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RESUMEN

Sanchez Muiioz Bernardo: EFECTO DEL TRATAMIENTO CON GONADOTROPINA
CORIONICA EQUINA Y NORGESTOMET SOBRE LAS CARACTERISTICAS DE LA
FASE LUTEA EN VACAS Y NOVILLONAS CEBU EN EL TROPICO HUMEDQ.
{Asesores: MVZ. MPA. Hector Basurte Camberos, PhD. Carlos Galina Hidalgo).

Con e} objetivo de determinar si en vacas en anestro se reducen las concentraciones de
progesterona y la duracidn de la fase litea cuando son inducidas al estro v a la ovulacién
utilizando Gonadotropina Coridnica equina (eCG) y norgestomet mas valerato de estradiol
(NG + VE), 51 vacas cebu Brahman (Experimento I) con 51 dias posparto promedio,
fueron asignadas al azar en un disefio factorial de 3 x 3, a uno de tres manejos del
amamantamiento; restringido y destete a los 60 dias (ARD60), restringido vy destete a los
180 dias (ARD180) v continuo con destete a los 180 dias (ACD180), y a uno de 3
tratamientos hormonales; eCG (T1), eCG + NG + VE (T2) y NG (T3). Las vacas del T1
{n=18) recibieron 250 Ul de eCG, a los grupos T2 (n=15) y T3 (n=18) se les aplicé un
implante auricular (9 dias) con 3 mg de norgestomet mas 2 m! de una solucién inyectable
con 3 mg de norgestomet v 5 mg de valerato de estradiol al momento de la insercidn,
reciblendo ademas ei T3 250 Ul de eCG al retiro del implante. La deteccidn de estros se
realizo durante 100 horas continuas a partir del fin de los tratamientos. Los ovarios fueron
monitoreados por ultrasonografia el dia de!l inicio del tratamiento para determinar el efecto
del tamafio del foliculo sobre la respuesta al tratamiento hormonal. La determinacién de
progesterona se realizd por radioinmunoanalisis en fase solida para lo cual se obtuvieron
muestras de sangre dos veces por semana durante tres semanas a partir del fin del
tratamiento. Les resultados fueron analizados por ANOVA para muestras repetidas de
progesterona, las variables discretas fueron analizadas por Ji’. Se observaron diferencias
{(P<.05) en cuanto al porcentaje de presentacion del estro que fue del 33.3%, 803% v
83.3%, no existiendo diferencia (P>0.05) en las concentraciones de progesterona
1.78+0.38, 3.3010.42, 2.59+ 0.47 ng/ml, pero si para la duracion de la fase litea (P<0.05)
que fue de 10.8, 14.1y 15.2 dias para el T1, T2 y T3 respectivamente.

Un segundo experimento se realizo con el objetivo de determinar el efecto de la aplicacion
del norgestomet en la fase temprana (con CL) y tardia (sin CL} del ciclo estral sobre la
concentracion de progesterona v la duracidn de la fase lutea. Se utilizaron 18 novillonas
cebl Gyr (Bos indicus) ciclando, con un peso promedio de 350 kg. Los animajes fueron
previamente sincronizados con el propdsito de unificar al grnupo en la misma etapa del ciclo
estral, una vez presentado el celo natural se formaron al azar cuatro grupos: grupe ! (n=5)
se le aplicd un implante de norgestomet (3 mg) subcuténeamente en la parte externade la
oreja, en el dia 0 (dia del estro), el grupo II {n=5), Il (n=4) y IV (n=4) recibieron el mismo
tratamiento al dia 5, 10, 15 del ciclo respectivamente, en todos los grupos el implante se
retiré 9 dias después. Se colectaron muestras de sangre dos veces por semana durante 3
semanas antes, durante v al final del tratamiento para cuantificar los niveles de
progesterona por medio de un radioinmunoanalisis en fase solida Se consider6 un cuerpo
lteo funcional cuando las concentraciones de P, fueron > a Ing/ml v ia duracion de la
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fase lutea se determiné considerando los dias en que los niveles de P; fueran > 1 ng/ml.
Los resultados se analizaron mediante ANOVA por split-plot para muestras repetidas de
progesterona, la determinacion de diferencias enire medias por dia de muestreo se calculd
mediante la prueba de Tukey v para la variable discreta presentacion del estro se utilizé Ji*.
No se observd efecto sobre la concentracidn de progesterona entre los grupos tratados €l dia
0, 5,10 ¥ 15 del ciclo, al compararios con el ciclo previo al tratamiento y un ciclo después
(P>0.05), pero si sobre el dia del ciclo en el que los niveles de progesterona disminuyeron
a menos de 1 ng/mi (P<0.03) siendo menor para los anmmales del grupo I, asi mismo se
observé una diferencia significativa (P<(.05) en cuanto 2 la duracion de la fase hitea del
siguiente ciclo {10.2 & 1.3 dias) en los animales del grupo I, con respecto a los del grupo II,
HI v IV en donde se observaron valores de 132 + 1.5, 142 £ 1.7 v 173 * 1.5 dias
respectivamente. Se concluye que las evidencias encontradas en el presente tmabajo de
investigaci6n permiten decir que el tratamiento con eCG utilizado para la induccion del
estro en vacas cebll posparto y la aplicacién de norgestomet durante la fase temprana de
formacion del CL aféctan la duracién de 1z fase lGiea pero no las concentraciones de
progesteronsa, lo que conllevaria imphicaciones sobre la fertilidad en vacas gue son
imseininadas después del estro sincronizado

Palabras ciave:Fase Liitea, Progesterona, eCG, Norgestomet, Cebi



Bernardo Sénchez Mauanoz: Effect of the treatment with Equine gonadotrophin and
norgestornet on the characteristics of the luteal phase in Zebu cattle in the humid tropics of
Mezxico. {tutors MVZ. MPA. Hector Basurto Camberes, PhD. Carles Galina Hidalgo).

Abstract

With the objective of determining if cows in anoestrous following estrous induction
decreased the progesterone concentrations and the duration of the luteal phase following
Equine gonadotrophin (eCG) and norgestomet and estradiol valerate (NG + VE), 51
Brahman cows (Experiment [) with an average of 51 days pospartum, were assigned at
random in a 3 x 3 factorial design to one of three treatments 1. Restricted suckling with
weaning at 60 days (ARD60), 2. Restricted suckling with weaning at 180 days (ARD180)
and 3. continuous suckling with weaning at 180 days (ACD180). Also, to one of three
hormonal treatments; eCG (T1), eCG + NG + VE (T2) and NG (T3). The cows of the T1
(n=18) werc given 250 Ul of eCG, in the case of groups T2 (n=15) and T3 (n=18) an
implant containing three mg of norgestomet was placed for 9 days in the ear. Also, a 2 ml
injection containing 3mg of norgestomet and S mg of estradiol valerate was given at the
moment of the insert. Furthermore, cows in treatment 3 received 250 Ul of eCG at the
moment of implant withdrawal.. Estrous behavior was monitored continuously for 100
hours starting from the end of the treatments. The ovaries were scanned using
ultrasonography the day of the beginning of the treatment 1o determine the effect of the size
of the follicle on the response to the hormonal treatment. Progesterone was determined
using solid phase radioimmunoassay from blood samples obtained twice per week during
three weeks starting from the end of treatment. The results were analyzed by ANOVA for
repeated samples of progesterone, the discrete variables were analyzed by Ji’. Estrus was
observed in 33.3%, 80.3% and 83.3% for the three treatrnents respectively, (P>0.05).
Average progesterone concentrations was non-significantly different (1.78+0.3§,
3.3010.42, 2.59£0.47 ng/ml) however the duration of the luteal phase was different 10.8,
14.1 and 15.2 days for T1, T2 and T3 (P < 0.05).

A second experiment was carricd out with the objective of determining the cffect of the
application of norgestomet in the early phase (with CL) and late (without CL) of the cycle
on the progesterone concentrations and the duration of the luteal phase. To this effect, 18
Gyr heifers were used. All of them were cycling prior to treatment with an average weight
of 350 kg. The animals were previously synchronized with the purpose of unifying the
group to the same stage of the cycle. Once estrus was oberved, four groups were formed,
the first (n=5) an implant of norgestomet {3 mg) was piaced subcutaneously in the external
part of the ear, at day 0 {day of estrus), Group II (#=5), Il (n=4) and IV (n=4) recerved the
same treatment a day 5, 10, 15 of the cycle respectively, in all the groups the implants was
removed nine days later. Blood samples were collected twice before treatment and for 6
weeks to determine progesterone levels using solid phase radioinmunoassay. The presence
of a CL was determined when two samples were above Ing/ml. The length of the luteal
phase was determined based on the number of days with progesterone levels above 1 ng/ml.



Results were analyzed using ANOVA and a split-plot for repeated samples of progesterone.
The determination of differences for the days of sampling was calculated usingTukey for
the discrete variable of estrous response a Ji© test was used. There was no effect over the
concentration of progesterone between the treated groups on day 0, 5, 10 and 15 of the
cycle when compared to the previous cycle and the following cycle afler treatmente
(P>0.05). However, it was an effect on the day of the cycle in where the progesterone
concentrations were below 1ng/ml (P < 0.03) being smaller for the amimals of the group |,
likewise a significant difference was observed (P < 0.05) for the duration of the luteal
phase on the following cycle (10.2 % 1.3 days) for the animals in group 1, compared to those
in group II, II1 and IV comresponding values were 13.2+1.5, 14.241.7 and 17.3%1.5 days
respectively. It is concluded that the evidence obtained in the present research is conclusive
to ascertain that the treatment whit Equine gonadotrophin utilized in the protocol and when
the norgestomet is applied at the early stages of CL formation.affects the the duration of the
luteal phase, however progesterone concentrations is not affected in the experimental cattle.
This finding suggests a possible implication in the fertility of cows inseminated following
estrous synchronization.

Key Words: Luteal phase, Progesterone, eCG, Norgestomet, Zebu.



EFECTO DEL TRATAMIENTO CON GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA
Y NORGESTOMET SOBRE LAS CARACTERISTICAS DE LA FASE LUTEA EN
VACAS Y NOVILLONAS CEBU EN EL TROPICO HUMEDO

L INTRODUCCION GENERAL

A pesar de la adaptabilidad del ganado cebli (Bos indicus) a las condiciones
ambientales y nutricionales que prevalecen en las regiones tropicales, el largo periodo de
inactividad ovérica posparto en las vacas representa uno de los principales obstaculos para
mejor la eficiencia reproductiva de los hatos productores de carne en estas regiones (Fallas,
1987;Galina and Arthur 1989; Fuentes et al., 1998).

Algunas medidas consideradas para reducir el anestro posparto y la infertilidad se
basan en mejorar las practicas nufricionales, sistemas de amamantamiento, manejo posparto
y estimulacion hormonal entre otras, (Fuentes ef /., 1988; Anta ef gl 1989; Williams
1990, Soto 1997). Por otro lado para inducir el cele y 1a ovulacién posparto se han utilizado
compuestos hormonales basado en progestagenos, (Macmillan and Peterson 1993; Zarco y
Hernandez 1997; Macmillan and Burke 1996; Cavalieri et a/., 1998) analogos de factor
liberador de gonadotropinas (GnRH) y gonadotropinas placentarias en combinacién con
diferentes métodos de control del amamantamiento (Ramirez ef al., 1996; Twagiramungu et
al., 1995; Helmer and Britt 1987). El uso de estas sustancias hormonales puede ser efectivo
en la induccién del estro v la ovulacién, pero es posible que la actividad ovarica no se
mantenga o bien la tasa de fertilidad al primer servicio postratamiento sea baja (Hunter,
1991) esto se atribuye entre otras causas a trastornos en €] fransporte de gametos, {Hafez,
1996; John e al., 1999) ovulacion de foliculos dominantes con ovocitos degenerados,
estros anovulatorios, duracion, presencia o ausencia de foliculos al momento del
tratamientc y mas recientemente se ha establecido la posibilidad de explicar que la
estimufacién inducida por diferentes tratamientos hormonales afecta la duracion de la
siguiente fase Hitea (Garverick et al., 1992) caracterizada por la presencia de um cuerpo
Iuteo (CL) de vida corta, lo que originaria una rapida caida de los niveles de progesterona,

menor fertilidad v como consecuencia la repeticién del estro. Esto es contrario a lo



observado en vacas con fases liteas normales en donde se muestran elevadas
concentraciones de progesterona y mayor fertilidad (Smith ef al, 1994; Yusoff, 1994).

En un ciclo estral normal la fase litea comprende del dia 4-5 al 16-17 (Smiik et &l
1994) periodo en el cuai el CL secreta progesterona en niveles mayores a 1 ng/mi,
alcanzando su mayor concentracion hacia el dia 8-10 en concordancia con el mayor
desarrollo del CL.

En la vaca existen varias condiciones fisicldgicas en las cuales se presentan fases
hiteas de corta duracion debido a la regresién prematura del CL observandose é€stas en ia
primera ovulacién puberal v en la primera ovulacién posparto (Calderén er al., 1998).
Niswender et al. {1994) mencionan que un cuerpo luteo de vida corta se caracteriza por
provocar elevaciones transitorias de progesterona que rara vez llegan a ser mayores de 1
ng/ml y su regresidn ocurre 5-6 dias después de la ovulacion.

En cuanto a la etiologia de! CL de vida corta existen dos teorfas que postulan que
por un lads estos son resultado de la ovulacién de un foliculo inmadurs que se desarrollo en
un ambiente hormonal inadecuado y por €l otro que los CL de vida corta son normales y
gue su regresion prematura obedece a la liberacion anticipada de prostaglandina F2 aifa
{PGFy,) (Garvernick et al., 1992; Niswender ef a/., 1994; Hernandez, 1997). Sin embargo,
Hunter, (1991) encontré que foliculos que dieron origen a CL de wvida corta presentan
menor actividad esteroidogénica y menor numero de receptores para la hormona
iuteimzante (LH) que cuando son de duracién normai. Asi mismo Ramirez-Godinez ef al.
{1981) encontraron niveles menores de hommona foliculo estimulante (FSH) 4 dias antes de
la ovulacion en vacas que desarrollaron CL de vida corta.

Se han observado variaciones en la duracion de la fase litea en aquellos animales en
los que se ha inducido la actividad ovarica posparto utilizando diferentes productos
hormonales, asi estudios realizados por Garcia-Winder et al. (1986), ¢ Inskeep ez al. (1995}
observaron que vacas en anestro posparto tratadas con norgestomet presentaron un
incremento en la secrecion pre ovulatoria de LH acompafiada de un CL normal
comparativamente con vacas no tratadas.

Sheffel er al. (1982) mencionan gue en vacas posparto, la administracidn de

progestagenos antes de Gonadotropina Corionica humana (hCG) indujo el estro en el 75%
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de los animales tratados y €l 88% formaron un CL de vida normal, cuando se administrd
hCG la vida media fue de 19.6 dias en comparacion con vacas tratadas Unicamente con
Gonadowopina Corionica equina {€CG) antes Gonadotropina Serica de Yegua Prefada
(PMSG) en donde solo fue de 13 .4 dias.

Hampton er al. {1999) observaron que la administracién de progestagenos en etapas

tempranas del ciclo estral en hembras ciclando induce una regresion prematura del CL por
liberacion anticipada de PGF,, desde €l Gtero.
Burns ef @l (1993) al analizar e} efecto de la administracion de Norgestomet en vacas
durante los dias 9-14 del ciclo, observaron la presencia de un CL de menor tamafic y
menores concentraciones de progesterona, en comparacion con vacas sin tratamiento. Lo
anterior demuestra que tanto el uso del factor liberador de gonadotropinas (GnRH) y de
gonadotropinas placentarias afecta la concentracién de progesterona y la duracién de la fase
utea.

Existen pocas evidencias en ganado cebdl que expliquen si ia baja fernlidad
observada posterior a la induccion v sincronizacion del estro se deba a la variacion en la
duracion y concentracion de progesterona de la fase liitea que se presenta en respuesta a los

diferentes tratamientos empleados.

OBJETIVO GENERAL.

El  objetivo general del presente trabajo fue evaluar si la aplicacién de
Gonadotropina Coridnica equina y norgestomet mas vaierato de estradiol en hembras
anéstricas, v la aplicacién de norgestomet en diferentes etapas del ciclo en novillonas

afectan las concentraciones de progesterona y las caracteristicas de la fase litea.

L



II REVISION DE LITERATURA

2.1 Endecrinologia del posparto.

El restablecimiento de la acuvidad reproductiva normal en el posparto temprano ha
sido descrita por varios autores (Peters y Lamming 1986; Spicer y Echternkamps 1986;
Nett, 1987) basandose esta sobre una cooperacion extremadamente coordinada entre el
hipotalamo, hipofisis, ovarios y ¢l (tero. Durante este periodo debe presentarse un balance
coordinado entre €l sistema endocrino y ¢l sistema reproductivo; una homeostasis entre las
cantidades liberadas de GnRH del hipotdlamo, la FSH, hormona, LH v prolactina de la
adenchipofisis, la prostaglandina del tero v los esteroides gonadales estradiol vy
progesterona (P;) (Leslie, 1983).

Diversos estudios han demostrado claramente que la LH es el factor limitante mas
importante para el restablecimiento tempranc de la actividad ovérica después dei parto,
durante la prefiez y airededor dei parto los aitos miveles de esteroides suprimen el eje
hipotalamo hipofisiario ocasionando una marcada disminucion de las concentraciones de
LH al momento de! parto (Nett, 1987). inmediatamente después de este, los niveles basales
en plasma de FSH y LH son bajos sin la liberacidn episodica necesaria sin embargo, los
niveles de FSH permanecen bajos dnicamente por unos cuantos dias antes y después del
parto (Schams e al., 1978), se ha observado que en la mayoria de las vacas lecheras hay un
incremento S dias después del parto por lo que no se considera que la FSH sea un factor que
limite el restablecimiento de la ciclicidad ovarica después del parto (Nett, 1987) por el
contrano, el incremente de los niveles plasmaticos de FSH resuita en crecimiento folicular
y secrecién de estradiol, €l cual ejerce un estimulo de retroalimentacion positiva para la
liberacién de LH (Lamming et al., 1981) sin embargo esta liberacion es de baja frecuencia
y amplitud (Savio et al., 1990).

El cambio endocrino més consistente que precede a la ovulacién en el periodo
posparto, es la presentacion ¢ incremento en la frecuencia del patron pulsétil de secrecion
de LH en tal sentido, se ha sugerido que una minima frecuencia pulsatil de LH (1
pulso/hora) es esencial para terminar ¢l desarrollo del foliculo ovérico que conduzca a la

ovulacion {Peters y Lamming 1984). Por otro lado el nivel de progesterona declina



ripidamente durante las ultimas 48 horas antes del parto y permanece en niveles muy bajos
(<0.5 ng/ml) a través del periodo posparto temprano, 1o cual es consecuencia del CL de 1a
prefiez. (Leslie, 1683).

Estudios realizados por Peter y Lamming (1984) han demostrado que en cerca de
un 50% de las vacas el primer ciclo de progesterona (P,) es de una duracién menor a 10
dias suginéndose que esta es secretada por un foliculo luteinizado que no llega a ovular o
por un cuerpo liteo normal que presenta un insuficiente nfimero de receptores de LH para
responder de manera maxima al estmulo luteotréfico, una tercera probabilidad es que se
produzca un msuficiente estimulo luteotréfico para mantener el cuerpo litec por el pericdo
normal de su vida media (Leslie, 1983).

Todos estos cambios ocurren de manera concurrente v se ha estimado que la
recuperacion gradual del mecanismo de retroalimentacion positiva del ciclo ovarico puede
comenzar dos semanas después del parto (Peter y Lamming 1984).

Por otro lado se ha tratado de explicar las interrelaciones y el control endocring gue
se presenta durante el desarrolio normal del posparto:

1. - La concentracién plasmatica de GnRH inmediatamente después del parto se
encuentra en bajas cantidades, v la frecuencia con que es secretada es inadecuada para
estimular una liberacién de gonadotropinas e inducir la ciclicidad ovérica.

2. - La concentracién de FSH aumenta inmediatamente después del parto,
estimulando €1 desarroilo folicular, sin embargo una correlacion negativa hia siGo observada
entre e} anestre posparto v la concentracion plasmatca de FSH:

3. - El incremento gradual en la frecuencia de los pulsos y concentracion plasmatica
de LH, estimulan un desarrolio folicular v el consecuente retorno a 1a ciclicidad ovarica.

4. - El desarrollo folicular parece ser modulado mayormente por la secrecidon de
FSH, v con esto e! inicio de secrecién de estradiol y de inhibina lo que ocasiona una
recuperacion gradual de! mecanismo de retroalimentacion positiva que regula los ciclos
ovaricos entre la segunda y tercera semana posparto (Peter y Lamming 1984).

Estudios realizados por Lamming ef af. (1981) y Williams, (1990) han demostrado
que existe una menor descarga de LH en respuesta a 1a GnRH en vacas que amamanian en

comparacion con vacas que son ordefiadas, esto demuestra que el amamantamiento



disminuye el efecto del GnRH sobre la estimulacion de la produccion de LH por las células
hipofisiarias, demostrandose la mediacidn del eje hipotdlamo hipofisiario y el efecto de
amamantamicntc sobre la actividad reproductiva posparic.

Peters v Lamming {1984) sugieren que el eje ovarico - uterine ejerce un efecio
inhibitorio sobre la secrecion hipofisiaria de LH durante ¢! posparto temprano, va que
luego de la histerectomia experimental sc¢ observa un rapido incremento en la
concentracion de gonadotropina en el plasma.

Los cambios en las concentraciones plasmaticas de gonadotropinas pueden ser
estimulados por la intervencion en la respuesta pituitaria a la estimulacién de 1a GoRH en
el posparto temprano. Al parecer la pituitaria aumenta la capacidad de maxima respuesta
hacia el dia 20-30 posparto (Williams, 1990). Los patrones de secrecion basal de LH y FSH
estan caracterizados por una discontinua y ritmica liberacién de ambas gonadotropinas, las
cuales a su vez son controladas por un mecanismo de retroalimentacion negativo de los
esteroides ovaricos progesterona v estradicl.

En un estudio realizade por Peters y Lamming (1986) en ganado de came
encentraron que si existe una liberacion temprana de LH durante el posparte se logra un
retorno rapido a la actividad ovarica lo cual indica que upa liberacion pulsanl pero
deficiente de GnRH durante el posparto temprano, contribuye grandemente al deterioro de
los ciclos ovéricos y consecuentemente al mantenimiento del anestro. Se ha sugerido que el
ovario reguia la secrecion de LH en el bovino, siendo el estradiol el encargado de nducir la
liberacion de niveles preovulatorios de LH v FSH, seguidos de una fase litea, no obstante
como se ha mencionado la FSH no se considera un factor limitante para el retorno a la
actividad ovérica y se ha observado la interaccidn importante con factores intraovaricos que
interactian con las gonadotropinas.

Los esteroides ovaricos tienen funcion de agentes autocrinos, al actuar sobre las
células que los producen, como agentes paracrinos, al influir sobre las células adyacentes y
como agentes endocrinos clasicos, transportandose via sanguinea a las céhulas blanco
distantes (Murphy y Pescador, 1997).

Posterior al parto, la concentracién de progesterona circulante y la tasa de excrecién

urinaria de estrogenos disminuve, s¢ producen fluctuaciones en las concentraciones de
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progesterona y 17f-estradiol, asociadas con las ondas de crecimiento folicular v el
desarrolio del CL seguido de 1a primera ovulacion (Garverick y Smith 1993).

Con la disminucion en los niveles de estradiol se estimula la restauracion de la
sensibilidad pituitaria g la GnRH y se incrementa a su vez la liberacion de GnRH, con
aumento en la frecuencia y amplitud de LH, asimismo se estimula la actividad de los
foliculos ovaricos produciendo un incremento de la secrecion de estradiol, con aumento de
la respuesta hipofisiaria a la GuRH.

En resumen, se ha sugerido que el desarrollo folicular pospartc puede ser iniciado
por 1a secrecién de FSH en conjunto con la LH produciendo un estimulo sobre la liberacion
de 17B- estradiol, estableciendose el patrén de secrecién de FSH y LH que desencadenaran

el crecimiento folicular con la consecuente ovulacién y la formacion del primer cuerpo

lateo posparto.

2.2 Induccion de la actividad ovérica.

Han sido publicados diferentes métodos para la induccion, sincronizacion del estro
y la ovulacion {Patterson et al., 1989; Odde, 1990; Larson y Ball 1992, Beal, 1998; Ryan
et al., 1999 y Patterson er al., 2000) en donde se pone de manifiesto la variacién en los
tratamientos empleados asi como la evolucidén en el conocimiento de la fisiologia
reproductiva. Patterson ef «l, (2000) mencionan que son cinco fases o periodos de
evolucion de los métodos para el control del ciclo estral en ia vaca, la primer fase se
caracterizé por 1a prolongacion de la fase litea del ciclo estral o por el establecimmento de
una fase litea artificial por la administracidn de progestagenos o progesterona exogena.
Posteriormente en una segunda fase los agentes progestacionales fueron combinados con
estrogenos v gonadotropinas, en tanto la fase tres incluyé el uso de prostaglandinas y sus
analogos como agentes luteoliticos. Asi mismo tratamientos con progestagenos combinados
con prostaglandinas caracterizaron la cuarta fase. Investigaciones recientes empleando la
ultrasonografia para conocer la dinamica folicular y el desarrollo del cuerpo luteo han
extendido el conocimiento del ciclo estral bovino y particularmente el recambio folicular
que ocurre durante las ondas foliculares, por lo que ahora se conoce que el control del ciclo

estral requiere de la manipulacion de las ondas foliculares y de 1a fase lutea.



Se sabe que para lograr una mayor precision en la sincronizacion e induccién del
estro, se debe considerar el grado de desarrollo del foliculo dominante al finalizar el
tratamiento con progesterona ¢ progestagenos ¢ durante la lutedlosis inducida usando
PGF., (Adams, 1994) si se desea tener un ovocito competente. Esta situacion ha sido
motivo de extensas investigaciones en donde se ha tratado de demostrar que la utilizacion
de P y estradiol en concentraciones altas al inicio del tratamiento suprimen a la FSH y LH
haciendo que €l foliculo subordinado no se seleccione o que el foliculo sufra atresia
suprimiendose esta dominancia e iniciando la emergencia de una nueva onda folicular de 3
a 5 dias después. El estradiol aplicado al inicio del tratamiento tiene un efecto luteolitico
(Bo ef al., 1996) sin embargo, cuando este se aplica en el diestro tardio es menos efectivo
pues la lutedlisis ocurre espontaneamente 48-72 horas del inicio del tratamiento
reduciéndose drasticamente los niveles de progesterona por el efecto sinérgico de Py y
estradiol sobre el control en la liberacién de LH pudiéndose ocasionar la permanencia del
foliculo dominante (Burke ef o/, 1996; Bergfeld er o/, 1996}, si el implante es mantenido
por 9 dias, la inyeccion es necesaria para inducir la regresion del cuerpo liteo en vacas
durante la primera mitad del ciclo estral, al respecto Thatcher ef a/. (1986) reportaron picos
de 15-keto —13,14-dihydro-prostaglandina F, (PGFM) después de iniciada la lutedlisis
concluyendo que esta es iniciada por provocar una liberacion de PGF,, desde el itero.

En todo tratamiento hormmonal tendiente a inducir el estro durante el posparto, es
necesario considerar una exposicion previa a progesterona para que el eje hipotalamo-
hipofisiario desencadene los eventos hormonales que permiten que ocurra la ovulacion
(Dimminck er al., 1991) se ha observado que en la primera ovulacion posparto, asi como en
novillonas prepuberes, se presentan fases lteas cortas sin manifestaciones externas de celo,
por lo que bajo estas circunstancias el objetivo de utilizar progesterona es el de preparar al
hipotalamo v al utero para lograr una ovulacién acompafiada de una fase lutea normal
{Breuel er g/, 1993).

El Crestar (Norgestomet mas valerato de estradiol) es um procedimiento
comercialmente utilizado tanto para la induccién como la sincronizacion del estro en
ganado de leche como de carne. El procedimiento consiste en  un implante de norgestornet

y una inyeccion intramuscular que contiene norgestomet y valerato de estradiol
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administrado al tiempo de! retiro del implante. Se conocen tres mecanismos de accion de
los productos que contienen estos principios; el primero es la supresion del estro que se
logra por la difusién del norgestomet desde el implante que permanece durante 9 dias
(Kesler and Favero 1995). Segundo, la inyeccidn causa la atresia del foliculo antral y el
reclutamiento de una nueva onda de foliculos ovéaricos 4 a 5 dias después de la
administracion ( Vasconcelos ef al.,1994). Tercera, la inyeccién causa regresion del cuerpo
Itteo (Kesler and Favero 1995). El implante permanece durante 9 dias y la inyeccion es
necesaria para inducir la regresion del cuerpo liteo en vacas durante la primera mitad del
ciclo siendo el valerato de estradiol que acompafia a la inyeccidn ¢} responsable de la
regresion (Thatcher ef @/, 1986). Sin embargo estudios realizados por Kojima et al., (1992)
han demostrado que la progesterona y el norgestomet a dosis usadas para la sincronizacién
del estro, no 1mita eficientemente la funcidén de la progesterona del cuerpo hiteo en cuanto
a Ja inhibicién en la secrecion de LH lo que trac como consecuencia la permanencia de un
foliculo persistente y un incremento de los niveles de 178 estradio! {Reoberson er ol | 1989}
Por el contrano se ha demostrado que el tratamiento con dosis altas de progesterona reduce

ia secrecion de LH y el 17p estradiol circulante (Bergfeld er al., 1996).

2.3 Caracteristicas de Iz Gonadotropina Coribénica equina (eCG) y su use en la
reproduccion.

La eCG ha sido utilizada en la reproduccién basicamente para tres funciones;
inducir el desarrolio folicular en hembras que son superovuladas, inducir el desarroilo
folicular en hembras ovinas y bovinas en anestro ¢ incrementar la tasa ovulatoria (Roser,
1999).

Los primeros reportes sobre el origen de la eCG  se pensaba eran las células del
epitelic coriénico en la placenta, llegindose postenormente a determinar su origen
trofoblastico y produccion por las copas endometriales (Walker-Farmer y Popkoff 1979}

La eCG es detectada en yeguas gestantes alrededor del dia 55 a 65 y desaparece de
la circulacién hacia los dias 120 a 150 (Hafez, 1996). Esta hormona se secreta de manera
tonica v no es regulada a través de mecanismos hormonales de retroalimentacién como 1as

gonadotropinas de origen hipofisiario (Thompson ef a/., 1982).



La gonadotropina corionica equina es un miembro de la familia de glucoproteinas
en donde se incluyen la FSH, LH y la hormona estimulante de la tiroides. Una molécula de
eCG esta constituida de dos subunidades glicosiladas diferentes llamadas o y B unidas no
covalentemente (Ungerfeid, 1995). La subunidad o estd compuesta de 96 amino 4cidos v
es idéntica 4 1a de otras glicoproteinas, mientras que la subunidad § esta constituida de 149
aminc acidos, tiene la misma estructura primaria que la LH equina y es en esta fraccién en
donde radica la especificidad biolégica (Cupps, 1991) De las hormonas glicoprotéicas
provenientes de diferentes especies la eCG se diferencia de las demas por su alto contenido
de acido s1alico, mismno que determina la vida media de la molécula (Morell er al. , 1971).
Como ocurre con otras glicoproteinas (LH y FSH ) se han observado distintas formas de
eCG de acuerdo a cambios fisiologicos, existiendo diferencias en cuanto a sus propiedades
quimicas, biolégicas € inmunolégicas dadas estas por su composicién de carbohidratos y
aminoécidos (Aggarwal et al., 1980).

En las preparaciones comerciaies ios procedimientos de purificacién y extraccidn
pueden eliminar parcialmente los carbohidratos, explicandose parte de la variabilidad que
existe en la actividad bioldgica de los diferentes lotes y productos dispombles (Cupps.
1961).

La eCG es eliminada de la circulacidn a través de la captacion por los receptores
calcio dependiente de las células parenquimatosas del higado una vez que ha perdido el
acido sialico (McIntosh er al., 1975). La eCG también se excreta aunque en cantidades
minimas en la orina.

Mecanismo de accion.

La importancia de las gonadotropinas en el crecimiento folicular depende de la fase
de desarrollo en Ia que se encuentren los foliculos (McNeilly et a/., 1991), el reclutamiento
y desarrollo de foliculos antrales en la vaca depende de la FSH, siendo necesaria una
combinacion de FSH v LH para lograr la ovulacion de un foliculo dominante (Scaramuzzi
et al., 1993).

Se ha encontrado que las gonadotropinas exogenas como la eCG tienen una
actividad mixta de FSH v LH actuando principalmente a través de su actividad FSH para

incrementar el tamafio del foliculo vy ia tasa de ovulacién. En la vaca la eCG actia como
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agente superovulatorio aumentando ¢l numero de foliculos primordiales que entran en la
fase de crecimiento protegiendo a los foliculos antrales de sufrir atresia (Moor ef al., 1984)
aumentando el indice mitdtico de las céiulas de la grenulosz de los foliculos preantrales y
de este modo la tasa de crecimiento (Driancout y Fry 1992). Asi, la gonadotropina moviliza
los foliculos mas pequefios que se encuentran presentes en vacas en anestro posparto y que
no llegan a crecer por deficiencia de FSH logrando con esto un mavor numero de foliculos
disponibles para ovular (Scaramuzzi et af., 1993).

E]l mecanismo de accion por ¢l cual la eCG aumenta la tasa de ovulacién pudiera
también concentrarse en su capacidad de activar los sistemas enzimaticos de aromatizacién
de las células de la granulosa, aumentando la secrecién de estradiol por los foliculos
antrales (Mc Natty es al., 1982), 1a sensibihdad de los foliculos a las gonadotropinas est
dada por el nimero de receptores & LH y FSH presentes en las células de la granulosa y la
sintesis de estos receptores estd Influenciada por la concentracién local de hormonas
esteroides (Webb and Ingland 1982). Los estrdgenos incrementan entonces la sensibilidad
de las células de la granulosa a la FSH y junto con la FSH inducen la formacion de
receptores para LH. Asi es posible que aquellos foliculos en los que las células de la
granulosa contengan suficientes receptores para LH puedan ovular en respuesta al pico de
LH (Bair, 1992).

La vida media caracteristica de la eCG no solo induce el desarrollio folicular y la
ovulacion, sino que también permite Gue se estimule la secrecidn de estradiol después de la
ovulacion por nuevos foliculos gue continian desarroilandose, (Drniancourt y Fry, 1952)
esto contribuye a la presentacion de efectos secundarios indeseables como son la asincronia
en el desarrollo folicular, y presentacion de estros poco uniformes.

Variacion en Ia respuesta a eCG.

Existen diversos factores que contribuyen a la variacién en la respuesta ovarica a 10s
tratamientos para inducir el desarrollo folicular y la ovulacion; Driancourt er al., (1985)
mencionan que la condicién ovarica al momento de la aplicacidn de la hormona es un
factor importante va que tanto en animales en anestro como gestantes existen ondas de
desarrollo folicular en donde pueden observarse foliculos de diferente tamafio. El que no

ocurran ovulaciones durante estas fases se explica por la falta de exposicion previa de los

11



foliculos a una cantidad adecuada de gonadotropinas v a la capacidad resultante de generar
el puiso preovulatorio de LH (McNeilly ef al., 1991), se ha observado que umna buena
respuesta en la manifestacion del estro y la ovulacion esta determinado en gran parte por la
presencia de foliculos que responderdan al momento de 1a administracion de gonadotropinas
v el grado de estimulacion depende del numero, tamafio y condicion de las clases
foliculares. Asi cuando los foliculos presentan una condicidn similar de maduracion el
estimulo dado por las gonadotropinas es seguido por la ovulacién, mientras que si hay
heterogeneidad, la respuesta puede caracterizarse por uma asincronia en el crecimiento
folicular y luteinizacion de los foliculos.

Estudios realizados por Driancourt (1987) en ovinos superovulados muestran una
correlacion positiva entre foliculos menores de 2 mm y mejor respuesta concluyendo que
los ovaries libres de foliculos grandes y ricos en foliculos chicos tienen la mejor respuesta,
sin embargo las diferencias microscopicas en la poblacion folicular al momento de la
administracién de ¢€CG  en bovinos no se han relacionado consistentemente a la
subsiguiente respuesta ovulatoria, ya que la destruccion de todos los foliculos mayores de |
mm no alterd los resultados al utilizar eCG {Driancourt y Fry 1992).

Los cambios en la ingesta de alimento, la condicién y ¢l peso corporal también
provocan variaciones en la respuesta a gonadotropinas, esto puede estar mediado por
modificaciones en los niveles de FSH en sangre, alterandose el patron de exposicion de los
foliculos a esta gonadotropina o por un efecto directo en el ovario, en donde nutrientes
especificos como la glucosa, insulina v el 1GF-I aumentan la sensibilidad de los foliculos a
las gonadotropinas (Downing v Scaramuzzi. 1991).

Las preparaciones hormonales de naturaleza proteica tenen la capacidad de
provocar antigenicidad. La formacion de anticuerpos podria llevar a una disminucion en la
respuesta ovarica inducida por gonadotropinas como la eCG sin embargo existe gran
controversia al comparar los resultados entre estudios (Christie ef al., 1979). En las vacas
la administracion repetida de ¢CG provocéd una condicidon refractaria de la respuesta
ovarica a partir de la tercera inyeccion, esto en vacas superovuladas no asi en vacas en
donde se ha utilizado la eCG para incrementar la tasa ovulatoria o la induccion del

desarrollo folicular en vacas en anestro (Jaainudeen et al., 1966).
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La dosis empleada es otro factor que modifica la respuesta 2 la eCG, se ha
observado que los niveles de estradiol y progesterona secretados después de la estimulacidn
ovarnca con 2CG, son dependientes con la  dosis administrada y del tiempe de exposicion
de los foliculos a la gonadotropina (Evans v Robinson 1980), a mayores dosis de eCG se
deprime la tasa de ovulacion, se reduce la tasa de recuperacion de embriones y se aumenta
la incidencia de cuerpos Ifiteos de corta duracidon (Rubianes er al., 1996). Fl uso de eCG
para induccion del estro en ganado ceb ha sido reportada por Pedroso y Roller (1992) y
Ahmand er al, (1995) en donde se han utilizado dosis de 250, 500 v 1000 UL
enconfrandose respuestas en cuanto a ia presemtacion del estro del 30 al 50 %
observandose que la variacion de los resuliados depende de la condicién corporal de la vaca

al tratamiento, tiempo posparto y tipo de amamantamiento.

2.4 Condicién corporal y reproduccién.

1 peemlod et wwa ~ H M . 4
! ambiente nutticional modifica los procesos reproductivos en la mayoria de o3

™

animales, esta modificacion puede varniar desde pequefios cambios en la tasa de frecuencia
de ovulacidn cuando la dieta estd por debajo de lo Optimo pero aun es adecuada, hasta la
supresion del proceso reproductivo cuando las sefiales del ambiente son muy desfavorables.

El manejo nutricional de la reproduccién en animales domeésticos muchas veces
ignora el hecho de que depositar y movilizar reservas corporales es una parte importante en
fa prediccion del comportamiento reproductive (Martin y Hunziker 1999).

Desde hace varios afios la literatura cientifica evidencia la impertancia de la
condicién corporal sobre la reproduccion, observandose que vacas con un plano nutricional
moderado presentan un Optimo comportamiento reproductivo (Lopez y Tapanes 1994). En
el tropico el problema reproductivo es mas complejo que en paises templados debido a la
baja disponibilidad y calidad de los recursos forrajeros vy al poco ¢ nulo uso de
complementos alimenticios gue normalmente no cubren los requerimientos nutricionales de
los animales en pastoreo, determinando una baja condicion corporal en los diferentes
estados fisiologicos v durante las diferentes épocas del afio (Gonzalez-Stagnaro y
Goicochea 198R), esta fluctuacion provoca una constante variacion sobre el balance de

energia del animal el cual estara sometido a continuas fluctuaciones que dependen de  la

~
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relacién entre el ingreso y las pérdidas de energia por lo tanto, el balance energético es el
resultado neto de la asociacion entre el nivel de produccion, la dieta, el consumo y el uso de
natrienies por parte del animal (Villa-Godoy er a/., 19388). Esto, 2 su vez implica
variabilidad en la cantidad de reservas corporales v, por tanto, en la condicién corporal del
animal. La evaluacion de la condicion corporal (CC) de los animales durante el ciclo
productive proporciona elementos que permiten dirigit y controlar el comportamiento de
los principales indicadores productivos y reproductivos del rebafio asi como del estado de
salud, al respecto Villa-Godoy et al. {1990) sefialan que los valores elevados de CC pueden
ocasionar alteraciones en la produccion de leche y en el comportamiento reproductivo en
relacion con valores promedio de condicion y un pobre comportamiento en animales con
pobre CC por lo tanto es posible inferir que ia condicién corporal optima es aguella que
evita o al menos minimiza los trastornos fisiologicos y productivos.

La condicion corporal a pesar de ser un método subjetivo ha sido utilizada para
medir el nivel de reserva corporal {grasa) o del mivel de energia de los animales {Pedroso ¥
Bonachea 1995). Existen basicamente dos métodos para estimar la condicion corporal sobre
la base de una escata numérica siendo esta del 1 al 5 y mas comunmente utilizada en
ganado lechero (Edmonson ef al., 1989) mientras que para el ganado de carne se utiliza un
sistema que considera una escala de 1 a 9 (Richards er o/, 1989), ambas técnicas se basan
en la deposicion de grasa y area de cobertura de las vértebras lumbares espacios
intercostaies zona de la cadera, el musio y masio de ia coia.

Lopez (1994) encontrd que las técnicas de medicion de la condicion corporal por
palpacion v observacion visual, se correlacionan positivamente por lo que pueden ser
consideradas como un buen indicador de la condicion nutricional sin embargo, aun  existen
interrogantes que involucran los procesos que determinan el nivel de movilizacion de las
reservas corporales, va que el nivel critico puede estar influenciado por el tipo racial, el
sisterna de produccion y las condiciones ambientales (Pedroso y Bonachea 1995).

En vacas mantenidas en amamantamiento, uno de los factores que incrementan el
anestro posparto es la condicion corporal, se ha observado que vacas con mayor condicion
corporal al parto tienen frecuencias pulsitiles mayores de LH la reduccién de esta

actividad en vacas con condicién corporal baja esta en funcién de una reduccion en la
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frecuencia de pulsos de GnRH del hipotalamo (Wright ef a/., 1990} mas que de una funcién
hipofisiaria inadecuada, de tal manera que la duracidn del anestro posparto se ve afectada
por la ganancia o perdida de peso v de condicidn corporal antes o despuds dei paito v mas
aun mencionan que la CC al parto es mas importante que el nivel de alimentacion durante
éste mismo periodo, en la prolongacion del anestro aunque en vacas delgadas también el
nivel de alimentacién puede ser importante.

Estudios realizados por Rutter y Randel (1984) en ganado de carmne muestran que la
CC durante los primeros dias posparto influye sobre la concentraciéon de progesterona,
observando gue ésta se mantiene en niveles de 0.83 y 59.0 ng/mi para nivel basal y pico
respectivamente en aquellas vacas que mantienen su condicion posparto, comparativamente
con aquellas que pierden CC en donde los valeres para LH se encuentran en 0.61 y 39.0
ng/m! para el nivel basal y pico respectivamente. Esto sugiere que la CC posparto puede
afectar la secrecion de GnRH del hipotalamo, la respuesta de la hipofisis al mismo y la
sensibilidad de ambos Organos a los efectos de una retrozlimentacién negativa por
estradiol. Asi mismo se ha observado que la sensibilidad de la hipofisis al efecto de una
etroalimentacion negativa por estradiol puede disminutr conforme avanza el tiempo
posparto (Wright et al., 1990).

Por otro lado se ha observado que la condicion corporal posparto afecta el reinicio
de la actividad ovarica (Butler y Smith e al., 1989; Villa-Godoy et al,, 1990), diasa la
primera ovulacién v el numero de ondas foliculares previas a la primera ovulacion,
intervalo interparto (Wright er al., 1990) y el porcentaje de prefiez (Rae er a/., 1993; De
Roven ef al., 1994), encontrandose que los parametros tienden a mejorar conforme hay un
incremento en la condicion corporal. Al respecto trabajos realizados por Pedroso ef al.,
(1994} en vaquillas Cebu Holstein donde determinaron ¢l efecto de la condicién corporal
sobre la respuesta a la induccion del estro y la fertilidad, encontrando que animales con CC
< a2 puntos (medida en una escala de 1 a 5) presentaron menores respuestas comparados
con los animales con condicién corporal > de 3 obteniendo respuestas en cuanto a
induccion del celo del 60% y 83% respectivamente y de fertilidad del 11% conma 73%
respectivamente. De igual forma Richards er al., (1989) encontraron que en vacas que

amamantan a su cria una sola vez al dia los parametros dias a primer servicio, nimero de
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servicios por concepeién e intervalo interpartos son menores que aquellas vacas que
amamantan dos veces al dia, sin embargo la interaccién CC y amamantamiento en vacas
con condicion corporal alta, ¢l ndmero de veces Gue amamanié no fuvo efecio en la
prolongacion del anestro, mientras que en vacas con CC baja, st se incremento la duracién
del anestro, concluyendo que una pobre condicién corporal al parto puede ser negativa
sobre los beneficios que puede proporcionar la restriccion del amamantamiento para reducir

€l anestro posparto y reiniciar la actividad ovarica.

2.5 Formacion mantenimiento y regresiérn del cuerpo liteo.

El cuerpo liteo es una glandula funcional que se desarrolla a partir de las células
foliculares de la teca y de la granulosa después de la ovulacion (Niswender y Nett 1994).
La funcion primaria del cuerpo hiteo es 1z secrecion de progesterona y este esteroide es un
importante regulador de la longitud del ciclo estral y es esencial para el mantenimiento de
la prefiez (Niswender y Nett 1994),

I uteinizacion

La luteinizacién incluye la transicion estructural y funcional del foliculo ovarico en
cuerpo luteo que ocurre después de la ovulacion (Niswender et af., 1994Zeleznik, 1999;).
Esta comienza antes de la ovulacidn en respuesta a la elevacion transitoria de las
gonadotropinas (FSH vy LH), siendo la LH la hormona mas importante para la ruptura
folicular v su posterior iuteinizacién (Niswender y Nett 1994; Murphy, 2000). El pico
preovulatoric de LH resulta en luteinizacion de las células de la teca v de la granulosa y
altera 1a sintesis de esteroides, pasando de la produccion de estrogencs (Fase proliferativa )
caracteristica de la fase folicular, a la produccién de progesterona (Fase secretora) siendo
éste tltimo el esteroide mas importante producido por éstas celulas después de la
luteinizacion (Zeleznik, 1999; Niswender ef o/, 2000). Se ha observado que la supresion
del pico preovulatorio de LH inhibe la ovulacion y la luteinizacién (Smith e al., 1994). Asi
mismo se ha demostrado que en vacas como en otras especies la LH es liberada en forma
de pulsos, v que la frecuencia de estos pulsos depende del estadio del ciclo estral (Peters y
Lamming 1984), durante la fase littea los pulsos de LH son de baja frecuencia (1 cada 4

h), mientras que durante el proestro de la fase preovulatoria se incrementa en frecuencia (1
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pico cada hera) v la amplitud se reduce. Después de la ovulacién el espacio ocupado por el
foliculo es invadido por fibroblastos, células-endoteliales, células de la teca interna v de 1a
granulosa (Hansel y Blair 1996). El principal cambio que Caracteriza este proceso es la
formacion de una amplis red de capilares que legan a constituir hasia el 20 % del volumen
del CL convirtiendo a este en el 6rgano con mayor irrigacion sanguinea del cuerpo en
proporcion a su tamafic permitiendo con esto un mayor aporie de substratos y hormonas
necesarias para la sintesis de progesterona. (Zeleznik, 1999, Reinolds and Redmer 1999).
1a luteimizacién también involucra cambios estructurales de las células de la
granulosa y de la teca interna, con un aumentc en el desarrollo del reticulo endoplésmico
liso, del aparato de Golgi v en el niimero de mitocondnias. El cuerpo liteo maduro estd
formado por dos tipos de células esteroidogénicas basado esto sobre los criterios
morfologicos y bioquimicos y sobre su origen folicular. Las células de la teca interna se
multiplican y diferencian en células hiteas chicas {10-22um de didmetro) que aumentan en
NUMers perc no en tamafo, estas ocupan hasta el 20% del volumen del CL pero solo el
25% de la masa celular (Fitz ef a/., 1982) bajo condiciones experimentales como lo es el
tratamiento con hCG o LH las células chicas se transforman en células grandes (Farin ef al.,
1986; Del Vecchio, 1997; Niswender ef af., 2000). Las primeras almacenan gotas de lipidos
en su citoplasma mientras gue en las células lateas grandes estas son escasas (Smith er a/.,
1994), en contraste las células de la granulosa se hiperirofian pero no se multiplican,
transformandose en céluias iuteas grandes (>Z5um de diametro) estas, constituven el 40%
del volumen del CL y representan el 10% del total de las células (Farin er a/., 1986; Fitz et
al., 1982).
Funcion del cuerpo liteo.

La progesterona es el principal preducto de secrecion del CL necesario para el
establecimiento y mantenimiento de la gestacion asi como ¢l desarrollo del sistema alveolar
de la glandula mamaria v para la sintesis y secrecién de la leche (Niswender y Nett, 1994).
Tanto las células ldteas chicas como las grandes cbtienen de la sangre las sustancias
precursoras de las hormonas esteroides, siendo el colesterol la més importante. Aunque éste
puede ser sintetizado dentro de las céhulas liteas a partir del acetato (sintesis de novo),

cerca del 80% del colesterol utilizado en la sintesis de progesterona es tomado de la sangre,
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ent donde es transportado unido a las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y baja densidad
(LDL) (Niswender ef al., 2000). Las células hiteas grandes y chicas poseen receptores para
lipoproteinas transportadoras de colestero! las cuales se incrementan conforme awmenta la
capacidad esteroidogeénica de estas células. Las lipoproteinas se fijan a sus receptores v son
internalizadas por un proceso de endocitosis (Fields y Fields 1996), posteriormente este es
liberado por accién enzimatica pudiendo ser utilizado inmediatamente para la sintesis de
progesterona, o bien almacenarse en forma libre o esterificada en cuyo caso es almacenado
en forma de gotas lipidicas para ser utilizado posteriormente. Las células liteas grandes
almacepan muy poca cantidad de colesterol esterificado, dependiendo mas de! aporte
continuo de colesterol unido a lipoproteinas para la sintesis de progesterona (Fields and
Fields 1996).

La progesterona es sintetizada a partir de una compleja ruta esteroidégena en el
ovario. La diferenciacién en las células capaces de producir progesterona en altas
cantidades, es acompafiada por un incremento en la expresidn de enzimas necesarias para la
conversion de colesterol a progesterona, siendo las mas importantes la P450sce v la 38-
hidroxiesteroide deshidrogenasa isomerasa (3BHSD), asi como una disminucién de las
enzimas que convierten la progesterona a estrégenos (Del Vecchio, 1997, Bac and
Garverick 1998; Niswender ef /., 2000).

La sintesis de progesterona comienza cuando el colesterol unido a proteinas de alta
y baja densidad (LDL, HDL) o bien hidrolizado por accidn de la colesterol esterasa, es
internalizado al citoplasma de la célula, aqui es transferido del ~itoplasma a la cara interna
de la membrana mitocondrial por medio de la proteina reguladora de esteroides {StAR) es
aqui en donde el colesterol es transformado en pregnelonona por accion de la enzima
P450scc, posteriormente la pregnelonona es transformada en progesterona por la enzima
3f- hidroxiesteroide deshidrogenasa isomerasa (3PHSD) que es producida en grandes
cantidades a nivel del reticulo endoplasmico liso (Niswender er al., 2000).

Control hormonal de la sintesis de progesterona.

La LH es la hormona mas importante que regula la funcion det cuerpo liteo (Baird,

1992; Murphy, 2000) sin embargo el mecanismo preciso de como actia varia en funcién de

la diferencia en la secrecién de progesterona por parte de las células luteas grandes y
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pequefias. Asi mismo los dos tipos celulares difieren en su respuesta a diferentes hormonas
y/o segundos mensajeros (Niswender ef al,, 2000). Las células chicas tienen receptores
para LH y son deperndientes de esta hormona para la produccidon de progesterona, el
mecanismo de accién se basa fundamentalmente en el estimulo que ejerce la LH al unirse a
sus receptores para la sintesis de StAR necesario para la internalizacidn del colesterol det
citoplasma al interior de la mitocondria, todo mediado por el AMPc que activa a la
proteincinasa A (PKA)XDavis ef al., 1996; Zelezmik, 1999), la activacion de la PKA
incrementa la liberacidn del colesterol esterificado via colesterol esterasa, pero parece no
influir sobre la conceniracion de P-450scc o 3B-HSD (Wiltbaok er af,, 1991).

Las células luteas grandes producen cerca del 80% de la progesterona y no poseen
receptores para LH, por lo que la produccién de progesterona por estas células es
independiente de la regulacion de LH v del AMPc (Fitz er al., 1982). Por esta razon la
inhibicién de la secrecion de LH durante la fase ltea no suprime de manera inmediata ia
secrecion de progesterona {(McNeilly ef @/, 1992) sin embargo, parece ser gue en las
celulas liteas grandes es la PKC la que actia como segundo mensajero (Davis er al., 1996).
Los mecanismos de regulacion de las c€lulas grandes no se conocen del todo. en la vaca se
ha demostrado que poseen receptores para la hormonz del crecimiento y esta hormona
inctrementa la produccion de progesterona (Lucy ef ol , 1993).

La progesterona es secretada inmediatamente después de ser sintetizada debido a
que las células esteroidogenicas carecen de ia capacidad de almacenamiemio siendo
secretada de manera diferente a la LH (McNeilly et @/., 1992). Como se ha mencionado ¢!
proceso de sintesis es similar en los dos tipos de células no obstante los mecanismos de
control son diferentes. Existe evidencia de que la funcidn lutea puede ser no solamente
estimulada por las hormonas hipofisiarias sino también por otras hormonas y factores
producidos en el mismo ovario. En el CL se producen PGE,, PGL v PGF,, las dos
primeras son luteotrépicas mientras que la (ltima es luteolitica (Fitz ef 2l 1984), per otro
lado se ha encontrado que tanto el IGF-1 como el factor de crecimento basico de
fibroblastos (bFGF) también estimulan a las células endoteliales en el CL del ovino y
bovino (Reynolds and Redmer 1999), el factor de crecimiento del endotelio vascular

(VEGF) mantiene una importante participacion en €l proceso anglogenico ya que son
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considerados como estimuladores de la permeabilidad vascular, migracién, proliferacion y
produccion de proteasa por las células endoteliales. Por otro lado las células liteas grandes
tienen una mayor cantidad de reticulo endoplasmico rugoso, lo que les confiere la
propiedad de producir oxitocina, esta hormona de origen ovarico tiene acciones endocrinas
y paracrinas, durante la lutedlisis participa en el establecimiento del patron de secrecion
pulsatil de PGFa. necesario para ocasionar la regresion del CL (Silvia ef al., 1991), este
patrén ha sido descrito por Zarco ef af. (1988) quienes mencionan que se requieren de 4-5
pulsos de PGF,, cada 6-8 horas para que ocurra la lutedlisis.

¥ utedlisis.

La lutedlisis es el proceso por el cual el cuerpo liteo sufre regresidn. Como se ha
mencionado una de las funciones del CL es el mantenimiento de la gestacién, si ésta no se
establece es necesario que ocurra su regresion para dar inicio a un nuevo ciclo
reproductivo  (Zeleznik, 1999) Durante laz lhuntedlisis normal ocurren dos eventos
intimamente relacionados, € primero es la disminucidn de la capacidad de sintesis de
progesterona {Luteolisis funcional), manifestada como una disminucion rapida en los
niveles plasmaticos de progesterona, €l segundo se caracteriza por cambios estructurales
que terminan con la apoptosis o muerte celular (Lutedlisis estructural) que se reflejan en
una reduccidn del tamatio y peso del cuerpo liteo (Pate, 1994; Zelemik, 1999). El cuerpo
hitec no siempre mantiene una duracion pormai, y pucde experimentar una jegresion
prematura, esta fase Iitea corta ha sido estidiada ampliamente en vaquillas de carne
puberes (Calderén ef al, 1998), v durante la transicion del anestro posparto a la
presentacion de ciclos estrales normales, {Odde er al., 1980) existiendo evidencias de que la
regresién prematura es debida a2 una liberacion temprana de PGF,, en el dtero. La
prostaglandina uterina PGF,, es el principal agente luteolitico en la mayoria de los
animales domésticos y en roedores {Pate, 1994; Niswender y Nett, 1994), sin embargo una
de las mas importantes preguntas con relacion a la lutedlisis ha sido el conocer cual es €l
signo que inicia la liberacién de PGF,,, al parecer los estrogenos inducen la liberacién de

upa pequefia cantidad de oxitocina neurohipofisiaria que induce la liberacion de PGFz..,
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necesaria para iniciar la retrealimentacion positiva entre la oxitocina producida en ¢l CL y
ia PGF,, uterina (Tsay y Wiltbank 1997).

El efecto antiesteroidogénico de la PGF,, es directamente sobre las células iteas
grandes que son €stas las Gnicas que presentan receptores para prostaglandinas (PGFa,) v
es mediado por un segunde mensajere que es la proteincinasa C (PXC) (McGuire of ol
1994). La unién de la PGF2, a su receptor de membrana en la c€lula littea grande induce la
activacion de la fosfolipasa C (PLC), que causa hidrélisis del fosfatidinilinositol 4,5
bifosfato (P1IP;) e inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) y 1-2 diacil glicerol (DAG) en la membrana
plasmatica. El IP3 Lbera calcio de las reservas intracelulares, el DAG increments la
afinidad de PKC por el calcio, y su activacion impide el transporie del colesterol a la
membrana interna de la mitocondria, y la accidn de la P450scc; por lo que la conversion de
colestero! a pregnelonona no se lieva a cabo (Wiltbank e al., 1991).

Durante la lutedlisis se desencadena la apoptosis, mecanismo que consiste en
fragmentacion del DNA y degeneracion de la cromatina a través de endonucleasas {Sawyer
et al.. 1990). De tal forma que el mecanismo de regresién del cuerpo liteo en diferentes
especies es causado poer una accion antesteroidogémica de PGF., reguiada por la
activacién de PKC que ocasiona el incremento de calcio intracelular, v a su vez la
activacion de endonucleasas, migracién de macrofagos que inducen la liberacion del factor
« de la necrosis tumoral (TNF,) que inicia €l proceso de apoptosis {Juenguel er al., 1993:
Meidan et al., 1999).

Por otro lado, recientemente se ha comprobado que la PGF;, actia estimulando a
diferentes mecanismos paracrinos intraovaricos entre los que destacan el endotelin 1 (ET-1)
la cual funciona como un potente vasoconstrictor producideo por las células endoteliales del
cuerpo luteo, participando en la migracidén de lencocitos que conjuntamente con los
macrofagos y TNF, inducen la apoptosis cehular (Meidan ef al., 1999).

En resumen, la PGF,, puede disminuir la sintesis de progesterona por un numero de
mecanismos intracelulares que incluyen: 1) disminucion de los receptores para hormonas
luteotropicas, 2) disminucién de la disponibilidad de colesterol, 3) disminucion del

transporte de colesterol a través de la membrana mitocondrial, y 4) disminucién de la
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EXPERIMENTO 1

EFECTO DE LA GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA Y NORGESTOMET
MAS VALERATO DE ESTRADIOL SOBRE LAS CARACTERISTICAS DE LA FA
SE LUTEA EN VACAS CEBU POSPARTO EN EL TROPICO HUMEDO

Sanchez MB, Basurto CH, Galina CS.

INTRODUCCION

Las alteraciones en el funcionamiento del cuerpo ifteo son una de las miltiples
causas responsables de la reduccion en la fertilidad en animales domésticos (Niswender et
al., 1994; Reynols and Redmer, 1999). En animales posparto existen evidencias de que el
primer cuerpo liteo que se forma es de corta duracion siendo este un proceso natural y
necesario para el restablecimiento de la actividad ovdrica posparto (Garverick and Smith
1986; Hunter, 1991) por otro lade también se ha reportado que el uso de GnRH asociado a
la gonadotropina coridnica humana y gonadotropina corionica equina ufilizados en la
induccién del estro v la ovulacién inducen la presentacion de fases Iiteas subnormales en
donde se ha cbservado uma reduccién en la fertilidad (Pratt e a, 1982; Lishisan and
Inskeep 1991; Hunter, 1991; Twagiramungu ef a/., 1995). Sin embargo ovejas y vacas en
anestro inducidas al estro y la ovulacién y que son tratadas previamente con progestagenos
la fase Iitea presentan duracion y concentraciones de progesterona normales (Hunter et al,
1986). Asi mismo se ha observado que la administracion de progestagenos en presencia 0
ausencia de CL modifica 12 secrecion de LH, la permanencia del foliculo dominante, las
concentraciones de estradiol, de progesterona y la fertilidad (Sanchez er al., 1993).

Como se ha mencionado anteriormente existen varias hipétesis para explicar la
formacioén de cuerpos liteos con una vida media anormal, una de estas sugiere que los CL
de vida corta s¢ forman debido a que el foliculo ovulatorio no se desarrolla en forma

normal por una inadecuada secrecién de gonadotropinas (Hunter, 1991) y la segunda
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mantiene que la reduccién de la fase litea se debe a una liberacién prematura de
prostaglandinas desde el Gtero (Peter ef al., 1989).

El cuerpo iuteo secreta progesterona y este esteroide es un 1mpornante regulador de
la longitud del ciclo estral y es esencial para el mantenimiento de la prefiez (Niswender y
Nett 1994) por otro lado la administracion de progestagenos sintéticos acompafiados con el
uso de gonadotropina corionica equina ha resultado una aplicacion practica importante
para inducir la presentacion del estro y la ovulacién en ganado cebi posparto.

Sin embargo existen pocas evidencias en ganado cebd que expliquen si la baja
fertilidad observada posterior a la induccién y sincromizacion del estto se deba a la
variacién en la duracién y concentracion de progesterona de la fase liitea que se presenta en

respuesta a los diferentes tratamientos empleados.

HIPOTESIS
La induccidn del estro con Gonadotropina Coridnica equina sola o precedida por
norgestomet en vacas posparto afecta la conceniracién de P,y la duracién de la fase lutea,.
El sistema de amamantamiento, la condicion corporal v el foliculo ovarico mayor al
inicio del tratamiento influyen sobre la accion de la eCG precedida o no por norgestomet

sobre las caracteristicas de la fase litea y la fertilidad en vacas cebt posparto.

OBJETIVOS

Evaluar el efecto de ia Gonadotropina Corionica equina y el Norgestomef mas
valerato de estradiol sobre las caracteristicas de la fase litea en vacas cebll Brahman
inducidas al estro.

Determinar si el tratamiento hormonal y su interacciéon con el sistema de

amamantamiento y condicion corporal afectan las caracteristicas de la fase litea.
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MATERIAL Y METODOS

Localizacién

El expenimento se lievd a cabo en €l modulo de produccion de vaquillas F1 “La
Soledad” del Centro de Ensefianza, Investigacién y Extension en Ganaderia Tropical
(CEIEGT) de la Facuitad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
Autdnoma de México. Ubicado en el Km 3.5 del camino vecinal Martinez de la Torre-
Novara, Municipio de Atzélan, Veracruz. Localizandose a 19°50” de Latitud Norte y 97°1°
de Longitud Oeste y uma Altitud de 150 msnm. La regidn presenta un clima clasificado
como Af (m)}e) calido hiimedo con una temperatura media anual de 23.4°C, y una
precipitacion pluvial de 1743 mmy/afio (Garcia, 1988).

Manejo

Las vacas que se utilizaron fueron aquellas que parieron entre los meses de Abril y
Mayo de 1999, éstas han estado sometidas desde 1994 a un manejo reproductive con
empadre estacional de 90 dias utilizandose la Inseminacion artificial (1A} en Junio y Julio
v la monta natural con toros repasadores en Agosto. Todas las vacas del modulo se
manejan como un solo hate mediante un esquema de pastoreo rotativo de “Alta Densidad".
Los pastos predominantes en un 80% son una mezcla de gramas nativas (4xonopus spp) y
estrella de Africa (Cynodon plectostachyus) el 20% restante. El periodo de pastoreo se
ajustd de 1 a 3 dias considerando la cantidad de materia seca {MS) disponible en la pradera
y ¢l periodo de recuperacion del forraje, el cual varia en funcion de la época del afio,
(desde 20 dias en verano hasta 60 dias en invierno). Los potreros fueron divididos con
cerco eléctrico, ajustando la superficie necesania con cerco moévil para optimizar forraje y

asegurar un conswmno de MS entre 9y 12 kg /vaca / dia.

Animales y Disefioc Experimental

Se utilizaron un total de 51 wvacas cebil Brahman {Bos indicus) multiparas (51 dias
posparto promedio} que se encontraban en anestro al inicic del fratamiento, el cual se
corrobord mediante ultrasonografia de tiempo real vy la determinacién sérica de Py
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Se utilizd un disefio al azar con un arreglo factorial de 3 x 3 siendo los factores 3
modalidades de manejo del amamantamiento y 3 tratamientos hormonales.
Tipo de amamanptamiento

Los animales permanecieron en amamantamiento ad /ibitum durante los primeros 7
dias posparto, a partir del octavo dia se distribuyeron al azar en 3 grupos de 17 animales
cada uno los cuales fueron manejados de la siguiente manera:

GRUPO A: los animales de este grupo fueron sometidos a un sistema de
amamantamiento restringido a una hora por dia (07:00-08:00 AM) hasta el destete el cual
se realizo a los 60 dias posparto (ARD60).

GRUPO B: Estos animales recibieron el mismo manejo que ¢! grupo anterior
realizandose el destete a los 180 dias (ARD180).

GRUPO C: los animales de este grupo fueron mantenidos en amamantamiento
continuo realizandose el destete a los 180 dias posparto (ACD180).

A los 51 dias posparto cada grupo de vacas se distribuyeron al azar en tres
subgrupos Al/A2/A3, B1/B2/B3, C1/C2/C3 de 6, 5 v 6 animales respectivamente, los
cuales recibieron los siguientes tratamientes hormonales:

SUBGRUPOS Al, BI, CL

Se les aplicaron 250 unidades internacionales (Ul) de Gonadotropina Coridnica equina
(FolIig()n®, Intervet, México) via intramuscular (IM) en el dia 60 posparto.

SUBGRUPOS A2 B2, C2.

Se les coloco un implante con 3 mg de Norgestomet (Crestar,® Intervet, México)
por via subcutdnea {SC) en la base de la oreja al mismo tiempo, se les administro 2 mi de
una suspensidn oleosa con 3 mg de Norgestomet v 5 mg de valerato de estradiol via IM,
el implante fue retirado 9 dias después.

SUBGRUPOS A3, B3, C3.

Recibieron el mismo tratamiento que os subgrupos anteriores mas 2506 Ul de eCG
via IM al retiroc del implante (Anexo 2).

La deteccion del estro en los animales se realizé de manera visual y apoyados con
toros desviados durante las primeras cien horas continuas, posteriormente la observacion se

continud dos veces al dia en periodos de 2 horas (06:00-08:00 h y de 16:00 a 18:00 h)
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durante los 25 dias después de 1a IA Ia cual se efectud con semen congelado de toros de la
raza Holstein, valerado con buena fertilidad El diagnéstico de gestacién se realizo a los 35
dias posiservicio por ultrasonido y fue confirmado a los 43 dias por palpacion rectal.

Ultrasonografia

Con ¢l objetivo de analizar el efecto del tamafio del foliculo ovarico presente al
inicio del tratamiento hormonal, sobre Ia presentacién del estro y la formacién del cuerpo
hiteo, se realizd un ultrasonido en ambos ovanios el dia del inmicio del tratamiento,
clasificindose los foliculos en tres categorias <de 4 mm, de 4.1 a 89 vy 2% mm,
posteriormente se realizaron los dias 0, 4, 7, 14 y 21 del ciclo para corroborar la formacion
o regresion del CL (Anexo 2)

Determinacion de Progesterona

Con la finalidad de determinar que 105 animales se encontraran en anestro al inicio
del tratamiento se tomaron 2 muestras los dias -7 y -3, (se consideraron en anestro cuando
los niveles de progesterona fueron < a Ing/ml) posteriormente para caracterizar los cambios
en las concentraciones de progesterona vy la duracién de la fase litea se tomaron dos
muestras por semana durante 3 semanas a partir de la presentacion de estro que fue
considerado como dia 0 para todos los subgrupos (Anexo 2).

Se considerd una fase litea normal (FLN) cuando Ia concentracion de progesterona
fue > a 1 ng/ml mas 2 desviaciones estandar, y dicho incremento se mantuvo por diez dias
consecutivos v no excedié de 16 dias. Se considerd una fase de corta duracién (FLC)
cuando la concentracién de progesterona fue > 1 ng/ml mas dos desviaciones estandar, pero
la duracién de dicho incremento fue menor a 10 dias (Calder6n er a/., 1998). Las muestras
de sangre se tomaron directamente de la vena coccigea en tubos con acido etilen-diamino-
tetraacético (EDTA) v se centrifugaron a 2500 rp.m. durante 15 minutos; €l plasma
obtenido se mantuvo congelado a -4°C para posteriormente realizar la determinacidn de
progesterona. Las determinaciones de progesterona se realizaron en el laboratorio de
Endocrinologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM por
medio de un radioinmunoanalisis de fase sélida, utilizando un KIT comercial de DPC
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{Coat-a-Count, Diagnostic Product Corporation). Este ensayo tiene una sensibiiidad de 0.02

ng/ml de suero y un coeficiente de variacion intra e interensayo menores at 15%.

Peso y condicion corporal

Para estimar ¢l estado nuirictonai de las vacas y establecer ia relacion con ia
respuesta a los tratamientos hormonales y la fertilidad, se registré el peso y la evaluacién de
la condicién corporal {CC) desde el parto hasta el inicio del tratamiento cada 15 dias,
continudndose hasta los 180 dias posparto. Dicha evaluacién consistié en la observacién
de las regiones anatémicas relacionadas con el grado de acumulacion de reservas de grasa;
evaludndose en una escala del 1 {vaca muy flaca) al 5 (vaca muy gorda) y puntos

intermedios (Ferguson ef al., 1994). Los animales se clasificaronen CC < de 2.5y de 23.

Analisis Estadistico

Se realizé un analisis de vananza para rtnuestras repetidas de progesterona
uttlizando el procedimiento PROC GLM, debido a que el ndmero de ammales por grupe
fue diferente, se utihzod la suma de cuadrados tipo I1i. Las medias ajustadas al modelo o de
cuadrados minimos y sus errores estandar se obtuvieron con la opcién LSMEANS. Para las
variables discretas estro y gestacion se utilizé el procedimiento PROC FREC utilizando la
prueba no paramétrica de Ji cuadrada para detectar diferencias entre medias. Se usé para
todos los calculos anteriores el programa estadistico Statistics Analysis System, version
6.03 (SAS, 1988).

Para las covariables mayor foliculo ovarico al inicio del tratamiento v condicién
corporal, se elaboraron tablas de frecuencia con la finalidad de conocer si estas se
presentan en la misma proporcion entre los grupos en estudio, utilizando una prueba de Jit
para homogeneidad (Méndez e al., 1994).

Las variables independientes que se analizaron en este experimento fueron el tipo de
tratamiento hormonal; eCG, NG + VE y NG + VE + eCG y tipo amamantamiento; ARD60,
ARDI180 y ACD180. Tamafio del foliculo al inicio del tratamiento (TFT) y Condicidn
Corporal al tratamiento (CCT) como covanables.
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Vanables dependientes: Concentracién de progesterona, duracion de la fase litea
porcentaje de vacas que presenten estro sincromizado, Tiempo de presentacion del estro
postratamiento y porcentaje de fertilidad a estro sincronizado.
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RESULTADOS

En elcuadro 1 se presentan los resultados dei efecto de ratamiento hormonal schre
1a induccion del estro v 1a ovulacion, en donde se observa y acorde a la hipotesis propuests,
el mayor porcentaje de presentacion de celos se obtuvo en el grupo de animales en donde el
norgestomet precedio a la aplicacién de eCG (P<0.05).

Con reiacién a la ovulacion, no se observaron diferencias (P>0.05) entre grupos, sin
embargo, de acuerdo a las concentraciones séricas de progesterona encontradas v a lo
observado en ia imagen ultrasonografica, en el grupo de eCG y NG + VE + eCG el 160%
de los animales que presentaron celo ovularon, no siendo asi para los animales tratados
solo con NG + VE en donde un 16.7% de los animales que manifestaron celo no ovularon.

CUADRO 1. INDUCCION DEL ESTRO Y OVULACION EN RESPUESTA AL
TRATAMIENTO HORMONAL

;
;
:
. T
b
|y

333%(6/18) | 100° (6/6) ;

| i

! |

NORGESTOMET+ V.E? 15 80.3* (12/15) | 83.3% (10/12) |

I T T ;
| NORGESTOMET + VE+eCG® | 18 83.3° (15/18) | 100° (15/15) |

' 250 UT de Gonadotropina Corionica equina.

? Implante con 3 mg de NG por 9 dias + solucidn oleosa con 3 mg de NGy 5 mg de VE

* Implante con 3 mg de NG por 9 dias + solucion oleosa con 3 mg de NG y § mg de VE + 250 Ul de eCG.
Valores con distinta litera! entre tratamientos para la presentacion del estro indican diferencia (P<0.05)
Valores con literaies iguales entre tratamientos para la ovulacién no indican diferencia (P>0.05).

Respecto al tiempo de presentacion del estro postratamiento presentado en el cuadro
2, se observa que ios animales del grupo NG + VE + eCG manifestaron el celo en
promedio 25 horas antes con relacion al grupo tratado con eCG (P<0.05). Por otro 1ado los
valores correspondientes al error estandar entre estos mismos grupos indican que tambien
los celos se presentaron de manera mas uniforme v compacta para el grupo NG + VE +
eCG seguido de aquellos animales que solo recibieron NG + VE, presentandose menos
compactos en los animales del grupo eCG.
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CUADRO 2. TIEMPO DE PRESENTACION DEL ESTRO SINCRONIZADO EN
RESPL STA AL TRAT -‘iMIE‘QTO HORMO‘S‘AL

T T TN T SRR ESTROPOSTRATE ﬂ?
6/18 62.46+81"
NORGESTOMET + V.E? 12/15 4404+28*
NORGESTOMET +VE +eCG® 15/18 3740+24°

1250 UT de Gonadotropina Corionica equina.

? Implante con 3 mg de NG por 9 dias + solucion oleosa con 3 mg de NG y 5 mg de VE.
* Impiante con 3 mg de NG por 9 dias + solucion oleosa con 3 mg de NG y 5 mg de VE + 250 Ul de eCG
Distinta literal entre tratamiemtos indica diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).

Al analizar 1a respuesta al estro considerando el tamafio del folicule (Cuadro 3) al
inicio del tratamiento se observé que €ste no afecto la respuesta para los grupos NG + VE
y NG + VE + eCQG, sin embargo si se observo diferencia significativa {P<0.05) con aquelios
anmimales del grupo eCG que presentaron un tamafio de foliculo<4 mmy de 4.1 — 8.9 mm,
asi mismo indica que cuando los animales del grupo eCG tuvieron un tamafio de foliculo

mayor a 9 mm no mostraron diferencias respecto a los grupos NG + VE y NG + VE + eCG

CUADRO 3. EFECTO DEL TAMANO DEL FOLEQULO AL INICIO
DEL TRATAMIENTO SOBRE LA PRESENTACION DEL ESTRO

<4 mm 25.0 (2/8)

eCG’ 4.1-89mm 28.5 (217"

>9 mm 66 6 (2/3)°

<4 mm 30.0 (3/6)°

NORGESTOMET + V.E? 41-89mm 66.6 (4/6)°

> 9mm 100 (3/3)°
<4 mm 50.0 (3/6)°

NORGESTOMET + V.E + eCG’ 41-89mm 100 (7/7)°
>9 mm 100 (5/5)°

¥ 250 UT de Gonadotropina Corinica equina

? Implante con 3 mg de NG por 9 dias + solucion oleosa con 3 mg de NG y 5 mg de VE.

* Implante con 3 mg de NG por 9 dias + solucion oleosa con 3 mg de NG v 5 mg de VE + 250 Ul de eCG.
Literaies diferentes entre filas v entre tratamientos, presentan diferencia (P< 0 05).
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Al analizar los resultados para determinar el efecto del tipo de amamantamiento
sobre la presentacion del estro (Cuadro 4), se observé que no hubo efecto significativo
(P>0.05) de ninguno de los tres tipos de amamantamiento al que fueron sometidos los
animales, aunque se puede distinguir una ligera tendencia a incrememtarse la presentacion
del estro en aquellos animales a los que se les restringié el amamantamiento y el destete
coincidio con el fin del tratamiento (60 dias).

CUADRO 4. EFECTO DEL TIPO DE AMAMANTAMIENTO
SOBRE LA PRESENTACION DEL ESTRO

Amamantamaeuto resmngzdo

+ destete a 60 dias 11/17 64.7°
Amamantamiento restringido

+ destete 8 180 dias 10/17 58.8*°
Amamantamiento cODHRUO

+ destete a 180 dias 10417 588°

Literales iguales entre categorias no presentan diferencia (F>0.035)

En cuanto al efecto de la condicidn corporal que presentaron los animales al inicio
del tratamuento (la cual fue homogenea para todos los grupos) sobre la respuesta al estro, en
el cuadro 5 se puede observar que no hubo diferencia dentro de los tres grupos de

tratamiento, observandose unicamente diferencias entre los grupos tratados con eCG

(P<0.05) respecto a los animales con CC 3-5 del grupo NG+VE vy los del grupo
NG+Vet+eCG.

CUADRO 5. EFECTO DE LA CONDICION CORPORAL AL TRATAMIENTO
(CCT) SOBRE LA PRESENTACION DEL ESTRO.

eCG <25 9/18 33.3% (3/‘9} E
= 3-5 9/18 33.3" (3/9)
g NORGESTOMET + V.E* <25 10/15 50.6°" (5/10)
] 3-5 5/15 100° (5/5)
"NORGESTOMET + VE + oCG° £2.5 7i18 7147 (5/7)
{ 3-5 11/18 90.9° (10/11)

' 250 Ul de Gonadotropina Coriénica equina.
2 Impiante con 3 mg de NG por 9 dias + sotucion oleosa con 3 mg de NG y S mg de VE.

* tmplante con 3 mg de NG por 9 dias + solucion oleosa con 3 mg de NG y 5 mg de VE + 250 Ul de eCG
Literales diferentes entre escalas y entre grupos presentan diferencias (P<0.05}.
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De igual forma cuando se analizaron los datos del iempo de presentacion del estro
post-tratamiento considerando la interaccion entre tratamientos hormonales y tipo de
amamanianiento (Cuadro 6} se observo que la permanencia del becerro con Iz madre de
manera continua, afectd el tiempo en que los animales manifiestan estro, pero tnicamente
en aquellos a los que se les indujo el estro con eCG (p<0.05). Sin embargo, cuando los
animales Unicamente permanecieron amamantando a las crias una vez al dia y el destete
coincidio con el periodo de tratamiento, los animales se vieron beneficiados presentando el
estro en un periodo de tiempo muy similar a los animales del grupo NG + VE y NG + VE
+ eCG en donde no hubo efecto de ninguno de los tipos de amamantamiento a los que

fueron expuestos los animales.

CUADRO 6. TIEMPO DE PRESENTACION DEL ESTRO
SINCRONIZADO.POR EFECTO DEL TRATAMIENTO HORMONAL Y TIPO

DE AMAMANTAMIENTO
TRATAMIENTO TIPO DE ANIMALES QUE | PRESENTACION DEL ¢
HORMONAL AMAMANTAMIENTO | MANIFESTARON ESTRO thoras) {\

eCG' ARD 180 2/6 : 64.2 + 6.5

ACD 180 2/6 728 +7.5% !

ARD 60 3/5 359463 1

NORGESTOMET + V.E? ARD 180 3/5 368+61° |

X ACD 180 4/5 388 r53° i

| ARD 60 % 6/6 : 496 +43° ’
NORGESTOMET + VE + ¢CG’ | ARD 180 ; 516 44047
| ACD 180 | 4/6 335x53°

' 250 Ul de Gonadotropina Cotiénica equina

? Implante con 3 mg de NG por 9 dias + solucion oleosa con 3 mg de NG v 5 mg de VE

* Implante con 3 mg de NG por 9 dias + sohicién oleosa con 3 mg de NG y 5 mg de VE + 250 Ul de eCG
Medias con diferente literal por fila y entre grupo de tratamiento presentan diferencia (P< 0 05}

En e} cuadro 7 se presentan los resultados de las concentraciones de progesterona
de aguellos animales que presentaron estro y ovulacion, observandose que no hubo
diferencia (P>0.05) entre ningunc de los tres grupos de tratamiento ya que en todos los
casos los niveles de P, se encontraron por amiba de 1 ng/ml + 2 desviaciones estandar,

considerdandose esto como aceptable para amimales con cuerpo lateo funcional.



CUADRO 7. CONCENTRACION DE PROGESTERONA DURANTE EL CICLO
POR TRATAMIENTO HORMONAL

2 X e, o R

NORGESTOMET + V.E? *10/13 330 £ 0.58°

NORGESTOMET + VE + eCG-

*15/18 | 2.59+04T

1250 UI de Gonadotropina Coriénica equina

? Implante con 3 mg de NG por 9 dias + solucién oleosa con 3 mg de NG y 5 mg de VE.

* Implante con 3 mg de NG por 9 dias + solucion oleosa con 3 mg de NG y 5 mg de VE + 250 Ul de eCG.
Medias con la misma literal por tratamiento no presentan diferencia (P>0.03)

o  Parz analizar los datos sdlo fueron considerados los animales que presentaron estro y ovulacién.

Al analizar la interaccion tipo de tratamiento hormonal con el tipo de
amamantamiento sobre las concentraciones de P, se encontré que los valores fueron
superiores para ios animales del grupo NG + VE con 3.98 + 0.61, 3.04 £0.52,2.89 £ 0.62
ng/ml para los tipos de amamantamiento ARD 180, ACD 180, ARD 60, seguido del grupo
NG ~ VE - eCG siendo menor para el grupo eCG. Sin embargo a pesar de que muestran
diferencias significativas estos animales desde el punto de vista fisiolégico presentan un

cuerpo liteo funcional por 1o que no se considerd ningin efecto.

En cuanto a la duracion de la fase litea en el cuadro 8 se puede observar que en el
grupo de animales tratados con eCG v que manifestaron estro hubo una reduccion en la
duracion de la fase itea en comparacion con aquellos m;ttados con NG+ VEy NG+ VE +
eCG (P<0.05) manifestandose este mismo efecto en la duracion dei ciclo estral ya que

como se sabe la longitud de éste depende de 1a vida media del cuerpo liteo.



CUADRO 8. EFECTO DEL TRATAMIENTO HORMONAL SOBRE LA
DURACION DE LA FASE LUTEA Y DEL CICLO ESTRAL

| eCG 10.8° 16.8 +0.48"
NORGESTOMET + V.E* 14.1°* 20.01 + 0.43*
NORGESTOMET + V.E +eCG® i5.2°¢ 20.3 £ 0.35

' 250 UI de Gonadotropina Coribnica equina
Implanie con 3 mg de NG por 9 dias + solucién oleosa con 3 mg de NG y 5 mg de VE.
* Implante con 3 mg de NG por 9 dias + solucién oleosa con 3 mg de NG y 5 mg de VE + 250 Ul de eCG.

Distinta literal entre tratamientos indicz diferencia (P<0.05).

Una duracion de 15.35 dias promedic en la longitud del ciclo estral (Cuadro 9) se

observd para los animales que permanecieron con la cria en amamantamiento continuo y
que recibieron eCG (P<0.05), seguidos del grupo ARD180 y AR60 con 17.12 v 17.72 dias

respectivamente, en comparacion con los animales manejados de la misma manera y que

recibieron NG + VE y NG + VE + eCG en donde la duracion fue normal. Este mismo

comportamiento se reflejd en el cuadro anterior por lo que al analizar el

analisis de

varianza se observo, que el mayor efecto fue debido al tratamiento hormonal v no al tipo de

destete. .

CUADRO 9. INTERACCION TRATAMIENTO HORMONAL Y TIPO DE
AMAMANTAMIENTO SOBRE L{‘& "RALI()R

ARD 180

PRESENTARON ESTRO

DEL CICLG ESTRAL

I DURACION DEL |

CICLO (dias)
X+EE

17.12£08%°

| ACD 180 2/6 1535+1.01°
NORGESTOMET + V.E? ARD 60 b 3/5 19.38 +0.83™
ARD 180 3/5 2072 £ 083
i ACD180 4/5 1995 +572%
NORGESTOMET + VE + ¢CG” | ARD 60 6/6 2035+058" |
ARD 180 5/6 20204065 |
I ACD 180 4/6 20070728 |

"'250 Ul de Gonadotropina Coridnica equina
? Implante con 3 mg de NG por § dias + solucién oleosa con 3 mg de NGy 5 mg de VE
3 Implante con 3 mg de NG por 9 dias + solucién oleosa con 3 mg de NG y 5 mg de VE + 250 Ul de CG.
Medias con distinta literal por fila v entre tratamientos son diferentes (P< 0.05)
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Con relacién a la fertitidad obtenida por grupo de tratamiento, ésta fue del 33,40 y
40% para los grupos eCG, NG + VE vy NG + VE + eCG respectivamente, no encontrandose
diferencias (P>0.05), observandose una tasa de gestacién ligeramenic superior para el
grupo NG + VE + ¢CG sin llegar a ser significativa.

De igual forma, como se observa en el cuadro 10 el tipo de amamantamiento
tampoco influyé sobre la fertilidad v la tasa de gestacion en minguno de los grupos

sometidos a diferente sistema de amamantamiento.

CUADRGO 10. EFECTO DEL TIPO DE AMAMANTAMIENTO SOBRE
LA TASA DE FERTILIDAD Y TASA DE GESTACION

+ destete a 60 dias 27.2° (3/11) 17.64* (3/17)
Amamantamiento restringido
| + destete a 180 dias 50.0° (5/10) ; 29 41* (517)
' Amamantamiento continuo ' !
+ destete a 180 dias ; 60 0° (6/10) ’ 35.28° (6/17) '

Literales iguales enire grupos no presentan diferencia (P>0.03}

Finalmente en el cuadro 11 puede verse que la condicion corporal no afectd la
fertilidad ni la tasa de gestacion en los animales del grupo NG + VE + eCG, pero si se
detectd efecto para los animales del grupo NG + VE en donde hubo un incremento
conforme mejoro la condicion corporal sin embarge, no se observé efecto de ésta cuando

los animales recibieron Gnicamente ¢CG.
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CUADRO 11. TASA DE FERTILIDAD (TF) Y TASA DE GESTACION (TG)
OBTENIDA SEGUN ESCALA DE CONDICION CORPORAL AL

TRATAMIENTO (CCT)
-~ TRATAMIENTO - 1 CCT . * ‘TASA DE FERTILIDAD . | TASA DE GESTACION-
eCG <25 3330 (13) 11t as
3-5 33.3°(13) 11.1° (1)
NORGESTOMET + V E- €25 20.0° (1/5) 10.0° {1/10)
3-5 60.0° (3/5) 60.0° (3/5)
NORGESTOMET + VE+eCG | <25 40.0* (2/5) 285 (U7
3-5 40.0* (4/10) 36.3°(4/11)

' 250 UL de Gonadotropina Coriénica equina

? Implante con 3 mg de NG por 9 dias + solucion oleosa con 3 mg de NG y § mg de VE.

* Implante con 3 mg de NG por 9 dias + solucién olecsa con 3 mg de NG y 5 mg de VE + 250 Ul de eCG.
Litereles iguales emire escalas y entre grupos no presentan diferencia (P>0.05).

Efecto del Tipo de Amamantamiento sobre el Peso Vive y Ia condicion corporal.

En la Figura 1 v 2 se presenta de manera esquemnatica la evelucion del peso vivo
{PV), y de la condicion corporal (CC) desde el parto hasta 180 dias posparto, en funcion del
tipo de amamanizmiento y edad al destete, esto con la finalidad de analizar las
implicaciones que sobre la respuesta al tratamiento se obtuvieron. Como se puede apreciar,
tanto el PV como la CC presentaron un comportamiento muy similar, ya que como se sabe
existe una estrecha relacién entre PV y CC. Se puede observar que para ambas condiciones
hubo una disminucion desde el parto hasta los 60 dias posparto que coincidio con el fin dei
tratamiento hormonal en los tres grupos de amamantamiento, lo gue represents, con base en
el peso al parto, una pérdida del 5.3%, 8.7% y 4.8% de PV a los 60 dias posparto para los
Grupos ARD60, ARD180 y ACDI180, respectivamente sin mostrar diferencias(P>0.05)
entre grupos para ¢l dia de aplicacion de los tratamientos.

El analisis de este comportamiento nos permite explicar en parte los resultados en
cuanto a la presentacion del estro en los animales sometidos a los tres diferentes tipos de

amamantamiento (Cuadro 4).
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FIGURA 1. EFECTO DEL TIPO DE
AMAMANTAMIENTO SOBRE LA GANANCIA DE
PESO DESDE EL PARTO AL DESTETE

—ren A =B eyr—C

35C +

FESDO PARTOD 30 0 a0 120 150 180

A ARD60
B ARD180
C ACDI80

La flecha indica el dia de retiro del tratamiento para todos los grupos
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FIGURA 2. EFECTO DEL TIPO DE AMAMANTAMIENTO
| SGBRE LA VARIACION DE LA CONDICION CORPORAL
DESDE EL PARTO HASTA EL DESTETE

—8—A —B—5 —4—C!

3.5

g s
‘\\“—'—-\.
2.5
|
21 ‘ — . : . :
AL PARTO 30 80 20 120 150 180 dias
A ARD60
B ARDI180
C ACD180.

La flechs indica el fin del tratamiento hormonal para tedos 10s grupos.



DISCUSION
Presentacidén de! estro

Los resultados del presente estudio en cuanto a la presentacion del estro obtenidos
en los grupos tratados con NG + VE y NG + VE + eCG confirman lo encontrado por otros
autores quienes mencionan porcentajes de mduccion del estro en ganado cebit que van del
75 al 85% {(Galina y Arthur, 1990} en donde se ha observado la efectividad de la
combinacién de norgestomet mas valerato de estradiol en la induccion del estro en animales
en anestro sin embargo, a pesar de que se ha mencionado que la aplicacién de eCG al retiro
del implante mejora la presentacion del estro y ia fertilidad (Evans y Robinson 1980) por
considerar que tanto su accién FSH (80%) como LH (20%) tienen un efecto sinérgico
sobre ¢l desarrollo folicular y la ovulacién. En el presente trabajo no se encontraron
diferencias entre los animales que recibieron NG + VE como tratamiento finico y aguellos
que recibieron NG + VE mas 250 unidades de eCG, al retiro del implante. Estos resultados
estan de acuerdo a lo observado por Ramirez-Godinez er o/, (2000), quienes al evaluar el
efecto de la administraciéon de SMB mas 500 Ul de PMSG en vacas productoras de carne
encontraron un 95.8% de presentacién del estro. Por otro lado, en el presente estudio se
observo diferencia en los amimales que solo recibieron eCG (33.3%), esta diferencia
probablemente se haya debido a que la dosis empleada no fue suficiente para inducir un
desarrollo adecuado de foliculos, la produccion de estradiol v el estro (Evans y Robinson,
1980).contrario esto a lo mencionado por Pedroso y Roller 1997 quienes trabajando con
vaquillas cebi holstein y utilizando dosis de 250, 500 y 750 Ul De eCG no encontraron
diferencias en cuanto a la presentacion del estro.

Es probable que la baja respuesta a la presentacién del estro se hava visto
influenciada por el tiempo posparto en el que se administro €l tratamiento va que se ha
observado en ganado lechero que la respuesta del ovario a los estimulos de las
gonadotropinas disminuye durante los 45-60 dias posparto (Butler y Elrod, 1995), asociado
esto también a que durante este periodo ain se detectaron pérdidas de peso por lo que es de

estimarse que ¢l balance energético también sea negativo, asi durante este estado se han
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reportados bajos niveles de insulina necesaria para inducir la funcién ovarica vy una
reduccién en la secrecion de LH y progesterona (Spain ef al., 1997).

Resultados similares a los encontrados en el presente estudio fueron reportados por
Miranda (2000) quien al comparar el efecto de 1a administracién de eCG y Crestar mas
eCG sobre ia eficiencia reproductiva en vacas cebli encontré que la menor respuesta a la
presentacion del estro se obtuvo en aquellos animales que fueron tratados con eCG (19%)
atribuyendo esta baja respuesta a la dosis empleada (250 Ul de eCG) y a la baja condicién
del animal al recibir el tratamiento. Por otro lado el hecho de que en el grupo tratado con
NG + VE se encontrara un 16% de animales gue presentan estro sin ovulacidn, se debe a
que e! valerato de estradiol que acompafia a la aplicacion del norgestomet es capaz de
inducir la presentacion del estro sin ovulacion (McGuire ef al., 1990; Larson y Kiracofe
1995} este hecho pudo deberse también a que estos amimales hayan presentado estro
como una Tespuesta de imitacién (alolimetria} como o ha reportado Jiménez, (1995) quien
encontté que un 27% de los animales sometidos a tratamiento hormonal con norgestomet
mas valerato de estradiol presentaron estro sin ovulacion.

La importancia de las gonadotropinas en el crecimiento folicular depende de la fase
de desarrollo en la que se encuentren los foliculos (McNeilly er al, 1991). Asi la
gonadotropina moviliza los foliculos més pequefios que se encuentran presentes €n vacas en
anestro posparto y que no llegan a crecer por deficiencia de LH logrando con esto un mayor
numero de foliculos disponibles para ovular (Scaramuzzi er a/., 1993). Estudios realizados
por Dnancourt {1987) en owvinos superovulados con €CG se observo una correlacion
positiva entre foliculos menores de 2mm y mejor respuesta concluyendo que los ovarios
libres de foliculos grandes y ricos en foliculos chicos tienen la mejor respuesta.

En el presente trabajo el efecto del tamafio del foliculo (3 mm v de 4-8 mm
mas 9 mm) al inicic del tratamiento sole se reflejé en los animales que recibieron eCG,
esto no deja de ser un tanto contradictorio a lo reportado por Papkoff (1981) quien
menciona que la eCG promueve el desarrollo de un mayor nimero de foliculos pequefios.
Sin embargo, las diferencias microscopicas en la poblacidn folicular al momento de la

administracién de eCG  en bovinos no se han relacionado consistentemente a lz
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subsiguiente respuesta ovulatoria, va que la destruccion de todos los foliculos mayores de 1
mm no alters los resuitados al utilizar eCG (Driancourt v Fry 1992).

Numerosos estodios han deinostrade que el tipo de amamarntamiemio afecta la
presentacion del estro, siendo contrario a lo observado en el presente trabajo en donde no se
detectaron diferencias entre los animales sometidos a los diferentes tipos de
amamantamiento por lo tanto con el fin de asumir que no existen diferencias entre
tratamientos considerarOs Que SErd NECESario Iepetir este €Xperimento COR uUn mayor
nimero de animales ya que es posible considerar que la diferencia puede ser dada por la
variacion entre individuos.

Los cambios en la ingesta de alimento, la condicién y el peso corporal tammbién
provocan variaciones en la respuesta a gonadotropinas (Downing v Scaramuzzi 1991), al
respecto Imakawa (1986) y Randel (1990) indicaron que en animales subalimentados y con
una pobre condicién corporal hay una disminucién de la sensibilidad del eje hipotalameo-
hipifisis-ovario a la accion de las gonadotropinas exogenas. En el presente trabajo la
condicién corporal al tratamiento y su efecto sobre la presentacion del estro, fue solo
evidente en los amimales del grupo eCG lo que indica que un mayor desbalance energético
reflejado en una pobre condicién corporal, limita a nivel del ovario la disponibilidad de
nutrientes especificos como la glucosa, insulina y el IGF-1 (Downing v Scaramuzzi 1951 ) ¢
bien esto puede estar mediado por modificaciones en los niveles de eCG en sangre
alterdndose el patron de exposicién de los foliculos a esta gonadotropina necesaria para
estimular el desarrollo folicular. Al respecto trabajos realizados por Pedroso ef al. (1994)
en vaquillas Cebl Holstein determinaron el efecto de la condicién corporal sobre la
respuesta a la induccion del estro y la fertilidad, encontrando que animales con CC <a 2
puntos (medida en una escala de 1 a 5) presentaron menores respuestas comparados con los
animales con condicion corporal > de 3 obteniendo respuestas en cuanto a induccidn del
celo det 60% v 83% respectivamente.

En cuanto al tiempo de presentacion del estro postratamiento los valores
encontrados en el presente trabajo para los animales tratados corn NG + VE y su

combinacion con eCG (37.40+2.4 v 44.04%2 § horas, respectivamente) son similares a las

reportadas por Ramirez—Godinez er o/, (2000) quienes encontraron valores de 33+1.5 y
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38.1+1.6 h. y por los reportados por Cavalieri e @l. (1997) quienes encontraron tiempos de
presentacion del estro postratamiento de 45.6 v 41.9 h para los animales tratados con
norgestomet+ VE (Crestar) v Crestar mas 400 Ul de eCG respectivamente, encomtrando
también que este ultimo tratamiento reduce la variacion en el tiempo transcurrido del fin del
tratamiento al pico de LH y la ovulacién. En cuanto al mayor tiempo para la presentacién
del estro observada en los animales del grupo eCG probablemente se deba a que el estimulo
de la ¢CG indujo un crecimiento mas lento o un desarrollo asincronico de los foliculos con
el consecuente retardo en la presentacion del estro (Driancourt y Fry, 1992).

Por otro lado tambi¢én el tipo de amamantamiento influyd en el tiempo de
presentacion del estro pero solo en los amimales tratados con eCG y que fueron sometidos a
un ACD180, respecto a los grupos NG +VE y NG + VE + eCG observandose que este fue
mayor cuando los becerros permanecieron con las madres. Este efecto ha sido reportado por
Williams (1990) quien ha demostrado que tanio la presencia del becerro como la frecuencia
de amamantamiento retardan ia presentacion del estro e incluso owvulaciones sin
manifestacién de estro en vacas que son inducidos al estro, esto por mediacion a nivel
hipotalamico sobre la liberacion de GnRH y LH. Lo sefialado anteriormente mas la pobre
estimulacton de la eCG cbservada en el presente trabajo demuestran la mediacion del eje
hipotélamo hipofisiario vy el efecto de amamantamiento sobre 1a presentacidn del estio v en

general sobre la actividad reproductiva posparto.

Concentracién de progesterona y duracidn de la fase hitea.

Varios mecanismos han sido postulados para explicar la presentaciéon de ciclos
cortos, estos Incluyen falta de estimulo luteotropico (Ramirez-Godinez et al., 1982;
McNatty ef al.,1984), fallas del tejido liteo para el reconocimiento de los estimulos
luteotrépicos (Hunter ef al., 1986; White et al., 1987) v presencia de un agente luteolitico
{Peter et al.,1989).

Una de las interrogantes que se tenian al plantear el experimento era saber si el tipo
de tratamiento hormonal utilizado para la induccion del estro y la ovulacion afectaba la
concentracion de progesterona y la duracién de la fase litea, sin embargo los resuitados

aqui obtenidos indican que en ninguno de los animales que ovularon, el tipo de tratamiento
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hormonal (eCG, NG + VEy NG + VE + eCG), ni el tipo de amamantamiento (ARDS0,
ARD180 y ACD180) afectaron la concentracién de progesterona ya que esta se mantirvo
dentro de los valores normales {1-13 ng/ml) =zlcanzados durante una fase litea lo que
indica, la presencia de un cuerpo litteo sin considerarse fase lutea normal o subnormal.

En el presente trabajo y acorde a la hipotesis planteada, fue posible identificar una
reduccion en la duracién de la fase litea en los animales gue fueron tratados con eCG (10.8
dias) en comparacién a los grupos que recibieron NG + VE (14.1dias) y NG + VE + ¢CG
(15.2 dias). Resultados similares fueron reportados por Shefel er o/, (1982) quienes al
rabajar con vacas posparto opservaron que la administracidn de progestagenos antes de
(Gonadotropina Coridnica humana (hCG) indujo ¢l estro en ¢l 75% de los animales tratados
y el 88% formaron un CL de vida normal, cuando se administrd hCG la vida media fue de
19.6 dias, en comparacién con vacas tratadas dnicamente con eCG (750 UI) antes
Gonadotropina sérica de yegua prefiada (PMSG) en donde solo fue de 13.4 dias. Esta
diferencia probablemente se deba a que la combinacién de norgestomet mas esiradiol,
simula una elevacion de los niveles de progesterona necesarios antes del primer estro
posparto {Ramirez-Godinez et af., 1981; Hunter er @/ 1986; Copelin er al, 1987), este
tratamiento puede ser necesario para modular la respuesta en la liberacion de GnRH v de
gonadotropinas durante el posparto, aunado al efecto sinérgico de la eCG para inducir ¢l
desarrollo folicular que terminaria en el desencademamiento de una ovulacion y la
formacion de un cuerpo Iiteo funcional. Al respecto, Troxel y Kesler (1984) demostraron
gue el pretratamiento con mnorgestomet reduce la incidencia de fases luteas cortas,
prolonga la duracion de la fase Ittea v reduce la concentracién de metabolitos de PGFa,.
Estas observaciones también han sido reportadas en ammales en anestro, como lo
demuestra el trabajo de Fike er al. (1997) quienes al evaluar el efecto de la induccién det
estro en vacas anéstricas encontraron que la administracién por 7 dias de progesterona via
dispositivo intravaginal incremento la proporcidn de vacas que formaron cuerpo itteo con
una vida media normal {85%) incrementiandose también el porcentaje de hembras en estro
cuando se aplicd benzoato de estradiol (1mg) 2l retiro del disposttivo, en comparacion con
vacas sin tratarmento en donde ia presencia de cuerpos lateos de vida corta fue alta (55%).
En tanto, en el grupo en donde Unicamente se administré Gonadotropina Cornénica equina
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el estimulo aportado por €sta no fue suficiente para lograr el desarrollo de un cuerpo liteo
con duracién normal. La causa de esta reduccidn no esta totalmente clara, mientras algunos
autores mencionan que ni el patron de secrecidn de LH y progesterona es alterado en vacas
inducidas al estro con progestigenos v PMSG (Cavalieri er al, 1997). Otros autores
mencionan que en ganado estimulado con €CG hay una alta incidencia de ausencia del
pico preovulatorio de LH, asi como una baja amplitud de LH lo que ocasionaria una
luteinizacién parcial de foliculos que no alcanzan a ovular o bien una produccion alterada
de progesterona por parte del cuerpo lateo (Driancourt ef al., 1991).Garverick ef al., 1992 y
Zarco y Herndndez (1999} mencionan que se pueden encontrar dos tipos de alteraciones en
la funcion litea: la primera consiste en un acortamiento de la vida media del cuerpo liteo y
en la segunda se observa una produccion subnormal de progesterona. Respecto 2 la
primera, diversas mvestigaciones han demostrado que la causa principal es la liberacion
prematura de prostagiandinas por el ttero (Zollers er al., 1989), este hecho se hace mas
evidente cuando el {itero no ha side expuesto previamente a progesterona, como OCUITE €n
la primera ovulacién puberal y la primera ovulacién posparto. Esta misma razon es
probablemente otra de jas causas de la reduccion en la duracion de la fase lutea encontrada
en los animales tratados con eCG, en donde la existencia de un medio ambiente de
alteraciones hormonales (reduccién de la liberacién de GnRH por alta sensibilidad al
estradiol durante el posparto, falta de exposicion previa a progesterona, insuficiente
estimulo de eCG) provocan el desarrolio de un foliculo en un medio ambiente hormonal
inadecuado lo que repercute en la capacidad funcional del cuerpo liteo {Garverick er al.,
1992; Witbank y Niswender 1992). Otros autores como Hunter (1991) y Bair (1992)
indican que el medio endocrino al que esta expuesto el foliculo antes de la ovulacion tiene
una influencia fundamental en la formacion del cuerpo luteo.

Roche (1979) sostiene que la combinacién progestdgeno + estradiol es necesaria
para que la eCG proveque ¢l desarrollo folicular y 1a ovulacion. Por lo tanto, es probable
que la combinacion hormonal utilizada en el tratamiento NG + VE + eCG del presente
estudio, explique porqué se obtuvieron los mejores resuitados en cuanto a la presentacion

del estro, tiempo de presentacion del estro sincronizado y fase lutea normal.
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En cuanto a la duracion del ciclo estral (determinada por los niveles de Py y el tiempo
transcurrido entre un estre y otro) fue de 16.8, 20.01 y 20 dias para los grupos eCG, NG +
VE y NG + VE + eCG respectivamente, se observo que estuvo en relacion directa con Ia
duracién de la fase litea ya que como se sabe es el cuerpo liteo quien regula la longitud
del ciclo estral (Niswender y Nett 1994), por otro lado los valores observados en los grupos
tratados con NG + VE y NG + VE + eCG, son considerados como de duracion normal y
concuerdan con lo reportado por varios autores en donde se sefiala que la longitud del ciclo
estral en ganado Bos indicus beajo condiciones tropicales es de 21 dias con rangos que
fluctian entre 18 y 22 dias. (Vaca, 1982; Anta ef al., 1989).

Fertilidad

La eficacia de los tratamientos hormonales para la induccidén y sincronizacion del
estro se ve influenciada en terminos generales por varios factores tales como la CC, el
amamantamiento, actividad ovérica y la etapa dei ciclo estral en que se encuentren ias
vacas, los cuales también repercuten sobre la tasa de fertilidad, independientemente del tipo
de servicio. A partir de una revision bibliografica, Galina y Arthur (1996) concluyeron que
mas del 70% de vacas con diferentes tratamientos hormonales respondieron a estro, pero la
tasa de fertilidad general fluctud entre 25 y 61% v en especifico para las vacas gque
amamantaron fue de 32%. Estos rangos coinciden con los obtenidos en el presente estudio
en donde se observaron diferencias para la fertilidad y tasa de gestacion entre los grupos
tratados con eCG respecto a los otros grupos, s posible que el ligero incremento de la tasa
de gestacién en los animales tratados con NG +VE + eCG. se deba a que la adicion de eCG
reduce ia variacion en el tiempo de presentacion del pico de LH y la ovulacion (Cavalien er
al., 1997). Los hallazgos anteriores indican también gue un mayor nimero de amimales
tratados quedaron gestantes por efecto del tratamiento. Esto Unicamente podria ser
comprobado si s¢ aumentara el tamafio de muestra.

Por otro lado se sabe que vacas que muestran alteraciones en la duracién del ciclo
estral v sobre todo las que provocan su reduccidn ocurre la fertilizacién, sin embargo la
gestacion no se establece. Al respecto trabajos realizados por Breuel er al. (1993)

encontraron que en vacas posparto que presentaron reducciones en la duracion de la fase
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Iitea hubo un 68% de fertilizacién y un 79% de recuperacién de dvule v/o embrion,
similar al de vacas que desarrollaron fases ltteas normales, lo que indica que la fertilizacion
ocurre normalmente, sin embargo la gestacion no puede establecerse debido a que cuando
ocurre la lutedlisis el embrién todavia no es capaz de proporcionar el mensaje para el
reconocimiento materno de la gestacion, lo que normalmente ocurre en el dia 13 en la oveja
y en el dia 16 en la vaca (Bazer ef al., 1991). Esta situacion probablemente sea una de las
causas en la diferencia encontrada entre la tasa de fertilizacién y tasa de gestacion
observada en los animales del grupo tratado con eCG, aunque debido a que estas variables
son binarias se considera que es necesario incrementar el tamafio de la muestra para
concluir con mayor confiabilidad.

Por ofro lado al analizar los datos de fertilidad y tasa de gestacién con respecto a Ia
condicién corporal al momento del tratamiento se comprobd nuevamente lo anteriormente
citado en relacion a que un pobre estimulo hormonal ain en animales con bucna
condicion corporal afecta la fertilidad.

Los mejores resultados en cuanto a fertilidad y gestacion en el presente estudio se
observaron en aquellos animales que presentaron mejor condicion corporal y fueron
tratados con NG + VE + eCG. Esta misma tendencia aunque con porcentajes mayores
fueron reportados por Basurto er af., (1999) guienes encontraron gue la combinacién:
restriccion del amamantamiento a una hora por dia con destete precoz (60 dias) y
Tratamiento hormonal con progesterona y gonadotropina corionica equina en vacas con
buena CC al inicio del empadre (> 3), permite lograr tasas de prefiez cercanas al 90%. En
otro estudio Kerr er al (1991), utilizando SMB por 10 dias mas 400 Ul de PMSG
obtuvieron a los 51 dias un porcentaje de gestacién de 53%.

La fertilidad y tasa de gestacién logradas en general, son consideradas como
aceptables en términos que los animales fueron estimulados tempranamente (60 dias
posparto) v solo se considerd el primer servicio, esto se atribuye probablemente a que en
este centro de investigacion se ha venido realizando desde 1996 una seleccion rigurosa de
los animales en cuanto a fertilidad v a que todos los animales que no quedan gestantes
durante un periodo de empadre de 90 dias son eliminados. Esto sin lugar a dudas debe ser

objeto de posteriores investigaciones.
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Como se ha hecho evidente, aiin existen muchas discrepancias en 1a literatura sobre
el efecto de diferentes sistemas de manejo y tratamientos hormonales sobre la eficiencia
reproductiva Ge los bovinos en el twopico, va que son multiples los factores que intervienen
y mas aiin las interacciones que pueden derivarse de ellos. Ademas, la existencia de un
mecanismo fisiolégico que impide 2 las vacas tener una gestacidn cuando pierden més del
20 al 30 % de su peso corporal adulto durante el periodo posparto, ya ha sido postulado
como un valor que limita la eficiencia reproductiva en vacas posparto (Richards et al,
1989).

Efecto del Peso Vive y Condicién Corporal

Con relacién a la condicion corporal gue presentaron los animales se observé que
las vacas con CC 3-5 al tratamiento tuvieron en general un mayor porcentaje de fertilidad
que las que mostraron CC < 2.5 esto concuerda con lo encontrado por Tegegne ef al
{1992}, quienes mencionan que los cambios en ¢l PV y la CC durante el periedo posparte
ejercen influencia negativa sobre la duracion del anestro v 1a subsecuente fertilidad.

En el presente trabajo la evolucién del peso vivo se asocid significativamente
(P<0.01) con la CC, sobre todo en funcion del tipo de amamantamiento. En diversos
estudios se ha analizado la pérdida de peso por cada punto disminuido en la CC. Mukasa-
Mugerwa ef al. (1997) en vacas Cebu Boran reportaron que por cada umidad de incremento
en la CC, se ganaron 25 Kg v por el contrario por cada unidad de CC disminuida se
perdieron 50 Kg. en ese mismo sentido Wright y Russe] {1984) mencionan que debide a la
estrecha relacion cbservada entre el peso vivo y la condicion corporal es muy probable que
las vacas que pierden peso también prerdan condicion corporal.

En el presente estudio, la CC de las vacas fue mejor en las de ARD60 que en las de
ACDI180, lo cual pudo deberse a la reduccion en la frecuencia del amamantamiento
disminuyendo con esto las exigencias metabdlicas de las vacas para mantener la lactacion
(Bastidas et al.,1984; Williams, 1990), va que se ha visto que en vacas productoras de carne
las cuales amamantan un becerro sus requerimientos nutricionales se incrementan hasta en
un tercio (Short v Adams 1989). En condiciones normales de trépico, el pastoreo no

alcanza a cubrir los requerimientos, principalmente de energia al inicio de la lactancia, lo
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que conduce a una severa pérdida de peso y condicién corporal durante el posparto;
mientras €] balance energético sea negativo, las vacas retrasan su actividad en un intento de
preservacion, manifestindose como anestro, subestro, baja fertilidad y prolongacion dei
intervalo entre partos y bajas tasas de paricion (Moore y Campos da Rocha 1983},

Se ha postulado que la pérdida de peso durante el posparto temprano es inevitable y
no muestra diferencias entre vacas lactando y no lactando (Oxenreider v Wagner 1971} tal
como ocurrio en el presente estudio, en donde las vacas de los diferentes grupos perdieron
igualmente peso y condicidn corporal hasta los tres meses posparto, asi las vacas en AR y
destetadas a 60 dias iniciaron ia recuperacion del PV y CC a partir de los 60 dias posparto,
para mostrar una clara recuperacion al inicio del empadre.

En las vacas del Grupo ACD180 se observd una pérdida de PV v CC desde el
momento del parto, la cual continuo hasta el destete. Esto coincide con lo reportado por
Moore y Campos da Rocha (1983) quienes mencionan que vacas amamantando sufren una
seveia pérdida de peso duranie los primeros tres meses de lactacién, misma que se reduce
notablemente cuando los becerros son destetados al mes de edad vy en las vacas sometidas al
amamantamiento restringido, estos mismaos autores reportan que la pérdida es mas severa
en las vacas que destetan a 3 y 5 meses, las cuales contintian perdiendo peso atin después
del destete. Por otro lade, también reportan gque aun en aquellas vacas que amamantan
durante un mes hay una perdida del 5% de su peso vivo, iniciandose a partir de entonces su
recuperacion. Una situacion similar ocurrié en las vacas del Grupo ARD60 del presente
trabajo que perdieron 5.49% del PV hasta 60 dias posparto. En ¢l mismo estudio, ias vacas
que amamantaron durante seis meses perdieron €l 27% de su peso hasta el quinto mes de
posparto, cuando la produccion de leche disminuy6 y en consecuencia, los nutrientes fueron
utilizados para restaurar las reservas corporales.

De acuerdo con los resultados del presente estudio v las evidencias mostradas en la
literatura, puede decirse que los primeros 60 dias posparto representan el periodo més
critico en la determinacion de la eficiencia reproductiva de las vacas carnicas que alimentan
a su cria en amamantamiento directo, aspecto fundamental que debe ser considerado en el
planteamiento de programas de induccién del estro, para poder separar el efecto que
pudiera establecer sobre la respuesta esperada.
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CONCLUSIONES

1. - La utilizacidn de Gonadotropina Coridnica equina indujo la formacién de un CL
funcional observandose reduccidn en la duracién de la fase Iitea y por consecuencia del
ciclo estral.

2.- No se enconiraron evidencias de que e} tipo de amamantamiento condicién
corporal y tamafio del foliculo ovarico modifiquen la respuesta de los tratamientos

empleados con relacién a la duracion de la fase litea y la concentracion de progesterona.

3.- Los hallazgos observados en cuantc a la respuesta a los tratamientos, v el
reducido numero de observaciones no nos permiten hacer sefialamientos concluyentes con
relacion a la fertilidad, lo cual debera de ser objeto de posteriores estudios.

4.- Puesto que la eCG sola o combinada con norgestomer no mejord las variables en estudio su empleo debe
ser reconsiderado



EXPERIMENTO I

EFECTO DEL NORGESTOMET APLICADO EN DIFERENTES ETAPAS DEL
CICLO ESTRAL SOBRE LA CONCENTRACION DE PROGESTERONA Y LA
DURACION DE LA FASE LUTEA EN NOVILLONAS CEBU GYRENEL
TROPICO HUMEDO

Sanchez MB, Basurte CH., Galina CS,

INTRODUCCION

La progesterona (P;) producida por el cuerpo litteo (CL) juega un importante papel
durante el ciclo reproductivo de la hembra, la duracion de la fase litea estd regulada tanto
por mecanismos luteotropicos como luteoliticos (Garverick er /., 1992; Smuth er al,, 1994).
En animales no gestantes la P, controla la programacién de los eventos que desencadenan
la lutedlisis. Asi se ha observado que es la misma P, quien promueve el incrementoe en el
almacenamiento de fosfolipidos y de la enzima prostagiandin sinstetasa que seran
necesarios para la conversién de acido araquidénico a PGFi,, de tal forma que la
exposicion del endometrio a P4 por 10 a 12 dias como ocurre durante el diestro, no
solamente prepara al itero pera el establecimiento de la prefiez sino gue también activa ¢l
mecanismo para Ia produccion endometrial de PGF,,, huteolitica en caso de que la prefiez
no se establezca {Gieiser ef al., 1992). Por otro lado, Bazer ef @/. {1991) mencionan que la
continua exposicién del endometrio a P; regula en baja la expresién de receptores para P,
particularmente en el epitelio luminal, al ocurrir esto el epitelio luminal expresa receptores
para estrogenos inducidos por el mismo estradiol que se produce por el foliculo dominante
de la ultima onda folicular induciendo estos la expresiéon en alta de receptores para
oxitocina del CL que estimulara la sintesis y liberacion de PGF.,, Inicidndose con esto la
cascada de eventos que levan a la lutedlisis del CL (Mann e al,, 1998). La exposicion a la
progesterona por 6 dias es suficiente para inducir una maxima habilidad para liberar PGFy,
en respuesta a la oxitocina (Mann e al. 1998). Asi, se ha observado que la influencia de la
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progesterona sobre el momento en que se produce la lutedlisis es mediada a través del
control de receptores de oxitocina {Silvia ef al., 1991).

El uso de progestdgenos en la sincronizacién del esto se ha basado e¢n el
conocimienio de que estos inhiben por retroalimentacion negativa la liberacién de GnRH a
nive! del hipotdlamo y como consecuencia de gonadotropinas, presentandose el estro 48 a
76 horas de retirado el bloqueo. Sin embargo, a pesar de que este tipo de compuestos
hormonales pueden ser aplicados en cualquier etapa del ciclo estral se ha observado que
cuando se aplican en etapas tempranas del ciclo pueden afectar la duracion de la fase litea (
Battista ef al., 1984). Al respecto en estudios realizados por Hampion e ai. (1955) y
Peterson et al. (2000) observaron que la administracidn de progestigenos en etapas
tempranas del ciclo estral en hembras ciclando 1nduce una regresion prematura del CL por
accion del valerato de estradiol que induce una liberacién anticipada de PGF»,, desde ¢l
utero. Resultados similares fueron observados por Ginther (1970) v Garret er @i, (1998)

intervalo entre estros por 4 dias concluyendo que la disminucién del intervalo entre estros
después del tratamiento con progesterona exogena estd mediado por una maduracion
temprana del atero que indica una liberacion temprana de PGF., desde el endometrio
uterino. En  ofto estudio realizado por Faning er al, (1992) encontraron que la
administracion de grandes cantidades de norgestomet aparentemente incrementa la eficacia
en la lisis del cuerpo liuteo en hembras en metaestro. Lo anteriormente expuesto pone de
manifiesto que la exposicién prematura a la progesterona adelanta el momento en el cual
la habilidad de la P; para inhibir la aparicion de receptores endometriales de oxitocina se
pierde, o se produce una regulacidon en baja (down regulation) de los receptores para Py
reduciendo con esto la duracion de la fase latea.

En el ganado cebu el uso del norgestomet para la sincronizacidon del estro es una
practica comiin por la facilidad de manejo de estos sin embargo, existen pocos estudios que
demuestren si la duracién de la fase latea del ciclo puede ser afectada por la etapa del ciclo

en que sean administrados siendo objeto del presente estudio.
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HIPOTESIS

E} tratamiento con norgestomet en eiapas tempranas del ciclo estral (0 a 5) acorta 1a
duracién de la fase Hitea en comparacidn con su aplicacion en etapas tardias en donde se
espera que la vida del cuerpo Kiteo no sea afectada.
OBJETIVOS

Evaluar ¢l efecto del norgestomet aplicado en la fase temprana y tardia del ciclo
estral sobre la concentracion de progesterona y la duracién de la fase litea.

Comparar las concentraciones de progesterona y la duracion de la fase Iitea un

ciclo antes, durante ¢l tratamiento y un ciclo posterior.

h
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MATERIAL Y METODOS.
¥ ocalizacidn

Este segunco experimentc se llevo a cabo en el modiio de produccion de vaguilias
F1 “La Soledad” de! Centro de Ensefianza, Investigacién y Extensién en Ganaderia
Tropical (CEIEGT) de la Facultad de Medicina Veterinania y Zootecnia de la Universidad
Naciopal Auténoma de México. Ubicado en el Km 3.5 del camino vecinal Martinez de la
Torre-Novara, Municipio de Atzalan, Veracruz Localizandose a 19°50° de Latitud Norte y
97°1’ de Longitud Oeste y una Altitud de 150 msnm. La regién presenta un clima
clasificado como Af (m)e) calido hiimedo con una temperatura media anual de 23.4°C, y
una precipitacion pluvial de 1743 mm/afio (Garcia 1988).

Manejo

Las novillonas del experimente II fueron manejadas como un solo lote separado
del resto de las vacas adultas y mantenidas en potreros de grama nativa (Axonopus spp) y
estrella de Africa (CGynodon plectostachyus) bajo un esquemsa de pastoreo de “Alta
Densidad”. La carga animal se mantuvo a 2.5 UA/ha asegurando un consumo de materia
seca (MS) de 9 a 12 kg/animal/dia.

Animales y Disefio Experimental

Fase L Se utilizaron un total de 20 novillonas Gyr entre 25 y 30 meses de edad con
un peso promedio de 350 kg,. al inicio del experimento todos los animales se encontraban
ciciando, lo que se comprobo por ia presencia de un CL en la ultrasonografia de tiempo real
y por determinacion de los niveles séricos de P..

A todas las novillonas se les sincronizd un ciclo estral previo al tratamiento con la
finalidad de agrupar a los animales en la misma etapa de! ciclo, mediante la aplicacion de
un implante de silicén con 3 mg de norgestomet {Crestar, Intervet, México) por via
subcutanea {SC) en la base de la oreja. Al mismo tiempo, se administraron 2 m! de una
suspension oleosa con 3 mg de Norgestomet y 5 mg de valerato de estradiol por via
intramuscutar (IM). Al retiro del implante (9 dias después) se les aplicé 25 mg de la
prostaglandina natural Dinoprost (Lutalyse®, Upjohn, México). La deteccién del estro se
realizd durante 100 horas continuas de manera visual, y posteriormente tres veces al dia

hastz que todos los animales fueran detectados en estro. A partir de la presentacion del
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primer estro sincronizado se evaluaron las concentraciones de P; v la duracion de Iz fase
Iatea (DFL), durante un ciclo completo (21 dias) hasta la presentacion del celo natural
{Anexo 3.

Fase IL Se utilizaron 18 noviilonas (2 fueron eliminadas una por comportamiento
agresivo v otra por retornar al anestro) las cuales a partir de la presentacion del estro
natural los animales se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos a los que se les
sincronizd el estro mediante la aplicacién por via SC de un implante de Norgestomet (3
mg) sin la inyeccion (anexo 4), considerando la etapa del ciclo esiral de la siguiente
manera:

Etapa tempraga (sin CL).

GRUPQO Iy IT: Se les aplico el implante el dia O (dia del estro) y el dia 5 del ciclo
estral respectivamente,
Etapa tardia {con CL}.

GRUPO IiI y IV: E! implante sc colocod el dia 10 y 15 del ciclo estral
respectivamente.

En todos los grupos el implante se retiré 9 dias después de su aplicacion. La
deteccién de celos se realizd de manera visual y apoyados con un toro marcador duranie
100 horas continuas posterior a la finalizacion del tratamiento en cada una de las fases y
grupos experimentales.

Para ia determinacion de los niveles de P; se colectaron muestras de sangre dos
VECEs pOr Semana por tres semanas antes del tratamiento, durante el tratamiento y un ciclo
posterior en cada una de las fases y grupos de tratamiento (anexo 4). Las muestras se
tomaron directamente de la vena coccigea en tubos con 4cido etilen-diamino-tetraacético
(EDTA) y se centrifugaron 2 2500 rp.m. durante 15 minutos; el plasma obtenido se
mantuvo congelado a -4°C realizandose posteriormente la determinacion de progesterona
en el laboratorio de Endocrninologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
la UNAM por medio de un radioinmunoanalisis de fase solida, utilizando un XIT comercial
de DPC (Coat-a-Count, Diagnostic Product Corporation). Este ensayo tiene una
sensibilidad de 0.02 ng/ml de suero y un coeficiente de varacién intra e interensayo

menores al 15%.



Anslisis Estadistico,

Se utilizd un analisis de varianza para parcelas divididas o SPLIT-PLOT siendo la
parcela mayor la etapa del ciclo donde se administr6 el progestiageno (0, 5, 10y 15) v Ia
menor el dia del muestreo durante ¢l ciclo, considerando el siguiente modelo.

Yik=p + a1+ i) + Bk + aBik + Eijk, donde:

i = media general.

Q i‘= 1-¢simo grupo (0, 5, 10 y 15) donde se aplico el tratamiento

yj (1) = j~¢sima media por grupo.

Bk = k-ésimo dia de muestreo de P, durante el ciclo.

aBik = mteraccidon grupo por tiempo.

Eijk = es el error aleatorio distribuido normalmente con u=C y S=1 (Montgomery, 1991).

El anélisis de varianza se realizé mediante el procedimiento PROC GLM, debido a
que el namero de animales por grupo fue diferente, {(dos animales fueron eliminados del
analisis estadistico} se utilizd la suma de cuadrados tipo IIl. Las medias ajustadas al
modelo o de cuadrados mimimos vy sus errores estandar se obtuvieron con la opcion
LSMEANS. La determmacidn de diferencias entre medias por dia de muestreo se caiculd
mediante la prueba de Tukey con un mivel de significancia del P<(0.05. Para la vanable
discreta presentacion del estro se utilizo la prueba de Ji cuadrada.

Se uso para todos los calculos anteniores el programa estadistico Statistics Analysis
System, version 6.03 (SAS, 1988).

Las variables independientes que se analizaron en este experimento fueron la etapa
del ciclo en que se admimstro el tratamiento (0, 5, 10y 15).

Variables dependientes continuas: Concentracién de progesterona y duracion de la fase
litea, tempo de presentacion del estro sincromizado y discretas: porcentaje de vacas que

presentaron estro sincronizado.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en cuanto a 1a duracion de la fase Hitea (DFL), ciclo estral
(CE) y niveles promedio de progesterona durante el ciclo previo al tratamiento (fase
testigo), fueron de 14.5 = 1.2 dias (X 2E.E), 20.37 £ 0.71 dias y de 2.27 + 1.25 ng/m} de
progesterona respectivamente. Estos valores son considerados como normales dentro del
rango para cada uma de las vanables.

En cuanto z la presentacion del estro en el presente estudio, el grupo de novillonas
tratadas el dia O (grupo I) el 100% de los animales presentaron celo seguido de los animales
tratados el dia 5 (grupo II), 10 (grupo III) y 15 (grupe IV) con el 80%, 60% y 80%
respectivamente. (Cuadro 1). Un animal del grupo II y IV y dos animales del grupo III
fueron eliminados de la segunda fase del experimento por presentar un quiste luteo y
retornar al anestro. Por otro lado, se observé un efecto significativo (P<0.05), entre los
animales del grupo I que presentaron estro en promedio a las 136 + 6.8 horas de retirado el
implante con respecto a los del grupo II, Il y IV en donde no se observaron diferencias,
siendo los anmimales del grupo III los que presentaren el estro mas rapidamente después del
retiro del implante (36 £ 8.8 horas). Asi mismo el tiempo de presentacion def celo en
todos los grupos se acorté conforme disminuyeron los niveles endogenos de progesterona

del cuerpo liteo v esto coincidid con la supresion del bloqueo al retirar €] implante {(Figura

13
1}-

CUADRO 1. EFECTO DE LA APLICACION DEL NORGESTOMET EN
DIFERENTES DIAS DEL CICLO ESTRAL SOBRE LA PRESENTACION DEL
ESTRO Y EL TIEMPO DE PRESENTACION POSTRATAMIENTO

I (dia 5) 5 80 (4/5) 78 £20.3°
I (dia 10) ! 60 (3/5) 36+ 8.8
1V (dia 15) ! 80 (4/5) 57+7.6°

Filas que no comparten la misma litera} presentan diferencia (P< 0. 05).
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FIGURA 1. EFECTOQ DEL DiA DE APLICACION DEL
TRATAMIENTO SOBRE LA PRESENTACION DEL

ESTRO
7 GRUPO | 79 GRUPO II
; rottrs it
6 6 4
s { s
e E
4; 4
31 34
24 l l 24
]
14( 14
E oi.‘ TTTTTTTTTT 1] —
“Sb T 3 6 19 15 1T M F 8 4 T % 11 4 179 3 @ 2 5 2 B B ®W ¢ ¢ T W K ¥ oz
=
5': ‘,"-f 7 1
5 GRUPO I

\

= 17 oW 2 x 3 12 13 1% 3 7

Al evaluar el efecto del dia de aplicacion del tratamiento sobre la DFL se encontrd
.que fue menor para los animales que recibieron el tratamiento el dia 0 (10.2 + 1.3, P<0.05)
con relacion a los grupos que lo recibieron el dia 5 (13.2+£1.5),10(142+1.7)y 15 (17.3
+ 1.5) respectivamente. Este mismo efecto se presenté cuando se analizo la duracion del
ciclo estral, en donde se observa que fue el grupo I quien presentd la duracién mas corta
con 152 £0.74 dias (P<0.001) en comparacién a los animales del grupo IL, Il y IV que
presentaron valores de 19.8 £ 0.96, 20.25 £ 0.83 vy 21.6 + 0.50 dias respectivamente no
siendo diferentes entre si (Cuadro 2).
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CUADRO Z. EFECTO DEL DiA DE APLICACION DEL NORGESTOMET
SOBRE LA DURACION DE LA FASE LUTEA Y EL CICLO ESTRAL

.DIA m; AerAaéN nmc;ézx 'DE LA FASE _ DURAC{GH BEL aa.e
U S Lm(dm},,,, - ; (dms)
0 102 +1.3* 15_2 +0. 74“
5 132+ 1.5 20.25 +0.83°
10 142+1.7 19.8 +0.96°
B 15 . 173418 . 21.620.50°
Fase testigo 14.5+ 12" 20.3740.71*

Filas con diferente literal para la duracion del ciclo estral, presentan difereacia (P< 0. 001),
Filas gue no comparter la misma literal pars Iz daracién de Iz fase lGtea presentan diferencia
(P< 0.05),

Los resultados sefialados para los grupos I, III y TV fueron muy similares a los
encontrados durante el ciclo estral previo, que fueron de 14.5 + 1.2 y 20.37 £ 0.71 dias para
la DFL v duracién del ciclo estral respectivamente no existiende diferencia (P>0.05)
(Cuadro 2).

El analisis de varianza mostré que el dia de aplicacion del progestageno no tuvo
efecto (P>0.05) sobre la concentracion de progesterona entre grupos en el ciclo posterior al
tratamiento, obteniéndose valores de 2.77 = 1.00, 239+ 100,532+ 112y 346 £ 112
para los grupos tratados ei dia 0, 5, 10 v 15 respectivamente.

Tampoco se encontrd diferencia (P>0.05) cuando se compararon €stos con la concentracion
de progesterona {2.27 * 1.25 ng/ml) alcanzada durante un ciclo previo al tratamiento
{Cuadro 3).
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CUADRO 3. APLICACION DEINORGESTOMET EN DIFERENTES DIAS DEL
CICLO ESTRAL Y SU EFECTO SOBRE LA CONCENTRACION DE

PROGESTERONA.

277 + LOO*

4 239+1.00°

10 3 532+112

is [ 4 346112
Fase testigo 5 227+£1.25°

Filas con la misma literal ne presentan diferencia (P> 6. 05).

Sin embargo cuando se compararon los niveles de progesterona dentro del grupo se
encontré que los animales del grupo I tuvieron una notable vaniacidn entre si, como se
aprecia en la figura 2 detectandose que aim a pesar de esto, todas las hembras tuvieron
niveles de P, inferiores a Ing/ml para el dia 17 del ciclo, habiéndose observado animales
con niveles de P4 menores a 1 ng/m! desde el dia 14.

FIGURA 2. NIVELES DE PROGESTERONA POR DiA DE
" Retro REQ DENTRO DEL GRUPO

Ps; ng/mi i

Dias del ciclo
© En todos los casos la presentacion del estro fue entre el dia 14-17 del ciclo
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Este mismo efecto se detectd cuando se compararon los valores de P; por dia de
muestrec durante el ciclo e interaccion tiempo por grupo, en donde se¢ observo que los
animales del grupo I fueron los Gnicos cuyos vaiores de progesterona disminuyeron en
promedic a menos de 1ng/ml al dia 17 del ciclo siendo diferentes (P<0.03) a lo observado
el mismo dia para los grupos I, II, y I'V (Figura 3).

FIGURA 3. EFECTO DEL DiA DE APLICAGION DEL NORGESTOMET
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La flecha indica el dia del ciclo en que los valores fueron menores a Ing/ml

Este mismo comportamiento se observé cuando se compararon los valores de
progesterona por dia de muestreo durante un ciclo previo al tratamiento, respecto a los del
grupo I (P<0.05), no asi con los del grupo 11, IIT y I'V. (Figura 4).
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FIGURA 4. NIVELES DE PROGESTERONA ANTES Y DESPUES DEL
TRATAMIENTO POR DIA DEL CICLO.
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La flecha indica el dia del ciclo en que los valores de P, del grupo I fueron menores a

1 ng/m! respecto a los alcanzados por los animales durante la fase control.
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DISCUSION

El conocimiento preciso del mecanismo por medio del cual los progestigenos
inducen la presentacién del estro ha modificado el hecho de que estos pueden ser aplicados
en cualquier etapa del ciclo estral sin alterar sustancialmente la presentacion del estro y la
fertilidad. Los resultados obtenidos en ¢! presente trabajo en cuanto a la presentacién del
estro y tiempo de presentacion postratamiento concuerdan por lo reportado en trabajos
previos en donde se menciona que el Hempo de respuesta al tratamiento sincronizado varia
entte hembras sincronizadas con progestagenos en distintas etapas del ciclo estral
{Macmillan ef ai., 1991) en cambio, el porcentaje de hembras en estro depende del estado
del ciclo estral, de tal manera que la respuesta es mayor si al aplicarse el farmaco las
hembras se encuentran entre el dia 0 al 11 del ciclo (Brink and Kiracofe 1988). En el
presente estudio el tiempo de presentacion del estro se vi¢ afectado por €]l momento en que
aplicé el norgestomet, esto coincide con lo reportado por Brink and Kiracofe, (1988}
quienes mencionan gue mientras no ocurra una regresion endogena del CL los niveles de P4
permanecen altos, evitandose las manifestaciones del estro o bien estas apareceran hasta
que los niveles de P, disminuyan por debajoc de 1ng/m! de progesterona y coincida con la
presencia de un foliculo en desarrollo. Esta situacion se vio refiejada en los animales del
grupo I que recibieron el tratamiento el dia 0 es decir sin presencia de un CL en los que la
presentacion del estro fue mas tardia, situacidn que no ocurrié para los grupos II, Il y 1V
en donde €l retiro del implante coincidio aproximadamente con la regresion del CL (Figura
1). Datos similares han sido reportados por Sanchez (1993) y Cavalien er al. (1998)
quienes demostraron que cuando las vacas son tratadas con progestdgenos sin la presencia
de un CL, no se suprimen los pulsos de LH y manifiestan en mayor tiempo la conducta de
estro en comparacion con animales que son tratados y se encuentra presente un CL
funcional.

En cuanto a la duracién de la fase litea los animales del grupo I {(sin CL)
presentaron una reduccion en la duracion de la fase litea de 3, 4 v 7 dias en comparacion
con los animales del grupo II, II y TV respectivamente, la causa por la cual hay una
reduccion no esta del todo clara, asi se ha reportado que en vacas a las que se les aplica un

progestageno en ausencia de CL los niveles de estradiol se encuentran elevados durante el
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periodo de tratamiento habiendo un estimulo luteoirdpico disminuido y liberacién
prematura o sensibilidad incrementada 2 oxitocina {Garverick ef al, 1988; Fike er a4/,
1997). Silvia y Taylor (1989); Cooper e al. (1991} mencionan que la exposicion uterina 2
progesterona posterior a la lutedlisis es necesaria para una adecuada secrecion de PG,
esto ha sido comprobado pues como se sabe la acumulacion de gotas de lipidos,
fosfolipidos v triglicérido por el endometrio son progesterona dependientes (Silvia ef al.,
1991). La exposicion a progesterona puede igualmente estimular la sintesis de
prostaglandina sintetasa {Ciclooxigenasa; Husling ez al., 1979) asi como un incremento en
la capacidad de la fospolipasa C ( Silvia ef al., 1991).

Por otro lado estudios realizados por Zollers ef al. {1993) y Bazer et al. {(1991)
demostraron que la continua exposicion del endometrio a P4 regula a la baja la expresién de
receptores para P, particularmente en el epitelio luminal, e incrementan el nimero de
receptores para estrogenos inducidos por el mismo estradiol que se produce por el foliculo
dominante de la 1iltima onda folicular, induciendo estos la expresion a la alta de receptores
para oxitocina del CL gue estimulara la sintesis y liberacion de PGF», inicidndose con esto
la cascada de eventos que llevan a la luteslisis del CL con su consecuente regresion y
reduccion en la duracién de la fase hitea, resultados similares fueron observados por Garret
et al. (1988) quienes demostraron que la administracion de progesterona durante €l
metaestro reduce el intervalo entre estros por 4 dias {16.7 vs21.6 dias). El acortamiento del
intervalo entre estros resulto de una disminucién temprana de progesterona lo que coincidid
con un incremento de la liberacién pulsatil de PGFM concluyendo que la disminucion del
intervalo entre estros después del tratamiento con progesterona exogena esta mediado por
una maduracién temprana del Gtero que indica una liberacién temprana de PGF,, desde €l
endometrio uterino. Al respecto, McCracken er al. (1984) propusieron que la duracién de
la fase litea esta determinada por el tiempo que la concentracion de P, permanece alta y
esta se reduce cuando ocurre una disminucion de sus propios receptores (blogueo de
progesterona) cerca de 10 dias después. Posteriormente, un incremento de receptores a
oxifocina en el Utero los que se uniran a la oxitocina ovérica que inducira la hiberacion de

PGF,, desde el uterc estableciendo entre ambas hormonas el mecanismo de



retroalimentacion positiva que regula la secrecién pulsatil de PGF,, para completar el
proceso de regresion littea (Silvia er @i, 1991).

Resultados similares a los encontrados en el presente trabajo fueron reportados por
Hampton ef al. (1999) y Peterson et al. {2000) quienes observaron que la administracion de
progestagenos en etapas tempranas del ciclo estral induce una regresién prematura del CL
por liberacion anticipada de PGF,, asi mismo Mann ef al. (1998) demostraron que en
vacas ovariectomizadas a las que se les administré progesterona, la aplicacion de oxitocina
en Ia fase temprana de 1a fase Itea inducida acelerd la liberacion de PGF,, sin embargo en
otro experimento Mann (1999) encontrd que la frecuencia en la liberacion normal de
PGF,, ocurre independientemente de la secrecion de oxitocina litea, perc esta es necesaria
para mantener y regular la magnitud requerida para completar la luteélisis.

En otro estudio realizado por Fanning et al. (1992) encontraron que la
administracién de grandes cantidades de norgestomet aparentemente incrementa la eficacia
en la lisis del cuerpo liteo en hembras en metaestro. Por otro lado Salfen ef al. {1999) en un
estudio donde evaluaron el efecto de la presencia de un foliculo dominante y la
administracion exogena de estradiol sobre la duracion de la fase litea, encontraron  que
aquellos animales cuyos ciclos estrales presentaron solo dos ondas u oleadas foliculares el
inicio de la segunda onda fue mas tardio {12 dias después del estro) en comparacion con
los animales que presentaron tres oleadas de desarrollo folicular (9 dias) observandose una
reduccion en la duracion de la fase litea en los amimales tratados con estradiol,
argumentando que la lutedlisis acurrié antes (dia 14.5 del ciclo) en aquellos animales gue
presentaron dos ondas foliculares en comparacion con aguellos que presentaron tres ondas
(dia 19). Esta misma situacion utilizando progesterona durante el metaestro, ha sido
reportada por Macmillan v Peterson (1993); Burke er a/, (1994); Lynch er al. (1999)
quienes observaron una reduccion en el intervalo enire estros cuando el tratamiento
coincidié con la presencia de 2 ondas foliculares.

Basado en estos hallazgos es probable que la reduccion en la fase liitea encontrada
en los animales del grupo I haya sido inducida por wuna liberacién prematura de
prostaglandinas desde el endometrio uterino, debida por un lado al efecto de la saturacion
temprana de los receptores de progesterona ocupados por el progestigenc y por el otro 2
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que los animales hayan presentado dos ondas foliculares coincidiendo la mayoer produccion
de estradiol con el foliculo dominante presente al final de 1a fase de tratamiento.

Esta hipotesis se¢ ha observadc en vacas a las que se aplicd un progestigeno en
ausencia de CL y presentaron una mayor concentracion de estradiol en la circulacién
sanguinea durante el periodo de tratamiento en donde se enconfraron una mayor incidencia
de fases lateas subnormales debido a un estimulo luteotrdpico disminuide y liberacion
prematura o sensibilidad incrementada a oxitocina (Sanchez, 1993; Garverick er o/, 1988;
Fike et al., 1997).

En un estudio realizado por Macmillan ef al. (1991) en novillonas ciclando y
ovariectomizadas encontraron que la administracion durante el metaestro de CDIR por 12
dias redujo la longitud del cicle estral {18.2 VS 21 dias) comparado con €l grupo sin
tratamiento, concluyendo que los cambios en la concentracién de progesterona son
influenciados por 1a insercién o remocion del dispositivo, etapa del tratamiento, estado del
ciclo cuando el tratamiento fue iniciado o terminado, el nimero de disposifivos insertados y
cuando se aplica estrogeno o prostaglandinas.

El hecho de que en los animales del grupo I, Il y IV no se observaran cambios en
la duracion de la fase litea en el ciclo siguiente al tratamiento, probablemente se deba a que
no se altero el mecanismo endocrino natural que controla la regresion litea ya que durante
el tratamiento el retiro del implante de norgestomet coincidié con la regresién litea normal
(Figura 3), este hecho probablemente se deba a que efectivamente la respuesta al
norgestomet puede ser dependiente del momento y/o exposicién del Gtero a la progesterona
(Hampton et al., 1999).

Lo anteriormente expuesto pone de manifiesto que la exposicion prematura a la
progesterona adelanta el momento en el cual 1a habilidad de la P4 para inhibir la aparicion
de receptores endometriales de oxitocina se pierde, o se produce una disminucién a la baja
(down regulation) de los receptores para P, reduciendo con esto la duracion de la fase litea
(Hampton et al., 1999).

En cuanto a la concentracién de progesterona los resultados encontrados en el
presente estudio indican que no hubo diferencias entre ninguno de los grupos cuando
fueron comparados estos entre si durante el ciclo posterior al tratamiento, obteniéndose
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valoresde 2.7+1.0,23+1.0,53+ 1.1 y3.4 = 1.1 para los grupos tratados el dia 0, 5, 10 y
15 respectivamente, ni cuando se compararen con los valores encontrados durante €l ciclo
previo al watamiento (2.2 + 1.2 ng/ml).

Estos resultados difieren a los reportados por Burns ef a/. (1993) quienes al analizar
el efecto de la administracion de norgestomet en vacas durante los dias 9-14 del ciclo,
observaron la presencia de un CL de menor tamafio y menores concentraciones de
progesterona al dia 8, en comparacidn con vacas sin tratamiento. Por otro lado Howell ef al.
(1954) reportaron una menor concentracion de P; en vacas durante el verano con relacion
a los animales evaluados durante la primavera concluyendo que durante la estaciéon de calor
hay una reduccioén en la sintesis de progesterona probablemente por el estrés al que estan
sometidos los animales. Esto generalmente es cierto para vacas lecheras no asi en animales
cebi quienes desarrolian una mayor resistencia a los factores medioambientales existentes
en las regiones tropicales.

Un aspecto significativo en el presente trabajo fue el hecho de que cuando se
analizaron los niveles de progesterona por dia de muestreo, en todos los animales del grupo
I se observé una disminucion de los niveles de progesterona (<1ng/ml) entre los dias 14-17
del ciclo lo que indico una lutedlisis mas temprana en comparacion a los grupos I, II, IV
durante el ciclo antes y un ciclo posterior al tratamiento. Esta reduccion femprana como se
ha mencionado anteriormente probablemente se deba a que bajas concentraciones del
progestageno (3 mg) inducen liberacion de LH que en consecuencia estimula la produccion
de estradiol, aumento de receptores a oxitocina, captacion de oxitocina ovarica y liberacion
prematura de PGF,,, va que como lo ha reportado Mann et al. (1998), la exposicion a la
progesterona por 6 dias es suficiente para inducir una maxima habilidad para liberar PGFj,
en respuesta a la oxitocina, habiéndose observado que la influencia de la progesterona
sobre ¢l momento en gue se produce la huedlisis es mediada a wavés del control de
receptores de oxitocina, que se encuentran elevados 3-5 dias después del estro en ovejas
que presentan una reduccion en la fase Iitea (Hunter, 1991).

Por ofro lado en cuanto a la falta de estimulo luteotrépico que se ha mencionado
puede ser la causa en la reduccién de las concentraciones de progesterona, estudios
realizados por Peters ef al. (1994) han demostradc que un pulso cada hora de LH es
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necesario para mantener el desarrollo del cuerpo hiteo los primeros 2-12 dias del ciclo, v 12
administracion de un antagonista de LH en los primeros 2-12 dias alter6 el patron de
secrecion de LH y provocé una disminucién de los niveles de Py que se reflejd

aproximadamente 3 dias después de que se alteré la frecuencia de secrecion de LHL
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CONCLUSIONES

1. - Las evidencias encontradas en el presente estudio indican que Ia aplicacién de
norgestomet durante la fase temprana del ciclo (dia 0} afect6 la duracidén de la fase litea lo
que ocasiono un acortamiento del siguiente ciclo estral.

2. - La concentracion de progesterona durante el ciclo mo fue afectada
independientemente de la ctapa de aplicacién del norgestomet.

3. - Los resultados del presente estudio indican que es posible que la reduccién en la
duracidn de ia fase liitea, afecte Ia tasa de gestacién en animales {ratados durante los
primeros dias del ciclo lo cual deberz de ser objeto de posteriores estudios.

4. - Se sugiere gue un segundo experimento debera considerar la posibilidad de
analizar otras variables como podrian ser la dindmica folicular durante el tratamiento,
cuantificacion de PGFM e incrementar el famafio de la muestra lo que permitiria concluir

COnl Mayor CTHCZA.

-
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Anexo 1.

Cuadro de ANDEVA para mediciones repetidas de progesterona mediante un modele

ANEXOS

de SPLIT-PLOT (Experimento I¥)

Fuepte de variacion ([ SC GL CM F v.p
Entre vacas

Grupo 53 3 1.7561 0.24 0.867
Vacas dentro del grupe {87.0 12 7.2767

Dentro de vacas

Tiempo 309.8 6 51.6461 15.15 0.0001
Tiempo / grupo 13035 118 72418 2.12 0.03
Error 24540 172 341

Total 81333 111
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Anexo 2

Esquema de induccion del estro, determinacion de

progesterona y ultrasonografia
experimento I

implante

vy

17-14 -11

P4 P4 P4

' Grupo ¢CG (250 U1 de Gonadotropina Coridnica equina)

2 Grupo NG + VE (Implante con 3 mg de NG por $ dias + solucién oleosa con 3 mg de NG y 3 mg de
VE)

> Grupo NG+VE + eCG (Implante con 3 mg de NG por 9 dias + solucién oleosa con 3 mg de NG y §
mg de VE + 250 U1 de eCG &l retiro)

* pltrasonide (US)

&8



Anexo 3.

Esquema de sincronizacion del estro, determinacién
de progesterona y ultrasonografia

Experimento II (fase I)
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Apexo 4,

Sincronizacidn del estro, determinacion de
progesterona y ultrasonografia
Expnerimento II (fase 2}

* todos los grupos experimentales recibieron un implante de norgestomet (3mg) por 9
dias
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