0, 4, 6, 8, 10, 12,
14,16 y 18
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Observacion de celos

Para la deteccion de celos se utilizaron dos métodos combinados, el primero fue la
observacion visual de signos de celos dos veces al dia (AM, PM), durante una hora en cada
turno. 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% también
que la mayor eficiencia de deteccion se ha alcanzado cuando el tiempo es cercano a los 60
minutos (Ducrot et al., 1999).

Las caracteristicas tenidas en cuenta para la deteccion de celo se pueden dividir en dos
categorias, las principales y las secundarias (Diskin y Sreenan, 2000; Garcia, 2010).
Principales: Pasividad a la monta, Unico indicador de que la hembra se encuentra en celo.
Secundarias: Estas no son especificas del celo. Las hembras las manifiestan antes, durante
y después del celo. Por lo tanto ademas del signo primario se tuvieron en cuenta los

siguientes signos:

e Monta de otras vacas

e Descarga de moco

e Hinchazon y enrojecimiento de la vulva

e Pelos de la grupa despeinados y Flancos sucios

e Descansar la barbilla en la espalda

e Olfateo de genitales

e Disminucién de alimentacion y produccion de leche

e Sangrado del metaestro

Para facilitar la deteccion de celos y mejorar su eficiencia se han desarrollado varios
métodos auxiliares reveladores de monta. Un elemento fundamental para la deteccion del
celo es la adecuada identificacion de todas las vacas o novillas, asi como la disposicion de
registros al dia (Aspron, 2004). Para todo el estudio se ayudé la deteccion visual de celo,

con el uso de pintura en la base de la cola Celotest (Biotay SA, Argentina).

22



El método para detectar celo descripto como pintura de la base de la cola, fue
desarrollado por Macmillan y Curnow (1977), y modificado por Dick (1990), que incluy6
la calificacion de la remocion de la pintura, ya que de acuerdo al porcentaje de remocion,
se establece una determinada puntuacién para definir si el animal esta en celo “‘grados 0 a
3” 0 no ‘‘grados 4 y 5 (Dick et al., 1992). En esta se pintd6 una franja de
aproximadamente 20 cm de largo y 5 cm de ancho en la base de la cola, desde la primera
vértebra coccigea (Figura 2.8. a). Esta posicion se modifico en los casos que la estructura
de la pelvis de una vaca en particular fuera anormal, de modo tal que pudiera haber
impedido que la pintura quede en la zona de friccion durante la monta por otra vaca
(Figura 2.8. by c).

PS . PS
23 = =
/\ N\ » /_\
(@ (b)

Figura. 2.8. Ubicacidn recomendada de la linea de pintura (PS) sobre la zona de friccion
(RP) en la espina vertebral de vacas con (a) normal, o (b y ¢) anormal conformacién (Pérez
M, 2012b)

La pintura se aplico luego de haber removido cualquier pelo suelto o suciedad por
cepillado de la zona de aplicacion. La lectura de la pintura se realizé dos veces al dia, y la

interpretacion se realizé segun el grado de remocién de pintura (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Interpretacion de porcentaje de remocion de la pintura (Adaptado de Medina,
2012)

Grado de remocion de la pintura Estado

Cuando la pintura no se removio )
No esta en celo

Hasta el 30% de la pintura removida

De 30 al 100% de la pintura removida Esta en celo
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Obtencién de muestras sanguineas y determinaciones hormonales

Las muestras de sangre se obtuvieron los dias que se hicieron las ultrasonografias en
cada uno de los experimentos exceptuando el experimento 1, en el cual no se realizo toma

de muestras sanguineas para perfiles de progesterona.

Para las determinaciones hormonales de progesterona se tomaron muestras de 10 mL de
sangre de la vena yugular en tubos heparinizados. Las muestras fueron conservadas a 4°C
y dentro de los 30 minutos de obtenidas fueron centrifugadas a 3000 RPM durante 20
minutos para separar el plasma, que se congel6 a — 20°C hasta su posterior analisis (De
Castro et al., 2004).

Se determinaron las concentraciones plasmaticas de progesterona mediante
radioinmunoensayo (RIA) en fase solida de origen comercial (DPC, Coat-A-Count
Progesterone, Los Angeles, USA) en el laboratorio de la Cétedra de Teriogenologia de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata. Todas las
muestras fueron evaluadas por duplicado. Los coeficientes de variacion intra-ensayo e inter

ensayo fueron menores al 5%. La sensibilidad del método fue estimada en 0,2 ng/mL.

Analisis Estadistico

Todos los estudios fueron realizados con disefios en bloque, en donde se dividieron a las
vacas en dos grupos equiparados por la cantidad de CL. Las variables cantidad promedio
de CL, dia promedio de celo, dia promedio de ovulacion, dia promedio de regresion de los

CL, fueron analizados por medio del test de analisis de la varianza (ANOVA).

Las concentraciones plasmaticas de progesterona se analizaron mediante Modelos
Lineales Mixtos en los que se incluy6 la identificacion del animal como componente
aleatorio y al tratamiento y dia como componente fijo. En el modelo también se incluyo la

interaccion dia X tratamiento (Experimentos 2, 3y 4).
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Para analizar el dia de ovulacion, de acuerdo a la cantidad de CL en el momento de la
colecta de embriones, se realizé una regresion lineal en donde la variable independiente fue
la cantidad de CL y la regresora fue el dia de ovulacién, y se generd una grafica de
dispersion con su respectiva linea de tendencia, este analisis se realiz6 para el experimento
1 y adicionalmente se realizd un analisis general de los todos los datos obtenidos en esta
tesis menos los datos del grupo GnRH del experimento 4. Se realizd un analisis de
correlacion de Pearson para las variables cantidad de CLs y los niveles de progesterona en
sangre (ng/ml) en el momento de la colecta de embriones para todos los datos de esta tesis
menos los datos del experimento 1. Para todos estos andlisis se utilizo el software Infostat
2.0 ® (Infostat, Universidad Nacional de Cérdoba, 2013).
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CAPITULO 3

RESULTADOS

Experimento 1

Se detectd la regresion de los CL por ultrasonografia en la totalidad de las vacas tratadas
(n=44) antes de finalizar el experimento. Al analizar el momento de regresion de los CL en
las vacas tratadas, se observo que para el grupo Pg 0 - 7 el tiempo fue de 5,4+ 0,5 dias y
para el grupo Pg 0-1- 7 de 5,3 £ 0,3 dias por lo que no se observé diferencia entre los
grupos (P =0,80).

Durante el experimento, el 60,8% (14/23) de los animales del grupo Pg 0-7 y 52,3%
(11/21) del grupo Pg 0-1-7 presentaron celo. El dia de presentacion de celo en el primer
grupo fue de 7,2 £ 0,3 dias y de 7,3 £ 0,5 para el segundo grupo, siendo similares para los
dos grupos (P = 0,38).

De igual manera, no se encontrd diferencia (P = 0,30) en el porcentaje de ovulacion
(69,5 y 66,6%), en donde el tiempo fue de 8,5+ 0,9y 9,8 + 0,9 dias para los grupos Pg 0-7
y Pg 0-1-7, respectivamente (Tabla 3.1.). El 60% de los animales tuvieron un nuevo CL
visible al chequeo ultrasonografico el dia 13 para los dos grupos evaluados, en donde no se

muestra ninguna diferencia entre estos (P= 0,97).

Cuando se analizé el tiempo de ovulacion de los animales tratados segun la cantidad de
CL el dia de la colecta, se encontrd que el intervalo de ovulacién fue menor entre las vacas
con 1-2 CLs y 3-4CLs que el de las vacas con méas de 5 CLs (P <0,01). Es decir que las

vacas de menor cantidad de CLs (1-2) ovularon en un menor tiempo (Tabla 3.2.).
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Tabla 3.1. Comparacién entre los tratamientos de prostaglandina, sobre el dia promedio de
regresion de los CLs, el dia promedio de presentacion de celo, y dia promedio de
ovulacion.

Grupo N Rel?]izzilén N Celo N Ovulacion
(dia + EE) (dia = EE) (dia = EE)
PgOy7 23/23 54+0,5 14/23 7,2+0,3 16/23 8,5+0,9
Pg0,1y7 21/21 53+0,3 11/21 73+05 14/21 9,8+0,9

Las medias no difieren significativamente (P>0,3)

Tabla 3.2. Dia promedio de regresion luteal y de ovulacion en vacas, segun la cantidad de
cuerpos lateos (CLs) en el momento de la colecta de embriones.

Cuerpos luteos n| Ovulacion (dia+ EE) [ n]| Regresion (dia + EE)
1-2 6 4.5+0.5% 8 4.0+0.0
3-4 5 7.6+1.47° 6 5.5+1.5
5-10 8 10.38+0.89° 11 5.36+0.47
11-15 7 11.71+0.61° 11 5.91+0.61
>15 4 10.75+0.75° 8 5.88+0.55
Total de animales 30 44

¢ as medias con distintos superindices difieren significativamente (P<0,01)

Lo anterior es explicado por el comportamiento de los datos graficados (cantidad de
CLs en el momento de la colecta de embriones e intervalo a la ovulacion), para los cuales
la linea de tendencia que mas se ajusté fue la de tipo cuadratica (Figura 3.1.). De la misma
curva se generé la formula para el célculo del dia de ovulacion a partir de la cantidad de
CL: Dia de Ovulacion = CL (1,02)+[(-0,03)(CL)]+4,18
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Figura 3.1. Curva cuadratica para retorno a la ovulacién de vacas superovuladas, posterior
a la aplicacion de PGF2a y cantidad de cuerpos liteos (CL) al dia 0 del tratamiento.

Cuando se realiz6 un analisis de las vacas que presentaron celo, se observd que en
ambos grupos, un porcentaje de vacas que aunque presentaron celo no owvularon, y
finalizaron el experimento con foliculos de mas de 10 mm de didmetro, siendo de 28,5%
para el grupo Pg 0-1 (4/14) y 27,3% para el grupo Pg 0-1-7 (3/11). Igualmente de las vacas
que no presentaron celo un porcentaje de ellas ovularon para cada grupo, 66,6% para el
grupo Pg 0-1 (6/9), y 60% para el grupo Pg 0-1-7 (6/10). Las que no ovularon, terminaron
con un foliculo de mas de 10 mm de diametro, 33,3% para el grupo Pg 0-1 (3/9), y 40%
para el grupo Pg 0-1-7 (4/10). Para ninguno de los analisis de estas variables se

encontraron diferencias entre los grupos (P > 0,2; Tabla 3.3.).
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Tabla 3.3. Relacién de Vacas con celo y ovuladas, vacas que no presentaron celo y

ovuladas, y vacas con foliculos de gran tamafio en experimento 1.

VACAS CON CELO

Celoyno Celoy no Celoy no
Grupo Celo Cellody ovuladas ovuladas ovuladas
ovuladas Fol <10mm | fol 10-20mm | fol >20mm
PgOy1 |14/23(60,8%) | 10/14 (71,4%) | 0/14 (0%) | 4/14 (28,5%) | 0/14 (0%)
Pg0,1y7 |11/21 (53,3%) | 8/11 (72,7%) | 0/11 (0%) | 2/11(18,1%) | 1/11 (9%)
VACAS SIN CELO
Noceloyno| Noceloyno | Noceloyno
Grupo No celo Noceloy ovuladas ovuladas ovuladas
ovuladas
fol <10mm | fol 10-20mm | fol >20mm
Pgoy1 | 9/23(39,2%) | 6/9(66,6%) | 1/9(11,1%) | 1/9 (11,1%) | 1/9 (11,1%)
Pg0,1y7 | 10/21(46,7%) | 6/10 (60%) 0/10 (0%) 1/10 (10%) | 3/10 (30%)

Las medias y los porcentajes no difieren (P>0,2)

Experimento 2

Las concentraciones plasmaticas de progesterona de la totalidad de las vacas tratadas
(n=14) disminuyeron a niveles basales antes de finalizar el Experimento (Figura 3.2). Al
analizar el momento de regresion de los niveles de progesterona en las vacas tratadas, se
observo que al Dia 3 tanto en el grupo de Pg 0 como el grupo Pg 0 - 7 las concentraciones
de progesterona estaban en promedio por debajo de 1 ng/mL y al analizar la curvas de
descenso de progesterona de los dos grupos no se encontré diferencia significativa
(P=0,8629).

Durante el experimento el 85,7% (6/7) de los animales del grupo Pg 0 y del grupo Pg 0-
1 presentaron celo. Sin embargo, el dia promedio de la presentacion de celo en el grupo Pg
0 fue menor que el en el grupo Pg 0-1, siendo de 7,0 £ 0,7 dias y de 9,7 + 0,5
respectivamente (P = 0,0323).
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Figura 3.2. Curva de concentracion plasmatica de progesterona en respuesta a la administracién de una o dos inyecciones de 500 g de
Cloprostenol Sodico en el experimento 2 (mediatEE).



Por el contrario para la variable dia promedio de ovulacion no se evidencio una
diferencia (P = 0,1336) siendo el dia de ovulacion promedio de 8,5 + 0,6 dias para el grupo
Pg 0y de 10,0 £ 0,5 dias para el grupo Pg 0-1 (Tabla 3.4.).

Tabla 3.4. Comparacién entre los tratamientos de prostaglandina sobre el dia promedio de
presentacion de celo, de ovulacion y dia promedio de aparicion de CL nuevo.

Grupo N Celo N Ovulacion N Dia cl nuevo
b (dia + EE) (dia  EE) (dia  EE)
Pg 0 6/7 7,0+£0,7% | 6/7 8,5+0,6 6/7 10,8 +0,5
Pg0-1| 6/7 97+05° | 4/7 10,0+0,7 | 4/7 12,3+0,8

% |as medias en la misma columna difieren significativamente (P<0,05)

Dinamica folicular

Para el analisis del inicio de la onda ovulatoria, diametro del foliculo preovulatorio e
intervalo del inicio de onda a la ovulaciéon se vio que estas fueron similares para los dos
grupos (Tabla 3.5.), no encontrandose diferencias entre los grupos para ninguna de dichas
variables (P > 0,1).

Tabla 3.5. Comparacién dia promedio de inicio de la onda ovulatoria, didmetro promedio
del foliculo preovulatorio, e intervalo promedio desde el inicio de la onda a la ovulacion.

Diam. Fol. Preovulatorio Intervalo inicio onda-
TX | Diainicio de onda ' (mrln + EE) ovulacion
B (dias + EE)
Pg0 23+10 123+15 6,3+1,8
Pg 0-1 33+£1,0 13,0+2,3 6,7+1,0

Las medias no difieren (P>0.1).
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Experimento 3

Las concentraciones plasmaticas de progesterona no disminuyeron a niveles basales en
la totalidad de las vacas tratadas (n=47) antes de finalizar el experimento, debido a que
una vaca siempre mantuvo concentraciones de progesterona por encima de 1 ng/mL. Al
analizar el momento de disminucién las concentraciones de progesterona en las vacas
tratadas, se observo que en el Dia 7 para el grupo Pg 0 y el Dia 4 el grupo Pg 0-1 las
concentraciones de progesterona estaban en promedio por debajo de 1 ng/mL (Figura3.3).
Sin embargo, al realizar los analisis de las curvas de descenso de progesterona no se

encontrd diferencia entre los grupos (P = 0,9982).

La presentacion de celo fue similar para los dos grupos, siendo del 79,2% para el grupo
Pg 0y 78,3% para el grupo Pg 0-7 (P=0,9395). El dia promedio de presentacion de celo en
el primer grupo fue de 7,2 £ 0,4 dias y de 7,2 £+ 0,3 dias para el segundo, no encontrandose
diferencia para ninguna de estas dos variables ("P = 0,9223). Para la variable dia promedio
de ovulacion se encontraron resultados similares entre los grupos (P = 0,7824) siendo 10,3
+ 0,4 dias para el grupo Pg 0 y de 9,7 + 0,5 dias para el grupo Pg 0-1, los porcentajes de
ovulacion también fueron similares 83,3% y 91,3% respectivamente, y tampoco se

observaron diferencias (Tabla 3.6.).

Tabla 3.6. Comparacion entre los tratamientos de prostaglandina Pg 0 y Pg 0-1 sobre el dia
de presentacion de celo, y el tiempo de ovulacion.

Celo Ovulacion
Grupo N (dias) N (dias)
19/24 20/24
PgO0 79.2% 72+0,4 83 3% 10,3+0,4
18/23 21/23
Pg 0-1 78.3% 72+0,3 91.3 % 10,1+0,4

Las medias y porcentajes no difieren (P>0,4).
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Figura 3.3. Curva de concentracidon plasmatica de progesterona en respuesta a la administracién de una o dos inyecciones de 500 pg de
Cloprostenol Sédico en el experimento 3 (mediatEE).
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Cuando se realizé un andlisis de las vacas que presentaron celo, se siguié observando
que al igual que en el experimento 1, en ambos grupos hay un porcentaje de vacas que
aunque presentaron celo no ovularon, siendo de 10,5% para el grupo Pg 0 (2/9) y 5,6%
para el grupo Pg 0-1 (1/18). Igualmente de las vacas que no presentaron celo un porcentaje
de ellas ovularon para cada grupo, 40,0% para el grupo Pg 0 (2/5), y 20,0% para el grupo

Pg 0-1 (1/5), no encontrandose diferencias entre los grupos (P > 0,1; Tabla 3.7.).

Tabla 3.7. Relaciéon de Vacas con celo y ovuladas y vacas que no presentaron celo y
ovuladas experimento 3

Celo Sin Celo
X
Ovuladas No ovuladas Ovuladas No ovuladas
P 0 17/19 2/19 3/5 2/5
9 (89,5%) (10,5%) (60,0%) (40,0%)
Pq 0-1 17/18 1/18 4/5 1/5
g (94,4%) (5,6%) (80,0%) (20,0%)

Los porcentajes no difieren (P>0,1)

Experimento 4

En este experimento las concentraciones plasmaticas de progesterona no disminuyeron
en la totalidad de las vacas tratadas (n=38) al finalizar el experimento (Figura 3.4.), debido
a que cuatro vacas del grupo Pg y dos vacas del grupo GnRH permanecieron con
concentraciones de progesterona por encima de 1 ng/mL. Al analizar el momento de
disminucion de las concentraciones de progesterona en las vacas tratadas, se observo que al
Dia 6 el grupo de GnRH los niveles de progesterona estaban en promedio por debajo de
1ng/mL, no siendo asi para el grupo Pg. Pero al analizar las curvas de progesterona de los
dos grupos no se encontrd diferencia entre estos (P=0,5354).

Durante el experimento, la presentacion del celo fue similar tanto para el grupo Pg

como para el grupo GnRH (63,1%; 12/19). EIl dia de presentacién de celo en el primer
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grupo fue de 8,0 £ 1,1 dias y de 7,6 + 0,4 dias para el segundo grupo respectivamente, sin

encontrarse diferencia entre los grupos para esta variable (P = 0,7386).

Al analizar el porcentaje de ovulacion para los grupos se evidencid que este fue menor
para el grupo Pg, siendo de 68,4% para el grupo Pg y de 94,7% para el Grupo GnRH
(P=0.0364), por consecuencia de este resultado se evidencié también un mayor nimero de
vacas con un CL a los 13 dias después de la colecta de embriones (Tabla 3.8.). Para el dia
de ovulacién promedio se encontraron resultados muy similares entre los grupos, siendo
10,3+1,1 dias para el grupo Pg y 9,1+0,2 dias para el grupo GnRH (P=0,2370).

Tabla 3.8. Comparacion entre los tratamientos Pg y GnRH, sobre el dia de regresion de los
CL, el dia de presentacion de celo, y el tiempo de ovulacion.

Gruno N Celo n Ovulacién Cl nuevo
P (dia + EE) (dia + EE) Dia 13
Pg 12/19 13/19° 13/19°
GnRH 12/19 18/19° 18/19°

®Porcentajes en la misma columna con superindices distintos difieren significativamente
(P<0,05)
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Figura 3.4. Curva de concentracion plasmatica de progesterona en respuesta a la administracion de una o dos inyecciones de 500 pg de
Cloprostenol Sédico en el experimento 4 (mediatEE).
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Analisis conjunto de las vacas tratadas con PGF (sin GnRH) en los

experimentos 1, 2, 3y 4.

Momento de la Ovulacion

Se realizé un analisis tomando los datos de todas las vacas ovuladas que se usaron en
los distintos experimentos (n=124 vacas) y se dividieron en dos grupos, vacas con trece
dias de intervalo entre colecta e inicio de nuevo tratamiento y vacas con 19 dias intervalo
(Tabla 3.9.), encontrandose que el porcentaje de vacas ovuladas a los en 13 dias de la
colecta (68,3%) fue menor (P=0,0460) que las vacas con 19 dias (83,6%).

Tabla 3.9. Comparacion de porcentaje de ovulacion entre trece y diecinueve dias.

Dias N Ovulacién
, 43/632
13 dias 63 (68.3%)
. 51/61°
19 dias 61 (83.6%)

| os porcentajes difieren significativamente (P<0,05).

Tiempo de ovulacion segun la cantidad de CL

También teniendo en cuenta los hallazgos vistos en el experimento 1 en donde se
evidencio una correlacién positiva entre la cantidad de CLs en el momento de la colecta y
el dia promedio de ovulacidn, se decidié analizar nuevamente esta variable con el total de
las vacas ovuladas que se usaron en todos los experimentos (n=88 vacas) en la cual se

siguio evidenciando la misma correlacion positiva (Tabla 3.10.; P <0,0001).
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Tabla 3.10. Dia promedio de ovulacion de acuerdo a la cantidad de CLs de vacas donantes
superovuladas tratadas con 1 o 2 dosis de Cloprostenol Sédico en el dia de la colecta de
embriones (experimentos 1, 2 3y 4).

Cuerpos Luteos N Ovulacion (dia + EE)
1-2 9 6,0+ 1,0°
3-4 7 79+1,1°
5-10 21 10,3 +0,5°
11-15 23 10,8 + 0,4°
>15 28 10,4 +0,3°

¢ |_as medias con diferentes superindices difieren significativamente (P<0,01)

Al igual que en el experimento 1 se genera una gréfica con el comportamiento de los
datos graficados (cantidad de cuerpos luteos en el momento de la colecta de embriones e
intervalo a la ovulacion), para los cuales la linea de tendencia que mas se ajusta en este

caso es de tipo polinomio de tercer grado (Figura 3.5.).

Descenso de la progesterona segun la cantidad de CL

Se realizo el analisis de las curvas de progesterona teniendo en cuenta la cantidad de los
CLs al momento de la colecta de embriones y las vacas que no disminuyeron las
concentraciones plasmaticas de progesterona (Figura 3.6.), para lo cual se dividieron las
vacas en 6 grupos. Se observa que hay diferencia entre los grupos (P=0,00403), al igual
que una interaccion dia x grupo (P<0,0004). En el Dia 0 se observa que a medida que
aumenta la cantidad de CLs los niveles de progesterona aumentan en todos los grupos,
siendo mayores en las vacas con mas de 15 CLs y menores en las vacas de 1-2 CLs (Tabla
3.11.), en los dias 4, 10, 13 y 19 se observa que los niveles promedios de progesterona son
mayores para el grupo de las vacas que no regresaron los CLs, con respecto a los demas
grupos (P<0,0475). Adicionalmente se realiz6 un analisis de correlacion de Person para las
variables Cls y concentraciones plasmaticas de progesterona presentes en el momento de

la colecta de embriones dando como resultado una correlacion de 0,70 (P<0,0001).
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Figura 3.5. Curva cuadratica para retorno a la ovulacién de vacas superovuladas, posterior
a la aplicacion de PGF2a y cantidad de cuerpos luteos (CL) al dia 0 del tratamiento para
todos los datos de la tesis menos el experimento 1.
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Figura 3.6. Curva de concentracion plasmatica de progesterona en respuesta a la administracién de Cloprostenol Sddico, de acuerdo a la
cantidad de CLs en el momento de la colecta de embriones (media£EE).
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Tabla 3.11. Concentracién plasmatica de progesterona, de acuerdo a la cantidad de CLs en
el momento de la colecta de embriones y vacas que no regresaron sus CLs (mediatEE).

Grupo n Dia 0 Dia 4 Dia 10 Dia 13 Dia 19
1-2CL 3| 32+03a |0,7+03a| 09+£00a
3-4CL 4| 91+23ab | 06+02a| 03+£0,1a
5-10CL |26| 194+23ab |14+09a | 04+0,1a [04+01a| 03+£0,1a
11-15CL |23| 295+44bc | 0,7+0,1a| 05+0,1a |[04+£01a| 09%0,0a
>5CL (36| 394+30c |[08+01a| 04+0,1a |06+0,1a|03+£0,0ab
No regresion | 7 | 385+176c [ 23+27b| 0,7+18b | 13+00b| 1,1+00b

¢ as medias con diferentes superindices difieren significativamene (P<0,05)
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CAPITULO 4

DISCUSION

Los resultados obtenidos en los experimentos realizados en esta tesis, no soportan la
hipotesis de que la aplicacion de dosis repetidas de PGF2a después de la coleccién de
embriones adelanta la regresion de los CLs, el dia promedio de retorno al celo y la
ovulacidn en vacas superovuladas al no encontrarse diferencias significativas para ninguna
de dichas variables en los tratamientos en donde se usan PGF2a en diferentes momentos

después de la colecta de embriones.

En el experimento 1, el tiempo transcurrido para la regresion luteal (entendida como el
momento cuando un CL tiene un diametro menor a 10 mm visible a la ultrasonografia
transrectal) fue 5,4+0,5 y 5,3+0,3 dias para los tratamientos Pg 0-7 y Pg 0-1-7,
respectivamente. En este caso se encontraron diferencias con el trabajo publicado por
Mapletoft et al. (1991), quienes reportaron tiempos entre 3,1 y 3,6 dias. La diferencia en
este parametro puede deberse a que en el trabajo publicado por Mapletoft et al. (1991), la
regresion luteal se determind cuando las concentraciones de progesterona descendieron a
niveles menores que 1 ng/mL, por lo que de alguna manera, algunos de los CLs
observados en nuestro trabajo pudieron haber sido afuncionales. Kastelic et al. (1990)
reportaron que el tejido luteal se incrementa de la misma manera que las concentraciones
de progesterona durante el crecimiento luteal (dias 2, 5 y 8), pero durante la regresion
luteal, el tejido regresa mas despacio que las concentraciones de progesterona sanguineas.
Sin embargo, los niveles de progesterona fueron menores a 1 ng/mL cuando el CL era
menor a 10 mm de didmetro (Kastelic et al., 1990).

Teniendo en cuenta que en la regresion luteal, la media resultante fue entre los dias 5,4
y 5,6, la aplicacién de una prostaglandina el Dia 7 después de la colecta de embriones
pareceria innecesaria. Por esta razon, se decidié realizar estudios adicionales

complementarios con una aplicacién doble (Dias 0 y 1) y una sencilla (Dia 0) para evaluar
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la verdadera necesidad de una segunda aplicacion de Cloprostenol Sodico sobre las

variables evaluadas.

La baja presentacion de celos que se dio en el experimento 1 (en donde un ndmero
mayor de vacas ovularon con respecto a las vacas que presentaron signos de celo) puede
ser explicada por que las vacas con estrés caldrico (el experimento se realizd en las
estaciones de verano e inicios de otofio en donde las altas temperaturas fueron
caracteristicas) alteran el crecimiento folicular ovarico y su dominancia durante el periodo
preovulatorio, lo que genera una funcién anormal ovarica manifestada por una disminucion
del pico de estradiol en el proestro (Wilson et al., 1998) y consecuentemente una menor

expresion de celos.

A pesar de que en el experimento 2 el dia promedio de celo el grupo Pg 0 fue menor (P
= 0,0323) que el grupo Pg 0-1, siendo de 7,0 £ 0,7 dias, y 9,7 + 0,5 dias respectivamente,
esta diferencia desaparecié cuando se aument6 el nimero de vacas en el experimento 3,

atribuyéndose esta diferencia al azar y al tamafio de la muestra (Button et al., 2013).

En el experimento 1, cuando se analizaron las vacas que no presentaron celo y no
ovularon se encontré que 2/9, y 4/10 vacas en el tratamiento Pg 0-7 y Pg 0-1-7
respectivamente, tuvieron al final del experimento (Dia 13) un foliculo mayor o igual a 10
mm, posiblemente dominante, en donde se podria generar una ovulacion con la formacién
de un nuevo CL dias después de la evaluacion. Debido a esto, se decide en el experimento
2, realizar el seguimiento por 19 dias, ya que los 13 dias esperados serian pocos. Esto
quedo en evidencia al evaluar los resultados del analisis en el cual se combinaron todos los
experimentos de la tesis, donde se encontré que una mayor cantidad de vacas tuvieron un
CL detectado por ultrasonografia a los 19 dias que a los 13 dias de la colecta de embriones

y el primer tratamiento con PGF2a.

Al seguirse presentando vacas que no ovulaban, aun en periodos entre tratamiento de 19
dias, se decidio realizar el experimento 4, en el cual se administré una dosis de GnRH 8
dias después de la colecta de embriones. Se decidié tomar el intervalo de 8 dias debido a

que segun los analisis del experimento 2, se observo que en este dia las vacas contaban con
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un foliculo maduro (9 a 10mm) que probablemente posean la capacidad ovulatoria y
pueden responder a la GnRH (Sartori et al., 2001; Silcox et al., 1993), lograndose una tasa

de ovulacion del 94.7%.

Lograr que las vacas posean un CL funcional cuando se inicia un nuevo protocolo
superovulatorio es importante debido a que se logra una alta concentracion de progesterona
y se demostrd que las altas concentraciones de progesterona durante la superestimulacion
mejora la calidad de los embriones recuperados en el dia 7 (Rivera et al., 2011). En este
trabajo las vacas fueron superestimuladas con alta progesterona durante la segunda onda
folicular, durante la primera onda folicular con baja progesterona, o durante la primera
onda folicular con la suplementacion de progesterona, utilizando 2 CIDRs para aumentar
las concentraciones de esta hormona. Aunque, el nimero total de ovocitos/embriones que
se recogieron no fue diferente entre los grupos, el porcentaje de embriones transferibles era
mucho menor para las vacas superestimuladas durante la primera onda folicular (55,9%),
que durante la segunda onda folicular (88,5%) o durante la primera onda folicular con la
suplementacién con progesterona (78,6%). Este resultado es consistente con la nocién de
que la progesterona elevada durante el crecimiento del foliculo pueden permitir la
produccion de un mejor ovocito para posterior fecundacion y el desarrollo embrionario
(Rivera et al., 2011). Sin embargo, un estudio reciente mostro que embriones colectados de
vacas con ovulaciones simples, que tenian foliculos en crecimiento con baja o alta
progesterona, no tenian una diferencia en la calidad de los embriones en el dia 7 (58,3 vs.
53,3%; Cerri et al., 2011b) pero posteriormente en un estudio complementario (Cerri et al.,
2011a) se reportd que las vacas con baja progesterona tenian un aumento de las
concentraciones basales de LH, una dindmica folicular alterada y una composicion de
liquido folicular que podrian alterar la calidad de los ovocitos. Una diferencia
particularmente distinta en vacas con baja progesterona fue el desarrollo prematuro de vias
que conducen a la secrecion de PGF2a uterina. Asi, una funcion uterina alterada también
podria tener un importante papel en la reduccién de la fertilidad en las vacas que tienen
baja concentraciones de progesterona antes de la inseminacion artificial. Otro estudio de
evaluacion de la calidad de embriones de siete dias en vacas con ovulaciones simples y con
desarrollo folicular producido en baja vs. alta progesterona, encontré un mayor porcentaje
embriones grado 1 y 2 en vacas con alta progesterona, que en baja progesterona antes de la
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inseminacion artificial (86,5 vs. 61,5%; P <0,02). Por lo tanto, estos resultados son
consistentes con la idea de que la baja progesterona durante el crecimiento del foliculo
reduce la fertilidad y esta disminucion de la fertilidad esta relacionada con una menor
calidad del embrion en el dia 7 (Wiltbank et al, 2011).

En este momento no es posible proporcionar una explicacién definitiva sobre la razén
por la que progesterona alta antes de la inseminacién produce una mayor fertilidad. Sin
embargo, los efectos de la mejora de la fertilidad son dramaticos y consistentes en vacas
lecheras (Inskeep, 2004). Ademaés, los protocolos que aumentan los niveles de
progesterona durante el tratamiento de sincronizacion de celos mejoran significativamente
las tasas de prefiez en vacas lecheras (Wiltbank et al., 2012; Santos y Bisinotto, 2015). Por
lo tanto, los resultados del experimento 4 puede ser una alternativa para aumentar los
niveles de progesterona en el momento que se empieza la superestimulacién de la onda
folicular al tener un CL funcional en este momento. En trabajos realizados en Brasil con
donantes Holstein se encontré una mejor calidad embrionaria cuando se usaron dos
implantes de norgestomet que cuando se utiliz6 uno solo (Martins et al., 2012). Ademas, el
aumento de los niveles de progesterona mediante la administracion de un dispositivo con
1,9 g de progesterona mejoro significativamente la calidad embrionaria en donantes Nelore

superovuladas durante la primera onda folicular (Nasser et al., 2011).

Cuando se unieron los datos de presentacion de celo de los grupos Pg 0-1-7, Pg 0-7, Pg
0-1y Pg 0 (n=86 vacas) se obtuvo un dia promedio de presentacion de celo de 7,4 + 0,18
dias, lo que difiere del resultado encontrado por Halbert et al. (1989), quienes mencionaron
la aparicion de signos de celo entre los dias 10 y 18, pero no diferentes a los encontrados
por Mapletoft et al. (1991) y Desaulniers et al. (1990), quienes lo reportaron entre 7,2y 7,6
dias respectivamente, después del tratamiento realizado con PGF2a a vacas superovuladas.
Con respecto a los porcentajes de presentacion de signos de celo, los resultados del
presente estudio, tuvieron una presentacion de celo de 69,4%, y vario desde un 52,3 hasta
el 85,7%, resultados similares a los presentados por Mapletoft et al. (1991), quienes
observaron entre 56% y 88% Yy a los de Desaulniers et al., (1990), quienes lo hicieron entre
60 y 65%.
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En el momento en que se analizaron los datos agrupados por la cantidad de CLs el dia
de la colecta de embriones, se demuestra que existe diferencia entre las respuestas para la
variable ovulacion, en donde las vacas con hasta 4 CLs ovulan en un tiempo menor que las
vacas con mas de 5 CLs. Esta diferencia puede deberse a que el tiempo para restablecer los
valores reproductivos hormonales en las vacas con méas de 4 CLs es mayor que en vacas
con menores cantidades de CLs. Si se administra una dosis de PGF2a en vacas de ciclos
normales el dia 8 del ciclo (dia 0, celo), las vacas entraran en celo en promedio entre 48 y
72 h y ovularan en 4 dias en promedio. Si el foliculo dominante en el momento de la
inyeccion se encuentra en la fase estatica tardia o de regresion, el foliculo dominante de la
proxima onda serd el ovulatorio y el animal entrara en celo y ovularad entre 5y 7 dias
después (BO et al., 2007b). En la presente tesis la ovulacién se dio en un periodo mayor a
4 dias lo cual evidencia que el ciclo estral y el retorno al celo después de un tratamiento
con PGF2a esta alterado en vacas que fueron superovuladas. Esto se puede evidenciar
ademas cuando se realizo el andlisis teniendo en cuenta la cantidad de CLs. Las vacas con
1-2 CL se comportaron de manera similar a vacas con ciclos normales, ya que fueron las
que ovularon en 6,0 £ 1,0 dias. Mientras que las que tenian 3-4 CL ovularonalos 79+ 1,1
dias. Los tiempos de respuesta al tratamiento se ven afectados y aumentados ante una
presencia de mas de 4 CL, posiblemente debido a que algunos CLs tardan mas en regresar
y a que aparentemente existe una asociacion negativa entre los multiples CLs y los

foliculos.

Esto puede deberse a que a pesar de que todos los CL regresan en las vacas tratadas, es
claro que se necesita de un tiempo determinado para que la dinamica folicular se
restablezca y que de nuevo se genere un foliculo preovulatorio, un aumento de estradiol
sanguineo, un pico de LH y una nueva ovulacion. Dos estudios realizados (Desaulniers et
al., 1990; Lucy et al., 1990) sugieren que las muy altas concentraciones de progesterona
pueden generar una retroalimentacion negativa sobre la secrecion de FSH y el posterior
desarrollo folicular, debido a que en vacas con respuestas superovulatorias buenas (mayor
a un embrion colectado) 1 o 2 dias después de que la progesterona sanguinea empieza a
descender (dias 11-12 después de la colecta) se observa un aumento de la cantidad de

foliculos menores a 5 mm de didmetro (Lucy et al., 1990).
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Algunos trabajos plantean que la progesterona tiene una relacién dosis-dependiente
sobre el crecimiento del foliculo dominante (Adams et al.,1992), pero que esta relacién
estd mas relacionada con el efecto inhibitorio de la progesterona sobre la pulsatilidad de la
LH y consecuentemente sobre la seleccion, dominancia y crecimiento final del foliculo
dominante ovulatorio (Kulick et al., 1999; Stock y Fortune, 1993). Sin embargo, es posible
en el caso de vacas superovuladas que, al ser los niveles de progesterona mayores a los
niveles normales de la fase luteal, la supresion de la progesterona sobre la liberacién de la
GnRH se exprese en una disminucion tanto de LH como de FSH. Esta idea puede ser
soportada con los datos encontrados en esta tesis, en donde se evidencia que hay una
correlacion positiva entre la cantidad de CLs y la duracién del intervalo a la ovulacion.
Ademas la correlacion positiva que existe entre la cantidad de CLs que existen en el
momento de la colecta de embriones y los niveles de progesterona que poseen estas vacas
en el mismo momento y que fueron medidos en esta tesis con un indice alto de correlacion
de (0,70;P<0,0001).

Por ultimo, si bien no hay diferencia entre aplicar dosis de PGF2a adicionales a la que
se aplica del momento de la colecta de embriones, en la variables dia promedio de
ovulacion, dia promedio de celo, ni en las curvas de descenso de la progesterona, se corre
el riesgo de que los niveles de progesterona no regresen y que la vaca no pueda retornar
rapidamente a un ciclo estral normal, como ocurrié con 7 de las 99 vacas utilizadas en esta
tesis. Para el caso eventual de que una donante no responda a la primera inyeccion de
PGF2a seria beneficiosa la aplicacion de una segunda dosis de PGF2a 24 h después de la
aplicacion de la primera. En esta tesis las vacas que no regresaron los niveles de

progesterona provenian de los grupos en donde solo se les aplico una sola dosis de PGF2a.
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CAPITULO5

CONCLUSIONES

La conclusion general de esta tesis es que la aplicacion de dosis repetidas de PGF2o no
resulta en una mas rapida regresion de los Cls y el retorno al celo y la ovulacion que la
administracion de una sola dosis en el momento de la colecta de embriones de vacas

donantes superovuladas.

Las curvas de descenso de las concentraciones de progesterona son similares en vacas
superovuladas donde se aplica una dosis de PGF2a en el dia de la colecta de embriones a

las vacas que se les adiciona una segunda dosis de PGF2a 24 h después de la primera.

La cantidad de CLs presentes el dia de la colecta de embriones y la administracion de
PGF2a influencio el intervalo a la ovulacién. Las vacas con hasta 4 CLs ovularon en un

tiempo menor que las vacas con 5 0 mas CLs.

Se encontr6 que una mayor cantidad de vacas tuvieron un CL detectado por
ultrasonografia a los 19 dias que a los 13 dias después de la colecta de embriones y el
primer tratamiento con PGF2a. De esta manera un intervalo de 19 o 20 dias entre la
colecta de embriones y el inicio de un nuevo tratamiento superovulatorio, asegura una
mayor cantidad de vacas que hayan ovulado y restablecido sus patrones normales de

crecimiento folicular antes de iniciarse un nuevo tratamiento superovulatorio.

La administracion de GnRH 8 dias después la administracion de PGF2a aumento el
porcentaje de vacas donantes con un nuevo CL a los 13 dias de la colecta de embriones.
Esta préactica puede ser recomendada en el caso de tener necesidad de superovular las vacas

con un intervalo corto de tiempo.
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