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RESUMEN

La falla en la emergencia sincrénica de una nueva onda folicular y el crecimiento del
foliculo dominante en presencia de bajas concentraciones de progesterona plasmatica
durante los protocolos de sincronizacién de la ovulacion reducen la fertilidad en vacas
lecheras. El objetivo de esta tesis fue evaluar los efectos de diferentes tratamientos con
dispositivos intravaginales de progesterona (DI) antes y durante protocolos de
sincronizacion de la ovulacién iniciados con acetato de buserelina (GnRH) o benzoato
de estradiol (BE) sobre el crecimiento folicular, la concentracién de progesterona
plasmadtica y la fertilidad en vacas lecheras con baja condicién corporal. En el primer
estudio, vacas primiparas sin cuerpo liteo al dia -12 recibieron un DI de 3,0 g de
progesterona (n=15) o permanecieron como control no tratado (n=13). El dia -3 se
retiraron los DI y se administré 2 dosis de PG2a a intervalo de 12 horas. El dia 0, las
vacas iniciaron un Ovsynch 56 con (n=14) o sin un DI de 3,0 g de progesterona (n=14).
En el segundo estudio, 40 vacas se asignaron a un protocolo de sincronizacién al dia 0
con 10 ug de GnRH o 2 mg de BE méas un DI de 1,9 o 3,0 g de progesterona. El dia 7 se
retiraron los DI y se aplic6é doble dosis de PG2a separadas por 24 horas. A las 56 horas
de retirado los DI se aplic6 10 pg de GnRH y se inseminaron a tiempo fijo 16 horas
después. En el tercer estudio, las vacas recibieron un DI de 1,9 g de progesterona al dia -
12 (n=148) por 9 dias o permanecieron como controles sin tratar (n=151). El dia -3 se
retir6 el DI al grupo tratado y se aplicé doble dosis de PG2a a intervalo de 24 horas. El
dia 0, las 299 vacas iniciaron un Ovsynch 56 con un DI de 1,9 g de progesterona. La
concentraciéon promedio de progesterona plasmatica entre el dia -12 y 0 fue mayor en
vacas presincronizadas (2,14 + 0,37 ng/mL) que en las control (0,99 + 0,39 ng/mL) pero
no modificé el tamafio del foliculo dominante ni la respuesta ovulatoria a la primera
GnRH del Ovsynch. El DI de 3,0 g increment6 la concentracién promedio de
progesterona plasmatica durante el Ovsynch (2,39 = 0,15 ng/mL vs. 0,85 + 0,09 ng/mL)
y redujo el tamafio promedio del foliculo preovulatorio (10,92 + 0,40 mm vs. 11,39 +
0,39 mm). Sin embargo, la concentracién de progesterona plasmaética y el tamafio del
foliculo dominante fueron similares usando un DI de 1,9 g o 3,0 g durante el
tratamiento. Por otro lado, 1a GnRH al inicio del protocolo de sincronizaciéon aumento el
tamafo del foliculo preovulatorio a la inseminacion en relacién al BE (17,57 + 0,96 mm

vs. 12,86 £ 0,79 mm). El tratamiento con progesterona previo al Ovsynch mejoré la
VIII



concepcidon a los 32 dias de gestaciéon en vacas sin cuerpo luteo al inicio de la
presincronizacién. Sin embargo, la tasa de concepcién fue similar entre vacas
presincronizadas con progesterona y control que presentaron cuerpo liteo al comienzo
del tratamiento. No se observaron diferencias entre el DI de 1,9 g y el de 3,0 g pero la
GnRH seria mas eficiente para sincronizar la onda folicular e incrementar la

concentracion de progesterona que el BE.
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ABSTRACT

Failure of a synchronous emergence of a new follicular wave and grow of the dominant
follicle in the presence of low plasma progesterone concentrations during ovulation
synchronization protocols reduces fertility in dairy cows. The objective of this thesis
was to evaluate the effects of different treatments with progesterone intravaginal device
(ID) before and during ovulation synchronization protocols initiated with either
buserelin acetate (GnRH) or estradiol benzoate (EB) on follicular growth, plasma
progesterone concentration and fertility in dairy cows with low body condition. In the
first study, primiparous cows without corpus luteum at day -12 received a 3.0 g
progesterone ID (n = 15) or remained as untreated controls (n = 13). On day -3, the ID
were removed and two doses of PG2a were administered 12 h apart. On day 0, cows
were enrolled in an Ovsynch 56 with (n = 14) or without (n = 14) a 3.0 g progesterone
ID. In the second study, 40 cows were assigned at day O to a synchronization protocol
with 10 pg of GnRH or 2 mg of EB and a 1.9 or 3.0 g progesterone ID. On day 7, the ID
were removed and two doses of PG2a were applied 24 h apart. The cows received 10
pg of GnRH 56 h after removal ID and were inseminated at a fixed time 16 h later. In
the third study, cows received a 1.9 g of progesterone ID on day -12 (n = 148) for 9
days or remained as untreated controls (n = 151). On day -3, the ID was removed in the
treated group and two doses of PG2a were applied at interval of 24 h. On day 0, the 299
cows started an Ovsynch 56 with a 1.9 g of progesterone ID. The mean plasma
progesterone concentration between day -12 and 0 was higher in presynch cows (2.14 +
0.37 ng/mL) than in control cows (0.99 + 0.39 ng/mL) but it did not change the size of
the dominant follicle and the ovulatory response to the first GnRH of the Ovsynch. The
3.0 g progesterone ID increased the mean plasma progesterone concentration during
Ovsynch (2.39 = 0.15 ng/mL vs. 0.85 £ 0.09 ng/mL) and reduced the mean size of the
preovulatory follicle (10.92 + 0.40 mm vs. 11.39 + 0.39 mm). However, plasma
progesterone concentration and dominant follicle size were similar using an ID of 1.9 g
or 3.0 g during the treatment. Nevertheless, the GnRH at the beginning of the
synchronization protocol increased the size of the preovulatory follicle at insemination
in relation to EB (17,57 £ 0,96 mm vs. 12,86 + 0,79 mm). Progesterone treatment
before to Ovsynch improved conception at 32 days in cows without corpus luteum at the

beginning of presynchronization. However, the conception rate was similar between

X



progesterone presynchronized and control cows that began treatment whith corpus
luteum. No differences between the DI of 1.9 g and 3.0 g of progesterone were
observed, but the GnRH would be more efficient to synchronize the follicular wave and

increase the concentration of progesterone than the EB.
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1. Introduccién

1.1 Ciclo estral bovino

La hembra bovina ptber es poliéstrica anual con ciclos reproductivos cada 21 + 3 dias,
que surge de promediar los ciclos de 2 y 3 ondas de crecimiento folicular. El estro es la
primera etapa del ciclo estral, se inicia al dia cero con el pico preovulatorio de LH, dura
de 6 a 24 horas y se caracteriza por la conducta y receptividad sexual que permite el
apareamiento. El metaestro se extiende desde segundo hasta el quinto dia, en esta etapa
se produce la ovulacién a las 25 - 27 horas de iniciado el celo y comienza el proceso de
luteinizacion de las células foliculares que da origen al cuerpo lidteo (CL). El diestro es
la etapa mds larga del ciclo estral (10 a 14 dias), caracterizada por la presencia de un CL
funcional que secreta cantidades crecientes de progesterona (P4) hasta que se produce la
luteolisis. Por tltimo, el periodo comprendido entre la regresion del CL y el comienzo
del estro se denomina proestro, este tiene una duracion de 2 a 4 dias y se caracteriza por
la disminucién de las concentraciones plasmaticas de P4, con el consecuente incremento
de los niveles de estradiol (E2) secretados por los foliculos en crecimiento (Senger,

2003).
1.1.1 Ondas foliculares y control neuroendocrino del crecimiento folicular

Se denomina dindmica folicular al proceso continuo de crecimiento y regresion folicular
que ocurre a lo largo de todo el ciclo estral y conduce al desarrollo del foliculo
preovulatorio (FPO) (Lucy et al.,, 1992). Este proceso involucra tres etapas: la
emergencia o reclusién de un grupo de foliculos terciarios antrales de 1 a 4 mm, la
seleccion o desviacion cuando un foliculo alcanza los 8,5 a 10 mm y la dominancia
seguida por la ovulacién o la atresia (Lucy et al., 1992). La comprensiéon de estos
procesos fue posible con la aparicion de la ultrasonografia en la década del 80 (Singh et

al., 2003).

El 90 a 95 % de los bovinos presenta 2 o 3 ondas foliculares durante el ciclo estral
(Savio et al., 1990b; Sirois y Fortune, 1988). En vacas Holstein, se asume como mds
comun el patrén de 2 ondas (78,6 %) seguido por el de tres (14,3 %) y cuatro (7,1 %)
ondas, respectivamente (Endo et al., 2012; Sartori et al., 2004), si bien hay quienes han
propuesto la existencia de 3 ondas foliculares como la mas frecuente (Savio et al.,
1990b). En general, el FPO de vacas con ciclos de 3 ondas muestra un patrén de

crecimiento lineal, mientras que en los ciclos de 2 ondas se presenta un crecimiento mas
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1. Introduccién

lento, gradual y a veces irregular (Savio et al., 1990b). Por el contrario, en vaquillonas
predomina el desarrollo de 3 ondas foliculares que emergen a los dias 2, 11 y 16 del

ciclo, respectivamente (Savio et al., 1988; Sirois y Fortune, 1988).

La secrecién de hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) durante el ciclo estral es
controlada por dos dreas separadas en el hipotdlamo, el centro ténico y el centro ciclico.
El centro tonico es el responsable de la secrecion basal de GnRH durante todo el ciclo
estral, la frecuencia y amplitud de los pulsos de liberacién dependen de los niveles
circulantes de P4, ocurren cada 4 a 8 horas en la fase luteal y entre 1,5 a 2 horas en la
fase folicular. Por el contrario, el centro ciclico secreta grandes cantidades de GnRH en
pulsos de alta frecuencia y amplitud durante un corto periodo de tiempo. Esto
desencadena el pico preovulatorio de hormona luteinizante (LH) en respuesta a la

retroalimentacion positiva generada por el E2 luego de la luteolisis (Senger, 2003).

El inicio de cada onda folicular es precedido por un pico de hormona foliculo
estimulante (FSH). El incremento en la concentracion de FSH, coincidente con el pico
preovulatorio de LH, produce la emergencia de la primera onda folicular (Adams et al.,
1992) que se detecta por ecografia transrectal en promedio al cuarto dia del ciclo estral
(Savio et al., 1988). La segunda onda emerge entre el dia 9 y 10 en vacas con ciclos de 2
ondas y entre el dia 8 y 9 en las que tienen ciclos de 3 ondas (Adams et al., 2008; Sartori
et al., 2004), consecuencia de un aumento de FSH que comienza 2 dias antes (Adams et
al., 1992). El inicio de la fase de regresién del foliculo dominante (FD) de la primera
onda y el dia que el FD de la segunda onda alcanza su mayor diametro, se retrasa 2 dias
en el patrén de 2 ondas en comparacion con el de 3 ondas (Jaiswal et al., 2009). En los
ciclos con 3 ondas foliculares, la ultima onda aparece al dia 15 o 16 del ciclo estral

(Ginther et al., 1989; Sartori et al., 2004).

La vida media de un FD en el ciclo estral es de 5 a 7 dias (Lucy et al., 1992). La
divergencia en la tasa de crecimiento entre el FD y el subordinado comienza al dia 2,8 y
termina al cuarto dia con la desviacion o seleccion cuando el FD llega a 8,5 mm de
didmetro y el subordinado no supera los 7,2 mm (Ginther et al., 1996). En los foliculos
subordinados, entre el tercer y quinto dia de la onda folicular, aumenta la concentraciéon
de activina y disminuye la secrecion de E2 y la cantidad de receptores de FSH. La alta
concentracion de activina podria disminuir, de forma directa, la produccion de

androgenos en las células de la teca (Roche, 1996). La secrecion de inhibina por los
3
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foliculos de diferentes tamafios (Kulick et al., 1999) y de E2 cuando el foliculo alcanza
los 6 mm producen una retroalimentacién negativa sobre la FSH a nivel de la hipdfisis,
que hace descender su concentracién plasmadtica a niveles basales por 3 o 4 dias hasta
que emerge una nueva onda folicular (Adams et al., 1992; Ginther et al., 1996). La
liberacion y biodisponibilidad de FSH esta influenciada por productos foliculares como
el E2, que ejerce una potente accion inhibidora sobre su secrecion y otros factores
presentes en los foliculos en crecimiento como el factor de crecimiento similar a la
insulina tipo 1 (IGF-I) y la inhibina (Singh et al., 1999). Ademas, en los foliculos
inmaduros, la alta concentracion del factor inhibidor tisular de metaloproteinasas inhibe
la escision proteolitica del IGF-I unido a proteinas. Esto limita la biodisponibilidad de
IGF-I e impide su sinergismo con LH en las células de la teca para promover la
produccién de andrégenos y con la FSH en las células de la granulosa para estimular la

actividad de la aromatasa (Ginther et al., 1996).

Por otra parte, cuando se produce la desviacién, en el FD se mantiene la cantidad de
receptores de FSH pero aumentan los de LH, originando un incremento en la
produccién de E2 e inhibina (Ginther et al., 1996; Savio et al., 1993a). Los receptores
para FSH solo estan presentes en las células de la granulosa, mientras que los receptores
de LH se encuentran en las células de la granulosa y de la teca. El FD adquiere mas
receptores de LH en sus células de la granulosa que sus subordinados y, por lo tanto,
puede cambiar su dependencia de gonadotropina a LH durante el nadir de FSH para

seguir creciendo, mientras los subordinados regresan (Adams et al., 2008).

En el FD se produce una disminucién en la produccién del inhibidor tisular de la
metaloproteinasa y un aumento de la disponibilidad de IGF-I y de la relacién inhibina:
activina en el fluido folicular, que actia sobre las células de la teca estimuladas por LH
para aumentar la produccion de androgenos (Findlay, 1993). La produccién de inhibina
es estimulada por los esteroides y por la FSH, ésta tiene efectos autdcrinos y pardcrinos
que aumentan la sintesis de andrégenos en células de la teca (Roche, 1996). Este
mecanismo se origina por la aparicién de dcido ribonucleico mensajero (ARNm) en los
receptores de LH de las células de la granulosa del FD, que aumenta la produccion de
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) involucrado en la activaciéon de la enzima
aromatasa que convierte los androgenos en estrégenos cuando se produce la seleccion y

el FD alcanza los 8,5 mm de didmetro. Estas altas cantidades de andrégenos son
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continuamente transferidas a las células de la granulosa para ser aromatizados. La
aromatasa se estimula a través de la alta sensibilidad de células de granulosa a la FSH
(McNatty y Henderson, 1987) y por los efectos amplificadores del IGF-I sobre la accién
de la FSH. La alta produccion de andrégenos por la teca y la actividad de la aromatasa
en las células de la granulosa, explican la elevada produccion de E2 por parte del FD.
Como consecuencia, sigue creciendo y se produce un incremento de la frecuencia
pulsatil de LH a un pulso/hora aproximadamente (20 a 25 pulsos/24 horas) hasta inducir
el pico preovulatorio de LH (Rahe et al., 1980), que termina con la ovulacién en el

metaestro a las 25 a 27 horas de iniciado el estro (Figura 1).

Ciclo estral con 2 ondas foliculares Ciclo estral con 3 ondas foliculares
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Figura 1: Dindmica de desarrollo folicular ovarico y secrecién de gonadotropinas durante el ciclo estral
de dos y tres ondas foliculares en bovinos. Los foliculos dominantes y subordinados se indican como
circulos abiertos (viables) o sombreados (atrésicos). Un incremento en la concentracién circulante de FSH
(linea gruesa) precede a la aparicion de cada onda. El aumento en la concentracion circulante de LH en
pulsos de alta frecuencia (linea delgada) precede a la ovulacién resultado de la disminucién en la
concentracion de progesterona por la luteolisis. (Adaptado de: Adams et al., 2008).

El final de la fase de dominancia de la onda folicular no ovulatoria durante el diestro, es
precedida por la pérdida de los receptores de FSH y LH, en conjunto con la disminucién
en la frecuencia pulsatil de LH y la capacidad para producir E2 y precursores de
inhibina entre el quinto y octavo dia (Rahe et al., 1980; Roche, 1996; Savio et al.,
1993a; Senger, 2003). Sin embargo, estos FD pueden ovular si se induce la regresion
del CL por la administracion exogena de prostaglandina F2a (PGF2a) (Kastelic et al.,
1990a) o permanecer activo por 15 a 20 dias cuando las vacas son tratadas con niveles

de P4 inferiores a 2,0 ng/mL (Sirois y Fortune, 1990).

Desde el proestro hasta 3 dias después del estro se evidencia edema e incremento de la
vascularizaciéon en la ldmina propia y endotelial del tejido conectivo, granulos de

glucégeno y de mucina en la superficie y en las células epiteliales glandulares
5
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(Wordinger et al., 1972 ). En el estro hay edema endometrial, hiperemia y estimulacion
de la actividad mitdtica por accidén de los estrogenos en el epitelio glandular, en el
epitelio de superficie y en el intersticio hasta el diestro temprano (dia 6 después del
celo), que es cuando los receptores de estrégeno disminuyen en el estroma compacto y
glandulas endometriales sin alterarse su presencia en las gldndulas profundas

(Dellmann, 1994).
1.1.2 Formacion del cuerpo liiteo y secrecion de progesterona

Luego de la ovulaciéon aparece el cuerpo hemorrdgico por la ruptura de los vasos
sanguineos de la pared folicular y se inicia el proceso de luteinizacién en las células de
la granulosa y de la teca que da origen al CL (Senger, 2003). En el metaestro el edema
disminuye, se produce colapso en algunos de los vasos congestivos de la mucosa y se
presenta la metrorragia, consecuencia de la hemorragia microscopica de la zona
funcional del endometrio que comienza poco antes de la ovulacién y termina al segundo
dia del ciclo. Al principio del diestro, bajo influencia de la P4, el endometrio se
transforma de proliferativo a secretor con crecimiento epitelial glandular y desarrollo de
las ramificaciones (Dellmann, 1994). El material de secrecién se acumula en la parte
basal de las células epiteliales entre el dia O y 8 del ciclo, mientras que el aumento en la

densidad de los conductos glandulares se da entre los 8 y 16 dias (Wang et al., 2007).

La P4 secretada por el CL se detecta en plasma a partir del tercer dia del ciclo estral
(Gomes et al., 1963). La concentracion de P4 plasmadtica en vacas aumenta desde el dia
3 hasta el dia 10 del ciclo hasta alcanzar 4,5 a 5,0 ng/mL, se mantiene estable los
préximos 7 dias y, en caso de no quedar prefiada, comienza a decrecer a partir del dia 17
hasta retornar a valores menores a 0,5 ng/mL entre el dia 20 y 21 (Sartori et al., 2004;
Savio et al., 1990b). Esto demuestra que, la tnica diferencia en la concentracién de P4
en los ciclos de diferente longitud esté relacionada con el inicio de la luteolisis (Savio et

al., 1990b).

Las vacas en lactancia con mas de 80 dias posparto desarrollan un CL de mayor
didmetro que las vacas secas, con una menor concentraciéon de P4 entre el cuarto y
séptimo dia del ciclo estral que, sin embargo, termina siendo similar entre ambas al final
del diestro (Endo et al., 2012). Las vacas desarrollan mayor didmetro y volumen de
tejido luteal que las vaquillonas, entre los 7 y 14 dias del ciclo, debido a una correlacion

6



1. Introduccién

positiva entre el volumen de tejido luteal y el tamafio del foliculo ovulatorio (Jaiswal et
al., 2009; Vasconcelos et al., 2001). Sin embargo, la concentracién de P4 plasmatica
durante el diestro en vacas es menor que en vaquillonas (5,6 = 0,5 vs. 7,3 £ 0,4 ng/mL)
(Sartori et al., 2004). Estas menores concentraciones circulantes de P4 y de E2 en vacas
lecheras en lactancia, se deberian a una mayor tasa de metabolizacién hepatica
(Sangsritavong et al., 2002). El suministro de una racién totalmente mezclada una vez al
dia o cada 12 horas produce una reducciéon del 25 % en la concentracion de P4
circulante en las 3 a 6 horas posteriores a la ingestion y un incremento en la frecuencia
pulsatil de LH, estos efectos desaparecen cuando el alimento se suministra cada 6 horas
(Vasconcelos et al., 2003). Por su parte, el tamafio del CL en vaquillonas Holstein con
ciclos de 2 y 3 ondas foliculares es similar (Jaiswal et al., 2009; Sartori et al., 2004) y la

concentracion de P4 circulante no difiere hasta el dia 14 del ciclo (Sartori et al., 2004).
1.1.3 Luteolisis

En rumiantes, el momento de la luteolisis determina la longitud del ciclo estral y su
prevencion es requerida para el establecimiento de la prefiez. La luteolisis ocurre en los
ultimos 3 dias de la fase luteal (Senger, 2003), producto de la secrecion de PGF2a por el
epitelio luminal endometrial (Mann et al., 1998; Wathes y Lamming, 1995) y glandular
superficial. Este evento requiere que P4, E2 y oxitocina actien a través de sus
receptores (McCracken et al., 1999). La continua exposiciéon del endometrio a la P4
ejerce una retroalimentacién negativa sobre sus receptores en el epitelio luminal
endometrial y epitelio glandular superficial al dia 11 o 12 (Spencer et al., 2004).
Ademds, la P4 suprime a través de sus receptores en el endometrio la sintesis de los
receptores de estradiol a e indirectamente a través de estos los de oxitocina por 8 a 10
dias (Spencer et al., 2004), pero también se supone que ejerce una accion inhibitoria

directa no genomica sobre los receptores de oxitocina (Grazzini et al., 1998).

Pareceria que, la secrecidn espontdnea de PGF2a, ocurre solamente después que el ttero
se encuentra bajo la influencia de la P4 por 10 a 14 dias y la concentracion circulante de
E2 se incrementa por la maduracién folicular (Silvia et al., 1991). El aumento de E2
proveniente del FD desencadena la aparicidon de los receptores de estrogenos a en el
epitelio luminal endometrial a los 14 - 16 dias del ciclo estral y al dia 18 en el estroma

subepitelial, que llegan a su maxima expresion entre el dia 1 y 3 del ciclo (Kimmins y
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MacLaren, 2001). Esto es debido posiblemente a una retroalimentacion positiva que
ejerce el E2 sobre la expresion de sus propios receptores en las células endometriales

(Ing y Tornesi, 1997).

Por su parte, los receptores de oxitocina aparecen al dia 15 del ciclo en el endometrio y
al dia 17 en el miometrio (Jenner et al., 1991), pero alcanzan su maxima expresion en el
estro cuando también se desarrollan en el epitelio glandular y en el estroma caruncular
(Stevenson et al., 1994; Wathes y Hamon, 1993). Se encuentran en mayor proporcion en
el endometrio que en el miometrio, permanecen altos hasta el tercer y quinto dia
después del celo en el miometrio y endometrio respectivamente y vuelven a sus niveles
basales en endometrio al noveno dia del ciclo (Jenner et al., 1991). La disminucién de la
P4 es suficiente para iniciar la expresion de receptores endometriales de oxitocina, pero
la administracién de E2 en ese momento puede exacerbar ese efecto (Zhang et al.,
1992). Una vez que se produce la luteolisis y sobreviene la ovulacién hay una caida de
los receptores de P4 en las regiones mas préximas al epitelio luminal, pero se mantienen
constantes en el estroma compacto y glandulas superficiales e intermedia en las

glandulas profundas (Kimmins y MacLaren, 2001).

La presencia de los receptores de LH y su ARNm en el endometrio bovino aumentan
entre los 15 y 17 dias del ciclo (Freidman et al., 1995) aparentemente sin relacién con
el pico ovulatorio de LH que ocurre varios dias después. Esta hormona, al igual que la
FSH, induce un rdpido aumento de segundos mensajeros asociados con el incremento de
PGF2a en el endometrio y PGE> en el miometrio (Shemesh, 2001). Una vez que se
inicia el mecanismo luteolitico, la cantidad de receptores de LH declina, indicando que
la PGF2a agota los sitios de unién endometrial de gonadotrofinas en la fase folicular del
ciclo. Al contrario de lo que ocurre en endometrio, los receptores de LH en la vena
uterina aumentan en el proestro y participan en la luteolisis, porque incrementan el flujo
sanguineo en el sistema de contracorriente de la arteria uterina y vena ovdrica a través

de la PGE; y aumenta la cantidad de PGF2a que llega al CL (Shemesh, 2001).

La PGF2a se libera de manera pulsatil cuando existe un pulso generador, sefiales que
inicien cada episodio de secrecion y un utero receptivo que responda. Esta receptividad
incluye receptores para la sefial del pulso generador, un sistema de sefalizacion

intracelular y enzimas que participen en la movilizaciéon y metabolismo del 4cido
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araquidonico, que es el precursor para la sintesis de prostaglandinas (Silvia et al., 1991).
Alrededor de 5 pulsos de PGF2a en 24 horas son requeridos para producir la luteolisis
asociada a la ripida caida en la P4 plasmatica (Senger, 2003). El patrén pulsatil de
secrecion de PGF2a por el endometrio se genera a partir de la liberacién de oxitocina
neurohipofisaria en respuesta a una baja en la P4, y al aumento de los receptores y
niveles circulantes de E2 (McCracken et al., 1996). Los bajos niveles de prostaglandinas
secretados en respuesta a la oxitocina neurohipofisaria, “gatillan™ la liberacion adicional
de oxitocina por el CL que estimula una mayor liberaciéon de PGF2a, iniciando una
retroalimentacién positiva entre ambas para inducir la luteolisis. La alta concentracion
de oxitocina luteal y de PGF2a liberada en respuesta a esta, induce un transitorio efecto
refractario uterino a la oxitocina y Iuteal a la PGF2a, que bloquean esta
retroalimentacidn positiva por 6 a 8 horas y explican la frecuencia pulsétil de secrecion

de PGF2a (Silvia et al., 1991).

La PGF2a secretada por el endometrio ingresa a la vena uterina y por un mecanismo
vascular de intercambio en contracorriente pasa a la arteria ovdrica (Hixon y Hansel,
1974). De esta forma ejerce un efecto luteolitico directo sobre el CL antes de entrar a la
circulacién sistémica, porque se desnaturaliza en un 65% al pasar por la circulacion
pulmonar (Davis et al., 1985). La unién de la PGF2a a sus receptores en las células
endoteliales vasculares y luteales conduce a la elevacion del calcio intracelular y a la
activacidén de la protein kinasa C que inhibe la sintesis de P4 (Ishii y Sakamoto, 2001).
La regresion del CL es funcional y luego estructural (McCracken et al., 1981). La
concentracion de P4 plasmdtica disminuye significativamente a las 2 horas de inyectar
la PGF20, mientras que la reduccién del peso del CL se da a partir de las 12 horas
(Shirasuna et al., 2012). El cese en la produccion de PGF2a se produce cuando la P4
cae por debajo de 1,0 ng/mL, esto acarrea una disminucion en la actividad enzimatica y
el E2 ejerce un efecto inhibitorio sobre la enzima ciclooxigenasa 2 que interviene en la
sintesis de PGF2a (Xiao et al., 1998). Sin embargo, la PGF2a sigue siendo secretada en
varias series de pulsos de corta duracion durante 2-3 dias después de la luteolisis
(Kindahl et al., 1981). La apoptosis del CL esta mediada por macrofagos y otras células
del sistema inmune a través de la liberacion del factor de necrosis tumoral o y otras

citokinas (Benyo y Pate, 1992).
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En vacas prefiadas, el interferon tau (IFNt) actia de forma paracrina sobre el epitelio
luminal endometrial y glandular superficial, suprimiendo la transcripciéon de los
receptores de estradiol o y oxitocina (Spencer y Bazer, 1996). Es producido durante la
elongacion del conceptus y se encarga de inhibir el desarrollo del mecanismo luteolitico
endometrial en rumiantes (Spencer et al., 2004). En bovinos se secreta entre el dia 12 y
25 de gestacion, con un pico al dia 15-16 (Farin et al., 1990). En vacas prefiadas, al dia
16 se suprime la liberaciéon de PGF2a y la expresion de receptores de oxitocina en el
endometrio y al dia 18 la union de oxitocina a sus receptores es menor que en las vacas
ciclicas (Jenner et al., 1991). No obstante, el embrién tendria un efecto directo sobre el
patrén de expresion de receptores de estradiol a e indirecto sobre los de oxitocina
(Spencer et al., 2004). La presencia de receptores de P4 al dia 16 se limita al estroma,
miometrio y glandulas profundas (Robinson et al., 1999). La alta secreciéon de PGF2a
puede interferir en el reconocimiento de la prefiez e incrementar la mortalidad
embrionaria (Mann y Lamming, 1995). El IFNt produce inhibicién en la secrecién de
PGF2a debido a la creciente disponibilidad de acido linoleico en vacas prenadas, que
compite con el dcido araquidonico e inhibe la ciclooxigenasa 2 con la consecuente
disminucién en la producciéon de PGF2a (Thatcher et al., 1995). Otro mecanismo de
accién es cambiando la produccion de PGF2a a PGE: en el endometrio, por regular
negativamente las enzimas PGF sintasa y PGE 9 ketoreductasa (Asselin y Fortier,

2000).
1.2 Reinicio de actividad ovarica posparto en vacas lecheras

La reanudaciéon temprana de la actividad ovdrica posparto en rodeos lecheros es
importante para lograr un intervalo parto-primer servicio de 55 dias y un intervalo
parto-concepcion de 85 dias que permita alcanzar un intervalo entre partos de 365 dias.
El intervalo entre partos resulta de una variacion en los dias abiertos, consecuencia del
intervalo parto-primera ovulacion (Rhodes et al., 2003), tasa de concepcion a primer

servicio (Xu et al., 1997) y parto-concepcién (Dubuc et al., 2012).

El incremento en la concentracién de FSH entre los 3 y 5 dias posparto produce la
emergencia de la primera onda de crecimiento folicular (Beam y Butler, 1997; Crowe et
al., 1998). El primer FD en vacas lecheras se detecta en promedio a los 12 dias posparto,
este intervalo es mas corto en las paridas en otofio (7 dias) que en primavera (20 dias)

(Savio et al., 1990a). En vacas de razas para carne se observa entre los 10 y 15 dias
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dependiendo de la alta o baja condicion corporal (CC) al parto (Murphy et al., 1990;
Stagg et al., 1995). Este FD puede ovular, regresar y originar una nueva onda de
crecimiento folicular o convertirse en un quiste folicular por una falla en la ovulacién

(Beam y Butler, 1997).

La ovulacién del primer FD ocurre cuando el incremento en la concentracion de IGF-1 e
insulina mejoran la frecuencia pulsatil de LH produciendo un aumento suficiente de la
produccién de E2 para inducir el pico preovulatorio de LH (Butler, 1998; Crowe, 2008;
Rhodes et al., 2003). La frecuencia pulsatil de LH requerida para inducir la ovulacién es
un pulso por hora (Crowe, 2008). La pulsatilidad se incrementa de 2 a 3 pulsos cada 6
horas a 1 pulso/hora cuando la concentraciéon de E2 supera los 10 pg/mL coincidente
con el desarrollo del FD. Este aumento en la frecuencia pulsatil de LH se acompaiia de
una reduccion en la amplitud de los pulsos de 3-5 ng/mL a 2-3 ng/mL (Savio et al.,

1990a).

En vacas lecheras Holstein y Jersey sin restriccion alimentaria, la primera ovulacién se
produce, en promedio, a los 15 dias posparto (Crowe, 2008; Fonseca et al., 1983). Este
intervalo tiende a ser mas corto y menos variable en las vacas paridas en otofio que en
primavera (Savio et al., 1990a). En vacas de cria con buena CC al parto, la primera
ovulacién posparto se origina luego del desarrollo del FD de la tercera onda de
crecimiento folicular y ocurre en promedio a los 35 dias (Murphy et al., 1990), mientras
que en vacas en anestro con restriccion alimentaria se produce en promedio a la décima
onda folicular, con un intervalo parto-primera ovulacién mds largo en relacioén a vacas

sin restriccion energética (Stagg et al., 1995).

La primera ovulacion es silente en el 94 % de las vacas lecheras y en el 89 % de vacas
para carne (Murphy et al., 1990; Savio et al., 1990a; Staples et al., 1990). Esta es
seguida por un ciclo estral de corta duracién que promedia los 10 dias (Fonseca et al.,
1983; Staples et al., 1990). La causa seria una luteolisis temprana por una prematura
liberacion de PGF2a uterina originada por una baja concentracién de receptores de P4 y
un mayor nimero de receptores de E2 y oxitocina en las células endometriales, que
producen una retroalimentacion positiva entre la oxitocina y la PGF2a (Garverick et al.,
1992; Peter et al., 1989; Zollers et al., 1993). La proporcién de ciclos estrales cortos en

vacas lecheras es alrededor del 28 % (Savio et al., 1990b), mientras que en vacas para
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carne con cria varia del 78 al 82 % dependiendo de la alta o baja CC al parto (Murphy et
al., 1990; Stagg et al., 1995).

La vaca anovulatoria, durante las primeras 3 semanas posparto, se caracteriza por
ausencia de P4, baja concentracién de IGF-I y una disminucién en la frecuencia de
pulsos de LH que reduce la produccion de E2 (Beam y Butler, 1999; Rhodes et al.,
2002). La activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal por factores estresantes e
hipoglucemia, reduce la secrecion pulsatil de GnRH/LH vy limita el aporte de LH a los
foliculos, haciendo que crezcan mds lento y por lo tanto disminuya la produccién de E2
generando la atresia (Beam y Butler, 1999). Esto podria ser causado por una accién
directa de la GnRH sobre la produccion de sus propios receptores o indirectamente por
una menor secrecion de E2 que, a su vez, altera el equilibrio de los sistemas de control

de la liberacién de LH (Dobson y Smith, 2000).

El quiste folicular es una estructura dindmica, cominmente multiple, localizado en uno
0 ambos ovarios con un didmetro superior a 17 mm por mas de 6 dias, con pérdida de
tono uterino y ausencia de tejido luteal (Bartolome et al., 2005; Salvetti et al., 2007;
Silvia et al., 2002). Su prevalencia varia del 6 al 19 % y en el 66 % de los casos la
concentraciéon de P4 plasmdtica oscila entre 0,1 y 1,0 ng/mL. Esta concentracién
suprabasal de P4 origina una insensibilizacion del efecto estimulatorio del E2 sobre el
centro ciclico de GnRH del hipotdlamo que bloquea el pico preovulatorio de LH y la
ovulaciéon (Kim et al., 2003; Silvia et al., 2002). Por lo tanto, las vacas con quiste
folicular presentan un aumento en la frecuencia pulsitil de LH y un retraso en la

primera ovulacion posparto (Savio et al., 1990a).

El reinicio de la ciclicidad posparto en vacas lecheras varia entre establecimientos
(Santos et al., 2009), dependiendo del manejo sanitario y reproductivo adoptados por
cada uno (Lucy, 2001; Westwood et al., 2002). La longitud del periodo de seca, los
cambios en la CC, las patologias en el puerperio y el estado de salud en los primeros 30
dias en lactancia, son factores de riesgo que afectan el reinicio de la actividad ovdrica en
el posparto (Opsomer et al., 2000). El retraso de la primera ovulacién posparto es el
mayor impedimento para inseminar vacas después de finalizado el periodo de espera
voluntario (Rhodes et al., 2003). La presentacion de anestro se asocia con un retraso en
la inseminacion a celo detectado y una disminucién en la tasa de concepcion (TC)

(Walsh et al., 2007). Existe una asociacion positiva entre el inicio precoz de ciclicidad y
12
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la mejora en la TC (Villa-Godoy et al., 1988). El periodo de reinicio de la actividad
ovdrica se correlaciona positivamente con la pérdida de peso, la produccion de leche en
los primeros 30 dias de lactancia y el periodo para la involucién uterina e inversamente
con el consumo de nutrientes digestibles y proteina cruda, aunque las afecciones
puerperales también juegan un rol importante (El Din Zain et al., 1995). La primera
ovulacién en vacas con afecciones en el parto y posparto se retrasa 9 dias respecto a los
22 dias reportados en vacas con puerperio normal (El Din Zain et al., 1995; Fonseca et

al., 1983).

El 44 al 50 % de las vacas presenta un ciclo ovérico posparto normal entre los 45 y 60
dias en lactancia, mientras que el resto sufre un retraso en el reinicio de la ciclicidad
ovdérica posparto asociado principalmente a la CC y a sus cambios en el posparto
(Giimen et al., 2003; Shrestha et al., 2005). La incidencia de anestro varia del 20 al 40
% entre los 40 y 65 dias posparto (Cerri et al., 2004; Chebel et al., 2006; Santos et al.,
2009; Thatcher y Wilcox, 1973), alcanza el 50 % cuando la CC es < 2,25, pero
desciende al 20 % cuando la CC es de 2,75 (Cerri et al., 2009a; Chebel et al., 2006;
Giimen et al., 2003; Moreira et al., 2001; Santos et al., 2009). La pérdida de 1 punto o
mds de CC entre la tercera y novena semana posparto retrasa alrededor de 20 dias la
primera ovulacion, incrementa la proporcion de anestro (Santos et al., 2009; Shrestha et
al., 2005), extiende el intervalo a primer servicio y reduce la TC a primer servicio
(Domecq et al., 1997; Pryce et al., 2001). La incidencia de anovulacién es mayor en
primiparas que en multiparas, en vacas de menor produccién en los primeros 90 dias en
lactancia, en paridas en invierno y primavera en relacion a las de parto en otofio-verano
y en aquellas con una CC < 2,75 a la inseminacion (Santos et al., 2009). E1 79 % de las
vacas anovulatorias con foliculos de 9 a 14 mm presenta una CC < 2,50 entre los 47 y
60 dias posparto, mientras que en aquellas con foliculos de 15 a 24 mm o mayores a 25
mm la CC es de 2,75 (Giimen et al., 2003). En sistemas free stall y tie stall la
prevalencia de anovulacién a los 60 dias posparto es del 19,5 % con un rango del 5 al 45
% (Walsh et al., 2007), mientras que en sistemas pastoriles varia del 11 al 35 % (Rhodes
et al., 2003). La merma en la TC varia de un 6 % en las que pierden menos de un punto
de CC aun 15 % cuando la disminucién es mayor a 1 punto (Santos et al., 2009). Este
efecto se observa en multiparas, donde la prefiez se reduce cerca de un 12 % y se

extiende el intervalo a la concepcion. Por el contrario, en primiparas la TC a primer
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servicio es mayor que en multiparas, pero ésta no se diferencia entre las que mantienen

o ganan CC respecto a las que pierden en los 30 dias posparto (Middleton et al., 2019).
1.3 Patologias uterinas posparto y factores de riesgo asociados

La involucién uterina posparto implica la contraccidn fisica del miometrio, la necrosis y
el desprendimiento de las cartinculas seguido por la regeneracion del endometrio.
Después de la pérdida del alantocorién, se produce la necrosis de las cartinculas uterinas
que se eliminan 12 dias después del parto. Inicialmente, se produce la regeneracion del
endometrio en las dreas intercarunculares seguido por el crecimiento centripeto de las
células sobre la carincula. La regeneracion epitelial se completa alrededor de los 25
dias después del parto, pero en las capas mas profundas de los tejidos finaliza entre la

sexta y octava semana posparto (Sheldon et al., 2008).

El intervalo a la normal involucidn uterina se correlaciona positivamente con la edad, la
produccion lactea y el nimero de partos y de forma inversa con el total de nutrientes
digeribles (El Din Zain et al., 1995). El cérvix involuciona mds rdpido que el ttero
(LeBlanc et al., 2002a). En vacas Holstein, primiparas y multiparas, ocurre en promedio
a los 31 dias posparto. Sin embargo, la involucién de los cuernos uterinos al estado pre
gestacional se retrasa 12 dias en primiparas y en consecuencia, la primera ovulacién
ocurre 10 dias después que en multiparas, pero el tamafio del foliculo ovulatorio, la
méaxima concentracién de E2 previo a la ovulacién y el intervalo entre la primera y
segunda ovulaciéon es similar en ambas (Zhang et al., 2010). La involucién uterina
ocurre en el 80 % de los casos antes de los 35 dias y en el 20 % restante después de los

36 dias en lactancia (EI Din Zain et al., 1995).

En rodeos de alta produccioén, la incidencia de patologias en el parto y posparto con la
consecuente reduccion de la fertilidad, varia entre los diferentes sistemas de produccion,
nimeros de lactancias y épocas de partos y estaria asociado en mayor proporcion a
problemas de manejo (Grohn y Rajala-Schultz, 2000). Su aparicién se acompaiia de una
disminucién en la produccién lactea (Chapinal et al., 2012a; Middleton et al., 2019),
este efecto es mas pronunciado en primiparas que multiparas (Chebel et al., 2004).
Existe un efecto raza en la tasa de descarte general por muerte y/o venta, en vacas

Holstein es mayor en sistemas confinados que pastoriles, mientras que en la raza Jersey
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el porcentaje de descarte no difiere entre ambos tipos de sistemas (Washburn et al.,

2002b).

La hipocalcemia subclinica seguida por la endometritis clinica y la mastitis son los
desordenes posparto mds comunes en sistemas pastoriles, pero su presentacion difiere
entre razas (Ribeiro et al., 2013). Las concentraciones sanguineas de calcio y 4cidos
grasos no esterificados (NEFA) se correlacionan negativamente y ambas estdn asociadas
con la presentacion de afecciones uterinas posparto (Ribeiro et al., 2013). La
prevalencia de hipocalcemia subclinica al parto o en los 3 primeros dias posparto se
incrementa con el nimero de lactancias y puede alcanzar el 50 % (Reinhardt et al.,
2011; Scandolo et al., 2016). Su presentacion estd asociada a una disminucién en la
concentracion sérica de neutréfilos y a un aumento del riesgo de presentaciéon de

metritis puerperal (Martinez et al., 2012).

La metritis puerperal involucra la inflamaciéon del endometrio, la submucosa y la
muscular (BonDurant, 1999). Se define como una descarga uterina fétida, marrén rojiza
y acuosa con un Utero anormalmente agrandado, de pared engrosada y aténico al tacto
rectal y signos de enfermedad sistémica como inapetencia/anorexia, disminucién de la
produccién de leche y pirexia con mds de 39,5 °C (Sheldon et al., 2006). Alrededor del
42 % de las vacas con metritis puerperal presenta una temperatura rectal superior a 39,5
°C al momento del diagndstico, mientras que en el 58 % restante la fiebre puede estar
ausente (Benzaquen et al., 2007). El parto de mellizos, la distocia, la cesédrea, la higiene
durante las maniobras obstétricas, la retencién de placenta, la hipocalcemia, la cetosis y
el desplazamiento de abomaso son factores que pueden favorecer el establecimiento de
una infeccién uterina y desencadenar una metritis en los primeros 10 dias posparto
(Sheldon y Dobson, 2004). La incidencia en vacas lecheras varia del 18,5 (Drillich et
al.,, 2001) al 40 % entre los 5 y 14 dias posparto (Markusfeld, 1987) pero puede
diagnosticarse hasta los 21 dias en lactancia (Sheldon et al., 2006). En este periodo, un
utero aumentado de tamafio con una secrecion purulenta en vagina sin signos sistémicos

puede clasificarse como una metritis clinica (Sheldon et al., 2006).

La endometritis clinica se define como la inflamacién del endometrio con una descarga
purulenta/mucopurulenta con olor o un didmetro cervical mayor a 7,5 cm sin signos
sistémicos después de los 26 dias posparto (LeBlanc et al., 2002a). La incidencia varia

del 10 al 20 %, pero alrededor del 75 % cura espontidneamente antes de las 4 semanas
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posparto (Gautam et al., 2010; LeBlanc et al., 2002b). El riesgo de exposicion se
incrementa un 50 % en vacas de 3 o mds partos respecto a las de primera o segunda
lactancia y su presentacion se asocia al parto de mellizos, la retencién de placenta y la
metritis (LeBlanc et al., 2002a). El score de endometritis clinica es un indicador
veterinario de presencia y crecimiento de bacterias patdgenas que contaminan el lumen
del ttero en el posparto y sirve como prondstico del tratamiento utilizado (Sheldon y
Noakes, 1998). La tasa de curacién dentro de las 2 semanas del tratamiento es del 44 %
cuando la descarga vaginal es purulenta con olor fétido, pero llega al 78 % si el mucus
solo tiene fléculos de pus (Sheldon y Dobson, 2004). La presentacion de endometritis
clinica después de los 27 dias en lactancia reduce un 31 % la TC a primer servicio, un
20 % la tasa de prefiez (TP) y extiende 32 dias los dias abiertos, mientras que la
descarga de mucus claro con floculos de pus no se relaciona con una reduccién en la

fertilidad (LeBlanc et al., 2002a).

Cuando la actividad ovdrica se reinicia antes de la eliminaciéon de la contaminacion
bacteriana se predispone al establecimiento de una piometra (Olson et al., 1984), que
cursa sin manifestaciones clinicas salvo la anovulacion con extension de la fase luteal.
Los partos distdcicos, la retencion de membranas fetales, la metritis y una descarga
vaginal anormal son factores de riesgo que incrementan el riesgo de presentacion de

piometra en vacas multiparas (Opsomer et al., 2000).

Los agentes patégenos cominmente asociados a estas infecciones clinicas no afectan la
concentracion plasmdtica de FSH ni la emergencia de la primera onda folicular, pero el
FD crece mads lento, es de menor didmetro y secreta menos cantidad de E2 entre los 15 y
16 dias posparto, debido a una disminucidn en la concentracion de LH que afecta la tasa
de crecimiento folicular y la secreciéon de E2 después de la seleccion folicular (Sheldon
et al., 2002). Las endotoxinas liberadas por los microorganismos generan un pico de
cortisol, interrumpen el pico preovulatorio de E2 y retrasan o bloquean los pulsos y
amplitud de la LH previo al celo, haciendo que el préximo ciclo sea mds corto con
niveles de P4 compatibles con una fase luteal corta (Battaglia et al., 2000). Las
endotoxinas pueden suprimir la liberacion pulsétil de LH a través de las citoquinas,
impedir el pico de LH a nivel neuroenddcrino, inhibir la secreciéon pulsatil de GnRH

directamente a nivel hipotaldmico o ejercer un efecto supresivo directo a nivel ovdrico,
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que perjudica el crecimiento folicular y/o inhibe la secreciéon de E2 en respuesta al

estimulo gonadotrépico (Battaglia et al., 2000).

El parto de mellizos aumenta la posibilidad de presentaciéon de distocia y
desplazamiento de abomaso (Correa et al., 1993; Middleton et al., 2019). La
probabilidad de partos distécicos es mayor en primiparas, mientras que la retencion de
membranas fetales, la metritis y los quistes ovaricos son mas comunes en multiparas
(Grohn et al., 1990; Opsomer et al., 2000). La distocia y el aborto se asocian a la
retencion de membranas fetales y a la presentacion de metritis (Correa et al., 1993;
Grohn y Rajala-Schultz, 2000). La distocia y la metritis aumentan el riesgo de descarte
al momento de su presentacion o al final de la lactancia (Grohn y Rajala-Schultz, 2000).
Las vacas de mayor produccién en lactancias previas presentan mayor probabilidad de
retencion de placenta, celo silente, metritis, quistes ovaricos y otros trastornos posparto
en comparacion a las de menor produccién (Grohn et al., 1995). El riesgo de metritis,
celo silente y quiste ovérico es mayor en vacas paridas en invierno que en verano

(Grohn y Rajala-Schultz, 2000).

En vacas lecheras primiparas y multiparas existe relaciéon entre la presentacion de
afecciones en el posparto y la pérdida de CC; animales que paren mellizos, padecen
retencion de membranas fetales, cetosis, desplazamiento de abomaso o metritis tienen
mayor posibilidad de perder CC en el posparto (Middleton et al., 2019). La diferencia
en CC de vacas Jersey en sistemas pastoriles o confinamiento es menos marcada que en
Holstein, esto podria atribuirse al mayor consumo de energia de las Jersey en relacién a

su tamafio corporal y a la produccion de leche (Washburn et al., 2002b).

La presentacién de mastitis, laminitis, neumonia o de cetosis clinica en el primer mes
posparto también se asocian a un retraso en el reinicio de la actividad ovdrica posparto,
debido a una reduccién en el consumo de materia seca y al consecuente incremento en
el balance energético negativo (BEN) con pérdida de CC (Opsomer et al., 2000). Los
partos distécicos, de mellizos, la cetosis subclinica en la primer semana posparto y el
desplazamiento de abomaso aumentan el riesgo de anovulacién y extienden 30 dias el
intervalo parto-concepcion (Walsh et al., 2007). La prevalencia de mellizos, mastitis (22
%) y cetosis subclinica (40,1 %) es mayor en vacas Holstein que en vacas cruzas

Holstein*Jersey o Jersey (Ribeiro et al., 2013).
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La metritis, los problemas respiratorios y digestivos, la hipocalcemia y la elevada
concentracion de NEFA se asocian negativamente con el porcentaje de vacas ciclicas a
los 49 dias posparto e incrementan un 8,6 % el porcentaje de anovulacién en vacas
Holstein respecto a las cruzas Holstein*Jersey, sin encontrarse diferencias de las Jersey
respecto a las 2 anteriores (Ribeiro et al., 2013). La hipocalcemia, los quistes ovaricos y
la laminitis causan estrés, aumentan los dias a primer servicio, el nimero de servicios y

reducen la concepcién (Dobson y Smith, 2000).

La TC se reduce alrededor de un 15 % en vacas que tuvieron retencién de placenta o
metritis, un 21 % si desarrollaron quistes ovéricos y un 8 % en vacas de mds de 3 partos
que presentaron afecciones posparto (Chebel et al., 2004; Grohn y Rajala-Schultz,
2000). Por el contrario, la probabilidad de concepcién se incrementa 2,25 veces si no
tuvieron hipocalcemia y 1,2 veces si no presentaron retencion de membranas fetales

(Chebel et al., 2004).
1.4 Balance energético negativo y su relacion con la fisiologia reproductiva

El BEN resulta de un desequilibrio temporario entre el consumo de materia seca y el
incremento de los requerimientos energéticos al inicio de la lactancia, se caracteriza por
la movilizacién de lipidos y proteinas de reserva para hacer frente a esa mayor demanda
de nutrientes (Sejrsen y Neimann-Sorensen, 1982). El balance energético se calcula
restando a la energia neta de ingestiéon la energia requerida para mantenimiento y
produccién. En general comienza pocos dias antes del parto, llega a su nadir entre los 10
a 12 dias posparto y se hace cero o positivo alrededor de los 80 dias en primiparas y/o
multiparas (Butler y Smith, 1989; Canfield y Butler, 1990; Villa-Godoy et al., 1988). Su
severidad y duracién se relaciona con el consumo de materia seca, su tasa de aumento
en las primeras 6 semanas posparto, la CC al parto, el mérito genético y en menor
medida con la produccién de leche (Beam y Butler, 1997; Staples et al., 1990; Villa-
Godoy et al., 1988). Un severo BEN podria demorar la normal recuperacion uterina
posparto debido a un mayor proceso inflamatorio que retrasa la eliminacion de los

patégenos puerperales (Wathes et al., 2007).

Los NEFA pueden ser oxidados a dioxido de carbono para producir energia, oxidarse
parcialmente a acetato y cuerpos ceténicos para ser transportados y utilizados o pueden

esterificarse a triglicéridos y almacenarse en el higado. El aumento en las
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concentraciones plasmaticas de NEFA comienza a los 10 dias preparto, alcanza su
maximo nivel en el parto y luego descienden pero permanecen en concentraciones mas
elevadas que las reportadas previo al parto (Grummer, 1995). Una concentracion de
NEFA superior a 600 mEqg/L en la primera semana posparto se relaciona a una mayor

pérdida de peso en las primeras 3 semanas en lactancia (Carvalho et al., 2014).

En primiparas y multiparas, las concentraciones de NEFA y acido B hidroxibutirato
(BHBA) se correlacionan de forma positiva desde una semana preparto hasta la cuarta
semana posparto. A partir de este momento, el nivel de NEFA comienza a descender
mientras que las concentraciones de BHBA contindan aumentando hasta la sexta
semana. En vacas primiparas, la relacion positiva entre NEFA y BHBA se establece
antes del parto, sugiriendo que la movilizacién de tejidos comienza una semana previa
al parto y el intervalo a la primera ovulacion se relaciona con bajos niveles de BHBA en
el preparto y con una alta concentracion de los mismos 2 semanas después, como
también a elevadas concentraciones circulantes de NEFA y una baja CC. Por el
contrario, el intervalo a la primera ovulaciéon en multiparas estaria relacionado a una alta
concentracion de leptina en el preparto, a un mayor pico de producciéon y a una baja CC

en el posparto (Wathes et al., 2007).

La determinacién de las concentraciones de NEFA y BHBA en el preparto y posparto
son dutiles para cuantificar la magnitud del BEN y determinar su asociacién con la
presentaciéon de patologias posparto en los primeros 30 dias en lactancia. Una
concentraciéon de NEFA superior a 0,27 mEq/L en los 14 dias previos al parto y mayor a
0,57 mEq/L en las primeras 2 semanas en lactancia con niveles de BHBA por encima de
10 mg/dL, se asocia a un incremento del riesgo de presentacion de desplazamiento de
abomaso, cetosis clinica, retenciéon de membranas fetales y/o metritis, reduccioén en la
produccion de leche y en la TP en los primeros 21 dias luego de finalizado el periodo de
espera voluntario (Ospina et al., 2010a, ¢). La TC disminuye entre el 13 y 19 % en los
70 dias posteriores a finalizado el periodo de espera voluntario, cuando la concentracién
de NEFA y BHBA en el preparto y posparto superan los valores de referencia indicados
y este efecto es mas marcado en multiparas (Ospina et al., 2010b). El incremento sérico
de BHBA en la semana previa a la fecha estimada de parto también se relaciona con una
reduccion en la produccién lictea al inicio de la lactancia (Chapinal et al., 2012a;

Chapinal et al., 2012b).
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Un intervalo menor a 71 dias entre el secado y la fecha estimada de parto no estaria
asociado a un retraso en el reinicio de la ciclicidad posparto (Walsh et al., 2007). Sin
embargo, cuando este intervalo es mayor a 77 dias se reporta un retraso en el reinicio de
la actividad ovdrica posparto debido a un prolongado proceso anabdlico preparto, una
elevada CC al parto y un mayor descenso de la misma en los primeros 60 dias en

lactancia (Opsomer et al., 2000) causado por una disminucién en el consumo.

El consumo de materia seca y energia comienza a declinar 3 semanas antes del parto
pero el mayor descenso ocurre en la dltima semana de gestaciéon (Grummer, 1995). En
la primera semana posparto es menor al 2 % del peso vivo y luego comienza a aumentar
hasta llegar al 3 % del peso vivo. Este nivel de ingestién se alcanza a los 25 dias en
vacas que comienzan a ciclar antes de los 60 dias posparto o se retrasa hasta los 40 dias
en lactancia en animales que permanecen en anestro por un periodo de tiempo mayor

(Staples et al., 1990).

La leptina es una hormona cuya concentracion cae al final de la gestacion y se mantiene
en bajos niveles después del parto, provocando una merma en el consumo voluntario
que disminuye la CC incluso cuando el balance energético ha mejorado. Esto ocurre
sobre todo en multiparas cuyo pico de produccién lactea es mayor y la CC se mantiene
baja por mds tiempo atrasando el intervalo a la primera ovulacién (Ingvartsen y
Boisclair, 2001). Del mismo modo, cuando se relaciona la produccién en los primeros
90 dias con el reinicio de ciclicidad, se observa que las vacas del menor cuartil de
produccién presentan menos posibilidad de ciclar respecto a las de los 3 cuartiles

mayores (Santos et al., 2009; Staples et al., 1990).

Los cambios en la CC se correlacionan positivamente con el balance energético, por lo
que su medicién rutinaria en el posparto puede servir como un indicador indirecto del
mismo (Ferguson, 1996). Un largo intervalo entre partos se asocia a un aumento de la
CC al parto y a mayor pérdida de CC en los primeros 30 dias en lactancia (Pryce et al.,
2001). Este efecto es mds manifiesto en primiparas y se relaciona con la produccion
lactea en ese periodo, donde vacas con mayor pico de produccién sufren mayor pérdida
de CC, lo mismo que sucede con los animales que paren en épocas con estrés térmico

(Middleton et al., 2019) o reciben dietas bajas en concentrados (Pryce et al., 2001).
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Las concentraciones plasmdticas de nitrégeno ureico y proteinas totales no se relacionan
con el reinicio de ciclicidad posparto en las vacas lecheras (Butler, 1998). Por el
contrario, el consumo de materia seca, los niveles de IGF-I y de BHBA, forma
predominante de cuerpos ceténicos en sangre cuya concentracion constituye un indice
de oxidacion de los dacidos grasos, parecen ser mejores indicadores del estado
metabolico que la concentracion de NEFA y de glucosa (Pushpakumara et al., 2003). Si
bien las vacas que ovulan después de los 45 dias posparto presentan concentraciones de
NEFA numéricamente mds elevadas entre las 3 y 5 semanas debido a una mayor
movilizacion de reservas, estas no difieren significativamente de las reportadas en vacas

que comienzan a ciclar antes de ese periodo (Shrestha et al., 2005).

La falta de un adecuado manejo en el preparto produce altas concentraciones circulantes
de NEFA y niveles minimos de glucosa, insulina e IGF-I en la primera semana posparto
(Beam y Butler, 1997; Pushpakumara et al., 2003). Los bajos niveles de IGF-I e insulina
junto a las elevadas concentraciones de BHBA se asocian a una disminucién en el
consumo de materia seca, una baja en la CC y un aumento en la pérdida de peso que
afectan el desarrollo folicular, el reinicio de la actividad ovdrica posparto y la

concepcion (Pushpakumara et al., 2003; Staples et al., 1990).

En los primeros 30 dias posparto, los niveles de NEFA se correlacionan negativamente
con los niveles de insulina y el balance energético diario, mientras que la insulina se
correlaciona de forma positiva con la glucosa plasmdtica y, en menor medida, con el
balance energético. Por su parte, la hormona del crecimiento se correlaciona

negativamente con la concentracién de glucosa e insulina (Beam y Butler, 1997).

La insulina se mantiene baja en el preparto, asciende en el parto y luego vuelve a
descender debido a una mayor demanda de glucosa para la produccién de leche, su
concentracion estd directamente correlacionada con el consumo de materia seca por lo
que la glucosa disminuye hasta los 15 dias posparto (Kawashima et al., 2012). Esta
disminucion en la concentraciéon circulante de insulina en la gestacion tardia se
acompana de un incremento en los niveles plasméticos de la hormona del crecimiento,
que alcanza su maximo nivel en el parto para estimular la lip6lisis y la movilizacién
grasa (Wathes et al., 2007). Sin embargo, durante el BEN en la lactancia temprana, el
higado se vuelve resistente a la hormona del crecimiento haciendo que los receptores de

esta hormona disminuyen y en consecuencia se inhiba la accién estimulante de esta
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hormona sobre la sintesis de IGF-I (Lucy et al., 2001). Por lo tanto, los niveles
plasméticos de IGF-I decrecen entre los 21 dias preparto y las 3 semanas posparto a
pesar del incremento en la hormona del crecimiento (Kawashima et al., 2007;
Kawashima et al., 2012). La disminucion de la leptina en el parto también se asocia a un
incremento en las concentraciones de la hormona del crecimiento y a un descenso en

los niveles plasmaticos de insulina e IGF-I (Block et al., 2003).

El aumento de la concentracién de FSH entre los 3 a 5 dias posparto produce la
emergencia, el reclutamiento y la seleccion de la primera onda folicular a pesar de la
existencia del BEN. Sin embargo, la primera ovulaciéon puede retrasarse por una
disminucién en la concentracion de IGF-I, el descenso del pico de E2 y la supresion de
la secrecion pulsétil de LH con la reduccién de la sensibilidad ovarica al estimulo de LH
(Beam y Butler, 1997). La liberacion de B endorfinas en la lactancia temprana estimula
el apetito y el consumo, pero inhibe la secrecidon hipotaldmica de GnRH, la liberacién
hipofisiaria de LH o ambas. La liberaciéon de GnRH y, en consecuencia la secrecion
pulsatil de LH, también pueden disminuir por la baja concentracién de insulina y la
circulacién de cuerpos ceténicos producto de la movilizaciéon grasa (Butler y Smith,
1989). Por lo tanto, la frecuencia de pulsos de LH es significativamente menor en vacas
que desarrollan un FD no ovulatorio respecto a aquellas en las cuales el crecimiento
folicular es seguido por la ovulacion debido a la disminucién en la ingestion de energia
(Beam y Butler, 1997) o por la presencia del ternero, el reflejo de succién y sus
estimulos relacionados en vacas de cria (Butler y Smith, 1989). La secrecion pulsatil de
LH es de baja frecuencia y alta amplitud hasta alcanzar el nadir del balance energético,
después se incrementa la frecuencia pulsatil y la concentraciéon media de LH, lo que

determina el intervalo a la primera ovulacién (Canfield y Butler, 1990) (Figura 2).

Los dias al nadir del BEN estan relacionados con los dias a la primera ovulacién que
ocurre, en promedio, a los 30 dias postparto, con un rango de 7 a 42 dias cuando el
balance es todavia negativo pero se aproxima a cero (Butler y Smith, 1989; Staples et
al., 1990). La capacidad del FD para producir suficiente E2 y ovular depende de la
disponibilidad de insulina e IGF-I (Beam y Butler, 1999). Esta situacion se asocia a una
mejor CC en relacion a las anovulatorias, a mayores niveles de glucosa con un
incremento en las concentraciones de IGF-I previo al pico de E2 y a un aumento en los

niveles de insulina durante y después del pico de E2 que garantizan la maduracién del
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FD para ovular (Kawashima et al., 2007). El IGF-I actua en sinergismo con la FSH en la
etapa de maduracidn folicular, amplificando la sefial enddcrina de la FSH para estimular
la esteroidogénesis y la proliferacion de las células de la teca (Spicer y Stewart, 1996) y
de la granulosa (Spicer et al., 1993). La concentraciéon plasmatica de IGF-I esta
directamente relacionada a la produccién de E2 folicular, por lo que el crecimiento
folicular se ve afectado durante el BEN (Butler, 2000). La incorporacién de niveles
moderados de grasa en la dieta posparto es una alternativa que puede utilizarse para
incrementar los niveles plasmaticos de IGF-I y con ello la produccion de E2 por parte
del FD (Beam y Butler, 1997). Por su parte la insulina ejerce un efecto similar al IGF-I
sobre la esteroidogénesis, pero ademads, facilita la mitosis y la diferenciacién celular
(Spicer et al., 1993). Esto demuestra que el IGF-I y la insulina son ‘“sefiales
metabdlicas” esenciales para la reanudacién de la funcién ovdrica posparto en vacas
lecheras de alta produccién (Kawashima et al., 2007). En vacas que ovulan el primer
FD, la misma ocurre en promedio a los 17 dias posparto, como consecuencia de un pico
de E2 que comienza a los 16 dias posparto y desencadena el pico preovulatorio de LH

entre 14 y 28 horas después (Kawashima et al., 2007) (Figura 2).
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Figura 2: Esquema de desarrollo del FD de la primera onda folicular durante el posparto en
vacas lecheras, su relacion con las hormonas reproductivas y el balance energético. El foliculo
de la primer onda folicular puede ovular o atresiarse. La frecuencia pulsatil de LH depende de
los dias al nadir del balance energético negativo y en menor medida de la severidad del mismo.
Las flechas hacia arriba indican el incremento en la concentraciéon de IGF-I e insulina que
inducen una mayor respuesta a la LH y un aumento en la produccién de E2 por el FD (Adaptado
de: Butler, 2000).
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La duracién de la fase luteal no varia en los primeros ciclos posparto, no se asocia al
balance energético ni al consumo de materia seca. En el primer ciclo estral los niveles
plasméticos de P4 no se afectan por la magnitud del balance energético debido a la
limitada funcionalidad del CL (Staples et al., 1990; Villa-Godoy et al., 1988). En
cambio, durante el segundo y tercer ciclo, vacas con un nadir més intenso al BEN (3,1 a
6 Mcal) y més temprano en el posparto, alcanzan una menor concentraciéon de P4
plasmdtica respecto a los animales con un menor BEN en los primeros 9 dias en
lactancia. Esto es consecuencia de un CL de igual duracién pero con una menor funcién
luteal debido a una menor actividad secretora, a un menor desarrollo luteal o a una

combinacion de ambas (Villa-Godoy et al., 1988).

1.5 Cambios en la eficiencia reproductiva y su asociacion con la aparicion de los

protocolos de sincronizacion de celo y ovulacion

A mediados la década del 80 se observo un aumento en los dias a primer servicio, en los
dias abiertos y en la cantidad de servicios por concepcién en rodeos Holstein y Jersey
(Lucy, 2001; Washburn et al.,, 2002a). La TC pasé del 52-53 % a un 33-35 %
(Washburn et al., 2002a). En los tultimos 20 afios el aumento de tamafio de las
explotaciones lecheras y de la produccién de leche por vaca redujo la tasa de deteccion
de celo (TDC) a menos del 50 % (Senger, 1994; Washburn et al., 2002a). La duracién
del estro se redujo de 14 horas aproximadamente en vacas con una produccién de 25 a
30 L/dia a menos de 6 horas en aquellas que producen mds de 40 L/dia (Lopez et al.,
2004). Esta diferencia de horas podria estar asociada a disminuciones en las
concentraciones séricas de E2 durante el proestro y a una rdpida caida de su
concentracion luego del pico preovulatorio de LH en las vacas de mayor produccion,

debido a un mayor metabolismo hepatico (Wiltbank et al., 2006).

Para mejorar la TDC y optimizar la mano de obra, se desarrollaron métodos
complementarios de diferentes costos, exactitud y precision tales como pinturas, tizas,
dispositivos laminares y Kamar® que se colocan en la base de la cola para identificar la
hembra en celo, como también otros sistemas de mayor complejidad como los

poddémetros y collares (Crowe et al., 2018).

En consecuencia, esta disminucién en la TC y en la TDC motivé a cambios en el

manejo reproductivo de las explotaciones lecheras tendientes a mejorar su eficiencia.
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Parte de estos cambios iniciales consistieron en la aparicion de los protocolos para
sincronizar celos en animales ciclicos con CL, basados en la aplicaciéon de una dosis de
PGF2a (Lauderdale et al., 1974) o dos dosis a intervalo de 11 a 14 dias (Roche, 1976),
hasta protocolos de sincronizacién de la ovulacion que combinan diferentes hormonas
reproductivas prescindiendo de la deteccion de celo (Pursley et al., 1995; Vasconcelos

et al., 1999).

Los protocolos de sincronizacion de la ovulacién debieran cumplir las siguientes
premisas bdsicas: atresia u ovulacién del FD con el reinicio de una nueva onda folicular,
que ese crecimiento folicular ocurra en presencia de elevadas concentraciones de P4
plasmidtica, que se produzca una adecuada luteolisis y que la inseminacién a tiempo fijo
(IATF) se realice alrededor del momento de la ovulacién del FD. Estos programas de
IATF se basan en la utilizacién de un dispositivo intravaginal (DI) impregnado con P4,
GnRH, benzoato de estradiol (BE), cipionato de estradiol (CE) y PGF2a. La normativa
vigente en Estados Unidos y Canada solo permite utilizar los DI, la GnRH y la PGF2a
(Bisinotto et al., 2015b) mientras que en paises sudamericanos, Nueva Zelanda y
Australia se autoriza, ademads, el uso de diferentes sales de E2 como el benzoato y el

cipionato (Souza et al., 2005).
1.6 Sincronizacion de celos con PGF2o

El uso de PGF2a para sincronizar celo requiere la presencia de un CL en uno de los
ovarios y de personal capacitado para detectar celo (Kaneda et al., 1981). La expresion
de celo y ovulacién ocurre dentro de los 7 dias posteriores a su aplicacion en el 50 % de
las hembras tratadas, donde el 88 % de las vacas que manifiestan celo lo hacen entre el
segundo y cuarto dia con un pico de respuesta al dia 3 (Lauderdale et al., 1974). La
variacién en el tiempo de ovulacion depende de la etapa de crecimiento en que se
encuentre el FPO al inyectar la PGF2a; cuando el FD estd desarrollado y es funcional,
el intervalo a la expresion de celo es menor en comparacion a cuando se encuentra en
etapas tempranas de desarrollo (Stevenson et al., 1984). Con la aplicacion de dos dosis
de PGF2a a intervalos de 13 dias, la proporcion de hembras que entran en celo se
incrementa al 80 % (Xu et al., 1997). El estado del ciclo estral en que es aplicada la
PGF2a afecta el porcentaje de animales que manifiestan celo y la concepcién; vacas que
se encuentran entre el dia 5 y 9 del ciclo (etapa temprana) responden en menor

proporcién con una menor concepcion en relacion a aquellas que se encuentran entre el
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dia 10 a 13 (etapa media) o entre el dia 14 a 19 (etapa tardia) (Xu et al., 1997). Es asi
que, el efecto luteolitico de la PGF2a no solo varia con la etapa del ciclo estral en que es
aplicada, sino que también requiere de personal capacitado para una correcta deteccidon
de celo (Kaneda et al., 1981) y no puede ser utilizada en vacas en anestro o ciclando sin
CL susceptible (Roche, 1976). Esta situacion dio lugar al desarrollo de protocolos de

sincronizacién de la ovulacién para prescindir de la deteccion de celos.
1.7 Protocolos de sincronizaciéon de la ovulacion

El control coordinado del desarrollo folicular en vacas lecheras es critico para lograr
una ovulacién sincronizada que se vea reflejada en una mayor TC (Bello et al., 2006).
Existen dos tipos de protocolos de sincronizacion de la ovulacién que son utilizados con
mayor frecuencia en los establecimientos lecheros; uno denominado Ovsynch, que
combina GnRH y PGF2a (Pursley et al., 1995), utilizado principalmente en el norte de
América (Caraviello et al., 2006) y los que utilizan una combinacién de estrégenos, DI
de P4 y PGF2a que se emplean en paises sudamericanos (Baruselli et al., 2012; B6 et
al., 2013; Bo et al., 2005). Independientemente del protocolo utilizado, existen etapas
criticas comunes que deben ser consideradas y optimizadas en ambos protocolos; la
emergencia sincronica de un FD (Bello et al., 2006; Melo et al., 2018; Vasconcelos et
al., 1999) en presencia de elevadas concentraciones de P4 (Bisinotto et al., 2015b;
Bisinotto et al., 2013), una adecuada luteolisis del CL previo a la inseminacion (Barletta
et al., 2018; Fricke et al., 2016; Santos et al., 2010), que el FPO alcance un tamafio
adecuado a la inseminacién (Pereira et al., 2013a) y que la tasa de ovulacién sea elevada

(Bello et al., 2006).
1.7.1 Protocolo Ovsynch

El protocolo Ovsynch fue el primer tratamiento de sincronizacién de ovulacion que
empled el uso combinado de GnRH y PGF2a en vacas lecheras, permitiendo inseminar
a tiempo fijo, eliminando la necesidad de detectar celo (Pursley et al., 1995). Consiste
en una primera inyeccion intramuscular de 100 ug de GnRH al dia 0, seguido por la
administracion de 25 mg de PGF2a al dia 7. A las 48 horas se aplica una segunda dosis
de 100 pug de GnRH y a las 24 horas posteriores se realiza la IATF (Pursley et al.,
1995). Las diferentes investigaciones realizadas, permitieron dilucidar la fisiologia

hormonal del protocolo (Bello et al., 2006; Bisinotto et al., 2013; Vasconcelos et al.,
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1999) adoptando las mejores estrategias para optimizar la concepcion (Barletta et al.,
2018; Bisinotto et al., 2015a; Herlihy et al., 2012a; Kawate et al., 2004; Santos et al.,
2010). El Ovsynch 56 es una alternativa del tratamiento original en el cual la segunda
GnRH se aplica a las 56 horas posteriores a la PGF2a y se insemina a tiempo fijo 16

horas después (Brusveen et al., 2008).

Las premisas que debiera cumplir el Ovsynch se basan en: a) inducir la ovulacién del
FD y la formacién de un CL con la GnRH inicial (Giordano et al., 2013; Pursley et al.,
1995), b) garantizar el reinicio y crecimiento de un foliculo en presencia de adecuados
niveles de P4 por un CL funcional (Stevenson, 2016), ¢) inducir una luteolisis completa
en respuesta a la PGF2a (Brusveen et al., 2009), y d) provocar la ovulacién del FPO en

respuesta a segunda GnRH (Pursley et al., 1998; Stevenson, 2016).
1.7.1.1 Respuesta ovulatoria a la primera GnRH del protocolo Ovsynch

El objetivo de la primera GnRH es inducir la ovulacién del FD ovaérico al inicio del
tratamiento (Macmillan y Thatcher, 1991; Pursley et al., 1995). Una elevada tasa
ovulatoria inicial permitiria lograr una mayor concentracion de P4 al momento de la
PGF2a, generaria un FPO de menor tamaiio, evitaria ovulaciones anticipadas antes de la
segunda GnRH e incrementaria la tasa de sincronizacién y de prefiez (Vasconcelos et
al., 1999). La inyecciéon de GnRH en presencia de un foliculo mayor a 10 mm produce
una concentracién maxima de LH cercana a los 20 ng/mL a las 2 horas de su aplicacién
(McDougall et al., 1995; Picard-Hagen et al., 2015), que desencadena la ovulacién
luego de 24 a 32 horas (Pursley et al., 1995). Esto produce la emergencia de una nueva
onda folicular en promedio a los 2,5 dias con un rango de 2 a 4 dias (Pursley et al.,
1995). En vacas ciclicas, la falta de sincronizacién folicular y/o luteal durante el
Ovsynch incrementa el porcentaje de animales que expresan celo antes de los 17 dias de

la IATF y reduce la concepcién (Cordoba y Fricke, 2002).

El estado de desarrollo de la onda folicular al comienzo del protocolo influye en la
respuesta a la primera GnRH (Bello et al., 2006). La respuesta ovulatoria en vacas
lecheras es en promedio del 64 % y varia segun la etapa del ciclo estral en que se inicia
el protocolo, siendo del 23 % cuando se inicia en metaestro, del 96 % entre los 5y 9
dias del ciclo, del 54 % entre el dia 10 y 16 del ciclo y del 77 % entre los 17 y 21 dias

del ciclo (Vasconcelos et al., 1999). La baja respuesta ovulatoria en el metaestro se
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deberia a la falta de expresion de receptores de LH en las células de la granulosa ya que
el foliculo se encuentra en la etapa previa a la desviacién folicular (Ginther et al., 1996).
A partir del cuarto dia el FD alcanza la etapa de seleccién con un tamafio aproximado de
8,5 mm (Ginther et al., 1996). Después de la desviacion, el FD adquiere mds receptores
de LH en sus células de la granulosa (Adams et al., 2008). La baja respuesta ovulatoria
observada entre los dias 10 y 16 del ciclo estaria asociada a la pérdida de dominancia
del FD por la pérdida de receptores de FSH y de LH y a una disminucién en la
produccion de estrégenos, consecuencia de una menor frecuencia pulsétil de LH (Rahe
et al., 1980; Savio et al., 1993a) o bien por la emergencia de la segunda onda folicular
entre el dia 8 y 11 en vacas con 2 ondas foliculares (Adams et al., 2008; Sartori et al.,
2004). Por ultimo la respuesta ovulatoria observada entre los 17 y 21 dias del ciclo
variaria en funcién de la emergencia de una nueva onda folicular al dia 15 o 16 en las
vacas con 3 ondas de crecimiento folicular (Ginther et al., 1989; Sartori et al., 2004;
Savio et al., 1988; Sirois y Fortune, 1988). Ademads, cuando se aplica la primera GnRH
en vacas en proestro la ovulacién genera la emergencia de una nueva onda folicular que
crece con bajos niveles de P4 provocando un descenso en la tasa de sincronizacion del
protocolo con un FPO de mayor tamano que se asocian a menor TC (Denicol et al.,

2012).

La aplicacion de una dosis de 200 pug de gonadorelina al comienzo del Ovsynch
aumenta un 10 % la respuesta ovulatoria en vacas en diestro debido a una mayor
liberacion de LH inducida por la GnRH respecto a la administracién de 100 pg
(Giordano et al., 2013). La dosis de GnRH se relaciona de forma cuadritica con la
posibilidad de ovulacion, donde la ovulacién para ambas dosis es mayor para foliculos
de 16 a 18 mm (Giordano et al., 2013). La respuesta ovulatoria en vacas es mayor que
en vaquillonas debido a que estas ultimas presentan un mayor recambio de ondas
foliculares lo que incrementa la posibilidad de inyectar la GnRH en ausencia de un FD
mayor a 10 mm (Pursley et al., 1995). Se ha reportado diferencias en la concentracion
promedio y maxima de LH entre andlogos de GnRH, donde la lecirelina y la buserelina
presentan mayores niveles de LH en relacion a la gonadorelina (Picard-Hagen et al.,
2015). Esto podria ser causado por una prolongada accién de la lecirelina o buserelina
en relacion a la gonadorelina (Chenault et al., 1990; Nawito et al., 1977). No obstante,

la respuesta ovulatoria, el reinicio de una nueva onda folicular y los niveles de P4
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plasmatica serian similares entre los andlogos (Picard-Hagen et al., 2015), por lo que las
diferencias detectadas entre andlogos carecerian de significancia bioldgica. En vacas
anovulatorias, la ovulacién a la primera GnRH del Ovsynch puede alcanzar el 88 %
(Giimen et al., 2003), permitiendo sacar las hembras de esta condicién anovular, sin
embargo, la probabilidad de prefiez se ve disminuida en 6 puntos porcentuales (29,7 %
vs. 35,9 %) y el intervalo de concepcion se incrementa en 30 dias (156 dias vs. 126 dias)

en relacion a vacas ciclicas (Walsh et al., 2007).

1.7.1.2 Concentracién plasmatica de P4 de origen endégena y/o exégena durante el

crecimiento folicular

La determinacién de las concentraciones plasmaticas de P4 puede utilizarse para
determinar el estado del ciclo estral al inicio del Ovsynch, la respuesta a la primera
GnRH vy la luteolisis en respuesta a la PGF2a del protocolo (Cordoba y Fricke, 2002).
La prevalencia de anovulacién en vacas lecheras es del 19,5 %, con rangos del 5 al 45
% entre rodeos (Walsh et al., 2007), donde la TC del Ovsynch a primer servicio en
vacas anovulatorias es del 9 % (Giimen et al., 2003). Vacas anovulatorias que
desarrollan un FD de la primera onda durante el Ovsynch presentan una concentracion
de P4 plasmitica inferior a 2,0 ng/mL en los 7 dias de tratamiento y un FD de mayor
didmetro que resulta en menor prefiez (Denicol et al., 2012) y mayor porcentaje de
pérdida embrionaria (PE) en relacidn a vacas que ovulan un foliculo de la segunda onda
(Bisinotto et al., 2010). La baja concentracién de P4 incrementa la incidencia de
codominancia folicular y las ovulaciones multiples (Sartori et al., 2004; Stagg et al.,
1995), aumentando al 50 % la proporcion de dobles ovulaciones en respuesta a la GnRH
inicial y/o final del Ovsynch, generando a su vez incrementos en la PE antes de los 60
dias de gestaciéon (Martins et al., 2018). La doble ovulacién en ambas GnRH del
Ovsynch se presenta con mayor frecuencia en vacas de alta produccion (Fricke y
Wiltbank, 1999; Lopez et al., 2005a) que inician el protocolo en proestro (sin CL) o son
anovulatorias (Galvao y Santos, 2010; Herlihy et al., 2012b; Stevenson et al., 2012). El
mayor tamafio del FPO en vacas con ovulacién simple es consecuencia de una mayor
tasa de crecimiento folicular provocado por el incremento en la concentracion de LH y
E2 en respuesta a niveles de P4 plasmatica inferiores a 2,0 ng/mL (Cerri et al., 2011a)
asociado a una reduccién en la concentraciéon de inhibina previo a la desviacion

folicular (Kulick et al., 2001; Lopez et al., 2005b). En estas situaciones se producen
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incrementos en la expresion endometrial de receptores de estrogeno o lo que aumenta la
liberacion endometrial de PGF2a, aumentando el riesgo de fase luteal corta (Cerri et al.,

2011a).

La insercién de un CIDR® de 1,38 g en vacas Holstein de alta produccién y Jersey
produce una concentracion de P4 entre 1,0 y 1,4 ng/mL en las primeras 24 horas para
luego descender a niveles subluteales (< 1,0 ng/mL) a partir del segundo dia de
tratamiento (Cerri et al., 2009a; Moraes et al., 2016). Esto es insuficiente para lograr
una alta fertilidad en vacas sin CL al inicio del Ovsynch (Bisinotto et al., 2013).
Ademaids se ha demostrado que alrededor de un 20 % de los animales ovula en las 24
horas posteriores a la insercién del DI porque el pico preovulatorio de LH se inicia antes
que comience el aumento en la concentracion plasmatica de P4 (Cerri et al., 2009a). La
menor concentracion de P4 plasmadtica en vacas lecheras de alta produccion estaria
determinado por la superficie de contacto del dispositivo con la mucosa vaginal
(Rathbone et al., 2002) y también se deberia a un elevado flujo sanguineo hepatico con
aumento del metabolismo esteroide que surge en respuesta al incremento de consumo
para hacer frente a los requerimientos de energia en la lactancia temprana

(Sangsritavong et al., 2002).

Existe una correlacién positiva entre una concentraciéon de P4 superior a 2,0 ng/mL
durante el crecimiento folicular y la prefiez (Denicol et al., 2012). La insercién de 2 DI
en vacas sin CL al inicio del Ovsynch de 5 o 7 dias produce niveles de P4 promedio
entre 2,0 y 3,0 ng/mL durante el tratamiento con un FPO de menor tamafio que permite
alcanzar una TC similar a la reportada en vacas en diestro (Bisinotto et al., 2015a;
Bisinotto et al., 2013; Denicol et al., 2012). La concentracién de P4 se incrementa de
forma lineal con el nimero de DI utilizados durante el protocolo (Lima et al., 2009),
pero la concepcion en vacas que llegan a una concentracion de 2,0 a 3,0 ng/mL durante
la sincronizacion no se diferencia respecto a las que superan los 3,0 ng/mL (Bisinotto et

al., 2015a).
1.7.1.3 Induccion de una luteolisis completa en respuesta a la PGF2a

La PGF2aal dia 7 se aplica para inducir la luteolisis de todos los CL, ya sea el accesorio
formado a partir del foliculo que ovulé en respuesta a la primera GnRH o del CL

presente en las vacas que se encuentran en metaestro o diestro al comienzo del
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tratamiento (Pursley et al., 1995). El porcentaje de animales con luteolisis completa al
aplicar la PGF2a estd alrededor del 80 % y ocurre cuando la concentraciéon de P4 es <
0,5 ng/mL a las 56 horas posteriores a la aplicaciéon de la PGF2a. Se considera que
existe un retraso en la luteolisis cuando la concentracién desciende a < 0,5 ng/mL a las
96 horas mientras que se asume que la luteolisis es incompleta cuando la P4 en ese
momento se encuentra entre 0,5 y 1,0 ng/mL (Martins et al., 2011). El tratamiento con
doble dosis de PGF2a separadas por 24 horas en el Ovsynch incrementa al 94 - 96 % la
proporcion de vacas que experimentan regresion luteal completa (Barletta et al., 2018;
Borchardt et al., 2018; Brusveen et al., 2009; Wiltbank et al., 2015) y alrededor del 5 %
la TC (Borchardt et al., 2018). Cuando el intervalo entre la primera GnRH del Ovsynch
y la PGF2a se reduce de 7 a 5 dias para disminuir la dominancia folicular, también se
requiere la inyeccion de doble dosis de PGF2a para inducir niveles aceptables de
luteolisis y lograr concepciones superiores a las reportadas con el Cosynch 72 (Santos et

al., 2010).

1.7.1.4 Relacién entre la concentracion de P4 y la respuesta ovulatoria a la segunda

GnRH del protocolo Ovsynch

La concentracion de P4 previa y a las 48 horas posteriores a la PGF2a y la ovulacion a
la segunda GnRH serian los responsables del 78 % de la variacién en la concepcion, ya
que indican la sincronizacién de la ovulacion del protocolo, mientras que el 22 %
restante dependeria de los niveles de P4 plasmética a la primera GnRH, el tamafio del
FPO, la CC y el nimero de lactancias (Stevenson, 2016). Una concentracién de P4
plasmética > 1,0 ng/mL a la segunda GnRH es indicativo de ausencia de luteolisis y
falla en la concepcion (Martins et al., 2011). Esto ocurre, en general, en hembras que
inician el protocolo en metaestro o diestro temprano y en proestro. En el caso del
metaestro o diestro temprano, se produciria la ovulacién a la primera GnRH pero el CL
accesorio no es sensible a la PGF2a, mientras que en las vacas que se encuentran en
proestro, no responden a la primera GnRH pero ovulan antes de la segunda GnRH
debido a la luteolisis espontanea del CL antes de aplicar la PGF2a (Cordoba y Fricke,
2002).

Por el contrario, una concentracién de P4 plasmatica < 1,0 ng/mL a la segunda GnRH
permite alcanzar una concepcion del 39 al 43 % en vacas en diestro y en vacas en

proestro que sincronizaron la funcién folicular y luteal, mientras que desciende a un 14
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% en aquellas hembras en proestro que no respondieron a la primera GnRH pero
ovularon de manera espontdnea a la segunda GnRH (Cordoba y Fricke, 2002).
Concentraciones de P4 < 0,4 ng/mL al momento de la segunda GnRH se asocian a un
pico preovulatorio de LH superior a 5 ng/mL en el 90 % de los casos (Giordano et al.,

2012a) y a un aumento del 50 % en la TC (Brusveen et al., 2009).

Vacas que inician el protocolo en diestro (dia 5 a 13) presentan un foliculo menor a 15
mm a la PGF2a e inferior a 18 mm a la segunda GnRH, esto se asocia a un incremento
en la TP a la IATF (Vasconcelos et al., 1999). El tamafio folicular a la dltima GnRH del
Ovsynch se relaciona de manera cuadréatica con la probabilidad de prefiez, la concepcion
es alrededor del 45 % para foliculos de 16 mm pero desciende al 15 % cuando son
menores a 12 mm o mayores a 20 mm (Bello et al., 2006). Existe una correlacién
positiva entre el tamafio folicular a la PGF2a y a la segunda GnRH, asi como del
tamafio del FPO con el didmetro del CL a los 7 y 14 dias posteriores a la inseminacion
(Vasconcelos et al., 2001). El momento de inseminacion después de la dltima GnRH del
Ovsynch se relaciona de forma cuadrética con la prefiez, donde la mayor fertilidad se
consigue cuando se insemina a las 16 horas de su aplicaciéon y la PE es mayor si la
inseminacion se retrasa hasta las 32 horas (Pursley et al., 1998). El 33 a 48 % de los
animales manifiesta celo después de la segunda GnRH (Bisinotto et al., 2013; Perry et
al., 2014) asociado a un aumento de las concentraciones de E2 que comienza a las 6
horas de inyectar la PGF2a y se mantiene hasta las 40 a 50 horas posteriores (Herlihy et
al., 2012a; Perry et al., 2014). La concentracién médxima de E2 en animales que
manifiestan celo se relaciona de forma directa con el tamafio del FPO (Perry et al.,
2014). La capacidad de los foliculos para producir mayor cantidad de E2 y expresar celo
podria deberse a un incremento de la sensibilidad pituitaria a la GnRH o en sus
receptores cuando disminuye la concentraciéon de P4 luego de colocar la PGF2a
(Chabbert-Buffeta et al., 2000). La concentracién de E2 aumenta mas ripido luego de
retirar el DI en vacas que fueron tratadas con P4 exdgena durante el Ovsynch pero la
segunda GnRH produce una rdpida caida de la secrecion de E2, que disminuye la
concentracion del pico preovulatorio de E2 y provoca la ovulacion en promedio a las 84
horas de colocar la PGF2a, con un menor rango de tiempo que las 100 horas reportadas
en los animales que no reciben la tltima GnRH y son inseminados a celo detectado

(Herlihy et al., 2012a). La concepcion aumenta un 10 a 15 % en vacas que expresan
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celo al finalizar el Ovsynch de 5 o 7 dias (Bisinotto et al., 2015a; Bisinotto et al., 2013;
Santos et al., 2010).

Esta relacion cuadratica entre la concentraciéon de P4 a la segunda GnRH y la prefiez
también se observa al momento de la inseminacién, ya que la prefiez supera el 50 %
cuando la P4 estd por debajo de 0,26 ng/mL, mientras que la concepcion disminuye de
forma gradual a partir de los 0,5 ng/mL hasta llegar a ser nula cuando la P4 se encuentra

por encima de los 0,8 ng/mL (Colazo et al., 2017).

1.7.2 Protocolos de presincronizacion para mejorar la eficiencia del protocolo

Ovsynch

La presincronizacién ovérica (Bello et al., 2006; Moreira et al., 2001) antes del Ovsynch
mejora la TC (Herlihy et al., 2012b). Con el tiempo se fueron desarrollando diferentes
protocolos de presincronizacion tendientes a mejorar la eficiencia del Ovsynch. Estos
tienen como objetivos incrementar la respuesta ovulatoria a la primera GnRH, asegurar
altas concentraciones de P4 durante el protocolo para que se desarrolle un foliculo con
mayor potencial de fertilidad y aumentar tanto el porcentaje de animales con luteolisis
completa a la PGF2a como la ovulacién a la dltima GnRH. En algunos tratamientos se
fueron acortando la duracién de los protocolos, se traté6 de disminuir la cantidad de
aplicaciones y la mano de obra necesaria para ejecutarlos a fin de asegurar el correcto
seguimiento de los mismos e incrementar la fertilidad. No obstante, en otro tipo de
presincronizaciones se requieren entre 27 dias (Doble Ovsynch) a 36 dias (Presynch-
Ovsynch) de tratamiento y el empleo sistemdtico de GnRH y PGF2a (Herlihy et al.,
2012b; Souza et al., 2008). Los costos substanciales de tiempo, drogas y percepciones
publicas por el uso rutinario de hormonas, determinan que su uso sea cuestionado en los

rodeos lecheros de Europa (Crowe et al., 2018).

Un tratamiento de presincronizacion sencillo consiste en colocar una dosis de PGF2a
seguida 2 dias después por una aplicacion de GnRH vy el inicio del Ovsynch a los 6 dias
(G6G). Este produce una tasa de ovulacién a la primera GnRH cercana al 85 % e
incrementa a mas del 92 % la respuesta a la PGF2a (Bello et al., 2006). La aplicacién de
una dosis de GnRH 7 dias antes de iniciar el Ovsynch incrementa un 15 a 20 % la
proporcién de vacas con CL y con una concentraciéon de P4 > 1,0 ng/mL al comienzo

del protocolo (Bruno et al., 2014). Para simplificar el tratamiento y la mano de obra se
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disefi6 un protocolo donde la PGF2a y la GnRH de la presincronizacion se aplican en el
mismo momento, es decir 7 dias antes de comenzar el Ovsynch (Yousuf et al., 2016).
Con este protocolo se alcanza una TC similar a la obtenida con el G6G, a pesar de la
mayor luteolisis completa y respuesta a la GnRH de la presincronizaciéon con menor

dispersion de la ovulacion observada en el G6G.

También se describié un protocolo que consiste en la aplicacion de una PGF2a 14 dias
antes de iniciar el G6G (PG6G) o G7G (PG7G) (Dirandeh et al., 2015). Con este
tratamiento se incrementa en un 15 a 20 % la proporcién de animales con P4 > 1,0
ng/mL a la primera GnRH del Ovsynch y a la PGF2a y se lograria un aumento del 10 %
en la respuesta ovulatoria a la primera GnRH respecto al G6G o G7G. Si bien los
autores observaron una tendencia en la concepcién a favor de las PG6G y PG7G en

relacion a las G6G y G7G, la supervivencia embrionaria se incrementa en un 5 a 10 %.

Otra alternativa de presincronizacién consiste en inyectar una PGF2a y 3 dias después
una dosis de GnRH para iniciar el Ovsynch a los 10 dias posteriores a la GnRH
(Stevenson et al., 2012). Con este protocolo se logré una tasa de ovulacién a la GnRH
de la presincronizacion del 80 a 90 %, donde el 94 % de animales presenté un CL con
una concentracién de P4 > 1,0 ng/mL al comienzo del Ovsynch, similar a lo reportado
con el G6G (Bello et al., 2006). Esto representa un incremento en la ovulacién del 27 %
respecto a las que son presincronizadas 10 dias antes con doble dosis de PGF2a
separadas por 14 dias (Stevenson et al., 2012). La aplicacién de una GnRH exdgena en
presencia de P4 < 1,0 ng/mL induce en el 70 % de los casos un pico preovulatorio de
LH en menor tiempo y de mayor concentracidn en relacién al incremento espontdneo de
LH producido luego de aplicar la segunda PGF2a, incrementando la respuesta

ovulatoria de un 20 a 30 % (Pulley et al., 2015).

La TC del Ovsynch a primer servicio en vacas anovulatorias es del 24 - 30 % si se
presincronizan con 2 dosis de PGF2a separadas por 14 dias (Bisinotto et al., 2010;
Denicol et al., 2012; Santos et al., 2009). La insercién de un CIDR® de 1,38 gpor6o7
dias durante la presincronizacién con doble dosis de PGF2a a intervalo de 14 dias
permite reiniciar la actividad ovérica posparto en menos del 50 % de los animales
diagnosticados en anestro, sin embargo, la respuesta es inferior en las vacas que pierden
mds de un punto de CC en los primeros 50 dias posparto (Cerri et al., 2009a; Chebel et

al., 2006). La presincronizacion con 2 dosis de PGF2a separadas por 14 dias incrementa
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la proporcion de animales ciclando que inician el Ovsynch en diestro temprano o medio
luego de 10 a 14 dias (Galvao y Santos, 2010; Moreira et al., 2001; Stevenson et al.,
2012) y en consecuencia la fertilidad, no obstante, es ineficiente en vacas anovulatorias
(Moreira et al., 2001). En vacas ciclando presincronizadas con doble dosis de PGF2a, la
concepcidn a primer servicio con el Ovsynch-56 puede llegar al 38 % mientras que con
el Cosynch-48 o Cosynch-72 no supera el 30 % (Brusveen et al., 2008). Esta mejora en
la concepcién se relacionaria con una optimizacién del tiempo entre el pico
preovulatorio de LH en respuesta a la GnRH (Giordano et al., 2012a; Picard-Hagen et
al., 2015), ya que la ovulacién se produciria en promedio 24 horas después (Walker et
al., 1996); periodo necesario para la capacitacion y transporte espermdtico luego de la

inseminacién (Hunter y Wilmut, 1983).

El doble Ovsynch fue disefiado para inducir la ovulacién en animales anovulatorios
previos al Ovsynch y aumentar la proporcién de hembras que inician el protocolo de
IATF en el periodo 6ptimo del ciclo estral (dia 5 a 9) (Souza et al., 2008). La tasa de
sincronizacién del doble Ovsynch supera a la del Ovsynch tradicional, ya que la primera
GnRH del tratamiento mejora la sincronizacién folicular, asegura la presencia de un CL
en mds del 90 % de los casos y duplica el porcentaje de vacas con una concentracién de
P4 entre 1,0 y 3,0 ng/mL a la primera GnRH del segundo Ovsynch (Giordano et al.,
2012b) respecto a las presincronizadas con doble dosis de PGF2a separadas por 14 dias
(Herlihy et al., 2012b; Souza et al., 2008). E1 75 % de los animales tratados con doble
Ovsynch presenta niveles de P4 superiores a 3,0 ng/mL a la PGF2a en comparacion con
solo el 50 % reportado en las hembras presincronizadas con doble PGF2a (Souza et al.,
2008). De esta manera es posible reducir la proporcién de hembras que sufren regresion
luteal espontdnea antes de la dltima GnRH del Ovsynch o luteolisis incompleta

(Giordano et al., 2012b).

En vacas presincronizadas con doble Ovsynch, la respuesta ovulatoria a la primera
GnRH del Ovsynch esta asociada a la concentracion de P4 al momento de su aplicacidn;
la ovulacion es del 60 % cuando la P4 es menor a 1,0 ng/mL y se reduce al 15 % cuando
es superior a 3,5 ng/mL. En las vacas que tienen baja P4 al comenzar el segundo
Ovsynch se observa un incremento en la prefiez (30 %) mientras que este beneficio no
se observa en vacas que presentan P4 entre 1,0 y 3,5 ng/mL, donde su concepcion es

superior al 40 % independientemente de la respuesta a la GnRH inicial del protocolo
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(Giordano et al., 2012b). La liberacion de LH inducida por la inyeccion de GnRH se
relaciona de forma inversa con la concentracion previa de P4 y de forma directa con el
E2 secretado por el FD. Si bien la liberacién de LH inducida por la GnRH disminuye en
vacas en metaestro o diestro temprano con una concentracion de P4 entre los 0,53 a 2,40
ng/mL respecto a vacas en proestro o estro con niveles de P4 por debajo de 0,45 ng/mL,
el porcentaje de ovulacion solo se reduce cuando existe un CL maduro y la P4 supera
los 2,66 ng/mL. Esta tltima condicién se debe a un efecto directo de la P4 sobre la LH o
a una disminucion de los receptores de GnRH en la hipdfisis que reduce el pico de
GnRH. Cuando la concentracion de P4 plasmatica es menor a 1,7 ng/mL y los foliculos
son mayores a 13,5 mm, la concentracién de E2 supera los 4,0 pg/mL produciendo un
aumento en la liberacion de LH en respuesta a la GnRH con respuestas ovulatorias
superiores al 80 % (Stevenson y Pulley, 2016). Los foliculos reiniciados son de menor
tamafo a la segunda GnRH y crecen en presencia de altas concentraciones de P4 en
relacion a aquellos que reciben doble PGF2a durante la presincronizacion (Ayres et al.,

2013; Souza et al., 2008).

La aplicacion de doble dosis de PGF2a al finalizar el doble Ovsynch produce una tasa
de sincronizacién cercana al 90 % y un FPO de menor tamafio porque la concentracion
de P4 supera los 4,0 ng/mL durante el tratamiento (Fricke et al., 2016). La prefiez puede
llegar a un 49 % en promedio, mientras que en la presincronizacién con doble PGF2a
mds Ovsynch alcanza el 41 % (Souza et al., 2008). La concepcidén a primer servicio
aumenta un 10 a 11 % en vacas tratadas con el doble Ovsynch cuando se la compara
con una presincronizacion de 21 dias basada en la aplicacién de una GnRH seguida por
una PGF2a, alos 7 dias y otra doble dosis a los 14 y 15 dias después con inseminacién a
celo detectado (Santos et al., 2017). Esta diferencia en fertilidad podria adjudicarse a
una mayor concentracion de P4 durante el crecimiento folicular en el doble Ovsynch y a
una inseminacién mds precisa en relaciéon al momento de ovulacién. La prefiez con el
doble Ovsynch se relaciona de forma lineal con una concentracién de P4 plasmatica

mayor a 2,0 ng/mL a los 11 dias de la inseminacion (Herlihy et al., 2012b).

La concepcion a primer servicio con el doble Ovsynch es mayor en primiparas
(Giordano et al., 2013; Herlihy et al., 2012b) y en animales con una CC > 2,75
(Carvalho et al., 2014; Santos et al., 2017; Souza et al., 2008). En vacas con una CC <

2,50, el doble Ovsynch reduce la proporcion de anovulacion y aumenta la concentracion
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de P4 plasmadtica a la primera GnRH del Ovsynch en relacion a las presincronizadas con
doble PGF2q, lo cual equipara la TC a primer servicio en vacas de baja y alta CC
tratadas con doble Ovsynch (Herlihy et al., 2012b). El diametro del FPO esta asociado
con la CC (Madureira et al., 2019). La TC en vacas de CC > 2,50 es del 34 % y se
reduce al 18 % cuando es < 2,50 (Moreira et al., 2000b). La TC en vacas con una CC >
2,50 aumenta un 10 % respecto a aquellas con una condicién < 2,50 (Herlihy et al.,
2012b). El efecto de la CC sobre la TP también se observa en vacas que comienzan el
Ovsynch a los 14 dias de haber sido presincronizadas con doble dosis de PGF2a
(Galvao y Santos, 2010). La pérdida de CC durante los primeros 21 dias en lactancia y/o
una CC < 2,50 al momento de la inseminacion, se asocian a una reduccién en la
concepcion del 10 a 15 % y a un intervalo parto-concepcién alrededor de 30 dias mayor,

que se incrementa de 113 dias a 146 dias (Carvalho et al., 2014; Santos et al., 2017).

Por otra parte, se ha descripto recientemente que vacas cruzas Holstein-Gir en diferentes
etapas del ciclo estral presincronizadas con un DI por 10 dias antes del Ovsynch
presentan un tamaiio folicular al comienzo del protocolo, una respuesta ovulatoria a la
primera GnRH y una concentracién de P4 a la PGF2a similar a la observada en las

tratadas con doble Ovsynch (Silva et al., 2018).
1.8 Protocolos de sincronizacion a base de estrégenos y progesterona

En Sudamérica los protocolos de sincronizacion de la ovulacién que més se utilizan son
a base de P4 impregnada en un DI, PGF2a y sales de E2 que se emplean a la insercion y
al momento del retiro de los DI sin una sincronizacién previa (B6 et al., 2013). La
combinacién de P4 y E2 permite una mejor sincronizacién de la onda folicular (Bo et
al., 1994). En general estos protocolos consisten en la insercion de un DI con P4 y la
aplicacion de BE al inicio del tratamiento en vacas en diferentes estados del ciclo estral.
Entre el séptimo u octavo dia se retiran los DI y se aplica una dosis de PGF2a para
producir la regresion del CL en conjunto con una dosis de CE (Pereira et al., 2013b) o
una dosis de BE a las 24 horas posteriores para inducir la ovulacioén (Cavalieri et al.,

2007). La IATF se realiza a partir de las 52 a 54 horas de retirado los DI.

El E2 se aplica al inicio del protocolo para inducir la regresion del FD (Bo et al., 1994)
con la consiguiente emergencia de una nueva onda folicular entre el cuarto y quinto dia
(Kim et al., 2005), no obstante, este reinicio de onda es muy variable (Burke et al.,
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2003). Las sales de E2 empleadas son valerato de estradiol (VE), 17 B estradiol, BE y
CE (Bo et al., 1994; Burke et al., 2000; Souza et al., 2005), donde la concentracion
plasmatica de 17 B estradiol depende del tipo y dosis de E2 utilizado (Burke et al., 2000;
Souza et al., 2005).

El VE incrementa la concentracion de E2 durante 5 dias generando un efecto supresivo
prolongado sobre la liberaciéon de FSH que retrasa la emergencia de una nueva onda
folicular, sobre todo cuando el FD estd en la etapa media o tardia de crecimiento
folicular (Bo et al., 1993). El tratamiento combinado de 17 f estradiol y P4 produce un
incremento en la concentracién de E2 antes de las 6 horas (Bo et al., 2000; Souza et al.,
2005) y una marcada disminuciéon de la FSH, suprimiendo el desarrollo folicular en
alrededor del 80 % de los animales dentro de las 24 horas. Esto produce la regresion
folicular y genera, a partir del tercer dia, un nuevo incremento en la concentracién de
FSH que finaliza con la emergencia de una nueva onda folicular a los 4 o 5 dias con
intervalos menos variable (Bo et al., 1994). En términos generales, la FSH comienza a
aumentar cuando los niveles de E2 descienden y alcanza su concentraciéon maxima 15
horas antes de la emergencia de la onda folicular, independientemente de la dosis de E2
utilizada (Burke et al., 2003). Cuando el 17 B estradiol se aplica sin P4, se origina una
supresion incompleta del FD que retrasa el aumento de la FSH y en consecuencia la
aparicién de la nueva onda folicular (Bo et al., 1994). El 17 B estradiol produce un
mayor pico de E2, en un menor intervalo de tiempo y con un retorno anticipado a los
niveles basales si se lo compara con BE y CE (Souza et al., 2005). Por el contrario, con
1 mg de BE se necesitan 16 horas para alcanzar una concentracion méxima de 9,6
pg/mL mientras que con la misma dosis de CE se llega a una menor concentracién

maxima (3,4 pg/mL) a las 30 horas de su aplicacién (Souza et al., 2005).

La inyeccién intramuscular de 5 o 10 mg de BE provoca un mayor pico de E2 con el
consiguiente mayor descenso en la concentracion circulante de FSH ocasionado por un
retorno mas lento a los niveles basales de E2 en relacion a la aplicacién de dosis < 2,5
mg de BE (Rourke et al., 2000). Cuando la dosis de BE se incrementa de 2 a 4 mg se
retrasa el reinicio de la onda folicular y el tiempo requerido para detectar la maxima

concentracion de FSH pasa de 80 a 91 horas en promedio (Burke et al., 2003).
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No obstante, en la actualidad los E2 de mayor empleo son el BE y CE (Pereira et al.,
2013a; Pereira et al., 2013b; Vasconcelos et al., 2011). El uso de CE como inductor de
la ovulacién al momento del retiro de los DI simplifica el manejo al evitar un encierro

adicional que requeria el BE, sin afectar la concepcion (Sales et al., 2012).

Un analisis FODA (Fortalezas, Oportunidades, Debilidades y Amenazas) sefiala que dos
de las principales debilidades que presenta la IATF a base de E2, es la variabilidad en la
respuesta de prefiez obtenida, determinada por las diferencias entre los resultados
esperados y los logrados y el conocimiento requerido por el grupo que la ejecuta
(Marcantonio, 2018). Fallas y dispersién en el reinicio de la nueva onda folicular,
crecimiento folicular con bajas concentraciones de P4, incompleta luteolisis luego de la
aplicacion de PGF2a, dispersion en el tamafio del FD, el momento de ovulacién y fallas
en la ovulacién son algunas de la falencias que presenta este protocolo (Kim et al.,
2005; Melo et al., 2018; Monteiro Jr. et al., 2015; Pereira et al., 2013b; Pereira et al.,
2017, Pfeifer et al., 2009; Sales et al., 2012).

Existen diversos reportes que tratan de optimizar los protocolos de sincronizacion a base
de E2 y P4 variando la dosis inicial de BE (Day et al., 2000; Monteiro Jr. et al., 2015) o
combinando BE con GnRH (Pereira et al., 2015) para mejorar la emergencia de una
nueva onda folicular e incrementar la concentracién de P4. La aplicacién de 2 mg de BE
al inicio de un protocolo en vacas lecheras incrementa la sincronizacién de celo y la TC
respecto al tratamiento con 1 mg de BE (Day et al., 2000). Por otra parte, la aplicacién
de 3 mg de BE al inicio del protocolo, no modifica el porcentaje de animales que
reinician una nueva onda folicular, ni el dia de emergencia, de desviacién y tamafio
folicular a la desviacién y/o ovulacién con respecto al empleo de 2 mg de BE, pero es
capaz de reducir en un 35 % (19,8 % vs. 55,3 %) la proporcién de animales que
presentan CL al momento del retiro del DI (Monteiro Jr. et al.,, 2015). Si bien la
regresion luteal se presenta durante todo el tratamiento, lo hace en mayor proporcion
durante los primeros 3 dias del protocolo en las vacas que no ovularon a la
presincronizacion con GnRH o tienen un FD de 7 dias al aplicar el BE (Monteiro Jr. et
al.,, 2015). Niveles de P4 inferiores a 2,0 ng/mL durante el crecimiento folicular
producen un aumento en la frecuencia pulsitil de LH y en las concentraciones
circulantes de E2, originando el desarrollo de un foliculo persistente (Savio et al.,

1993a; Savio et al., 1993b; Wehrman et al., 1993). Esa elevada secreciéon de E2 por
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parte del foliculo persistente continda luego de retirar el DI y, en consecuencia, el pico
preovulatorio de LH y la ovulacién se anticipan (Roberson et al., 1989). Alrededor del
70 % de las vacas presentan emergencia de una nueva onda folicular entre el dia 1 y 6
del tratamiento (Monteiro Jr. et al., 2015), es decir, que el 30 % restante de las hembras
fallan en el reinicio de una nueva onda folicular originando foliculos persistentes al
momento de la IATF, asociados a una baja concentracion de P4 plasmatica durante el
crecimiento folicular que aumenta la frecuencia pulsatil de LH y prolonga el periodo de
dominancia folicular con la consecuente disminucién de la fertilidad (Bo et al., 1995;
Bo et al., 1993; Bo et al.,, 1994). Vacas que son sincronizadas durante el protocolo
presentan una excelente fertilidad a la IATF (~60 %), mientras que vacas que no son
sincronizadas presentan una fertilidad muy baja (~15,7 %) (Monteiro Jr. et al., 2015).
Reportes recientes indican que entre el 55 al 65 % de las vacas que comienzan un
protocolo de sincronizacién con CL, mantienen esa misma estructura 7 dias después al
momento del retiro de los DI (Melo et al., 2018; Monteiro Jr. et al., 2015). Ademas, se
reporta que los niveles plasméticos de P4 descienden a partir del tercer dia de iniciado el

tratamiento con un DI de P4 y BE (Burke et al., 1999; Monteiro Jr. et al., 2015).

Las concentraciones de P4 plasmaticas en hembras que reciben un DI de P4, demuestran
que, en general, aumentan en las primeras horas posteriores a la insercién, para luego ir
disminuyendo con el transcurso de los dias (Calder et al., 1999; Rathbonea et al., 1998).
Sin embargo, las concentraciones plasmdticas de P4 en vacas lecheras de alta
produccién alcanzan niveles subluteales (<1,0 ng/mL) luego del segundo dia de
tratamiento (Cerri et al., 2009a). Es asi como este incremento marginal de P4 es
insuficiente para lograr una alta fertilidad en vacas que inician protocolos sin un CL
(Bisinotto et al., 2013). La incorporacién de 2 DI durante el protocolo de sincronizacion
en vacas sin CL permite incrementar la concentraciéon de P4 a valores similares de
diestro, influenciando la tasa de crecimiento del foliculo ovulatorio y reestableciendo la
concepcion a valores similares que vacas en diestro (Bisinotto et al., 2013). El
desarrollo de un FD en situaciones de baja concentracién de P4 incrementa los pulsos de
LH, el didmetro del FPO y la concentracién de E2 y el tamafio del CL posterior (Abreu
et al., 2018; Stevenson y Lamb, 2016), incrementando la doble ovulacién y las PE
(Martins et al., 2018). A su vez, la TC en vacas lecheras es mayor cuando la

concentracion de P4 al dia de la aplicacion de PGF2a es superior a 1,0 ng/mL (Bello et
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al., 2006; Stevenson y Lamb, 2016). Independientemente del tratamiento de
sincronizacidn utilizado, la concentracién de P4 durante el desarrollo folicular es mayor
en vacas que resultaron prefiadas comparadas con las vacias (Monteiro Jr. et al., 2015).
Vacas sincronizadas con un protocolo Cosynch de 5 dias presentan una concentracion
de P4 plasmatica de 2,66 ng/mL al retiro de los DI, mientras que en las vacas
sincronizadas con P4 y BE es de 1,66 ng/mL (Pereira et al., 2013a). Con la insercién de
2 DI (CIDR 1,9 g) durante un protocolo iniciado con BE en vacas sin CL con una CC <
2,75, se obtuvieron concentraciones de P4 cercanas a los 2,2 ng/mL al momento del

retiro de los DI al dia 7 y se logré incrementar en un 8 % la TC (Pereira et al., 2017).

El tratamiento con GnRH al comienzo de un protocolo con DI produce la emergencia de
una nueva onda folicular entre el segundo y cuarto dia mientras que en aquellas tratadas
con BE la emergencia folicular se observa entre el cuarto a quinto dia (rango de 2 a 7
dias). Esto genera una mayor dispersion, un menor periodo de dominancia folicular y un
incremento en la proporcién de animales con FPO chicos (<13 mm) reduciendo la tasa
de sincronizacion y de concepcion (Kim et al., 2005). La respuesta a la GnRH genera
una dominancia de 3 a 6 dias mientras que con el BE este periodo se reduce a 1 - 4 dias

generando un FPO de menor tamafio que puede afectar la fertilidad (Melo et al., 2016).

Animales sincronizados con Ovsynch o un Cosynch 5 dias presentan mayor
concentracion promedio de P4 plasmatica al retirar el DI que las tratadas con BE y P4
exodgena al comienzo (Melo et al., 2016; Pereira et al., 2013a; Vasconcelos et al., 2011).
Esto se debe a la formacion de un CL accesorio en respuesta a la GnRH que incrementa
alrededor de un 15 % la presencia de CL al momento del retiro del DI y a un menor
porcentaje de regresion luteal durante el tratamiento en relacion a los animales tratados
al comienzo con BE (Melo et al., 2016). La prefiez es del 36 % cuando existe un CL al
inicio y al retiro del DI, mientras que es < 20 % cuando el CL se encuentra solo a la

insercion o al retiro o estd ausente (Melo et al., 2016).

La aplicacion combinada de GnRH con BE al comienzo del tratamiento incrementa la
proporcién de vacas que ovulan y la concentracion de P4 plasmética al momento de la
PGF2a en relacién a las tratadas solo con BE. Si bien este efecto es independiente de la
concentracion de P4 plasmadtica al inicio de la sincronizacion, es mayor en animales que

al comienzo del tratamiento presentan una concentracion de P4 < 3,0 ng/mL (Pereira et
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al., 2015). Con esta combinacion de hormonas al comienzo del protocolo, el 25 % de los
hembras no reinician una nueva onda folicular y en consecuencia ovulan foliculos
persistentes (Melo et al., 2018). En los protocolos que combinan GnRH y BE mads un
DI, la intensidad de expresion de celo se incrementa en vacas con una CC > 2,75 y en
las que ovulan al finalizar el tratamiento y se relaciona de forma directa con la
concepcion y de manera inversa con la PE (Madureira et al., 2019). La ovulacién en
respuesta al CE en vacas tratadas con GnRH y BE al comienzo es elevada (~ 90 %) y es
independiente de la concentracion de P4 al inicio del tratamiento, mientras que en los
protocolos iniciados solo con BE, la tasa de sincronizaciéon depende de la concentracién

de P4 al momento de su aplicacion (Pereira et al., 2015).

La ovulacién en respuesta a una presincronizacion con una GnRH aplicada 3 o 7 dias
antes de comenzar el protocolo con BE permite que el crecimiento folicular se produzca
con concentraciones de P4 cercanas a 2,5 ng/mL durante los 7 dias y tiende a reducir el
dia de emergencia folicular en las vacas que responden a la sincronizaciéon del BE
(Monteiro Jr. et al., 2015). La similar TC reportada en el Cosynch 5 dias y en el
protocolo con BE, se deberia al similar periodo de dominancia folicular logrado entre

tratamientos (Pereira et al., 2013a).

La aplicacion de la PGF2a un dia previo al retiro de los dispositivos (dia 7) en
protocolos de sincronizacién con BE y P4 por 8 dias, incrementa un 12 % la prefiez por
un aumento en el porcentaje de animales que presentan una concentracion de P4 inferior
a 0,09 ng/mL al momento de la inseminacién (Pereira et al., 2013b). Las vacas que no
ovulan en respuesta al BE aplicado al final del protocolo, en general, presentan bajos
niveles de E2 con una elevada concentracién de FSH durante el tratamiento, lo que
genera un foliculo inmaduro de menor tamafio incapaz de responder al incremento

preovulatorio de LH inducido por la inyeccién de BE (Cavalieri et al., 2003).
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2.1 Hipétesis general

Diferentes tratamientos con progesterona administrada mediante un dispositivo

intravaginal en combinacién con GnRH mejoran la fertilidad de vacas en lactancia con

baja condicién corporal.

2.2 Hipétesis especificas

La presincronizacion con un dispositivo intravaginal con alta progesterona por 9
dias incrementa la respuesta ovulatoria a la administracién de GnRH, mejora el
crecimiento folicular y aumenta la fertilidad en vacas con baja condicién

corporal sincronizadas con el protocolo Ovsynch.

La administracién de GnRH y la incorporacién de un dispositivo intravaginal
con mayor cantidad de progesterona al inicio de un protocolo de sincronizacién
de la ovulacién mejoran el crecimiento folicular e incrementan la fertilidad en

vacas con baja condicion corporal.

2.3 Objetivos

Evaluar el impacto de un tratamiento de presincronizacidn con alta progesterona
por 9 dias previo al inicio de un protocolo de sincronizacién de la ovulacién

sobre el crecimiento folicular y la fertilidad en vacas con baja condicién corporal

Comparar el efecto de la administracion de GnRH o benzoato de estradiol en
combinaciéon con dispositivos intravaginales de diferentes cantidades de
progesterona al inicio de un protocolo de sincronizacion de la ovulacién sobre el

crecimiento folicular y la fertilidad en vacas con baja condicién corporal.
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3.1 Estudio 1: Evaluacion del tratamiento con un dispositivo intravaginal de 3,0 g de
progesterona antes y durante el Ovsynch sobre el crecimiento folicular y la
concentracion de progesterona plasmdtica en vacas lecheras con baja condicion

corporal

3.1.1 Poblacion en estudio

Este estudio se realizé en un tambo comercial de 1200 vacas en ordefie ubicado en
Gonzdlez Moreno, provincia de Buenos Aires, Argentina (35°29'18,5" S;
63°15'56,3"W), desde el 8/1/14 al 13/3/14. Las vacas se alojaron en corrales secos y se
ordefaron 3 veces por dia. Se alimentaron con una racién totalmente mezclada (TMR)
compuesta por silo de maiz, semilla de algod6n, harina de soja, AminMax (proteina
bypass), alfalfa fresca picada, maiz molido, mezcla mineral y agua ad [libitum para
cubrir los requerimientos de vacas en lactancia Holstein de 650 Kg con una lactancia
promedio de 9760 Kg (NRC 2001). Se registr6 fecha al parto, CC en la escalade 1 a 5
(Ferguson et al., 1994) al comenzar el tratamiento y al momento de la inseminacién y
produccién lactea individual (L/dia) mensual por control lechero. Todos los
procedimientos se realizaron seguin protocolo N° 207/15 aprobado por el Comité Asesor
de Etica y Seguridad de la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del

Litoral, Santa Fe, Argentina.
3.1.2 Diseiio experimental

Se utilizaron 28 vacas primiparas Holstein de 604,1 + 22,6 Kg de peso corporal, con una
CC de 2,5 = 0,2, 50,9 + 7,3 dias en lactancia y una produccién lictea de 38,3 + 4,3
Lts/dia. Se asignaron al azar en un disefio experimental completamente aleatorizado con
un arreglo factorial 2 x 2 bloqueado por peso corporal, dias en lactancia, produccién de
leche y CC. A los 61 dias posparto (dia -12) se les inserté un DI de 3,0 g de P4 (DI
experimental sobre un polimero de silicona, Elastec S.R.L, Argentina) por 9 dias al
Grupo Presynch Progesterona (n = 15) y el resto qued6 como controles no tratados
(Grupo Presynch Control, n = 13). El dia -3 se retiraron los DI al Grupo Presynch
Progesterona y se aplicé a todos los animales doble dosis de 25 mg de PGF2a (5 mL
intramuscular de Lutalyse® solucién estéril, dinoprost trometamina, Pfizer Animal
Argentina) a intervalo de 12 horas. El dia 0 todas las vacas se trataron con 10 pg de

Acetato de Buserelina (andlogo de GnRH) (2,5 mL intramuscular de Receptal®, MSD
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Salud Animal, Argentina) y se asignaron al azar a dos nuevos grupos: vacas que
recibieron un nuevo DI por 7 dias (Grupo Ovsynch Progesterona, n = 14) o vacas no
tratadas con P4 como control (Grupo Ovsynch Control, n = 14). El dia 7 se retir6 el DI
al Grupo Ovsynch Progesterona y se aplicd, a todas las vacas, 2 dosis de 25 mg de
PGF2a separadas por 12 horas. Una segunda dosis de 10 pg de GnRH se aplico a todos
los animales a las 56 horas de haber aplicado la primer PGF2a y se inseminaron a
tiempo fijo (IATF) a las 16 horas de la GnRH (dia 10) con un mismo semen de probada
fertilidad (Figura 3). Del dia -22 al 10 se observé una vez por dia la pintura en la base

de la cola y se determiné celo por remocion total de la misma.

Tratamiento (n=15)

Eco Eco Ovsynch + DI. 3g P4 I I 1 . 1
P4 Eco P4 1 T 1 77 1
cc P4 P4 PG
IATF
L 2 o E Eco Eco
I T Co ps Eco P4 DP
DI. 3g P4 Ovsynch cc
L1l 9y |
LI B | o 1
¥
Eco y P4 (Hs)
012366084108132156 168
Control (n=13) T
Ovsynch + DI. 3g P4
Eco Eco | ] 1 2 |
P4 Eco P4 | ] 1 1 b 1
CC P
P4 P4 o IATF
L ] 2 E Eco Eco DP
1 1 1 € pg Eco P4
Ovsynch cC
11 © 1
1 I I 7 I
=22 -12 -9 -3 0 7 9 10 11 17 42

Dia de estudio

Figura 3: Disefio experimental estudio 1. Las vacas se asignaron aleatoriamente al dia -12 a una
presincronizacién con un dispositivo intravaginal de 3,0 g de progesterona (DI. 3g P4) o a
permanecer como controles no tratados por 9 dias. Al dia -3 se retiraron los DI. 3g P4 y se
aplicaron dos dosis de PGF20, separadas por 12 hs. Al dia 0 se reasignaron a un protocolo
Ovsynch (10 ug de GnRH seguido 7 dias después por dos dosis de PGF2a a intervalo de 12 hs 'y
una segunda dosis de 10 ug de GnRH 56 hs después) u Ovsynch + DI. 3g P4 entre el diaO y 7.
A las 56 horas de retirar los DI se colocé una dosis de 10 pg de GnRH para inseminar a tiempo
fijo (IATF) 16 horas més tarde. El diagnéstico de prefiez se realizé por ultrasonografia a los 32
dias de la inseminacién. Eco = Ecografia, P4 = Muestra de sangre para determinar
concentracién de progesterona, CC = Condicién corporal, IATF = Inseminacién artificial a
tiempo fijo, DP = Diagndstico de prefiez.

3.1.3 Muestreo de sangre para determinacion de progesterona plasmatica, glucosa,

IGF-1 y BHB
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Se extrajo 7-8 mL de sangre por puncion de la vena o arteria coccigea media utilizando
tubos Vacutainer® con K2E (EDTA) como anticoagulante para determinar la
concentracion plasmética de P4 al dia -22, -12, -9, -3, con cada ecografia entre el dia 0 y
7, a la IATF (dia 10) y 7 dias después de la inseminacion (dia 17) para confirmar la
ovulacion (Figura 3). Las muestras se colocaron en hielo molido inmediatamente
después de su recoleccion, se centrifugaron a 1100 g por 20 minutos y se conservaron a
-20 °C hasta que se analizaron las concentraciones plasmdticas de P4 por
radioinmunoandlisis (RIA). Las determinaciones de P4 plasmatica se realizaron en el
Laboratorio de Técnicas Nucleares de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de la Republica en Montevideo, Uruguay, utilizando una fase sélida directa
RIA (Siemens Healthcare Diagnostics Inc. Los Angeles, CA, EE.UU.). El RIA tuvo una
sensibilidad de 0,083 ng/mL con un coeficiente de variacién intransayo para los
controles bajo (0,92 ng/mL), medio (2,89 ng/mL) y alto (9,9 ng/mL) de 12,1 %, 7,52 %
y 5,99 %, respectivamente.

Para asegurar la homogeneidad de los grupos se evalué el estado metabdlico y
fisiolégico de las vacas. Se tomaron muestras de sangre entera por puncién de la vena o
arteria coccigea mediana para determinar los niveles de BHB al dia -12 y O y los niveles
de glucosa al dia -3. Una fraccién de las muestras del dia -12 se centrifugd a 1100 g
durante 20 minutos y el suero se almacené a -20°C hasta que se analizaron para IGF-1.
Las concentraciones de IGF-1 se determinaron en el Laboratorio de Técnicas Nucleares,
Facultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay utilizando un kit comercial de
radioinmunoanalisis (RIA) (IGF1-133 RIACT Cis Bio International, GIF-SUR-YETTE
CEDEX, Francia; Adrien et al., 2012). La sensibilidad del ensayo fue de 0,38 ng/mL.
Los coeficientes de variaciéon (CV) intraensayo para el control bajo (35 ng/mL) y el
control alto (458 ng/mL) fueron 14,12 % y 13,44 %, respectivamente. Las
concentraciones de glucosa al dia -3 y de BHB al dia -12 y O en sangre total se
determinaron usando un sistema portatil de medidor de glucosa/cetona
(FreeStyleOptium Blood Glucose Monitoring System, Abbott Diabetes Care, Alameda,
California, EE. UU.) de acuerdo con las pautas de funcionamiento del fabricante. Los
reactivos de control de calidad se corrieron diariamente antes de analizar cualquier

muestra (Voyvoda y Erdogan, 2010).

3.1.4 Ultrasonografia de ovarios y diagnéstico de preiez
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Se realizaron ecografias transrectales del tracto genital y ovarios a la totalidad de los
animales en estudio al dia -22, al dia -12 cuando se inici6 la presincronizacion con/sin
DI de P4 y al dia -3 cuando se retiraron los DI al Grupo Presynch Progesterona y se
aplico la primera dosis de PGF2a. Luego se hicieron ecografias al iniciar el Ovsynch al
dia O y se repitieron cada 24 horas entre el dia 0,5 y el dia 7. Una nueva ecografia se
realizé al dia 9 cuando se aplicé la segunda GnRH, al dia 10 con a la IATF, 37 horas
después de esta y por dltimo al dia 17 (Figura 3). Se realizé un mapa ovarico por vaca
donde se registraron el didmetro y la posicion de foliculos > 5 mm y CL. Para ello se
utiliz6 un ecografo portatil con un transductor de 5 MHz (HONDA, HS 101 Vet, Japan).
Las vacas con un foliculo > 10 mm de diametro al dia O que presentaron un nuevo CL
en el mismo ovario 7 dias después se considerd que ovularon en respuesta a la primera
GnRH. La ovulacién a la segunda GnRH se definié como la desaparicion de uno o més
foliculos > 10 mm de diametro dentro de las 37 horas de administrada la GnRH y
confirmado por la presencia de un CL en el mismo lugar y una concentracién de P4 >
1,0 ng/mL a los 7 dias de la IATF. El diagnéstico de prefiez se realizd por ecografia

transrectal a los 32 dias de gestacion (Pierson y Ginther, 1984).
3.1.5 Analisis estadistico

Las comparaciones basales entre grupos para peso corporal (Kg), BHB (mmol/L),
glucosa (mg/dL) e IGF-1 (ng/mL) se realizaron con andlisis de la varianza Proc GLM y
con diferencia por pares de Pdiff y para CC con Proc Genmod (SAS System®, SAS Inst.
Inc., Cary, NC, EE. UU.). El efecto del grupo de presincronizaciéon (Grupo Presynch
Progesterona, n = 15 vs. Grupo Presynch Control, n = 13), el dia experimental y su
interaccion sobre las concentraciones de P4 plasmdtica (ng/mL) durante la
presincronizacion (dia -12 y 0), y el tamafio del FD (mm) antes de iniciar el Ovsynch
(dia -12 y -3) se evalud mediante andlisis de la varianza para medidas repetidas con
Proc Mixed (SAS System®). El efecto del grupo de presincronizacién sobre la ovulacién
a la primera GnRH (Si vs. No) se evalu6é mediante la prueba exacta de Fisher utilizando
Proc Freq (SAS System®). El efecto de los grupos de presincronizacién, grupos de
sincronizacion (Grupo Ovsynch Progesterona, n = 14 vs. Grupo Ovsynch Control, n =
14), el dia experimental y las interacciones sobre la concentracion de P4 plasmética
(ng/mL) y el tamafio del FD (mm) durante el Ovsynch se evalué mediante andlisis de la

varianza con Proc Mixed para medidas repetidas (SAS System®). El efecto de los
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grupos de presincronizacion, los grupos de sincronizacién y la interacciéon sobre la
ovulacion a la segunda GnRH (Si vs. No) y la prefiez a los 32 dias de la IATF se evalué
mediante la prueba exacta de Fisher utilizando Proc Freq (SAS System®). Los
resultados de las variables con distribucién continua se presentan como promedio +
error estandar. Se consideraron diferencias significativas si P < 0,05 y tendencia cuando

P <0,10.

3.2 Estudio 2: Evaluacion de la aplicacion de GnRH o BE al inicio de un protocolo de
sincronizacion de la ovulacion con un dispositivo intravaginal de 1,9 o 3,0 g de
progesterona sobre el crecimiento folicular y la concentracion de progesterona

plasmdtica en vacas lecheras con baja condicion corporal
3.2.1 Poblacion en estudio

Este estudio se realiz6 en un tambo comercial de 1200 vacas en ordefe localizado en
Gonzales Moreno, provincia de Buenos Aires (35°29'18,5" S; 63°15'56,3"W), desde el
14/10/15 al 7/12/15. Las vacas se alojaron en corrales secos y se ordefiaron 3 veces por
dia. Se alimentaron con una racién totalmente mezclada (TMR) compuesta por maiz
molido, semilla de algodén, cdscara de soja, harina de soja, proteina comercial by pass
(Aminmax, GEPSA Feeds, Argentina), alfalfa fresca, silo de maiz y suplemento
vitaminico/mineral para satisfacer los requerimientos establecidos por el Sistema Neto
de Carbohidratos y Proteinas de Cornell (Van Amburgh et al., 2015) para una vaca
Holstein en lactancia de 648 Kg y una produccién lictea promedio de 9769 Kg. Se
registr6 fecha al parto, nimero de lactancias, CC en la escala de 1 a 5 (Ferguson et al.,
1994) al comenzar el tratamiento y al momento de la inseminacién y produccion lactea
individual (L/dia) mensual por control lechero. Todos los procedimientos se realizaron
segiin protocolo N° 207/15 aprobado por el Comité Asesor de Etica y Seguridad de la
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del Litoral, Santa Fe,

Argentina.
3.2.2 Disefio experimental

En este estudio se utilizaron 40 vacas Holstein (17 primiparas y 23 multiparas) de 633,7
+ 52,3 Kg de peso corporal, 2,1 + 1,2 lactancias, 56,0 + 8,9 dias posparto, 2,4 + 0,3 de
CC y una produccién de 42,8 + 9,9 Lts/dia. Se asignaron al azar a cuatro grupos

experimentales en un disefio experimental completamente aleatorizado con un arreglo
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factorial 2 x 2 bloqueado por nimero de partos, dias en lactancia, ciclicidad, CC,
produccién de leche y peso corporal. El dia 0, la mitad de los animales (n=20) recibi6
una dosis de 10 pg de Acetato de Buserelina (2,5 mL intramuscular de Receptal®, MSD
Salud Animal, Argentina) mds la insercion de un DI de 3,0 g de P4 (Dispositivo test n =
10) o de 1,9 g (Dispositivo control n = 10) mientras que al resto (n = 20) se le aplicé 2
mg de BE (2 mL intramuscular de Benzoato de Estradiol Syntex®, Syntex S.A,
Argentina) mds el DI de 3,0 g (n =10) ode 1,9 g (n = 10). El dia 7 se retiraron los DI y
se aplicé doble dosis de 25 mg de PGF2a (5 mL intramuscular de Lutalyse® solucién
estéril, dinoprost trometamina, Zoetis, Argentina) a intervalo de 24 horas. La segunda
aplicacion de 10 pg de Acetato de Buserelina se realizo a las 56 horas de retirado los DI
y se inseminaron a tiempo fijo 16 horas después con un mismo toro de probada
fertilidad (Figura 4). Del dia -10 al 10 se observd 2 veces por dia (AM-PM) la pintura
en la base de la cola y se determiné celo por remocion total de la misma. La CC
(Ferguson et al., 1994) se determind al dia -10 y a la IATF para verificar si los animales

mantuvieron, mejoraron o perdieron estado durante el estudio.
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Figura 4: Disefo experimental estudio 2. Las vacas fueron asignadas a un tratamiento con BE o
con GnRH. El primero consistié en: Dia 0: aplicacién de 10 pg de GnRH+un DI de 3019 g
de P4, Dia 7: retiro del DI + 2 dosis de PGF2a. a intervalo de 24 horas. A las 56 horas de retirar
los DI se coloc6 una dosis de 10 pg de GnRH para inseminar a tiempo fijo (IATF) 16 horas mas
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tarde. El segundo tratamiento solo difirié del anterior en la colocacién de 2 mg de BE al dia 0.
Eco = Ecografia, P4 = Muestra de sangre para determinar la concentracion de progesterona, CC
= Condicioén corporal, DP = Diagndstico de prefiez.

3.2.3 Muestreo de sangre para determinacion de progesterona plasmatica

Se tomaron muestras de sangre por puncion de la vena o arteria coccigea utilizando

tubos Vacutainer®

con K2E (EDTA) como anticoagulante para determinar la
concentracion plasmatica de P4 al dia -10, cada 24 horas entre el dia 0 y el retiro de los
DI al dia 7 y por ultimo 7 dias después de la inseminacién (dia 17) para confirmar la
ovulacion. Inmediatamente después de la recoleccion se colocaron en hielo molido y se
centrifugaron a 1100 g por 20 minutos para conservarse a -20 °C hasta que se realiz6 la
determinacion de P4. Las concentraciones plasméticas de P4 y las ecografias del dia -10
y 0 se utilizaron para caracterizar la etapa del ciclo estral de los animales al comenzar el
estudio. Se consider6 que las vacas reanudaron la actividad ovérica posparto si la P4 fue
> 1,0 ng/mL en al menos una muestra con un CL detectable a la ecografia, mientras que
estaban en anestro si ambas muestras reportaban valores < 1,0 ng/mL sin CL y con
utero flacido en los dos exdmenes ecogréficos. Las determinaciones de P4 plasmatica se
realizaron por RIA en fase sélida utilizando kits de MP (MP BIOMEDICALS, INC.
Solon, OH 44139 USA) en el Laboratorio de Endocrinologia y Metabolismo Animal,
Facultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay. La concentracién minima detectable del
ensayo fue de 0,06 ng/mL y 0,03 ng/mL en la primera y segunda corrida
respectivamente. Los coeficientes de variacion intraensayo para el control bajo (1,0
ng/mL), medio (5,0 ng/mL) y alto (10,0 ng/mL) fueron 17,64 %, 16,42 % y 14,84 %
respectivamente. El coeficiente de variacion interensayo para los mismos controles

fueron 19,35 %, 11,36 % y 9,91 % respectivamente.
3.2.4 Ultrasonografia de ovarios y diagnéstico de preiiez

Las ecografias del tracto genital se realizaron con un ecdgrafo portdtil con un
transductor de 5 MHz (HONDA, HS 101 Vet, Japan) al dia -10, 0, luego cada 24 horas
hasta el dia 10 y por ultimo a los 7 dias de la IATF para confirmar la ovulacién. Se
realiz6 un mapa ovdrico por vaca donde se registraron el didmetro y la posicién de
foliculos > 5 mm y CL. En vacas que iniciaron el protocolo de sincronizacion con
GnRH se consider6 que ovularon en respuesta a la primera GnRH del tratamiento si un
foliculo > 10 mm que estaba presente al momento de su aplicacion fue reemplazado 7
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dias después con un CL en el ovario ipsilateral. El dia de la aparicién de una nueva onda
folicular en vacas que comenzaron el tratamiento con BE se definié como el dia en que
el FD fue identificado retrospectivamente con un didmetro de 4 a 5 mm (Ginther et al.,
1989; Knopf et al., 1989). La ovulacion a la segunda GnRH se defini6 como la
desaparicion de uno o mas foliculos > 10 mm dentro de las 40 horas de administrada la
GnRH y confirmada 7 dias después de la inseminacion por la presencia de CL y niveles
de P4 > 1,0 ng/mL. El diagnéstico de prefiez se realizé por ecografia transrectal a los 34

dias de gestacion (Pierson y Ginther, 1984).
3.2.5 Anilisis estadistico

Las comparaciones basales entre grupos para peso corporal (Kg), dias en lactancia,
produccién de leche (L/dia) y CC se realizaron con anélisis de la varianza Proc GLM
(SAS System®, SAS Inst. Inc., Cary, NC, EE.UU.). La proporcién de vacas por nimero
de partos (Primiparas/Multiparas) y ciclicidad (Anestro vs. Ciclando) se compararon por
la prueba de Chi-Cuadrado (Proc FREQ, Sistema SAS). Las variables independientes
fueron la hormona colocada al inicio de la sincronizacién (BE vs. GnRH), el DI de P4
(1.9 vs. 3 g) y el dia experimental. Las variables dependientes fueron la concentracién
de P4 plasmatica entre el dia 0 y el dia 7, el tamafio del FD (mm) entre el dia 3 y 10, la
ovulacién a la segunda GnRH (Si vs. No) y prefiez a los 34 de la IATF (Si vs. No). El
efecto de variables independientes incluyendo las interacciones sobre las
concentraciones de P4 plasmadticas y el crecimiento folicular se evaluaron utilizando un
modelo mixto ANOVA para medidas repetidas (Proc MIXED, Sistema SAS). El efecto
de variables independientes con sus interacciones sobre la ovulacién a la segunda GnRH
y la prefiez a la IATF se analizaron mediante regresion logistica multiple (Proc Logistic
of SAS System) utilizando el procedimiento de eliminacion desde atrds (Agresti, 1996).
Los resultados de las variables con distribucion continua se presentan como promedio +
error estandar. Se consideraron diferencias significativas si P < 0,05 y tendencia cuando

P <0,10.

3.3 Estudio 3: Efectos de la presincronizacion con un dispositivo intravaginal de 1,9 g
de progesterona por 9 dias previo al Ovsynch mds progesterona sobre la preiiez en

vacas lecheras con baja condicion corporal

3.3.1 Poblacion en estudio
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Este estudio se realizé en un tambo comercial de 1200 vacas en lactancia con 3 ordefies
por dia ubicado en el noroeste de la provincia de Buenos Aires (35°29'18,5" S;
63°15'56,3"W), desde el 27/10/17 al 23/2/18 y del 20/7/18 al 27/12/18. Los animales se
alojaron en corrales secos y se les suministr, 3 veces por dia, una racion totalmente
mezclada (TMR) para cubrir los requerimientos de vacas en lactancia Holstein de 650
Kg y una produccién de 55 litros/dia al 3,5 % de grasa (NRC 2001). Se registr6 fecha al
parto, nimero de lactancias, CC en la escala de 1 a 5 (Ferguson et al., 1994) al
comenzar el tratamiento y al momento de la inseminacién y produccion lactea
individual (L/dia) mensual por control lechero. Todos los procedimientos se realizaron
segitin protocolo N° 207/15 aprobado por el Comité Asesor de Etica y Seguridad de la
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del Litoral, Santa Fe,

Argentina.
3.3.2 Diseiio experimental

Se utilizaron 299 vacas Holstein (123 Primiparas y 176 multiparas) de 1,9 + 1,1
lactancias, 45,1 £ 9,5 dias posparto, 41,3 + 10,4 L/dia de produccién y 2,5 + 0,3 de CC.
Se asignaron semanalmente al azar a uno de los 2 grupos experimentales bloqueando
por niimero de lactancias, dias posparto, produccién de leche, CC y presencia de CL al
inicio de la presincronizacién. El dia -12, un grupo de 148 vacas (Grupo Presynch
Progesterona) recibi6 un tratamiento de presincronizacion con un DI de 1,9 g de P4 por
9 dias mientras que el resto (n = 151) permanecié como controles no tratados (Grupo
Presynch Control). El dia -3 se retir6 el DI al Grupo Presynch Progesterona y se aplico a
los animales de ambos grupos doble dosis de 25 mg de PGF2a (5 mL intramuscular de
Lutalyse® solucién estéril, dinoprost trometamina, Pfizer Animal Argentina) con un
intervalo de 24 horas. El dia 0, todas las vacas (n=299) iniciaron un protocolo Ovsynch
+ Progesterona que consistio en la aplicacion de un nuevo DI de 1,9 g de P4 y una dosis
de 10 pg de Acetato de Buserelina (2,5 mL intramuscular de Receptal®, MSD Salud
Animal, Argentina). Al dia 7 se retiraron los DI y se colocaron 2 dosis de 25 mg de
PGF2a (Lutalyse® solucién estéril, dinoprost trometamina, Pfizer Animal Argentina)
separadas por 24 horas. La segunda dosis de 10 pug de Acetato de Buserelina se aplicé a
las 56 horas de haber retirado los DI para inseminarlas a tiempo fijo 16 horas después.
Al momento de la inseminacién se determindé la presencia de celo por remocién total de

la pintura en la base de la cola (Figura 5).
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Presynch Progesterona (n=148)
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Figura 5: Diseno experimental estudio 3. El dia -12 se coloc6é a 148 vacas un dispositivo
intravaginal de 1,9 g de P4 (DI. 1,9 g P4) por 9 dias (Presynch Progesterona) mientras que el
resto (n=151) quedé como control no tratadas (Presynch Control). El dia -3 se retir6 el DI al
Grupo Presynch Progesterona y se aplico 2 dosis de PGF2a separadas por 24 horas. Al dia 0
todos los animales comenzaron un protocolo de sincronizaciéon Ovsynch + P4 que consistié en
la colocacién de un nuevo DI. 1,9 g P4 + 10 ug de GnRH. Dia 7: retiro del DI + 2 dosis de
PGF2a separadas por 24 horas. A las 56 horas de retirados los DI se coloc6 una dosis de 10 pg
de GnRH para inseminar a tiempo fijo 16 horas més tarde. Eco= Ecografia, CC= Condici6én
Corporal, IATF= Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo, DP= Diagndstico de Prefiez, RP=
Reconfirmacién de Prefiez.

3.3.3 Ultrasonografia de ovarios y diagnostico de preiiez

Se realizé ecografia transrectal del tracto genital a todos los animales en estudio al dia -
12 para registrar la presencia/ausencia de CL, los foliculos ovéaricos mayores a 5 mm y
las caracteristicas del utero. Para ello se utilizé un ecégrafo portatil con un transductor
de 5 MHz (HONDA, HS 101 Vet, Japan). El diagndstico de prefiez se realizé por

ecografia transrectal a los 32 y 62 dias desde la inseminacion (Kastelic et al., 1990b).
3.3.4 Analisis estadistico

El tamafio de la muestra para detectar una diferencia del 15 % en la TC entre grupos se
estimé considerando una potencia del 80 % y un nivel de significancia del 0,05
(Campbell et al., 1995). Las comparaciones basales entre grupos para producciéon de

leche y dias en lactancia se realizaron con andlisis de la varianza utilizando Pro GLM y
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diferencia por pares de Pdiff y para CC, lactancias y CL al dia -12 con Pro Genmod
(SAS System®, SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA). El efecto del grupo (Grupo Presynch
Progesterona vs. Grupo Presynch Control), lactancia (Primiparas vs. Multiparas),
presencia de CL al dia -12 (S1 vs. No) y manifestacion de celo a la inseminacion (Celo
vs. No celo) junto a sus interacciones bidireccionales sobre la prefiez a los 32 y 62 dias
de la IATF se evalué usando regresion logistica miiltiple (Pro Genmod, SAS System®).

Se consideraron diferencias significativas si P < 0,05 y tendencia cuando P < 0,10.
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4.1 Estudio 1: Evaluacion del tratamiento con un dispositivo intravaginal de 3,0 g de
progesterona antes y durante el Ovsynch sobre el crecimiento folicular y la
concentracion de progesterona plasmdtica en vacas lecheras con baja condicion

corporal

En la Tabla 1 se presenta el peso al parto, los dias en lactancia, la CC y la produccién de
leche en vacas del Grupo Presynch Progesterona y Presynch Control. Al comienzo del
estudio no se detectaron diferencias significativas en el peso al parto, dias en lactancia,
CC y produccioén de leche entre los tratamientos (Tabla 1).

Tabla 1: Promedio + EE de peso corporal, dias en lactancia, CC y produccién de leche

en el Grupo Presynch Progesterona y Presynch Control.

Presynch Progesterona  Presynch Control

Variable (n=15) (n=13) P valor
Peso corporal (kg) 600,5 +20,9 603,9 + 16,9 0,66
Dias en lactancia 51,0+7.,8 522 +5,7 0,92
CC (1-5) 2,57 £0,20 2,50 +0,15 0,42
Produccién de leche 374439 377 + 4.0 0.98

(L/dia)

La concentracion de glucosa en sangre al dia -3 fue 71,20 + 1,79 mg/dL en el Grupo
Presynch Progesterona y 70,00 + 1,53 mg/dL en el Grupo Presynch Control (P = 0,60).
La concentracién de BHB en vacas del Grupo Presynch Progesterona al dia -12 y O fue
0,62 + 0,04 y 0,47 + 0,04 mmol/L y en vacas del Grupo Presynch Control fue de 0,50 +
0,04 y 0,47 = 0,04 mmol/L, respectivamente (Dia P = 0,02; grupo presincronizacién P =
0,23; grupo presincronizacion por dia P = 0,11). La concentraciéon de IGF-I en suero al
dia -12 también fue similar entre grupos (P = 0,15), alcanzé 86,7 + 8,04 ng/mL en el
Presynch Progesterona y 71,1 + 6,41 ng/mL en el Presynch Control. El 85,7 % de las
vacas (24/28) no presentaron cuerpo luteo al dia -22 y -12 y la concentracion de P4 fue
< 1,0 ng/mL en ambas muestras. No obstante, en el 92,8 % de los animales (26/28) no
se detectd cuerpo liteo al dia -12.

Se detect6 una interaccion significativa entre el grupo de presincronizacion y el dia para
la concentracion de P4 plasmatica entre el dia -12 y O (P = 0,03). La concentracién de
P4 plasmdtica fue mayor para vacas del Grupo Presynch Progesterona (2,14 + 0,37

ng/mL) en relacién a las vacas del Grupo Presynch Control (0,99 + 0,39 ng/mL). La
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concentracion de P4 plasmadtica en el Grupo Presynch Progesterona alcanzé un maximo
de 3,12 + 0,43 ng/mL al dia -9 para luego descender a 2,46 + 0,43 ng/mL previo al
retiro del DI al dia -3. Por el contrario, la P4 plasmatica en el Grupo Presynch Control

se mantuvo alrededor de 1,0 ng/mL durante los 9 dias (Figure 6).
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Figura 6: Concentracion de progesterona plasmatica en vacas presincronizadas con un DI de 3
g de P4 (Grupo presynch progesterona) y en vacas control no tratadas (Grupo presynch control)
entre el dia -12 y -3. El dia -3 las vacas recibieron doble dosis de PGF:a separadas por 12 horas
y el dia 0 iniciaron un protocolo Ovsynch. Efecto del grupo de presincronizacién (P = 0,04), dia
(P =0,04) y grupo de presincronizacién por dia (P = 0,03). *P < 0,001; **P < 0,05.

Al inicio de la presincronizacion al dia -12, el 39,3 % de las vacas presentaron foliculos
entre 9 y 14 mm, el 57,1 % foliculos de 15 a 24 mm y el 3,6 % restante foliculos
mayores a 25 mm. La CC promedio fue de 2,45 (rango 2,25 a 2,75) en las vacas con
foliculos de 9 a 14 mm y de 2,6 (rango 2,5 a 2,75) en aquellas con foliculos entre 15 y
24 mm.

El tamaio del FD al dia -12 y -3 para vacas del Grupo Presynch Progesterona fue 14,8 +
1,04 y 14,3 + 1,04 mm y para vacas del Grupo Presynch Control fue 15,0 + 1,08 y 14,5
+ 1,08 mm, respectivamente (Grupo presincronizacion P = 0,87; Dia P = 0,38; grupo
presincronizacion por dia P = 0,99). En estos 9 dias de tratamiento no se detectaron
ovulaciones en ninguno de los grupos.

La respuesta ovulatoria a la primera GnRH del protocolo fue del 80,0 % (12/15) en
vacas del Grupo Presynch Progesterona y del 69,2 % (9/13) en animales del Grupo
Presynch Control (P = 0,67).
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No hubo efecto del grupo de presincronizacion (P = 0,22) ni interaccién con el grupo de
sincronizacién (P = 0,92) sobre la concentracion de P4 plasmaética entre el dia Oy 17.

La concentracién promedio de P4 plasmadtica durante los 7 dias de tratamiento fue
mayor (P < 0,0001) en el Grupo Ovsynch Progesterona (2,39 + 0,15 ng/mL) respecto al
Grupo Ovsynch Control (0,85 £+ 0,09 ng/mL) (Figura 7).
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Figura 7: Concentracién de progesterona plasmatica desde dia O hasta dia 17 en vacas del
grupo Ovsynch control y Ovsynch progesterona (P = 0,0001).

En el Grupo Ovsynch Progesterona, la concentracion de P4 se increment6 a 2,44 ng/mL
en las 12 horas posteriores a la insercion del DI para alcanzar los 3,5 ng/mL a los cuatro
dias y medio y mantenerse en valores superiores a los 2,5 ng/mL durante todo el
protocolo. Por el contrario, en el Grupo Ovsynch Control la concentracion de P4 se
mantuvo por debajo de 0,68 ng/mL los primeros 3 dias y medio, aumenté a 1,1 ng/mL
al dia 4,5 y alcanzé una concentracion méixima de 1,51 ng/mL a los 5,5 dias para
terminar con 1,08 ng/mL al dia 6,5.

La concentracion de P4 en ambos grupos estuvo por debajo de 0,4 ng/mL a las 12 horas
de haber aplicado la primera PGF2a y continué descendiendo hasta llegar a 0,1 ng/mL
en la inseminacién. Al dia 17 (7 dias después de la IATF), la P4 plasmética fue de 2,02
ng/mL en el Grupo Ovsynch Control y de 1,86 ng/mL en el Ovsynch Progesterona (P =
0,62).

No se detect6 efecto del grupo de presincronizaciéon (P = 0,83) ni interacciéon con el

grupo de sincronizacién (P = 0,14) sobre el crecimiento folicular entre los dias 0 y 10.
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No obstante, se detectd una interaccion grupo de sincronizacion por dia (P = 0,02) sobre
el crecimiento del FPO entre el dia 2,5 y la inseminacién al dia 10 (Figura 8). El FPO se
diferencio entre tratamientos desde el dia 2,5 hasta el dia 7,5 y al dia 10. El FPO en el
Grupo Ovsynch Progesterona (10,92 + 0,40 mm) fue de menor tamafio promedio que en
el Ovsynch Control (11,39 £+ 0,39 mm).
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Figura 8: Efecto de la concentracién de progesterona plasmatica sobre el crecimiento del
foliculo dominante preovulatorio durante el protocolo Ovsynch. Grupo de sincronizacién (P =
0,42), dia (P < 0,0001) y grupo de sincronizacién por dia (P = 0,02).

No se reporté efecto del grupo de presincronizaciéon (P = 0,15) ni del grupo de
sincronizacién (P = 0,54) sobre la respuesta ovulatoria a la segunda GnRH del
tratamiento. La tasa de ovulacién a la segunda GnRH del Ovsynch fue del 85,7 %
(12/14) en vacas del Grupo Ovsynch Control y del 92,8 % (13/14) en vacas del Grupo
Ovsynch Progesterona.

Una vaca del Grupo Ovysnch Control se vendié entre la IATF y el diagndstico de
prefiez. El grupo de presincronizacién (P = 0,61) y de sincronizacion (P = 0,14)
tampoco tuvieron efecto sobre la prefiez a los 32 dias. La prefiez a los 32 dias de la
inseminacién fue del 23,1 % (3/13) para el Grupo Ovysnch Control y del 50,0 % (7/14)

para el Ovsynch Progesterona.

4.2 Estudio 2: Evaluacion de la aplicacion de GnRH o BE al inicio de un protocolo de

sincronizacion de la ovulacion con un dispositivo intravaginal de 1,9 o 3,0 g de
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progesterona sobre el crecimiento folicular y la concentracion de progesterona

plasmadtica en vacas lecheras con baja condicion corporal

En la Tabla 2 se presenta el peso corporal, los dias en lactancia, la produccién de leche,
la CC y la proporcién de vacas primiparas y en anestro en los diferentes grupos
experimentales. Al comienzo del estudio no se detectaron diferencias significativas en el
peso corporal, dias en lactancia, produccion de leche, CC ni en el porcentaje de vacas
primiparas y en anestro entre tratamientos (Tabla 2).

Tabla 2: Promedio + EE de peso corporal, dias en lactancia, produccién de leche, CC, y

porcentaje de vacas primiparas y en anestro en los diferentes grupos experimentales.

BE+1,9gP4 BE+3gP4 GnRH+1,9gP4 GnRH+3gP4 P

Variable (n = 10) (n = 10) (n=10) (n=10) valor

Pesocorporal (03 515 61754451  6295+41.8  6514+690 0,54

(kg)
Dias en lactancia 56,0 + 8,8 57,8 +7,7 55,6 +11,0 54,5+ 8,9 0,88
Produccién de
leche (L/dia) 447 £ 11,2 419+84 41,9 +£8,5 427 +12,0 0,91
CC (1-5) 2,45 +0,28 2,45 + 0,86 2,48 £0,22 2,40 + 0,29 0,93
| Vacas 40 40 40 50 0,95
primiparas (%)
Vacas en anestro 40 60 50 60 0.77

(%)

La respuesta ovulatoria a la primera GnRH del protocolo fue del 45 % (9/20) y la tasa
de recambio folicular en vacas tratadas con BE fue del 70 % (14/20; P =0,11). La nueva
onda folicular en el 78,5 % de las vacas que respondieron al BE, se detect6 entre los 3 y
5 dias de iniciado el tratamiento. No hubo efecto del DI (P = 0,77), de la hormona
aplicada al inicio del protocolo de sincronizacién (P = 0,92) y del dia (P = 0,24) sobre la
concentracion de P4 plasmadtica entre el dia O y 7 de tratamiento. Tampoco se detectd
interaccion del DI y dia (P = 0,43), del DI y la hormona colocada al inicio del
tratamiento (P = 0,54) ni de estas tres variables (P = 0,41) sobre los niveles de P4
plasmdtica del dia 0 al 7. Sin embargo, se observd una interaccién de la hormona
aplicada al inicio de la sincronizacién por dia (P = 0,02) sobre la concentracién de P4
plasmatica entre el dia 0 y 7 (Figura 9). La concentracion de P4 en las vacas tratadas

con GnRH fue menor desde el inicio del tratamiento hasta el dia 2, para luego
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diferenciarse estadisticamente al dia 5 en relacion a las tratadas con BE. A partir de ese
momento, las diferencias numéricas observadas a favor de las GnRH fueron similares
respecto al grupo BE. La proporcién de vacas con CL al dia O fue del 40 % (8/20) en el
grupo GnRH y del 45 % (9/20) en el grupo BE (P = 0,75). Al momento de la PGF2a del
protocolo, el 55 % (11/20) de las tratadas con GnRH presentaron un CL mientras que
solo el 20 % (4/20) de las tratadas con BE exhibieron un CL (P = 0,05). Por lo tanto, el
55% (5/9) de las vacas tratadas con BE que iniciaron el protocolo con CL
experimentaron regresion luteal entre el dia 0 y 7 en comparacién al 12,5 % (1/8)

observado en las tratadas con GnRH al comienzo (P = 0,00).

Progesterona plasmatica (ng/mL)
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Figura 9: Concentracion de progesterona plasmatica entre el dia O y 7 para vacas tratadas con

GnRH o benzoato de estradiol al inicio del protocolo de sincronizacién. Grupo hormona por dia
(P =0,02).

No se detect6 efecto del DI (P = 0,90), interaccion DI por dia (P = 0,60), hormona por
dia (P = 0,12) ni interaccion de estas tres variables (P = 0,99) sobre el tamafio del FD
durante los 3 a 10 dias de tratamiento. No obstante, hubo un efecto del dia (P < 0,0001)
y de la hormona utilizada para reiniciar la onda folicular (P = 0,003) donde el tamafo
promedio del FD durante los 7 dias en vacas tratadas con GnRH fue de 11,85 + 0,79
mm y en vacas sincronizadas con BE fue de 8,75 + 0,65 mm (Figura 10). El FPO a la
IATF en vacas que iniciaron el protocolo con GnRH (17,57 + 0,96 mm) fue de mayor

tamafio (P = 0,0001) en relacion a vacas tratadas con BE (13,86 + 0,79
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Figura 10: Tamafio del foliculo dominante durante los 3 a 10 dias de tratamiento en vacas
lecheras que recibieron GnRH o BE al inicio del protocolo para controlar el reinicio de la onda

folicular. Dia (P < 0,0001), hormona para controlar la onda folicular (P = 0,003).

No hubo efecto del DI (P = 0,61), de la hormona para sincronizar la onda folicular (P =
0,11) ni de su interaccién (P = 0,31) sobre la respuesta ovulatoria a la segunda GnRH.
La tasa de ovulacién a la segunda GnRH fue del 90% (18/20) en vacas que recibieron
GnRH al inicio y del 70% (14/20) en vacas tratadas con EB. El DI (P = 0,65), la

hormona para sincronizar la onda folicular (P = 0,65) y su interaccién (P = 0,31) no

afectaron la prefiez a los 34 dias de la inseminacién. La concepcién fue del 20% (4/20)

en las vacas que iniciaron el protocolo con GnRH y en vacas tratadas con BE (4/20).

4.3 Estudio 3: Efectos de la presincronizacion con un dispositivo intravaginal de 1,9 g
de progesterona por 9 dias previo al Ovsynch mds progesterona sobre la preiiez en

vacas lecheras con baja condicion corporal

En la Tabla 3 se presenta los dias en lactancia, la produccién de leche, la CC y la
proporciéon de vacas primiparas y sin CL al dia -12 en el Grupo Presynch Control y
Presynch Progesterona. Al comienzo del estudio no se detectaron diferencias
significativas en los dias en lactancia, produccién de leche, CC ni en el porcentaje de

vacas primiparas y sin CL al dia -12 entre tratamientos (Tabla 3). Sin embargo, el 62,6
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% (77/123) de primiparas que iniciaron la presincronizacion sin CL fue mayor al 50%
(88/176) observado en multiparas (P = 0,03).
Tabla 3: Promedio + EE de dias en lactancia, produccién de leche, CC, y porcentaje de

vacas primiparas y sin CL al dia -12 en el grupo Presynch Control y Presynch

Progesterona.
. Presynch Control Presynch Progesterona
Variable (n=151) (n = 148) P valor
Dias en lactancia 45,1 +0,8 45,2 +0,8 0,94
Produccién de leche
(L/dfa) 41,1 £0,8 41,5+£0,9 0,75
CC (1-5) 2,46 + 0,02 2,46 + 0,02 0,90
Vacas primiparas 42.4 39.9 0.65
(%)
Vacas sin CL dia -12 50.3 39.2 0.20
(%)

En la Tabla 4 se presenta el nimero de vacas prenadas a los 32 dias de gestacion, la
razén de riesgo (RR) ajustada con un 95 % de confianza para el intervalo y los valores P
para el efecto del grupo de estudio, nimero de partos y presencia/ausencia de CL al dia
-12 junto a la interaccién CL al dia -12 por grupo de estudio.

Tabla 4: Numero de vacas prefiadas a los 32 dias de gestacion, RR ajustada con un 95
% de confianza para el intervalo y los valores P para el efecto del grupo de estudio,

ndmero de partos y presencia/ausencia de CL al dia -12 junto a su interaccion.

Prefiez por Al

Variable AOR 95 % CI P valor
9 (n)
Grupo 0,18
Presynch Control 30,5 (46/151)  Referencia Referencia
Presynch Progesterona 33,1 (49/148) 1,84 0,75-4,50
Categoria 0,82
Primiparas 33,3(41/123)  Referencia Referencia
Multiparas 30,7 (54/176) 0,92 0,45-1,87

CL al dia—12 0,75
No 26,1 (43/165) Referencia Referencia
Si 38,8 (52/134) 1,12 0,55-2,28

CL al dia— 12 por grupo 0,04
No/Presynch Control 18,7 (14/75) Referencia Referencia
No/Presynch Progesterona 32,2 (29/90) 2,07 0,99-4,29
Si/Presynch Control 42,1 (32/76) 3,16 1,51-6,62
Si/Presynch Progesterona 34,5 (20/58) 2,29 1,03-5,07
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La prefiez a los 32 dias de la IATF fue 30,5 % (46/151) en vacas del Grupo Presynch
Control y 33,1% (49/148) en el Presynch Progesterona (P = 0,18). En primiparas fue el
33,3% (41/123) y en multiparas el 30,7 % (54/176) (P = 0,82). No se detectd interaccion
entre grupos y categoria sobre la prefiez a la IATF (P = 0,65). Sin embargo, la
concepcidn a los 32 dias de gestacion se comport6 diferente segun la presencia de CL al
dia -12 y el tratamiento aplicado (P = 0,04). En vacas sin CL al dia -12 la prefiez fue
mayor en el Grupo Presynch Progesterona (32,2 %) comparada con el Presynch Control
(18,7 %). En cambio, en vacas que iniciaron el tratamiento con CL, la concepcién fue
del 34,5 % en el Grupo Presynch Progesterona y del 42,1 % en el Grupo Presynch
Control.

En la Tabla 5 se presentan los coeficientes del modelo de regresion logistica sobre la
prefiez a los 32 dias de gestacion basado en manifestacion de celo a la IATF y la
presencia de CL al dia — 12 por tratamiento de presincronizacion al dia — 12.

Tabla 5: Coeficientes del modelo de regresion logistica sobre la prefiez a los 32 dias de
gestacion basado en manifestacion de celo a la IATF y la presencia de CL al dia — 12

por tratamiento de presincronizacion al dia — 12.

Variabl Prefiez d 32
ariable
Coeficiente  Error estdindar P valor

CL al dia—12 2,63 0,79 0,001
Tratamiento de presincronizacion - 033 0,56 0,56
Manifestacion de celo a la IATF - 0,78 1,05 0,45
CL . al qla - 12 por tratamiento de 1.96 0.97 0.04
presincronizacion
CL al dia — 12 por manifestacion de celo a la
IATF 2,34 0,93 0,01
Tratamiento de  presincronizacién  por

0,38 0,94 0,35
manifestacion de celo a la IATF
CL al dia - 12 por tratamiento de
presincronizacion por manifestacion de celo a 0,86 1,20 0,47
la IATF

No se detectd interaccion entre la presencia de CL al dia — 12, el tratamiento de
presincronizacion y la manifestacion de celo a la IATF (P = 0,47) ni del tratamiento de

presincronizacion por manifestacion de celo a la inseminacién sobre la prefiez (P =
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0,35). Sin embargo, existié una interaccion de la presencia de CL por tratamiento de
presincronizaciéon al dia -12 (P = 0,04) y de la presencia de CL al dia -12 por la
manifestacion de celo a la IATF sobre la prefiez a los 32 dias de gestacién (P = 0,01).
Debido que la prefiez a los 62 dias no varid en forma significativa (P > 0,05) respecto a
la del dia 32 para los tratamientos evaluados solo se informé esta ultima. La TC de
vacas sin CL al inicio del protocolo que no manifestaron celo al momento de la
inseminacién fue menor en el grupo Presynch Control (4,8%) y Presynch Progesterona

(20,3%) en relacion al resto de los tratamientos.
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5.1 Estudio 1: Evaluacion del tratamiento con un dispositivo intravaginal de 3,0 g de
progesterona antes y durante el Ovsynch sobre el crecimiento folicular y la
concentracion de progesterona plasmdtica en vacas lecheras con baja condicion

corporal

En vacas en lactancia con baja CC, la insercion de un DI de 3,0 g de P4 por 9 dias
previo al Ovsynch increment6 la concentracion de P4 plasmadtica sin afectar el tamafio
del FD. Ademads, este tratamiento de presincronizacién tampoco incremento la respuesta
ovulatoria a la primera GnRH del Ovsynch. El tratamiento con un DI de 3,0 g de P4
durante el Ovsynch increment6 la concentraciéon de P4 y redujo el tamafio del FPO sin
incrementar la respuesta ovulatoria a la segunda GnRH del protocolo. A pesar del
reducido nimero de animales en estudio, los grupos fueron comparables vy
correctamente aleatorizados porque no se detectaron diferencias significativas entre
ellos en el peso corporal al parto, en la CC, en los dias en lactancia y en la produccion
de leche ni en concentracion de BHB, glucosa e IGF-1.

Al inicio de la presincronizacién la mayoria de las vacas presentaron una concentracién
de P4 < 1,0 ng/mL en ausencia de CL. El 90,9 % (10/11) de las vacas con foliculos de 9
a 14 mm tuvieron una CC < 2,50, esto es superior al 79 % reportado en vacas
anovulatorias en un estudio previo (Glimen et al., 2003). Existe una correlacion negativa
entre la incidencia de anovulacién y la CC en vacas entre los 47 y 60 dias posparto
(Giimen et al., 2003). La anovulacién con crecimiento folicular que no alcanza el
tamafio ovulatorio ocurre durante el balance energético negativo y se caracteriza por la
supresion de los pulsos de LH debido a la baja produccién de E2 en el posparto de vacas
lecheras (Wiltbank et al., 2002). La administracién de P4 en vacas lecheras durante el
posparto puede contribuir a restablecer la retroalimentacioén positiva del E2 sobre el
aumento de GnRH/LH para desencadenar la ovulacion (Giimen y Wiltbank, 2002).

El uso de un DI de 3,0 g de P4 en el Grupo Presynch Progesterona increment6 la
concentracion promedio de P4 en 1,15 ng/mL en relacién al Grupo Presynch Control
durante los 9 dias. Las concentraciones de P4 alcanzadas en el Grupo Presynch
Progesterona fueron similares a los 2,17 ng/mL de P4 reportados en vacas Jersey
tratadas con 2 DI de 1,9 g (Moraes et al., 2016), superiores a los niveles alcanzados en
vacas anovulatorias que recibieron un DI de 1,38 g (Cerri et al., 2009a) e inferiores a las

reportadas en vacas Holstein sin CL tratadas con 2 DI de 1,38 g (Bisinotto et al., 2015a;
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Bisinotto et al., 2013). No obstante, la mayor concentracion de P4 reportada por estos
autores (Bisinotto et al., 2015a; Bisinotto et al., 2013) estaria asociada a la P4 end6gena
producida en respuesta a la ovulacion de la primera GnRH del Ovsynch. La
concentracion de P4 aumenta linealmente al incrementar el nimero de DI que se
insertan en vacas en diestro durante el protocolo de sincronizacioén (Lima et al., 2009).
La insercién del DI de 3,0 g de P4 durante la presincronizacién permitiria alcanzar
concentraciones de P4 plasmaética similares a las obtenidas con el uso de 2 DI.

En el Grupo Presynch Control la concentracion de P4 fue inferior a 1,1 ng/mL en los 9
dias. No obstante, estos niveles subluteales de P4 serian capaces de inhibir el pico de
GnRH que desencadenaria el pico preovulatorio de LH (Kim et al., 2003). Durante el
tratamiento no se registraron ovulaciones en los grupos Presynch Progesterona y
Presynch Control. El tratamiento con un implante de P4 por 9 dias incrementa el peso
de los foliculos, la cantidad de receptores de LH en las células de la teca y de la
granulosa y la concentracién de E2 en el fluido folicular (Inskeep et al., 1988).

Una concentracién de P4 menor a 2,0 ng/mL resulta en un incremento de la
concentracion basal de LH, un mayor desarrollo del FD y mayor concentraciéon de E2
(Cerri et al.,, 2011b). Se ha descripto que en las vacas con 1,3 ng/mL de P4 se
incrementa la frecuencia pulsétil de LH y la concentracion de E2 (Bergfeld et al., 1996).
Por lo tanto, las concentraciones plasmdticas de P4 alcanzadas en el estudio se
encontrarian dentro del umbral que incrementaria las concentraciones de E2 y el tamafio
del FD al finalizar el presynch al dia -3. No obstante, el tamafo del FD al dia -12 y -3
fue similar entre grupos, coincidente con lo reportado por otros autores (Bisinotto et al.,
2015a). Si el FD es mantenido por un periodo prolongado de tiempo con una induccién
artificial de la fase luteal usando bajos niveles de P4, en ausencia de CL, se observa un
incremento en la frecuencia de pulsos de LH sin afectar la amplitud de los mismos;
concentraciones de P4 de 2,0 ng/mL producen persistencia folicular (Sirois y Fortune,
1990). Es posible que los 7 dias que transcurren entre la primera GnRH y la inyeccion
de PG2a durante el Ovsynch permitan a las vacas sin CL suplementadas con P4
exdgena continuar su desarrollo folicular mientras que los foliculos de las vacas
controles alcancen una fase estatica (Bisinotto et al., 2015a).

La concentracion de P4 plasmatica al aplicar la primera GnRH del Ovsynch al dia O fue

inferior a 0,5 ng/mL en ambos grupos. Vacas con una concentraciéon de P4 menor a 1,0
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ng/mL presentan una mayor secrecion y pico de LH luego de aplicar una dosis de
GnRH (Giordano et al., 2012a).

La respuesta ovulatoria fue del 80 % en el Grupo Presynch Progesterona y del 69 % en
el Presynch Control. La tasa de ovulacion en vacas sin CL varia entre el 62 % y 88 %
(Bisinotto et al., 2015a; Bisinotto et al., 2013; Giimen et al., 2003; Stevenson et al.,
2008). Similar a nuestros resultados, la inserciéon de un CIDR en los ultimos 7 dias de
un presynch iniciado a los 49 dias posparto en una poblacién con el 40 % de vacas no
ciclicas tampoco aumento la respuesta ovulatoria a la primera GnRH del Ovsynch (57,9
% y 64,1 % para las vacas tratadas y 72,3 % para controles) iniciado 13 dias después
(Chebel et al., 2006). La tasa de ovulacién reportada a la primera GnRH en vacas no
presincronizadas es del 54 % (Bello et al., 2006) y del 62 % (Galvao y Santos, 2010;
Giimen et al., 2003). La respuesta ovulatoria a la primera GnRH promedia el 64 %,
variando segun la etapa del ciclo estral (Vasconcelos et al., 1999) y el estado de
desarrollo de la onda folicular al comienzo del protocolo (Bello et al., 2006). La
respuesta ovulatoria a la primera GnRH es clave para el reinicio sincrénico de una
nueva onda folicular (Kim et al., 2005; Pursley et al., 1995), eliminando el riesgo de un
foliculo persistente a la segunda GnRH, asegurando elevados niveles de P4 a la PGF2a
(Moreira et al., 2000a; Vasconcelos et al., 1999), mejorando la respuesta luteolitica a la
PGF2a (Bello et al., 2006) e incrementando la TC (Chebel et al., 2006; Stevenson et al.,
2008).

En Grupo Ovsynch Control la concentracién promedio de P4 entre la primera GnRH y
la PGF2a fue similar a los 0,92 ng/mL reportados en vacas Holstein anovulatorias
(Bisinotto et al., 2015a). El incremento en la concentracion de P4 del Grupo Ovsynch
Control a partir del cuarto dia estaria asociado a la formacion de un CL en respuesta a la
primera GnRH (Bello et al., 2006; Kim et al., 2005).

En el Grupo Ovsynch Progesterona, la concentraciéon de P4 fue similar a los valores
reportados en vacas Holstein sin CL que inician un Ovsynch de 5 o 7 dias con 2 CIDR
de 1,38 g (Bisinotto et al., 2015a; Bisinotto et al., 2013) y en vacas Jersey en proestro
tratadas con 2 CIDR (Moraes et al., 2016). Una concentracién superior a 2,0 ng/mL
durante el crecimiento folicular tiende a incrementar la prefiez (Bisinotto et al., 2015a;
Stevenson y Lamb, 2016) y a reducir la incidencia de fases luteales cortas en el proximo

ciclo estral (Bisinotto et al., 2013; Silvia et al., 1991).
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La concentracién de P4 en ambos grupos fue inferior a 0,4 ng/mL y 0,1 ng/mL a las 12
horas de la primera PGF2a y al momento de la inseminacion, respectivamente. Esto es
similar a lo reportado en trabajos previos (Herlihy et al., 2012a). Concentraciones de P4
menores a 0,4 ng/mL a la segunda GnRH del Ovsynch estan asociadas a un incremento
del 50 % en la TC (Brusveen et al., 2009). Con el tratamiento de 2 dosis de PGF2a
separadas por 8 a 24 horas se incrementa la proporciéon de vacas que experimentan
regresion luteal completa con niveles de P4 menores a 0,4 ng/mL (Brusveen et al.,
2009; Nascimento et al., 2014; Ribeiro et al., 2012; Santos et al., 2010; Wiltbank et al.,
2015).

El menor tamafio folicular en el Grupo Ovsynch Progesterona en relaciéon al Ovsynch
Control es coincidente con el menor tamafio del FD reportado en vacas suplementadas
con P4 exdgena durante el Ovsynch (Bisinotto et al., 2010; Bisinotto et al., 2013; Cerri
et al.,, 2011b; Denicol et al., 2012). Existe una correlacién negativa entre el tamafio
folicular y la concentracion de P4 durante el protocolo de sincronizacién (Denicol et al.,
2012). Niveles de P4 inferiores a 2,0 ng/mL incrementan la concentracion basal de LH
(Cerri et al., 2011b) y la produccién de E2 (Bergfeld et al., 1996; Cerri et al., 2011c)
generando un foliculo de mayor tamafio asociado a menor fertilidad (Inskeep, 2004;
Savio et al., 1993b; Vasconcelos et al., 1999).

No obstante, el tamafio folicular en el presente trabajo fue entre 3 a 7 mm inferior a los
reportados al momento de aplicar la PGF2a (Denicol et al., 2012), a la segunda GnRH
(Cerri et al., 2011b) y a la inseminacién (Bisinotto et al., 2013). El menor tamafio
folicular podria estar asociado a diferencias en la CC de las vacas; en este estudio la CC
es < 2,75 mientras que en los mencionados anteriormente es > 2,75. Una baja CC a los
50 dias posparto podria estar asociada a mayor movilizacién energética y un desbalance
hormonal a nivel hipotalamo-hipofisis-ovario (Roche et al., 2009). La reduccién en la
secrecion pulsatil de GnRH/LH por acciones a nivel del hipotdlamo y la hipdfisis limita
el aporte de LH a los foliculos, lo que implica una disminucion en la producciéon de E2 y
un menor crecimiento folicular (Dobson y Smith, 2000). Vacas con menor CC tienen
menor tamafio folicular y mayor probabilidad de ser anovulatorias (Glimen et al., 2003)
lo que reduce la TC en vacas sincronizadas con Ovsynch (Moreira et al., 2000b). Por
cada unidad de incremento en la CC para el rango de 1,25 a 3,25 se incrementa un 48 +
10 % 1la ciclicidad y un 20 £ 10 % el porcentaje de vacas que presentan elevada

concentracion de P4 a la PGF2a del Ovysnch (El-Zarkouny et al., 2004).
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En el presente trabajo no se detectd diferencias significativas en la tasa de ovulacion a la
segunda GnRH del Ovsynch porque el tamafio de la muestra fue calculado para evaluar
la dindmica folicular y la concentraciéon de P4 durante los tratamientos. Los valores
obtenidos en ambos grupos variaron entre el 85,7 % y el 92,8 %, similar a lo informado
en vacas que responden a la segunda GnRH del protocolo con P4 exégena (Bisinotto et
al., 2015a; Cerri et al., 2011c) o endégena (Bello et al., 2006). Es posible lograr un
incremento del 7 % en la ovulacién a la segunda GnRH cuando las vacas son tratadas
con un Ovsynch con P4 (Galvao y Santos, 2010). Para obtener una elevada respuesta
ovulatoria a la segunda GnRH del protocolo, la concentracién de P4 debe ser inferior a
0,2 ng/mL. Esto permite un incremento en la magnitud del pico de LH (Giordano et al.,
2012a).

Luego de la inseminaciodn, la concentracion de P4 asciende de 0,8 ng/mL a 1,6 ng/mL
entre el segundo y cuarto dia posovulaciéon (Endo et al., 2012). Independientemente del
tratatamiento de sincronizacién utilizado en el presente trabajo, la concentracion de P4
a la semana de inseminacioén fue cercana a los 2,0 ng/mL, similar a lo reportado por
otros autores (Bisinotto et al., 2013; Cerri et al., 2011b; Cerri et al., 2011c; Lima et al.,
2009; Shaham-Albalancy et al., 2001). Existen reportes que indican que en vacas en
lactancia, la concentracion de P4 entre el dia 8 y 14 del ciclo estral alcanza 4,6 a 5,8
ng/mL y luego se mantiene estable hasta el inicio de la luteolisis (Endo et al., 2012;
Sartori et al., 2004; Savio et al., 1990b).

La prefiez no difiri¢ entre vacas del Grupo Osynch Control y Ovsynch Progesterona.
Estos resultados deben interpretarse con precaucidon porque el tamafio de la muestra en
este estudio no fue calculado para evaluar la respuesta de variables binomiales. Existe
una asociacion cuadratica entre el tamafio folicular a la segunda GnRH y la prefiez a
tiempo fijo (Bello et al., 2006). Las vacas anovulatorias y/o ciclicas cuyo crecimiento
folicular se produce en presencia de baja concentracion de P4 presentan menor fertilidad
(Bisinotto et al., 2010; Denicol et al., 2012). Existen experimentos que indican que una
concentracion minima de 2,0 ng/mL de P4 durante el crecimiento folicular es necesario
para sostener una alta fertilidad en vacas lecheras (Stevenson y Lamb, 2016).

La presincronizacién por 9 dias con el DI de 3,0 g de P4 permitié alcanzar una
concentracion de P4 plasmatica superior a 2,0 ng/mL en vacas lecheras con baja CC que
iniciaron el tratamiento sin CL. Sin embargo, esto no afectd el tamafio del FD ni

produjo un incremento de la respuesta ovulatoria a la primera GnRH del Ovsynch. Por
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otro lado, la insercién de este DI durante el Ovsynch también originé un aumento de la
concentracion de P4 a la PG2a del protocolo y redujo el tamafio del FPO a la IATF en
relacion a vacas que no recibieron P4 exdgena durante el tratamiento de sincronizacion.
A partir de estos resultados y tratando de alcanzar altos niveles de P4 durante el
desarrollo del FD, se disefi6 el proximo estudio para evaluar el efecto de la GnRH o el
BE en combinacién con un DI de 1,9 o 3,0 g de P4 al inicio de un protocolo de
sincronizacién de la ovulacién sobre los niveles de P4 plasmdtica y el crecimiento

folicular.

5.2 Estudio 2: Evaluacion de la aplicacion de GnRH o BE al inicio de un protocolo de
sincronizacion de la ovulacion con un dispositivo intravaginal de 1,9 o 3,0 g de
progesterona sobre el crecimiento folicular y la concentracion de progesterona

plasmadtica en vacas lecheras con baja condicion corporal

En vacas lecheras de alta produccién con baja CC, la aplicaciéon de GnRH al inicio del
tratamiento incrementd la concentracion de P4 plasmatica al momento de la aplicacion
de la PGF2a del protocolo en relacién a vacas tratadas con BE, independientemente de
la cantidad de P4 del DI utilizado. Esto coincide con lo reportado en vacas lecheras que
iniciaron el protocolo con GnRH o con BE y un DI de 1,9 g con similares (Kim et al.,
2005) o mayores dias en lactancia (Melo et al., 2016; Vasconcelos et al., 2011).
Algunos autores evaluaron la concentracion de P4 al inicio y al dia 7 cuando aplicaron
la doble dosis de PGF2a (Melo et al., 2016), otros al colocar la PGF2a del protocolo
(Vasconcelos et al., 2011), mientras que otros lo hicieron todos los dias (Kim et al.,
2005) como en el presente trabajo.

En vacas tratadas con BE al inicio, la concentraciéon de P4 desciende a partir del
segundo dia de tratamiento, similar a lo reportado por otros autores (Kim et al., 2005),
hasta alcanzar una concentracion cercana a 2,0 ng/mL al retiro del DI al dia 7, en
coincidencia con lo informado en trabajos previos (Melo et al., 2016; Pereira et al.,
2013a; Pereira et al., 2017). Esta disminucién en la P4 plasmatica estaria asociada a la
menor liberacién de P4 del DI durante la sincronizacién (Rathbonea et al., 1998) y a un
incremento en el porcentaje de animales que experimentan regresion luteal durante el
protocolo (Melo et al., 2016; Pereira et al., 2013a). La regresion luteal, en vacas tratadas
con BE al inicio del protocolo, puede ocurrir durante los 7 dias de tratamiento y se

produciria en aquellas hembras que ingresan en diestro tardio (Monteiro Jr. et al., 2015).
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La aplicacion exdgena de BE a partir del dia 13 del ciclo estral produce una mayor
secrecion de PGF2a uterina que promoveria el inicio de la regresion luteal (Araujo et
al., 2009).

La concentracién de P4 en vacas sincronizadas con un Cosynch de 5 dias fue mayor en
relacion a vacas tratadas con BE y DI por 7 dias y seria atribuible a un incremento en la
respuesta ovulatoria a la primera GnRH y a una menor duracién de tratamiento con P4
exodgena (Pereira et al., 2013a). La ovulacion a la primera GnRH del protocolo Ovsynch
produce CL accesorios originando un mayor aporte endogeno de P4 al momento de la
PGF2a (Bello et al., 2006; Kim et al., 2005; Pereira et al., 2013a), con la consecuente
reduccién en el porcentaje de animales que experimentan regresion luteal (Melo et al.,
2016). La concentracién de P4 plasmatica al momento de la PGF2a en las vacas tratadas
con GnRH coincide con lo reportado en otros trabajos (Kim et al., 2005; Melo et al.,
2016; Vasconcelos et al., 2011). La mayor proporciéon de animales con un CL al
momento de la PGF2a en vacas tratadas con GnRH se deberia a la mayor respuesta
ovulatoria en relacion a las vacas tratadas con BE, similar a lo reportado en otros
trabajos (Melo et al., 2016).

Este es el primer trabajo que evalia la insercién de un DI con 3,0 g de P4 durante un
protocolo de sincronizacién de la ovulacién en vacas lecheras de baja CC con el
objetivo de incrementar la concentracion de P4 plasmética y compararlo con la cinética
de un DI de 1,9 g (CIDR). El DI de 3,0 g no increment6 la concentracion plasmatica de
P4 en relacién a un CIDR de 1,9 g. No se detectd interaccion entre el DI y la hormona
colocada al inicio del tratamiento para controlar la onda folicular. En vacas lecheras sin
CL, el tratamiento con un CIDR resultdé en una concentraciéon promedio de P4
plasmdtica cercana a 0,8 ng/mL durante los 7 dias de tratamiento (Cerri et al., 2009a;
Moraes et al., 2016). En el Ovsynch, la insercién de 2 CIDR en vacas anovulatorias sin
CL (Bisinotto et al., 2015a; Bisinotto et al., 2013) o en vacas que ovularon el FD de la
primera onda folicular al finalizar el tratamiento (Denicol et al., 2012), increment6 la
concentracion promedio de P4 plasmatica durante el protocolo y la fertilidad. Por el
contrario, la insercién de 2 CIDR en un protocolo que utilizé BE para reiniciar la onda
folicular y CE para inducir la ovulacién, también incrementd la concentracién de P4
respecto al uso de un solo CIDR, pero no tuvo efecto sobre el tamafio del FPO, la tasa
de sincronizacion y la prenez (Pereira et al., 2017). Esta diferencia en la concentracion

de P4 alcanzada con uno y dos CIDR en los diferentes tratamientos, afirma que la P4
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aumenta linealmente al incrementar el nimero de DI usados durante el protocolo de
sincronizacién (Lima et al., 2009). En consecuencia podria deducirse que, la superficie
de contacto del DI con la mucosa vaginal seria la responsable del aumento en la
absorcion de P4 durante el tratamiento y no la cantidad de P4 contenida en el mismo.

La proporcion de hembras que reiniciaron una nueva onda folicular en las vacas tratadas
con BE fue del 70 %, similar a lo reportado en otros trabajos (Kim et al., 2005), pero es
menor al 80 a 85 % informado en vacas con una CC > 2,75 y 130 dias en lactancia
(Souza et al., 2009) o presincronizadas con GnRH (Monteiro Jr. et al., 2015). Entre un
20 a 30 % de los animales no responde al BE (Melo et al., 2016; Monteiro Jr. et al.,
2015) debido a una insuficiente supresion de la FSH y LH que producen el empleo
combinado de P4 y BE (Bo et al., 1995; Bo et al., 1994). El tratamiento con E2 y P4
exdgena produce la emergencia de una nueva onda folicular independientemente del
estado de desarrollo del FD al inicio del protocolo (Bo et al., 1995). Se ha demostrado
que, la aparicién de una nueva onda folicular en hembras tratadas con BE, ocurre en
promedio a los 4 dias, pero esta emergencia folicular tiende a adelantarse un 1 dia en
vacas con una produccién mayor a 35 L/dia en relacion a vacas que producen menos de
25 L/dia; sin afectar el dia de la desviacidn, el tamafio folicular a la inseminacidn ni el
dia de la ovulacién (Monteiro Jr. et al., 2015; Souza et al., 2009).

El diametro del FD durante el protocolo fue mayor en vacas tratadas con GnRH en
relacién a vacas tratadas con BE, pero no tuvo efecto sobre la ovulacion a la segunda
GnRH y la TC. La emergencia de la onda folicular en vacas que ovulan a la primera
GnRH ocurre en promedio a los 2 dias (Pursley et al., 1995), mientras que en vacas que
responden al BE sucede a los 3,5 dias con un rango de 2 a 7 dias (Bo et al., 1995; Bo et
al., 1994; Monteiro Jr. et al., 2015; Souza et al., 2009). Esa menor dispersion en la
aparicion de una nueva onda folicular en respuesta a la GnRH incrementa el periodo de
dominancia folicular y, en consecuencia, el tamafio del FPO en relacién al tratamiento
con BE (Kim et al., 2005; Melo et al., 2016). No obstante, otra causa del mayor tamafio
folicular en estas vacas podria estar relacionada con la baja respuesta ovulatoria a la
primera GnRH en las vacas no presincronizadas (Pursley et al., 1995). Esto genera
foliculos a la IATF con un periodo de dominancia mayor a 6 dias que reducen la
fertilidad y la calidad embrionaria (Cerri et al., 2009b). El mayor tamafio folicular a la
IATF en el grupo GnRH en relacién al grupo BE coincide con lo reportado en trabajos

previos (Kim et al., 2005; Melo et al., 2016).
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En el presente trabajo no se detectd diferencias significativas en la tasa de ovulacion a la
segunda GnRH ni en la TC entre tratamientos, porque el tamafio de la muestra se
calcul6 para evaluar la asociacion entre variables continuas. Por lo tanto, los resultados
de variables binomiales deben interpretarse con precaucion. La TC también fue similar
entre grupos y no fue afectada por el DI ni por la homona aplicada al comienzo del
protocolo. Esta TC fue similar a la reportada en vacas que no reiniciaron una nueva
onda folicular en respuesta al BE (Monteiro Jr. et al., 2015) o a la GnRH (Giimen et al.,
2003) colocada al inicio del protocolo. La baja prefiez en esas vacas también podria
explicarse por otros factores, como la CC al inicio el tratamiento (Madureira et al.,
2019; Santos et al., 2009; Souza et al., 2009), la proporciéon de vacas anovulatorias
(Santos et al., 2009), la exposicién a altas temperaturas antes (Chebel et al., 2006) o
durante el protocolo y en los dias posteriores a la inseminacion (Pereira et al., 2013a;
Vasconcelos et al., 2011), los dias en lactancia y la alta produccion de leche.

En vacas lecheras de alta produccién con baja CC, el uso de un DI con 3,0 g de P4 en un
protocolo de sincronizacién iniciado con GnRH o BE no modificé la concentracién de
P4 plasmatica ni el crecimiento folicular durante el tratamiento. Sin embargo, la
aplicacion de GnRH al inicio del protocolo increment6 el tamafio del FPO a la

inseminacion en relacion al tratamiento inicial con BE.

5.3 Estudio 3: Efectos de la presincronizacion con un dispositivo intravaginal de 1,9 g
de progesterona por 9 dias previo al Ovsynch mds progesterona sobre la prefiez en

vacas lecheras con baja condicion corporal

El aumento en las concentracion de P4 en respuesta al uso del DI durante la
presincronizacion y el efecto de la GnRH con el DI sobre los niveles de P4 plasmatica
durante el Ovsynch y el tamafio del FPO a la IATF son resultados que se destacan de los
estudios anteriores. Estos dieron lugar a evaluar el efecto de la presincronizacion con un
DI sobre la fertilidad de vacas con baja CC tratadas, a primer servicio, con un Ovsynch
mds P4.

La proporcion de vacas anovulatorias en este estudio fue similar al 40 % observado en
vacas a los 35 dias posparto (Chebel et al., 2006) y al 44 % en vacas entre los 57 y 77
dias posparto (El Din Zain et al., 1995) pero mayor al 20 a 30 % reportado en vacas con
45 a 70 dias en lactancia (Bisinotto et al., 2015a; Bisinotto et al., 2010; Denicol et al.,
2012; Giimen et al., 2003; Stevenson et al., 2008). El tratamiento con P4 previo al
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Ovsynch + DI solo increment6 la prefiez en vacas sin CL al dia -12, mientras que en
vacas con CL no modificé la concepcion. Alrededor del 50 % de las vacas sin CL que
reciben un DI en los dltimos 6 o 7 dias de una presincronizaciéon con 2 dosis de PGF2a
a intervalo de 14 dias reinician ciclidad cuando el Ovsynch comienza luego de 12 o 13
dias (Cerri et al., 2009a; Chebel et al., 2006). Ademads, la inserciéon de un DI antes o
durante el protocolo de sincronizacidén tiende a disminuir un 8 a 10 % la proporcién de
animales que presenta ciclos estrales menores a 17 dias luego de la IATF (Bisinotto et
al., 2013; Cerri et al., 2009a; Lima et al., 2009). La prefiez tuvo una variacién del 30 al
35 %, similar a lo reportado en grupos que recibieron un presynch con P4 (Bicalho et
al., 2007; Cerri et al., 2009a; Chebel et al., 2006). El incremento en la concepcion de
vacas anovulatorias tratadas con un DI se deberia a un aumento en la tasa de
sincronizacién como consecuencia de una mayor respuesta ovulatoria a la primera
GnRH y una reduccién en el porcentaje de animales que ovulan antes de la
inseminacion (Colazo et al., 2013).

La prefiez de vacas ciclicas fue mayor que en anovulatorias asociado a una mayor
concentracion de P4 durante el desarrollo del FD, porque vacas inducidas a ovular el FD
de la primera onda folicular suplementadas con P4 exdgena tuvieron similar prefiez que
vacas inducidas a ovular el FD de la segunda onda (Denicol et al., 2012; El-Zarkouny et
al., 2004). La inclusién de un DI durante el Ovsynch en vacas en anestro aumenta la
concepcion del protocolo y la supervivencia embrionaria del protocolo por incrementar
la concentraciéon de P4 plasmdtica durante el protocolo (El-Zarkouny et al., 2004;
Melendez et al., 2006). El incremento de prefiez observado en vacas sin CL al inicio del
tratamiento y suplementadas con P4 estaria asociado a una mayor respuesta ovulatoria a
la primera GnRH en relacién a vacas que inician el protocolo con CL en cualquier etapa
del ciclo estral (Bisinotto et al., 2015a; Bisinotto et al., 2010; Vasconcelos et al., 1999).
La mayor proporcion de vacas con foliculos mayores a 10 mm a la primera GnRH, la
menor dispersion en la ovulacion previo a la IATF, la mayor concepcion en las vacas
que no presentan un nuevo CL al momento de la PGF2a y en las que no manifiestan
celo previo a la IATF explicarian la mejora en la fertilidad observada en vacas sin CL y
suplementadas con P4 exdgena al inicio del tratamiento (Bisinotto et al., 2015a). El 22
% de la variacion en el didmetro folicular a la IATF seria explicado por la magnitud de
los efectos relativos de la tasa de desarrollo folicular, la concentracion de P4 plasmatica

al momento de la PGF2a del protocolo, la ciclicidad, los dias posparto y el peso vivo
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(Atkins et al., 2013). Trabajos recientes en vacas lecheras demostraron que existe menor
riesgo de ovulacién a la primera GnRH en vacas con concentraciones de P4 entre 3,0 y
4,5 ng/mL asociado a un menor pico de LH (Bello et al., 2006; Giordano et al., 2012a;
Pulley et al., 2015; Stevenson y Pulley, 2016). La presencia de un CL disminuye la
respuesta ovulatoria de la GnRH por una inhibicién en pico de LH, independientemente
del tamafo folicular y la concentracién de E2 (Stevenson y Pulley, 2016). La ovulacién
a la primera GnRH del Ovsynch afecta la respuesta luteal y folicular a la PGF2a y a la
segunda GnRH mejorando la tasa de sincronizacién del protocolo (Bello et al., 2006).
Ademds, en vacas sin CL suplementadas con P4 se describe una menor proporciéon de
luteolisis prematura y de ciclos estrales cortos (Bisinotto et al., 2013; Cerri et al., 2009a;
Chebel et al., 2006; Lima et al., 2009). La mayor concentracién de P4 plasmatica
durante el protocolo de sincronizacién reduce la expresion de receptores de estradiol oy
de oxitocina en el endometrio a los 12 dias de la inseminacion y la posterior secrecion
prematura de PGF2a (Cerri et al., 2011a; Inskeep, 2004).

La concepcion de 18,7 % en el Grupo Presynch Control sin CL al dia -12 es similar al
22,5 % reportado en vacas que ovulan su primer FD (Denicol et al.,, 2012). El
crecimiento de la primera onda folicular durante el Ovsynch ocurre en concentraciones
subluteales de P4 (Bisinotto et al., 2015a; Bisinotto et al., 2010; Denicol et al., 2012).
Vacas con baja concentraciéon de P4 a la primera GnRH y a la PGF2a del Ovsynch
presentan menor concepcion comparado con vacas que inician el protocolo en diestro
temprano (El-Zarkouny et al., 2004). Hembras con concentraciones de P4 subnormales
(2,14 ng/mL) presentan una mayor frecuencia de pulsos y una menor amplitud de LH
durante la fase luteal del ciclo estral; luego de retirar la fuente exdgena de P4 presentan
una mayor concentracion de E2 con un anticipado inicio del pico preovulatorio de LH
(Roberson et al., 1989). El incremento de la frecuencia de pulsos de LH (20 a 25
pulsos/24 h) observado en vacas con concentraciones subnormales de P4 es mas
caracteristico de un patrén de secrecion de LH durante la fase folicular del ciclo estral
de vacas ciclicas (Roberson et al., 1989).

Independientemente de los grupos, las vacas que manifestaron celo al momento de la
IATF presentaron mayor TC en relacion a las que no lo hicieron, mientras que la TC se
vio afectada en las hembras no detectadas en celo del grupo No CL/presynch control.
Las vacas que manifiestan celo se caracterizan por presentar un mayor FPO y una

mayor concentracién de E2 en relacion a vacas que no lo manifiestan (Perry y Perry,
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2008). El tamafio del FPO no influye sobre la concentracion sérica de E2 en las vacas
que manifiestan celo (Perry et al., 2005). Mayor concentracion de E2 sérico e
incrementos en la TP fueron observados en vaquillonas y en vacas que manifiestan celo
dentro de las 24 horas de la IATF en relacion a hembras que no exiben celo (Perry et al.,
2005; Perry et al., 2007). Las concentraciones de E2 modifican las caracteristicas de la
concentracion de LH durante las 6 horas posteriores a la GnRH del Ovsynch,
incrementando la tasa de ovulacién y de concepcion (Stevenson y Pulley, 2016). Estos
autores resaltan que vacas con mayor concentraciéon de E2 presentan una mayor
concentracion de LH al pico luego de la administracion de GnRH y mayor incidencia de
ovulacion. Esa mayor ovulacion se produce en un intervalo de tiempo menos variable lo
que optimiza el momento a la IATF (Herlihy et al., 2012a). En ovinos, tratados con un
inhibidor de la aromatasa no esteroidal, se observd que una disminucién en la
concentracion de E2, antes de inducir la ovulacidn, no altera la fase luteal siguiente pero
si modifica el perfil de las gonadotrofinas (FSH) y retrasa la producciéon de P4 por
varios dias por parte del CL (Benoit et al., 1992). Por lo tanto, las vacas que exhibieron
celo pueden haber alcanzado concentraciones de E2 necesarias para preparar
adecuadamente la luteinizacion de las células foliculares, independientemente del
tamaiio folicular. El E2 y la PGF2a incrementan las contracciones uterinas y el niimero
de espermatozoides en el tracto genital de la hembra (Hawk, 1983). A las 48 horas de la
PGF2a, coincidente con la aplicacion de GnRH, las hembras que manifiestan celo
presentan ademds, una disminucién del pH uterino en relaciéon a las que no lo
manifiestan. El pH uterino decrece durante el celo (Elrod y Butler, 1993), alcanzando su
menor valor al inicio, para luego incrementar y retornar a valores basales (6,8 a 7,0) a
las 12 horas de iniciado el celo (Perry y Perry, 2008). En bovinos la motilidad del
esperma se ve inhibida por un inhibidor dependiente de pH que se localizaria en el
fluido del epididimo caudal. El efecto del pH no es directo sobre el esperma, pero seria
mediado por un factor de quietud u actividad localizado en el epididimo caudal (Acott y
Carr, 1984). Una disminucién en el pH uterino al inicio del celo puede inicialmente
disminuir la motilidad espermadtica para luego incrementar su longevidad.

La adicion de P4 ex6gena durante una presincronizacién previa al protocolo Ovsynch
con P4 no mejor6 la fertilidad de vacas lecheras con baja CC. Sin embargo, en vacas
que no presentaron un CL 12 dias previos al inicio del Ovsynch mas DI, increment6 la

prefiez en relaciéon a vacas sin CL no suplementadas, alcanzado similar TC a las
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hembras que presentan un CL al inicio de la presincronizacion. Este efecto del
tratamiento con P4 previo al Ovsynch sobre la fertilidad podria ser el resultado de un
estimulo sobre el eje hipotdlamo/hipofisiario/ovéarico que influiria en la concentracién
de P4 plasmatica y en el desarrollo e intercambio folicular durante el protocolo de

sincronizacion.
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La presincronizacion por 9 dias con un DI de 3,0 g de P4 en vacas lecheras con baja CC
incremento la concentracion de P4 plasmatica durante el tratamiento. Esto no afecté el
tamafio del FD ni la respuesta ovulatoria a la primera GnRH del Ovsynch. Las vacas
tratadas con este DI durante el Ovsynch presentaron un aumento de la concentracién de
P4 plasmatica al aplicar la PGF2a del protocolo que redujo el tamafio del foliculo
preovulatorio. Sin embargo, la respuesta ovulatoria a la segunda GnRH del protocolo

fue similar entre tratamientos.

Por su parte, la inserciéon del DI de 3,0 g de P4 al inicio de un protocolo de
sincronizacion de la ovulaciéon con GnRH o BE, no modificé la concentracién de P4
plasmatica ni el tamafio del FPO en relacion a la utilizacién de un DI de 1,9 g. No
obstante, la aplicacion de GnRH al comienzo del protocolo aumenté el tamafo del FPO
al momento de la inseminaciéon a tiempo fijo cuando se compard con vacas que

iniciaron el mismo tratamiento con BE.

Por ultimo, el tratamiento con P4 previo al Ovsynch no mejoré la prefiez a los 32 dias
de la inseminacién en vacas lecheras de alta produccién con baja CC. Sin embargo, esta
presincronizacion con P4 exdgena en vacas sin CL al inicio del tratamiento increment6
la prefiez en relacion a las vacas que no fueron suplementadas antes del Ovsynch mas
DI, permitiendo que alcancen una concepcion similar a la obtenida en animales que

comenzaron la presincronizacion con CL.

Por lo tanto, la presincronizacion con P4 no incrementd la fertilidad en vacas lecheras
con baja CC. Tampoco se observaron diferencias entre el DI de 1,9 gy el de 3,0 g de P4
pero la aplicacién de GnRH al inicio del protocolo de sincronizacién, seria més eficiente
para sincronizar la onda folicular e incrementar la concentracién de P4 durante el

tratamiento que el BE.

La relacion entre el estado metabdlico y la involucidn uterina en vacas lecheras es
compleja y requiere un adecuado manejo en el periodo de transicion. Por su parte, los
diferentes protocolos de sincronizacién de la ovulacién, al finalizar el periodo de espera
voluntario, arrojan resultados variables dependiendo, principalmente, del estado
fisiolégico de las vacas al comenzar el tratamiento. Por ello, para incrementar la
fertilidad en vacas lecheras de alta produccion, debemos centrarnos en mejorar la salud

y la CC en el posparto y en implementar estrategias que permitan el control coordinado
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del desarrollo folicular en presencia de adecuados niveles de P4 para que se produzca
una ovulacidn sincronizada al finalizar el protocolo. La GnRH en combinacién con DI

de P4 seria una alternativa eficiente para mejorar la fertilidad.
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