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Resumen

Esta investigacion evalué la influencia de la gonadotropina coriénica equina aplicada al
dia 6 del protocolo J-synch, sobre la respuesta folicular y la concentracién de la hormona
luteinizante en vaquillas lecheras Holstein Friesian del tropico alto ecuatoriano. Se uso
cuatro vaquillas de 16 a 24 meses de edad, clinicamente sanas y ciclicas. En una primera
etapa, se aplico un protocolo de sincronizacién de celo “J-synch” que consisti6 en: dia 0,
aplicacion de benzoato de estradiol (2 mg) + DIV-P4 (0,5 g); dia 6, remocion del DIV-P4
+ prostaglandina F2a (500 pg); y dia 9 gonadorelina (100 ug). En una segunda etapa,
después de 30 dias, las vaquillas fueron sometidas al mismo protocolo J-synch con la
adicion de 400 Ul de eCG en el dia 6 del protocolo. En ambas etapas se evaluaron en el
dia 6 hasta el dia 10 ecograficamente los foliculos dominantes, la ovulacién y cuerpos
luteos. Ademas, a las 50, 55, 60 y 65 h se evalud la concentracidn sérica de LH mediante
el ensayo de quimioluminiscencia. Los resultados mostraron que solo en una vaquilla
(No. 2), en los dos protocolos se sincronizo la onda folicular, registrandose un pico de LH
entre 50 h (3,74 mUI/ml) y 55 h (3,88 mUI/ml) y ovulando alrededor de las 72 h después
de la remocion del DIV-P4. Las otras vaquillas, el protocolo J-synch + 400 Ul de eCG
provoco codominancia folicular y ovulaciones dobles sin registrar picos de LH entre 50 y
65 horas después de la lutedlisis inducida.

Palabras clave: proestro, eCG, J-synch, vaquillas, concentraciéon de LH
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Abstract

This research evaluated the influence of equine chorionic gonadotropin applied on day 6
of the J-synch protocol, on the follicular response and the concentration of luteinizing
hormone in Holstein Friesian dairy heifers from the Ecuadorian high tropics. Four heifers
from 16 to 24 months of age, clinically healthy and cyclical, were used. In a first stage, a
“J-synch” heat synchronization protocol was applied, which consisted of: day O,
application of estradiol benzoate (2 mg) + DIV-P4 (0.5 g); day 6, removal of DIV-P4 +
prostaglandin F2a (500 ug); and day 9 gonadorelin (100 pg). In a second stage, after 30
days, the heifers were subjected to the same J-synch protocol with the addition of 400 U
of eCG on day 6 of the protocol. In both stages, the dominant follicles, ovulation, and
corpora lutea were evaluated ultrasound from day 6 to day 10. In addition, at 50, 55, 60,
and 65 h, the serum LH concentration was assessed using the chemiluminescence
assay. The results showed that the follicular wave was synchronized in only one heifer
(No. 2) in the two protocols, recording an LH peak between 50 h (3.74 mlU/ml) and 55 h
(3.88 mIU/ml). ) and ovulating around 72 h after the removal of DIV-P4. In the other
heifers, the J-synch + 400 IU eCG protocol caused follicular codominance and double
ovulations without registering LH surges between 50 and 65 hours after induced

luteolysis.

Keywords: proestrus, J-synch, eCG, heifers, LH concentration
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Acrdénimos

IA: Inseminacion artificial

IATF: Inseminacion artificial a tiempo fijo
TETF: Transferencia de embriones a tiempo fijo
OF: Onda folicular

E>: Estrégenos

P4: Progesterona

PGF2a: Prostaglandina F2 alfa

GnRH: Hormona liberadora de gonadotropina
EB: Benzoato de estradiol

ECP: Cipionato de estradiol

LH: Hormona luteinizante

FD: Foliculo dominante

eCG: Gonadotropina corionica equina

FSH: Hormona foliculoestimulante

DIV: Dispositivo intravaginal

CL: Cuerpo lateo

CC: Condicién corporal
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Capitulo 1: Introduccién

Los actuales protocolos de cruzamiento y mejora genética del ganado bovino lechero
estan direccionados a incrementar la produccién mediante la obtencién de animales
genéticamente mejorados (Colazo y Mapletoft, 2014). Para alcanzar este propésito
es indispensable el uso de las biotecnologias reproductivas aplicadas en campo, tales
como la inseminacion artificial (IA), inseminacién artificial a tiempo fijo (IATF) y
transferencia de embriones a tiempo fijo (TETF). La IATF y TETF resultan muy utiles
al momento de mejorar la eficiencia reproductiva y, consecuentemente, la produccion
lechera (Neglia et al., 2003), sin embargo, los elevados costos de estas biotecnologias

limitan el uso de los ganaderos.

Los protocolos de IATF han permitido propagar el material hereditario de animales
genéticamente superiores, y se utilizan para inseminar un mayor nimero de vacas sin
la deteccion de celo, disminuyendo la mano de obra y los costos de produccién
(Bhoraniya et al., 2012). Su uso, sin embargo, todavia sigue constituyendo un
handicap tecnolégico debido a las bajas tasas de prefiez obtenidas después de la IA
(Meléndez et al., 2006). La disminucién de la prefiez después de la aplicacion de un
protocolo de IATF, esta condicionado principalmente por la respuesta ovulatoria de la
vaca, el tipo de hormona usada para la induccion de la ovulacion y el momento en

que ésta ocurra (Underwood et al., 2010).

Los protocolos de sincronizacion de celo y ovulacion se basan, principalmente, en la
sincronizacion de la onda folicular (OF), la lutedlisis y la sincronizacion de la ovulacion
(Colazo y Mapletoft, 2014). La asociacion de estrégenos (Ej. benzoato, cipionato o
valerato de estradiol, [E2]) y dispositivos intravaginales de progesterona [DIV-P4]) han
sido incluidos en los actuales protocolos de IATF para sincronizar la onda folicular de
manera efectiva, independientemente si el tipo de ganado tiene 2 o 3 ondas foliculares
en el ciclo estral. La sinergia de E2 + P4 tiene efecto entre 5y 8 dias en un protocolo
de IATF (Colazo et al., 2003; Martinez et al., 2005). El reinicio de la onda folicular
después de la aplicacion de estas hormonas ocurre alrededor del dia 3. Los actuales
protocolos de sincronizacion tienden a disminuir a 5 o 6 dias de aplicacion de P4 + E2

(Yanez-Avalos et al., 2018). La lutedlisis, por otro lado, es inducida mediante la
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aplicacion de prostaglandina F2a (PGF2a). La PGF2a provoca la disminucién de la
P4 sérica producida por el cuerpo luteo, permitiendo que un foliculo que esté en
seleccion, desviacion o dominancia, termine en ovulacion (Colazo y Mapletoft, 2014).
Varios productos analogos a PGF2a han sido empleados en distintos protocolos de
IATF (ej. cloprostenol, dinaprost, etc.) con el proposito de causar lutedlisis e iniciar la
fase de proestro inducido (Hittiger et al., 2004; Martins et al., 2011). Finalmente, la
sincronizacion de la ovulacién en un protocolo de IATF es inducida mediante la
aplicacion de E: o analogos de la hormona gonadotropina (GnRH) (Colazo y
Mapletoft, 2014). El benzoato de estradiol (EB) (Barros et al., 2000) o cipionato de
estradiol (ECP) (Stevenson et al., 2004) ha demostrado incrementar la frecuencia de
pulsos de la hormona LH lo que inducen la ovulacién. En vacas con un foliculo
dominante (FD) en crecimiento (>10 mm de didmetro), la aplicacién de GnRH induce
la liberacion de LH y la ovulacion (Pursley et al., 1995). A pesar de que los efectos de
estas hormonas se conocen en diferentes razas bovinas, aun siguen existiendo
respuestas de caracter variado en distintos protocolos de IATF; estas distintas
respuestas causan un fallo en la sincronizacion de la ovulacion, del momento exacto

de la inseminacion y, en consecuencia, una reduccion de la fertilidad.

Para incrementar la tasa de ovulacion y la tasa de prefiez, los actuales protocolos de
IATF tienden a incrementar el tiempo de proestro (desde la lutedlisis y retiro del
dispositivo intravaginal de P4 hasta la IA) usando la gonadotropina coridnica equina
(eCG). La gonadotropina coridnica equina (eCG), es de origen equino y pertenece a
la misma familia de hormonas glicoproteicas que la LH, la hormona foliculo
estimulante (FSH) y la hormona estimulante de la tiroides (TSH). La administracion
de 400 a 500 Ul de eCG en el ganado lechero da como resultado menos foliculos
atrésicos, el reclutamiento de més foliculos pequefios que muestran una tasa de
crecimiento elevada, el crecimiento sostenido de foliculos medianos y grandes, y un
mejor desarrollo del FD y preovulatorio. El uso de la eCG para mejorar la calidad del
foliculo ovulatorio ha demostrado que mejora la calidad de foliculo, y por lo tanto,
mejora la calidad y funcionalidad del cuerpo luteo (mayor tamafio y produccion de Pa).
En base a estas caracteristicas, el tratamiento con eCG se utiliza en la reproduccion

para controlar la actividad reproductiva de la vaca (a) mejorando el rendimiento
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reproductivo durante las primeras etapas posparto; (b) aumentar las tasas de
ovulacion y prefiez en vacas no ciclicas; (c) mejorar la tasa de prefiez en vacas que
muestran retraso en la ovulacion; y finalmente, (d) la eCG esta actualmente incluida
en los protocolos de inseminacion artificial a tiempo fijo, ya que después de inducir la
sincronia de la ovulacion, la eCG tiene efectos beneficiosos sobre el desarrollo y la
supervivencia del embrién (Rensis et al., 2014).

En base a los efectos benéficos de la eCG, se han disefiado nuevos y novedosos
protocolos de IATF. El protocolo ‘J-synch’ es un protocolo de IATF innovador que usa
eCG al momento de la lutedlisis inducida y que ha demostrado resultados promisorios
de fertilidad en vaquillas de carne (Ej. Pardo Suizo x Bos indicus, Braford, Angus). El
protocolo J-synch inicia con la sincronizacion de la onda folicular aplicando EB y P4
intravaginal durante 6 dias; seguido de PGF2a (500 ug) + gonadotropina coridnica
equina (eCG, 400 Ul), y a las 60 a 72 horas de inducirse la lutedlisis, de la IATF con
una dosis reducida de GnRH (100 pg de gonadorelina) (B6 et al., 2019; Mion et al.,
2019; Re et al., 2014; Yanez- Avalos et al., 2018). Un estudio reciente determin6 que
el protocolo J-Synch méas 400 Ul de eCG aplicado a vacas Brown Swiss con un
proestro inducido de 60 y 72 horas tuvieron diferente comportamiento en el desarrollo
folicular y en el tamafio del cuerpo lGteo, sin embargo, el porcentaje de prefiez no
difirid entre los tratamientos (Yanez-Avalos et al., 2021). Hasta donde nosotros
conocemos, el protocolo J-synch + eCG no ha sido validado en vaquillas Holstein

Friesian en condiciones de pastoreo en el tropico del altiplano ecuatoriano.

En base a toda la informacién mencionada anteriormente, nosotros nos planteamos
la hipétesis de que el protocolo J-synch podria ser Gtil en vaquillas Holstein Friesian.
La aplicacion de E2 + P4 (durante 6 dias) lograria la sincronizacion de la OF, y luego
de inducir la lutedlisis con PGF2a, podriamos incluir 400 Ul de eCG y 72 h mas tarde
se podria tener una respuesta ovulatoria satisfactoria con una mejor calidad (tamafio)
de foliculo ovulatorio. Esto supone que los niveles séricos de LH ascenderian a su
maxima frecuencia de pulsatilbilidad en las siguientes 48 h, y entonces, a las 72 h
terminaria en la ovulacion. Sin embargo, para determinar la eficacia del protocolo, es

necesario monitorear ecograficamente el crecimiento del FD y, concomitante a esto,
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medir la concentracion de la hormona LH a las 50, 55, 60 y 65 horas del proestro
inducido por el retiro del DIV-P4 y la aplicaciéon de PGF2a. 1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de la gonadotropina corionica equina (eCG) aplicada al momento de
retirarse el dispositivo intravaginal de progesterona y a la aplicaciéon de prostaglandina
sobre la respuesta folicular y de la hormona luteinizante (LH) en vaquillas lecheras
Holstein Friesian de la sierra sur oriental ecuatoriana, sincronizadas con el protocolo

‘J-synch’

1.2.2. Objetivos Especificos
e Cuantificar las concentraciones séricas de LH a las 50, 55, 60 y 65 horas de
inicio del proestro inducido del protocolo J- synch con y sin eCG.
e Medir el crecimiento del foliculo dominante (FD) durante la fase del proestro
del protocolo J-synch cony sin eCG
e Determinar el momento de la ovulacién de vaquillas sincronizadas con el

protocolo J-synch con y sin la administracion de eCG.
1.3. Preguntas de investigacion

e Pregunta 1: ¢ La titulacibn méxima de concentracion de LH sérica es producida
dentro del rango de 50, 55, 60 y 65 horas (aproximadamente, 24 h antes de la

ovulacion) de iniciar el proestro inducido del protocolo J-synch?

e Pregunta 2: ;La eCG permite mejorar la respuesta hormonal (LH) y folicular de

vaquillas Holstein Friesian sometidas a un protocolo de IATF J-synch?
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Capitulo 2: Revisioén de literatura

2.1 Ciclo estral bovino

El ciclo estral bovino es de gran importancia para las ganaderias ya que de esta
depende en gran medida la rentabilidad de ésta, considerando que se puede
incrementar la eficiencia del manejo reproductivo (Sirois y Fortune, 1990). Las vacas
son poliéstricas continuas, es decir que presentan ciclos estrales todo el afio,
presentando el primer ciclo al ailo y medio de vida, considerando que esto va a

depender del manejo, condicién corporal, genética y alimentacién (Jiménez, 2019).

El ciclo estral inicia en una vaquilla al alcanzar su pubertad, dando la oportunidad de
gue la vaquilla o vaca quede gestante; hay que considerar que el ciclo estral se
encuentra definido entre un celo y otro, es decir entre un estro y estro, el cual tiene
un rango entre 18 y 24 dias con un promedio de 21 dias, de esta manera la
reproduccion en vacas se considera normal si los ciclos se presentan en este periodo
de tiempo (Perry, 2020).

Durante cada ciclo estral hay cambios hormonales que controlan las ondas de
crecimiento folicular, hasta que un foliculo llegue a ovular y posterior empiece la
formacion del cuerpo luteo el cual inhibe la liberacion de gonadotropinas a través de
la secrecion de progesterona (Parish, 2016).

2.2 Eje hipotalamico — hipofisiario — gonadal

La funcionalidad del sistema reproductor depende del hipotalamo y de la
adenohipdfisis comunicados a través del sistema porta hipotalamo hipofisario que es
un sistema circulatorio local; considerando que la actividad de la hipdfisis se
encuentra controlada por las hormonas peptidicas las cuales son secretadas por el
hipotalamo, estas hormonas se conducen hacia la hipofisis, a través de los axones

neurales (Hernandez, 2012).

Considerando que del hipotalamo secreta la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH), la misma que al llegar a la hipodfisis anterior (adenohipdfisis). A la
adenohipdfisis llega la GnRH mediante el eje porta-hipotdlamo-hipofisiario, de esta

manera la adenohipofisis secreta hormonas de gran importancia para la reproduccion;
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como son la FSH, LH y prolactina, por ende, se dice que la FSH y LH intervienen en
el crecimiento y ovulacién de los foliculos, siendo la LH la encargada de la
esteroideogénesis ovarica, ovulacion, formacion y conservacion del cuerpo lateo.
Todas éstas hormonas llegan a circular a través de pulsos, los mismos que son
regulados por el sistema tonico y el sistema ciclico. En donde el sistema tonico es el
encargado de producir la cantidad basal de FSH y LH circulantes, éstos estimulan el
crecimiento de diferentes componentes, tanto endocrinos como germinales de las
glandulas sexuales. Por otro lado, el sistema ciclico tiene como funcién principal
causar la ovulacion, éste interviene de forma mas aguda, actuando de 12 a 24 horas
en cada ciclo. Con respecto a la neurohipéfisis se sefiala que secreta oxitocina la cual

interviene en la lutedlisis (Bavera, 2005).

Los ovarios también secretan hormonas, tanto endocrinas y exocrinas; las mismas
gue son los estrégenos, la inhibina y la progesterona. Consiguientemente los
estrogenos provienen del foliculo ovarico y son los encargados de estimular los signos
de celo, ya que, actia en diferentes érganos como: vulva, vagina, Utero y trompas.
Ademas; los ovarios también producen progesterona, la cual, se produce en el cuerpo
lateo por estimulo de la LH; ésta hormona actia sobre el Utero preparandole para la
implantacion del embridn y conservar la gestacion. Finalmente, la inhibina se origina
en las células de la granulosa, esta hormona actua regulando la secrecion de la FSH,
provocando un Feed back negativo en la adenohipdfisis, disminuyendo la secrecion
de FSH (Palomares, 2009).

2.3 Fases del ciclo estral

Las fases del ciclo estral se encuentran divididas en cuatro etapas sucesivas:

Proestro: esta es una etapa folicular, la cual es una fase en la que el cuerpo luteo es
retrogrado y se da el crecimiento de un foliculo ovulatorio, también hay un incremento
de las concentraciones de estrégenos y se da un aumento del endometrio (Schatten

y Constantinescu, 2007).

Estro o celo: esta es una etapa folicular, aqui se da el desarrollo completo del foliculo
dominante y finalmente la ovulacién. La hembra bovina permite la monta por una

compaiiera de hato o por el macho, el cambio del comportamiento es notorio, esto se
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da por el aumento de la concentracion del estradiol el cual se da a partir del foliculo
preovulatorio y considerando que el cuerpo Iiteo no esta presente en esta fase. Por
otro lado, el uUtero también sufre modificaciones, ya que presenta una turgencia, se
observan los labios vulvares edematizados y hay la presencia de moco cervical, el
cual tiene que ser cristalino. El estro tiene una duracion de 12 a 18 horas. Se debe
enfatizar que el inicio de esta fase estéa relacionado con la segregacion ovulatoria de
LH, considerando que los estrégenos también intervienen en el pico de LH. Con
respecto a la ovulacion, ésta ocurre de 30 a 36 horas de haber iniciado el estro (Singh
y Jaswant, 2021).

Metaestro: esta es una fase latea, en la cual se inicia la creacién de un nuevo cuerpo
luteo funcional y bien establecido. En esta fase la hembra ya no es receptiva a la
monta, es decir ya no permite ser montada ni por el macho o por sus compafieras de
hato, en esta fase se da una transicion entre el pico de estrégenos y el aumento de
progesterona. Por otro lado, los niveles de FSH aumentan, ya que el estradiol
disminuye, iniciando de esta manera el reclutamiento de la primera honda folicular.
También se debe destacar que en esta fase el ovario tiene un cuerpo hemorragico,

considerando que del mismo se formara el cuerpo liteo (Boeta et al., 2018).

Diestro: esta es una fase lutea, en ésta el cuerpo luteo llega a su completa
maduracion y hay una gran produccién de progesterona, los cuales permiten que el
Utero se encuentre en un estado éptimo para la fijacion del embrion. Con respecto al
Utero este cambia su morfologia al disminuir el tono, adelgazar y se queda sin liquido

endometrial (DesCoteaux et al., 2010).

2.4 Dinamica folicular

La dinamica folicular se caracteriza por presentar ondas de crecimiento y de atresia
folicular durante el ciclo estral. Considerando que, las ondas se encuentran reguladas
por una serie de hormonas, de esta manera se puede iniciar explicando que con el
aumento de la concentracién de la FSH se inicia una onda folicular, tomando en
cuenta que las hembras bovinas pueden presentar de dos a tres ondas foliculares,
esto se ve afectado por la raza, etapa reproductiva, estrés, balance energético y

condicion corporal. Aun asi, se considera que la mayoria de hembras bovinas
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presentan dos ondas foliculares, iniciandose la primera onda folicular a los 3 o 4 dias
del ciclo estral y la segunda folicular a los 12 y 14 dias (Gregg y Singh, 2015).

De esta manera se puede describir a la dinAmica como el desarrollo folicular que se
da en forma de oleadas. Las mismas que se encuentran precedidas por el aumento
de la FSH, que requiere del aumento de las cantidades de estradiol que proviene de

los foliculos en desarrollo (Zacarias et al., 2015).
Es asi que en una oleada folicular se puede observar lo siguiente:

Reclutamiento: la cual consiste en alistar un conjunto de foliculos que se encuentran

en desarrollo, con un tamafio de 3 a 4 mm para ser seleccionados.

Seleccidn: esta fase se caracteriza por la seleccién de un foliculo, es decir, cuando
un foliculo llega a medir 8 mm, el cual crece mucho mas rapido, éste continuara su

desarrollo y los demas foliculos se atresian.

Dominancia: el foliculo seleccionado alcanza su desarrollo completo e interviene en
la inhibicidn del desarrollo de los foliculos de la oleada. Se debe tomar en cuenta que
la ovulacion del foliculo dependera de la regresion del cuerpo liteo. Esta fase se
caracteriza por la disminucion de la hormona FSH y el incremento de LH, por
consiguiente, el foliculo dominante desarrolla receptores de LH en las células de la
granulosa especificamente. Tomando en cuenta que las concentraciones de FSH
incrementan cuando la secrecién de estradiol disminuye. Desencadenando de esta

manera una nueva oleada folicular (Fernandez, 2008).

2.5 Protocolos de sincronizacién convencionales
La IATF es una técnica de gran utilidad en las ganaderias bovinas, ya que permite el
uso de toros elite, mejorando diferentes rasgos genotipicos y fenotipicos en las

siguientes generaciones.

Esta se basa en el control del ciclo estral bovino a través del uso de dispositivos
intravaginales con progesterona, lo cual permite sincronizar la ovulacién de animales

ciclicos y aciclicos (Yanez et al., 2018).
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En los ultimos afos se ha desarrollado nuevos protocolos, llamados “tratamientos
cortos”, en los cuales han elevado la tasa de prefiez, disminuyendo el tiempo de
colocacion de los dispositivos de progesterona, aumenta el tiempo de dominancia

folicular e incrementando el proestro antes de la ovulacion.

2.6 Protocolos de IATF que alargan el proestro

Hoy en dia existen diversos protocolos convencionales o tratamientos que sincronizan
el crecimiento folicular y la ovulacion del foliculo dominante. De esta manera tenemos
los dos grandes grupos de protocolos de sincronizacion los que estan basados en
estradiol y los que se basan en progesterona. Se bebe considerar que el estradiol no
esta disponible para su uso en el ganado Bovino en algunos paises, por lo que se ha

desarrollado otros protocolos alternativos (B6 et al., 2019).

De esta manera se menciona a uno de los protocolos mas conocidos como es el
Ovsynch el cual es a base de GnRH + PGF. En este protocolo se administra en el dia
0 GnRH para inducir la liberacion de LH, se dé la ovulacion y dos dias después se dé
la emergencia de una nueva onda folicular, en el dia 7 se administra PGF, en el dia 9
se administra GnRH y en el dia 10 se realiza la I.A.

Es asi que se a realizado modificaciones al protocolo Ovsynch, ya que este protocolo
se ve afectado por la etapa del ciclo estral de la vaca, de esta manera el protocolo
Cosynch el cual es similar al Ovsynch con la diferencia que en el segundo tratamiento
de GnRH se da junto con la ILA. con la finalidad de disminuir de 4 a 3 dias de

manipulacion de los animales (Olivares y Videa, 2021).

Otro protocolo de sincronizacion es el Presynch-Ovsynch en el cual se realiza la
ampliacion de dos dosis de PGF con un intervalo de 14 dias y a los 12 dias de la
segunda aplicacion de PGF se inicia con el Ovsynch, todo esto permite que un foliculo
esté sensible a la liberacion de LH y que estara presente en el momento de la primera
GnRH

El protocolo doble Ovsynch consiste en dos protocolos Ovsynch seguidos con un
intervalo de 7 dias uno del otro lo cual permite mejorar la tasa de prefiez en vacas

primiparas; con este protocolo se aumenta la probabilidad de obtener un foliculo
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dominante que ovula luego de la tercera dosis de GnRH y una mayor concentracion

de progesterona circulante antes del segundo Ovsynch (Rubio et al., 2009).

Se debe considerar que la administracion de la segunda dosis de GnRH en el
protocolo Ovsynch induce la liberacion de LH con una duracion de 4 a 5 horas que es
mucho mas corta que la duracién de LH enddgena durante el estro natural, por lo que
se a investigado otras alternativas para reemplazar el segundo tratamiento de GnRH,
como es el uso de pLH o0 eCG, con esta Ultima permite mejorar la madurez del foliculo
y aumentar las concentraciones periovulatorias de estradiol (Colazo et al., 2014).

2.6.1 Protocolo J-synch

De esta manera se describe a un protocolo de sincronizacion llamado “J- Synch”, el
cual trata en la aplicacion de benzoato de estradiol, mas un dispositivo de
progesterona durante 6 dias y no de 7 u 8 dias como el resto de protocolos, finalmente
se aplica una dosis de GnRH con la finalidad de inducir la ovulacion después de 72

horas del retiro del
dispositivo intravaginal (Artagaveytia y Brochado, 2016).

Es asi que la etapa de dominancia se reduce y el proestro se alarga, considerando
gue los embriones son de mejor calidad cuando la dominancia de un foliculo es menor
a 1,5 dias. Por otro lado, el alargamiento del proestro esta entrelazado con la
produccion de estradiol, de esta manera permite el incremento de la fertilidad en la
IATF.

Asi es que en el dia 0 se aplica un dispositivo intravaginal con 0,5 g de progesterona
y 2 mg de benzoato de estradiol; el dia 6 se quita el dispositivo intravaginal y se aplica
0,15 mg de D- cloprostenol. El dia 9 se administra 0,10 mg de Buserelina y finalmente
se realiza la IATF (Gamboa, 2020).

2.6.2 Efecto de la eCG en protocolos de IATF

Se debe considerar que la Gonadotropina Coridnica Equina (eCG) tiene una actividad
muy similar a la FSH y LH. La administracion de esta hormona en las vacas
seleccionadas permite un aumento de receptores de FSH y LH en los foliculos, lo cual

permite un aumento en el tamafio del foliculo preovulatorio. Con respecto al desarrollo
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embrionario y la conservacion de la prefiez mejoran sustancialmente, ya que la

cantidad de progesterona a nivel del plasma incrementa después de la ovulacién.

La administracién de eCG en los protocolos de sincronizacion en bufalos con poca
expresion de estro ayuda a incrementar la tasa de ovulacion. Si este tratamiento es
seguido por IATF, los porcentajes de prefiez en bufalos en anestro ciclico o no ciclico

se incrementa.

A pesar del uso de eCG en vacas Holstein, no incrementa del diametro del foliculo
ovulatorio como sucede en bovinos de carne, pero se debe tomar en cuenta que la
cantidad de progesterona sérica en la fase luteal siguiente permite que se forme un

cuerpo lateo mas competente, incrementandose la tasa de prefiez.
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Capitulo 3: Materiales y métodos

3.1 Materiales

3.1.1 Materiales fisicos

Mangas de manejo

Guantes de examinacion y ginecolégicos
Ecégrafo (Kaixin RKU-10®, China)

Gel lubricante (hidroximetilcelulosa)
Tubos colectores de sangre

Centrifuga

3.1.2 Materiales Bioldgicos

Cuatro vaquillas de la raza Holstein Friesian

Muestras sanguineas (suero sanguineo)

3.1.3 Materiales quimicos, medicamentos y reactivos

Benzoato de estradiol (EB), (Gonadiol®, Zoetis, Argentina)

Dispositivo intravaginal de progesterona — P4 (0,6 g, DIB®)

PGF2a (Ciclace DL®, Zoetis, Argentina)

Gonadotropina coriénica equina (eCG, Norvormén®, Zoetis, México)

GnRH (Gonadorelina, Gonasyn GDR®).

Kit para medicion de LH por quimioluminiscencia MAGLUMI® LH
(chemiluminescence immunoassay, CLIA) (Ref: 139602002M, (Shenzhen New
Industries Biomedical Engineering Co., Ltd., Nanshan, Shenzhen,518057,
China)

3.2 Metodologia
3.2.1 Area de estudio

Esta investigacion se desarrollé en la Ganaderia San Angel, ubicada en la comunidad

de Paguancay, parroquia Amaluza, cantén Sevilla de Oro, provincia del Azuay (-
2.63289853; -78.6025174). La granja esta ubicada a una altura de 2.550 msnm y

cuenta con una extension de 12 hectareas. Las condiciones climaticas que presenta

la propiedad son equivalentes al trépico alto y se caracterizan por un clima templado
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con una precipitacion anual de 452,7 mm y una temperatura entre 9,4y 17,0 °C. La

topografia dentro del area de investigacién es irregular.

3.2.2 Disefio experimental

En esta investigacion se utilizaron cuatro vaquillas de la raza Holstein Friesian de 16
a 20 meses, clinicamente sanas y con salud uterina y ovarica, y ciclicas segun
ultrasonografia. En una primera etapa, las vacas fueron sometidas a un protocolo de
IATF llamado J-synch que consistié en: dia 0, aplicacion de 2 mg de benzoato de
estradiol e insercion de un dispositivo intravaginal de progesterona (DIV-P4) de 0,5 g;
dia 6, retiro del DIV-P4 y aplicacion de PGF2a. A partir de entonces, se hicieron
evaluaciones ecograficas diarias hasta el dia 10 para monitorear cambios foliculares.
Alas 50, 55, 60 y 65 horas de la lutedlisis inducida se retir6 tomé muestras sanguineas
para el analisis de LH. Al Dia 9 del protocolo se aplicé 100 pg de GnRH y al dia 10 se

verificé la ovulacion.

En una segunda etapa, luego de un descanso de 30 dias de haber finalizado el primer
protocolo, las vacas fueron sometidas al mismo protocolo J-synch, con la adicién de
400 Ul de eCG al dia 6 después de retirar el DIV-P4 y de aplicar PGF2a. Las
ecografias y toma de muestras sanguineas fueron realizadas en las mismas
condiciones de tiempo detalladas en el protocolo de la primera etapa. El Disefio

experimental se muestra en la Figura 2.
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Figura 1 Disefo experimental. Fuente: Los autores

3.2.3 Animales

Las vaquillas tuvieron un peso entre 320 a 350 Kg y una CC entre 2,5y 2,75 (segun
la escala de puntuacion del 1 al 5). Todas las vaquillas contaban con vacunas vigentes
gue previenen las siguientes enfermedades: viricas reproductivas, brucelosis,
clostridiales y fiebre aftosa. La dieta basal se basoé principalmente en el consumo de
pasto (Ryegrass, kikuyo, trébol, llantén forrajero), 2 kg/vaca/dia de concentrado
NUTRAVAN® 12-24, y 150 g/vaca/dia sales minerales PECUTRIN®. El consumo de
agua fue Ad libitum. El pastoreo de las vacas fue rotacional cada 2 dias mantenidas

en potreros con cercado eléctrico.

3.2.4 Metodologia de la investigacion

3.2.4.1 Protocolo de IATF

Las cuatro vaquillas seleccionadas para esta investigacion fueron inicialmente
evaluadas ginecoldgicamente mediante ultrasonografia usando una sonda lineal
adaptado a una frecuencia de 7,5 MHz y una profundidad maxima de 10 cm. Para
determinar la salud uterina se realizo la ecografia de barrido registrando el Utero
(cérvix, cuerpo y cuernos) y ovarios (Figura 3). Cada ovario fue analizado mediante
un barrido craneo-caudal dorsal y lateral izquierdo y derecho. En una ficha, se
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registraron los datos ecograficos de cada estructura. Los foliculos y cuerpos lateos en
cada ovario fueron registrados en numero y tamafio (X y Y, largo y ancho [mm],
respectivamente) (Figura 3). Esta evaluacion inicial sirvié para determinar el estado
de salud uterina, y una aproximacion de la etapa del ciclo estral en que se

encontraban las vaquillas

Cuerno Izquierdo

Cuerno Izquierdo Cuerno Derecho

Cuerno Derecho

Ovario lzquierdo Ovario Izquierdo

h \

Figura 2 Plantilla para el registro de hallazgos ecogréficos en el tracto uterino y

Caudal Craneal Caudal

ovarico de las vaquillas. Fuente: Los autores

Esta investigacion constd de dos etapas separadas durante 30 dias después de
culminar el primer protocolo. La primera fase consistié en aplicar un protocolo ‘J-

synch’ (J-Synch) que consistio en (ver etapa 1 de Figura 2):

e Dia 0=2 mg Benzoato de Estradiol + DIV-P4 (0,5 g)

e Dia 6= Remocion del DIV-P4 + 500 pg PGF2a. Ecografia (am).

e Dia 7= Evaluacion ecografica (am).

e Dia 8= Evaluacion ecogréfica (am). Recoleccion de muestras de sangre a
las 50, 55, 60 y 65 h luego de la aplicacién de PGF2a (del Dia 6)

e Dia 9= 100 pg de acetato de gonadorelina, evaluacion ecogréafica (08h00).

Deteccion de celo
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e Dia 10= Evaluacion ecografica (am) para verificacion de ovulacion

Luego de 30 dias de haber culminado la primera etapa, se inicio con la etapa 2, que
consistié en un protocolo J-synch que incluye una dosis de eCG (J-Synch + eCG) al
inicio del proestro en el Dia 6 (Figura 5):

e Dia 0= 2 mg Benzoato de estradiol + DIV-P4 (0,5 g)

e Dia 6= Remocion del DIV-P4 + 500 uyg PGF2a. Ecografia (am) + 400 Ul de
eCG

e Dia 7= Evaluacion ecografica (am).

e Dia 8= Evaluacion ecogréfica (am). Recoleccion de muestras de sangre a
las 50, 55, 60 y 65 h luego de la aplicacion de PGF2a (del Dia 6)

e Dia 9= 100 pg de acetato de gonadorelina, evaluacién ecografica (08h00).
Deteccion de celo

e Dia 10= Evaluacion ecografica para verificacion de ovulacion

3.2.4.2 Andlisis ecografico

La ecografia se realiz6 a partir del dia 6 se registraron las diferentes estructuras
ovaricas y se midio el tamafo del foliculo seleccionado y/o desviado y/o dominante.
El registro ecografico se realiz6 cada mafana de los dias 6 al 10 de ambos protocolos
de sincronizacion Durante los dias 9 y 10 se determiné el celo de las vaquillas usando
un parche detector de estro, y, ademas, se determinoé la ovulacién por ultrasonografia.
La ovulacion se determind verificando la morfometria y ecogenicidad del foliculo
ovulatorio en transicion a un cuerpo hemorragico (CH). EI cambio de forma redonda
(foliculo ovulatorio) a forma irregular (ovalada y/o bordes ligeramente rugosos), y el
cambio de ecogenicidad (de anecoico a ecoico) sirvié de base para determinar la

ovulacion y indicando la formacién de un cuerpo hemorragico luteal.

3.2.4.3 Andlisis de LH

En cada vaquilla y en cada protocolo (J-synch y J-synch + eCG) y 2 se tomd una
muestra sanguinea en un tubo de tapa roja a las 50, 55, 60 y 65 horas; después de
haber removido el DIV-P4 y aplicado la PGF2a. Con esta actividad se evalu6 la
titulacion de LH en sangre. Las muestras fueron centrifugadas a 5000 rpm durante 15

minutos y el suero sanguineo fue colocado en un tubo Khan estéril, el cual fue rotulado
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y almacenado a -20 °C hasta su andlisis. EL andlisis de titulacion de LH se realiz6 en
un laboratorio particular mediante un inmunoensayo de quimioluminiscencia (ensayo
inmunoluminomeétrico tipo sandwich) usando el KIT MAGLUMI® LH (CLIA). Este
ensayo consistio en usar un anticuerpo monoclonal anti-LH para marcar ‘N-
etiisoluminol (ABEI) y otro anticuerpo monoclonal para cubrir las microesferas
magnéticas. Cada muestra sérica de cada vaca fue marcada con ABEI y mezcladas
con las microesferas magnéticas e incubadas a 37°C, (formando un sandwich). A esta
mezcla se agregaron los reactivos del KIT y se produjo una reaccion
quimioluminiscente instantanea. La sefial luminosa se midi6 mediante un
fotomultiplicador como RLU en 3 segundos y que fue proporcional a la concentracion

de LH presente en las muestras sérica.

3.2.5 Analisis estadistico

Los datos recogidos en campo (tamafio foliculos ovulatorios, ovulacién y cuerpos
lteos) y del laboratorio (concentracion de LH) fueron tabulados en Excel, y
analizados estadisticamente en el software STATISTICA (StatSoft Inc. Tulsa, OK,
USA), version 12.0. Los datos fueron expresados en media + EEM (error estandar de
la media) por cada vaquilla y del promedio de las 4. Cada variable numérica fue
sometida a la prueba estadistica Shapiro Wilk para determinar la normalidad; las
variables que no cumplieron su distribucion normal fueron transformadas a Log-10
previo a los analisis estadisticos. El efecto de la eCG administrada al inicio del
proestro inducido sobre la concentracion de LH y respuesta folicular fue contrastada
con su contraparte control usando la prueba t-Student. Para evaluar la tasa de
ovulacion ocurrida entre los dias 8 y 10 de los protocolos de sincronizacion en estudio,

se us6 una prueba de Chi-cuadrado.
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Capitulo 4: Resultados

4.1. Evaluacion ecografica de estructuras ovaricas y concentracion de LH

La evaluacion del tamafio de los foliculos dominantes (FDs), foliculo ovulatorio (FO),
ovulacion (Ov) y cuerpo hemorragico (CH) equivalente a la formacion de tejido luteal
de las 4 vaquillas Holstein Friesian sometidas a los protocolos de J-synch y J-synch

+ eCG se muestran en las figuras 4 — 7.

4.1.1. Vaquilla 1

La evaluacion ecogréfica del FD en el dia 6 (induccién a la lutedlisis) en el protocolo
J-Synch demostré que la vaquilla 1 no respondié al tratamiento hormonal debido a
gue no ovulé ni present6 formacion de tejido luteal hasta el final del protocolo (dia 10).
Sin embargo, al aplicar el protocolo J-synch + eCG, esta vaquilla presenté un FD en
el ovario izquierdo y otro en el derecho (codominancia), que en la mafana del dia 9
midieron 10,5y 11,5 mm, respectivamente. La ovulacién ocurrié poco después porque
en la manana del dia 10 los FDs habian desaparecido, y en su lugar se observaron
en el ovario izquierdo y derecho dos CH de 19,5y 15,0 mm, respectivamente (Figura
4-A).

En el protocolo J-synch (sin eCG) se observo un ligero incremento en la concentracion
de LH a las 65 h; por esta razon, la vaca no presentd ovulacion ni presenté cuerpo
hemorragico durante los dias registrados del protocolo. No obstante, al aplicar el
protocolo con J-synch + eCG, esta vaquilla no registré un incremento de LH; lo que
sugiere que la vaca debié aumentar la pulsatilidad de esta hormona antes de las 50
h del retiro del DIV-P4 (Fig 4-B).
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Figura 3 Evaluacion ecografica del foliculo dominante (FD), foliculo ovulatorio

(FO, .), cuerpo hemorragico (CH, O) y concentracién de la hormona LH en

los protocolos J-synch (control) y J-synch + eCG en la vaquilla 1.

4.1.2. Vaquilla 2

La vaquilla 2 respondio al protocolo J-synch registrando un FD en el ovario derecho
de 10,9 mm en el dia 8, un FO de 12,9 mm en el dia 9, y un CH de 16,0 mm en el dia
10. Por otro lado, con la aplicacién del protocolo J-Synch + eCG se observé un FD de
11,0 mm en el ovario izquierdo al dia 8, un FO de 11,2 mm al dia 9 y un CH mas
grande de 18,0 mm en la mafana de dia 10. La ovulaciones ocurrieron en algun
momento de la tarde del dia 9 y la mafiana del dia 10, porque en la mafana del dia
10 ya se registraron CHs en los ovarios derecho (protocolo J-synch) y izquierdo (J-
synch + eCG), respectivamente (Fig. 5.A).

El analisis de la concentracion de LH registré un pico méaximo a las 55 h (3,88 mUl/ml)
y las 50 h (3,70 mUl/ml) en los protocolos J-synch y J-synch + eCG, respectivamente,
después de la induccion de la lutedlisis (Fig. 5-B). Por lo tanto, estos resultados
sugieren que los incrementos de LH sérica en ambos protocolos fueron determinantes

para que la ovulacién ocurriera en algin momento del dia 9
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Figura 4 Evaluacion ecografica del foliculo dominante (FD), foliculo ovulatorio

(FO, .), cuerpo hemorragico (CH, O), y concentracion de la hormona LH en

los protocolos J-synch (control) y J-synch + eCG en la vaquilla 2

4.1.3. Vaquilla 3

Como resultado de aplicar el protocolo J-synch (control) en la vaquilla 3 se observo
un FO de 11,7 mm en el dia 8, y CHs de 153 y 17,2 mm en el dia 9 y 10
respectivamente. Sin embargo, el protocolo J-synch + eCG produjo codominancia
folicular presentando FOs de 11,7 y 11,4 mm al Dia 8, y CHs de 11,8 y 13,3 mm al
dia9yde 21,0y 16,7 mm al dia 10, en el ovario izquierdo y derecho, respectivamente.
Las ovulaciones en ambos protocolos, ocurrieron en algiin momento posterior a la
mafiana de dia 8 y porque en la mafiana del dia 9 ya presentaron cuerpos
hemorragicos (Fig. 6-A).

El protocolo J-synch registré una concentraciéon de LH de 0,189 mUI/ml a las 50 h
luego de inducida la lutedlisis, que viene, probablemente, de un descenso de
pulsaciones. No obstante, la concentracion de LH luego de aplicar el protocolo con J-
synch + eCG no evidencié un incremento durante las horas de medicion. Estos
resultados sugieren que en ambos protocolos J-synch (con y sin eCG) aplicados a la
vaquilla 3, el pico de LH, probablemente, ocurrié antes de las 55 horas posterior a la

induccion de la lutedlisis debido a que la ovulacion en ambos casos ocurrieron en
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algin momento pasado la mafiana del dia 8 porque en la mafana del dia 9 ya

existieron tejidos luteales en formaciéon (Fig. 6-B).
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Figura 5 Evaluacion ecografica del foliculo dominante (FD), foliculo ovulatorio

(FO, .), cuerpo hemorragico (CH, O), y concentracién de la hormona LH en

los protocolos J-synch (control) y J-synch + eCG en la vaquilla 3

4.1.4. Vaquilla 4

La aplicacion del J-synch con y sin eCG en la vaquilla 4 produjo la sincronizacion del
celo y la ovulacién. Como resultado del protocolo J-Synch se produjo un FD de 13,6
mm al dia 8, un FO de 14 mm, y un CH de 17,5 mm al dia 10 en el ovario derecho.
Sin embargo, la aplicacién del protocolo J-synch + eCG produjo inicilamente un FD
de 12,8 mm al dia 8 en el ovario derecho, sin embargo, al dia 9 presenté codominancia
de dos FOs de 14,9y 10 mmy CHs de 17,8 y 16,1 mm al dia 10 en el ovario derecho
e izquierdo, respectivamente. La ovulacion, en ambos protocolos, ocurrid alrededor
del Dia 9 porque en la mafiana del dia 10 ya observé la formacion de tejido luteal (Fig.
7-A).

La concentracion de LH luego de aplicar ambos protocolos J-synch (con y sin eCG)
no evidencid incremento de LH durante el periodo de medicion (Fig. 7-B). Como
ocurrié en las vaquillas 1 y 3, estos resultados sugieren que en ambos protocolos
aplicados a la vaquilla 4, el incremento maximo de LH pudo haber ocurrido antes de
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las 50 — 55 horas posterior a la induccion de la lutedlisis, debido a que la ovulacion en

ambos casos ocurrio en algin momento del dia 9.

A -o-Control -=-eCG-OD -+eCG-Ol |B ~Control #-eCG
~ 20 1 17,8
£ 17,5
E 0,13
T 149 K )161| E
O 15 1 E
2
o " EOM T o 01 o1 ”
L
| 5 - - o .
10 | 10,0 p
& 5009 O ot 01 0.1
30
© £
ke c
o i @
e O 20,07
o
g (&)
=
0 T T T T T - —|[ 0,05 1 t 1 1
6 7 8 9 10 50 55 60 65
Dias del protocolo J-synch Horas posterior a la induccién de la lutedlisis|

Figura 6 Evaluacion ecogréfica del foliculo dominante (FD), foliculo ovulatorio

(FO, .), cuerpo hemorragico (CH, O), y concentracion de la hormona LH en

los protocolos J-synch (control) y J-synch + eCG en la vaquilla 4

4.1.5. Valores promedios de foliculos ovulatorios y cuerpos hemorragicos.

El protocolo J-synch produjo un FO promedio de 12,9 mm de didmetro en el dia 9y
CH promedio de 16,1 mm al dia 10. Por otro lado, el protocolo J-synch + eCG produjo
codominancia de dos FOs de 11,3y 12,7 mm de diametro promedio en el dia 9y CHs
de 15,9 y 19,0 mm promedio en el ovario derecho e izquierdo, respectivamente (Fig.
8)
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Figura 7 Valores promedios del foliculo dominante (FD), foliculo ovulatorio (FO,

(] ), cuerpo hemorragico (CH, O ), de las 4 vaquillas evaluadas
ecograficamente durante la aplicacion de los protocolos J-synch (control) y J-
synch + eCG

No existieron diferencias significativas (P > 0,05) del tamafio de FD, FO, Ovulacion y
CH entre tratamientos J-synch y J-synch + eCG en las vaquillas Holstein Friesian. Por
lo tanto, la adicion de eCG no produjo un efecto significativo sobre la tasa de
ovulacion, no obstante, la aplicacion de 400 Ul de eCG fue suficiente para producir
codominancia en estas vaquillas presentando un segundo FD en los ovarios
contrapuestos. De hecho, la adicion de eCG al protocolo J-synch concentr6 el 75%
de las ovulaciones en el dia 9, mientras que en el control hubo mayor dispersiéon de
la ovulacién. Los valores promedios de ambos tratamientos se muestran en la Tabla
1.
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Tabla1l Tamafio de foliculos, tasa de ovulacion y tamafiao del CH en cuatro

vaquillas sometidas al protocolo de sincronizacion de estro J-Synch con y sin

eCG.

Tratamientos*

Dia del tratamiento J-synch (control) J-synch + eCG
(n = 4) (n=4)

Diametro del Foliculo Dominante / Ovulatorio (mm)

Dia 6 7,2+1,39 7,3+1,23

Dia 7 9,3+0,91 8,9+1,25

Dia 8 11,3+1,49 10,8 +1,61

Dia 9** 12,3 +0,50 11,5+0,93

Tasa de Ovulacion (%)

Dia 8 (48 h) 25% (1/4)
Dia 9 (72 h) 50 % (2/4)
Sin ovulacién 25 (1/4)

25% (1/4)
75% (3/4)

Diametro del Cuerpo hemorragico (mm)

Dia 9 13,0+2,01

Dia 10 15,9 £ 2,07

11,9+ 1,68

17,7+ 2,03

*Sin diferencias estadisticas, segun la prueba t-student (P > 0,05). ** Valores promedios de

las vaquillas 1, 2 y 4 que presentaron un FO al dia 9,
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Capitulo 5: Discusién

Los resultados de la presente investigacion demostraron que, Unicamente en la
vaquilla 2, la aplicacion del protocolo J-synch con o sin la adicion de 400 Ul de eCG
en el dia 6 del protocolo produjo un aumento maximo de LH entre las 50 y 55 h luego
retiro del DIV-P4 0 de la lutedlisis inducida. Ademas, en esta misma vaquilla 2 se
produjo una ovulacién del FO en algin momento del dia 9 (72 h) de ambos protocolos
J-synch produciendo un cuerpo hemorragico mas grande (19 mm) que su contraparte
control (16,6 mm) en la mafiana del dia 10. En las vaquillas 1, 3 y 4, sin embargo, la
adicién de 400 Ul de eCG en el dia 6-del protocolo J-synch fue suficiente para
provocar codominancia de foliculos y, en efecto, ovulacion doble. Ademas, en estas
vaquillas (1, 3y 4) no se registré6 aumentos de la concentracion de los niveles séricos
de LH entre las 50 y 65 h posterior a la induccion de la lutedlisis, lo que sugiere que
este aumento ocurrié antes de las 50 h, dado que, segun el registro ecografico, la

ovulacion ocurrié entre los dias 8 y 9 del protocolo.

En la presente investigacion, la respuesta folicular y ovulatoria del protocolo J-synch
(control) desempefié un rol diferente en las 4 vaquillas. En la primera vaquilla, el FD
de la onda sincronizada fue > 10 mm de didmetro alrededor del dia 8y 9, y no se
registrdo una ovulacion hasta el dia 10 del protocolo, cuando se observo un cuerpo
hemorragico y ausencia de una estructura folicular. En las vaquillas 2 y 4, el protocolo
J-synch sincroniz6 la onda folicular, y la ovulacién se produjo en el dia 9 del protocolo.
A diferencia de las dos vaquillas anteriores, en la vaquilla 3 la ovulacién se adelanté
al dia 8. De todas maneras, al dia 10 del protocolo, estas vacas mostraron un cuerpo

hemorragico entre 16 a 17 mm.

Por otro lado, la aplicacién de eCG en el dia 6 del protocolo J-synch no mejoro la
respuesta hormonal ni folicular, no obstante, los 400 Ul de eCG provocaron la
ovulacién doble (indeseable) en el 75% de los animales. La codominancia folicular y
la subsiguiente ovulacion doble produce mellizos dicig6ticos que puede producir
complicaciones reproductivas, sanitarias y econdmicas en aquellas vacas o vaquillas
durante la gestacion, parto y el puerperio (Lopez et al., 2005). Si bien, la vaquilla con

mellizos dicigéticos podria terminar su prefiez, estas podrian sufrir trastornos tales
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como distocia, y retencion membranas fetales, hipocalcemia, cetosis placentaria
(Joosten y Hensen, 1992), metritis puerperal, endometritis, mastitis, provocando
incluso el descarte (Kinsel et al., 1998; Smith y Risco, 2002). Ademas, cuando existen
gestaciones heterosexuales, pueden dar origen a hembras con Freemartinismo
(infértiles) (Gregory et al., 1996). Por estas razones, la codominancia folicular y

ovulacion doble constituyen una practica indeseable en la ganaderia lechera.

Los foliculos subordinados pueden alcanzar la dominancia si se elimina el FD original
0 si se suministra FSH exdgena (Adams et al., 1993). De manera similar, la
codominancia (méas de un FD en una onda folicular) se asocia con un perfil folicular
de diametro mas pequefio, lo que sugiere competencia sobre la disponibilidad limitada
de LH. Las ovulaciones dobles resultan de la codominancia folicular durante la onda
ovulatoria. Estudios previos han demostrado que la incidencia de “codominancia” fue
baja o nula en estudios de vaquillas no lactantes (Quirk et al., 1986; Ko et al., 1991;
Sartori et al., 2004), no obstante, en vacas lecheras lactantes, la codominancia oscilo
entre el 21 y el 36 % (Fricke y Wiltbank, 1999). Una alta incidencia (10—-39 %) de
ovulaciones multiples en vacas lecheras de alta produccion se ha descrito en varios
estudios (Lopez et al., 2005). En vacas que ovularon multiples foliculos, todos los
foliculos ovulatorios surgieron de la misma onda folicular (Sartori et al., 2004). En
vacas que desarrollaron multiples foliculos dominantes, el proceso de desviacion se
asocio con concentraciones circulantes mas bajas de inhibina y progesterona en
comparacion con vacas que desarrollaron un solo foliculo dominante (Lopez et al.,
2005). Estos efectos son consistentes con concentraciones circulantes mas altas de
FSHy LH en el momento esperado de desviacion, crecimiento continuo del segundo
y tercer foliculo mas grande de la onda folicular, y desarrollo de multiples FDs. Esto
explica por qué el uso de una dosis alta de 400 Ul de eCG en vaquillas lecheras fue
suficiente para promover el crecimiento de foliculos de mayor talla para convertirse
en FDs. Una vez que se indujo la lutedlisis, los niveles de P4 sérica disminuye, en a
la vez esto provoco un aumento en la frecuencia de pulsos de estradiol a nivel folicular
para producir una retroalimentacion positiva al eje hipotalamico e hipofisiario
aumentando la frecuencia de pulsos de la hormona LH y ejerciendo su accion a nivel

folicular y, en consecuencia, la ovulacion (simple o doble) fue producida.
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La dosis entre 400 a 500 Ul de eCG ha sido previamente usada en vacas y vaquillas
Bos taurus, Bos indicus y sus cruces sin afectar la ovulacion (NUfez-Olivera et al.,
2014; Yanez-Avalos et al., 2018, 2021), sin embargo, Portillo et al. (2015) determino
gue el uso de 400 Ul de eCG en protocolos de IATF en vaquillas cebuinas provoco
mas de una ovulacion, por consiguiente, los autores sugirieron que una dosis de 200
Ul de eCG en vaquillas es suficientes para mejorar el desarrollo del foliculo ovulatorio

sin afectar la ovulacion.

Estos resultados sugieren que el protocolo J-synch aplicado en vaquillas Holstein
Friesian criadas en el tropico alto ecuatoriano no es el mas idoneo (aconsejable)
debido a la heterogeneidad de los animales y su respuesta folicular. Un trabajo
realizado vacas Pardo Suizo x Bos indicus criados en condiciones tropicales de la
Amazonia Ecuatoriana determinaron que el desarrollo folicular y la fertilidad fue
similar entre protocolos J-synch + 500 Ul eCG inseminadas a las 60 o 72 h (proestro
prolongado) (Yanez-Avalos et al., 2018). Mas tarde, en una segunda investigacion,
los mismos autores demostraron que el protocolo J-Synch + 400Ul de eCG aplicado
al Dia 6 del protocolo (lutedlisis) produjo un diferente comportamiento en el desarrollo
folicular y en el tamafio del CL alas 60 hy 72 h en vaquillas Brown Swiss y sus cruzas
Bos indicus criadas en la Amazonia Ecuatoriana (Yanez-Avalos et al., 2021). Los

autores demostraron que la ovulacion fue mayor con el protocolo J- Synch + eCG

(n=24 vaquillas = 94,5 + 0.9 %), comparado con el grupo J-Synch sin eCG (n= 18
vaquillas: 88,0 £ 1.1 %). Los resultados obtenidos en la presente investigacion
demuestran que, a pesar de ser un numero reducido, el porcentaje de ovulacién fue
mayor a las 72 h (75%) con el protocolo J-synch + eCG comparado con el control sin
eCG (50%). No obstante, en 3 de 4 vaquillas las ovulaciones fueron dobles con eCG.
Sin duda, el efecto racial (Bos taurus y Bos indicus) y el sistema de manejo (trépico
alto y bajo) sobresalen en estos dos estudios. Asimismo, Nuiiez-Olivera et al. (2014)
compararon dos protocolos de IATF de proestro prolongado, uno con 400 Ul eCG y
otro sin eCG (control). Estos autores obtuvieron un diametro folicular de 8,8 + 0,4 mm
y12,3+£0,5mmalas 48 hy 72 h respectivamente, con el protocolo con eCG; mientras
gue con el grupo control obtuvieron un FD de 8,2+ 0,3mmya 72 h de 13,5+ 0,3 mm,

sin encontrar diferencias significativas. Nuestros resultados son consistentes con los
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resultaos obtenidos por Nufiez-Olivera et al. (2014) en cuanto al tamafio folicular tanto

a las 48 como a las 72 horas posterior a la induccion de la lutedlisis

La eCG posee una vida media de accion sea mas larga (2 dias) en bovinos (Menzer
y Shams, 1979; Tortorella, 2013) debido a que su molécula contiene oligosacaridos
altamente sialilados (Damm et al. 1990) que reducen el metabolismo y la filtracion de
eCG en el higado y los rifiones, respectivamente (Martinuk et al., 1991). Por lo tanto,
después de la administracion de altas dosis de eCG (por ejemplo, > 800 — 1000 Ul),
la concentracion activa de eCG en el torrente sanguineo puede alcanzar hasta por
118 a 123 h en ganado bovino (Cole et al., 1967; Menzer y Shams, 1979). En este
sentido, se ha identificado que las altas concentraciones de eCG (>500 — 1500 Ul) en
protocolos de sincronizacion de celo y ovulacion, es suficiente para causar una
ovulaciéon multiple de foliculos dominantes (Rensis y L6épez-Gatius, 2014). Luego de
la lutedlisis (concentracion baja de progesterona), la concentraciéon de GnRH sérica
aumenta durante el proestro; esto provoca que la eCG influya en el crecimiento del
los FDs y su posterior incremento de estradiol intrafolicular para lograr un aumento de
la frecuencia de pulsos de LH favoreciendo la dominancia multiple y, eventualmente,

a la ovulacién de mas de un foliculo (Hernandez, 2012).

Portillo et al. (2015) sugieren que una dosis de 200 Ul de eCG es necesario para que
se de un adecuado crecimiento folicular, considerando que no provocaria la ovulacion
doble en vaquillas mestizas cebuinas sincronizadas con un progestageno
intravaginal. Por otro lado, la dosis de 400 Ul de eCG influyé en la codominancia
folicular provocado mas de una ovulacién; que a su vez provocO mayor cantidad de
cuerpos luteos y mayor secresion de progsterona. Nosotros creemos que la dosis de
400 Ul de eCG en las tres vaquillas Holstein Friesian fue determinante para provocar
ovulacion doble. De hecho, Souza et al. (2006) determinaron que la aplicacion de 400
Ul de eCG después de remover el DIV-P4 en un protocolo de IATF, provoco una doble
ovulacion (12 — 21 %) en vacas Holstein Friesian lactantes. Por lo tanto, el uso de
dosis menores (Ej. 200 Ul de eCG) podria inducir un adecuado crecimiento folicular
sin estimular la ovulacion de méas de un foliculo (o la ovulacién doble) como ha sido

previamente demostrado por Portillo-Martinez et al. (2015) y Bravo-Ferrin (2021).
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La ovulacion tiene una relacién con el pico de LH y ocurre entre las 28 y 30 h posterior
a su incremento maximo (Olivares y Videa, 2021). Existe una alta variabilidad en el
momento del pico de LH y la ovulacion en las vaquillas, no onstante, los porcentajes
de fertilidad no han mostrado diferencias significativas (Colazo y Mapletof, 2014). Por
otro lado, se ha determinado que el momento del pico de LH después de la eliminacion
de un dispositivo vaginal de P4 no esta influenciado por la adicién de eCG, el
tratamiento de induccion a la ovulacién (GnRH o ECP) o su interaccion (Souza et al.,
2009). En promedio, en vacas lecheras lactantes de alta produccion, el pico de LHy
la ovulacién ocurren a las 43,6 + 1,5 hy 67,5 + 2,4 h después de la remocién de
dispositivo de P4 (Souza et al., 2009). Otros autores sugieren que el pico de LH ocurre
entre 54 y 96 h (promedio: 68,0 + 4,7 h) a partir de la eliminacion de la fuente exdgena
de P4 y/o induccion de la lutedlisis dentro de un protocolo de IATF (Colazo, 2003). En
el presente estudio, se hipotetizé que el pico de LH en respuesta al protocolo J-synch
ocurriria entre las 50 y 65 h después de la remocion de la P4. Sin embargo, solo en
una vaquilla (No. 2) el pico de LH tuvo lugar entre las 50 y 55 h, independientemente
de la adicion o no de eCG al protocolo J-synch. Nosotros creemos que la ovulacion
en las otras vaquillas ocurrio antes de las 50 h debido a que la ovulacion se presento

en un rango de tiempo entre las 48 h (Dia 8) y 72 h (Dia 9) del proestro.
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Conclusiones

Esta investigacion concluye que la adicion de 400 Ul de eCG al dia 6 del protocolo J-
synch produjo codominancia folicular y ovulaciones dobles en 3 de 4 vaquillas
Holstein Friesian criados en el trépico alto ecuatoriano. Ademas, solamente una
vaquilla (No. 2) tuvo la maxima concentracién de LH a las 50 o 55 horas después de

induccion de la lutedlisis, independientemente de la adicion o no de eCG.
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Recomendaciones

e Se recomienda hacer mas estudios en vaquillas Holstein adicionado una dosis
menor de eCG (por ejemplo, 200 Ul) con la finalidad de evitar la codominancia
folicular y las ovulaciones dobles, lo cual es muy desfavorable en vacas de
leche.

e Replicar este estudio en un numero mas alto de vacas para evaluar el efecto
de adicionar eCG a un protocolo J-Synch

e Serecomienda hacer la evaluacion de las concentraciones de LH antes de las

55 horas del proestro inducido.
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Anexos

Anexo C. Materiales para la toma de muestras sanguineas y su almacenamiento.
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Anexo E. Centrifugacion y almacenamiento de las muestras sanguineas
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