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RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo valorar el efecto de la utilizacion del
protocolo de prolongacion de proestro J-Synch sobre el ambiente uterino en
vaquillas cruza cebl. Para esto se utilizaron 21 vaquillas cebu que fueron
divididas al azar en tres grupos de tratamientos de sincronizacion, en cada grupo
constituido por siete animales, respectivamente; se aplicé un tratamiento (J-
Synch normal y modificado, ademas de tratamiento convencional con Cipionato
de estradiol). Los datos fueron analizados utilizando un procedimiento de
modelos generales y mixtos para familia de datos normales con enlace identify
para evidenciar el efecto de las variables independientes sobre la variable
respuesta (ambiente uterino). Para todos estos analisis se utilizé el software
InfoStat. Como resultado en lo que respecta a la cantidad de receptores para
estradiol y para progesterona no se encontré diferencias estadisticas entre
grupos (P>0,05). Pero los grupos J-Synch 7d (7,0 £ 1,2) y J- Synch 6 d (6,8 =
1,4) presentaron mayores niveles de progesterona (P<0,05) que el grupo
Convencional (5,0 + 1,5). Ademas, mayores niveles de estradiol (P<0,05) se
encontré en los grupos J-Synch 7 d (15,7 £6,2) y J- Synch 6 d (15,0 + 5,7) frente
al grupo Convencional (11,0 + 5,6). Mientras que no se encontré diferencias
estadisticas para diametro de cuerpo luteo y tasa de prefiez (P>0,05). Se
concluye que el tratamiento de sincronizacién genera similares cantidades de
receptores endometriales para progesterona y estradiol que los tratamientos
controles; sin embargo, los niveles hormonales fueron mayores en los
tratamientos con prolongacién de proestro.

PALABRAS CLAVE

Estradiol, Progesterona, Ambiente uterino, Receptores endometriales.
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ABSTRACT

This research aimed to assess the effect of the use of the J-Synch proestro
prolongation protocol on the uterine environment in zebu cross heifers. For this,
21 zebu heifers were used that were randomly divided into three groups of
synchronization treatments, in each group consisting of seven animals,
respectively; a treatment was applied (normal and modified J-Synch, in addition
to conventional treatment with estradiol cypionate). The data was analyzed using
a general and mixed model procedure for a family of normal data with identify link
to demonstrate the effect of the independent variables on the response variable
(uterine environment). The InfoStat software was used for all these analyzes. As
a result, regarding the number of receptors for estradiol and progesterone, no
statistical differences were found between groups (P> 0.05). But the J-Synch 7 d
(7.0 £ 1.2) and J-Synch 6 d (6.8 + 1.4) groups had higher progesterone levels (P
<0.05) than the conventional group (5.0 = 1.5). In addition, higher levels of
estradiol (P <0.05) were found in the J-Synch 7 d (15.7 £ 6.2) and J-Synch 6 d
(15.0 £5.7) groups compared to the Conventional (11.0 £ 5.6). While no statistical
differences were found for corpus luteum diameter and pregnancy rate (P> 0.05).
It is concluded that the synchronization treatment generates similar amounts of
endometrial receptors for progesterone and estradiol than the control treatments;
however, hormonal levels were higher in treatments with proestrous prolongation.

KEY WORD

Estradiol, Progesterone, Uterine environment, Endometrial receptors.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

La Inseminacion artificial (I.A) ha ganado mucha popularidad y empezé a ser
utilizada de una manera masiva desde gque se implemento la IA a tiempo fijo IATF
(B6 et al., 2013), la cual no necesita detectar el estro, disminuyendo las horas en
que se realiza el trabajo y los errores en la eficiencia de la técnica. En los actuales
momentos existe una amplia gama de tratamientos de IATF disponibles para
poder utilizarlas tanto en ganaderias de carne como también para produccion de
leche (BO et al., 2013; B6 et al., 2016).

El uso de protocolos de sincronizacibn modernos permite a los ganaderos
obtener excelentes resultados dentro de un eficiente progreso genético, es
considerado hoy por hoy sustancial en estos procesos. En los actuales
momentos la industria ganadera pretende que los animales ya sean de carne o
leche alcancen un alto rendimiento productivo y que por afio se logre obtener un
ternero por vaca. Muchas veces es complicado alcanzar dichas metas por
circunstancias como: mal manejo y la mala seleccion de reproductores
(Saldarriaga, 2009).

También los tratamientos Co-Synch han sido utilizados junto a la insercién de un
dispositivo con P4 resultando en mejores tasas de prefiez en vaquillonas de
carne (Martinez et al., 2002). Con respecto a la fertilidad de esta estrategia,
Bridges et al. (2008) reportan que las tasas de prefiez fueron 10,5 puntos
porcentuales superiores en las tratadas con Co-Synch de 5 dias en comparacion
con las tratadas con Co-Synch de 7 dias. Estos resultados son iguales a los
publicados Santos et al. (2010) en vacas lecheras con una mejora significativa

en las tasas de prefiez en los animales que recibieron un Co-Synch de 5 dias.

En vaquillas de carne se ha demostrado que es exitoso el tratamiento Co-Synch
de 5 dias con IATF a las 72 h al ser comparado con otros dos protocolos (Perry
et al., 2012) el cual logro alcanzar tasas de prefiez por encima del 60%. Whittier
et al. (2013) mencionan en una investigacion que existen reportes en los cuales

las vacas cruza Angus que fueron sincronizadas con el Co-Synch de 5 dias,



tuvieron mayor porcentaje de prefiez que aquellas que recibieron un protocolo
Co-Synch de 7 dias (58,1% vs. 55,1%; P<0,05).

Ademas, B0 et al. (2016) reportan de un nuevo tratamiento el cual utiliza un
protocolo basado en la aplicacibn de benzoato de estradiol (EB) con un
dispositivo que contiene P4, cuando la remocién del dispositivo con P4 fue hecha
6 dias después y se prolongé el proestro administrando GnRH como inductor de
la ovulacion a las 72 h en lugar de las 48 h. Este nuevo protocolo tomé el nombre
de J-Synch (de la Mata y B6, 2012) el cual ha dado lugar a tasas de prefiez a la
IATF donde tendieron a ser mayores con el protocolo J-Synch que con el
protocolo Convencional utilizado en Argentina en las vaquillas de leche (Ré et
al., 2014; 2015) y significativamente mayores en vaquillonas de carne y
receptoras de embriones (B0 et al., 2016, Menchaca et al., 2016).

Existen varios estudios en los cuales el buen tamafo del foliculo dominante es
de suma importancia en la formacion de un buen cuerpo IUteo que segregue
niveles significativos de progesterona (P4) lo cual determinara un buen ambiente
uterino para el desarrollo del embrién. EI ambiente uterino se define como la
capacidad del organismo materno para hospedar el conceptus exitosamente. La
receptividad uterina va a depender de la adecuada concordancia del eje
conceptus — cuerpo liteo — endometrio y esta dado. Esto esta controlado por dos
mecanismos, el primero que va a depender de la madre, y se establece entre la
relacion de los estrégenos (E2) y la progesterona (P4). El segundo es mediado

por el trofoblasto que secreta interferon Tau (INFt) (Gonella et al., 2010).
Teniendo en cuenta lo planteado con anterioridad surge la siguiente interrogante:

¢,Con la prolongacion del proestro utilizando el protocolo J-Synch en vaquillas,
se aumentara el ambiente uterino de los animales sincronizados en comparacion

con los protocolos tradicionales con Cipionato de Estradiol?



1.2. JUSTIFICACION

La inseminacion artificial esta cumpliendo un papel muy importante en nuestro
pais en la reproduccién ganadera bovina, por lo que es necesario hacer el uso
de esta biotecnologia y asi aprovechar sus ventajas tales como reducir costos,
tiempo, aumentar la rentabilidad y productividad dentro de los hatos ganaderos
de pequefios y grandes productores, ya que sin reproduccion no hay produccion
(Suérez, 2015). Durante los ultimos afos los investigadores han venido
desarrollando un sin nimeros de protocolos para sincronizar la ovulacién y asi
lograr evitar la necesidad de detectar el celo pudiendo ser este eliminado o por
los menos minimizado y esto sin comprometer las tasas de prefiez (Colazo et al.,
2007).

Al implementar sistemas que permitan un mayor control del momento exacto en
que las vacas deben ser inseminadas, permite tener un mayor y mejor control
reproductivo de los animales, lo que llevara a obtener mayores ganancias
econdémicas y animales genéticamente mejorados. Dentro de la industria
ganadera es muy importante que las personas tengan conocimiento de como se
logran obtener mejores animales tanto en lo reproductivo como en lo productivo,
dentro de esto se aplica la labor del industrial pecuario, lo cual consiste asesorar
a las personas que estén inmersos dentro de la ganaderia sobre las ventajas de
lal.A.T.F y lamanera en que pueden ahorrar sus recursos para asi lograr mejorar
los hatos con genética de una Optima calidad (Saldarriaga, 2009).

En la actualidad se han implementado trabajos para evaluar el uso de
tratamientos cortos, dentro de estos se encuentra el J-Synch el cual consiste en
la insercion de un dispositivo intravaginal que contiene progesterona por un
periodo de 6 dias, acompafado de una dosis de benzoato de estradiol (BE) al
inicio del tratamiento para sincronizar el inicio de una nueva onda folicular, una
vez que se retira el dispositivo intravaginal se aplica un agente luteolitico, y
después de 72 horas se realiza la IATF y se aplica GNRH (de La Mata et al.,
2015).

La secrecion de progesterona por parte del CL va a estimular la actividad

secretora de las glandulas endometriales las cuales producen ciertas sustancias



gue son las encargadas de mantener el embridon hasta la formacion de los
placentomas. El embridn es activo desde el punto de vista enddcrino desde muy
temprano, produce prostaglandinas, esteroides y algunas proteinas. Durante la
gestacion la inactividad uterina es atribuida a la progesterona, que inhibe
cualquier actividad contractil, asi previene que los embriones o fetos sean
expulsados (Ochoa, 2013).

Segun Gonella et al. (2010) cuando la fertilizacion y desarrollo embrionario son
exitosos, el interferon Tau (INTf) ejerce su efecto luteotropico, esto ocurre entre
el dia 15 y 19 de la gestacion, dando paso al proceso donde ocurre el
reconocimiento materno para evitar la regresion luteal y asegurar la
sobrevivencia del embrion. Ademas, asi como los receptores de progesterona y
de estradiol, también el INTf colabora y estimula al organismo materno para
producir un microambiente uterino adecuado que le brinde al embridn
condiciones nutricionales, inmunolégicas Yy fisioldgicas las cuales son Optimas

para su desarrollo, lo cual repercute en la tasa de prefiez de los animales.

Por todo lo expuesto anteriormente esta investigacion tiene relevancia porque
pretende aumentar la cantidad de receptores endometriales para progesterona
y estradiol presentes en el Utero en vaquillas cruza cebu, utilizando un protocolo
de prolongacion de proestro. Como argumenta Gonella et al. (2010) la
receptividad uterina va a depender de la adecuada concordancia del eje

conceptus — cuerpo lateo — endometrio.



1.3. OBJETIVOS
1.3.1. OBJETIVO GENERAL
Valorar el efecto de la utilizacion del protocolo de prolongacion de proestro J-

Synch sobre el ambiente uterino en vaquillas cruza cebd.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar el ambiente uterino a través de receptores endometriales de
progesterona y estradiol mediante Inmunohistoquimica en las vaquillas tratadas
con el protocolo J-Synch normal, modificado y tratamiento convencional con

Cipionato de estradiol.

Determinar los niveles séricos de progesterona y estradiol en vaquillas tratadas
con el protocolo J-Synch normal, modificado tratamiento convencional con

Cipionato de estradiol.

Estimar el didmetro de los cuerpos luteos y el porcentaje de tasa de prefiez en
vaquillas tratadas con el protocolo J-Synch normal, modificado y tratamiento

convencional con Cipionato de estradiol.

1.4. HIPOTESIS

La prolongacion del proestro y la reduccién del periodo de insercion del
dispositivo con progesterona (protocolo J-Synch) aumentaran la cantidad de
receptores endometriales para progesterona y estradiol presentes en el Gtero en

vaquillas cruza cebd.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO
2.1. AMBIENTE UTERINO

Se conoce como ambiente uterino a la capacidad del organismo materno para
hospedar el conceptus con éxito la receptividad uterina va a depender de la
correcta sincronizacion del eje conceptus-cuerpo Iuteo-endometrio (Gonella et
al., 2010). Es controlado por la madre a través de las relaciones entre la
progesterona (P4) y los Estrogenos (E2); y también por el trofoblasto mediante
la secrecion de interferon Tau (INFt). Los estrogenos son sintetizados en las
células foliculares del ovario y determinan los cambios morfoldgicos,
fisicoquimicos y de la manera de comportarse de la hembra cuando esta en celo.
La P4 es sintetizada por el cuerpo Iuteo (CL) y promueve, entre otros cambios a

nivel del endometrio para la manutencion de la gestacion (Callejas, 2001).

Segun Gonella et al. (2010) demuestran que el INFt ejerce su efecto luteotréfico
entre los dias 15 y 19 de la gestacién, desencadenando el proceso de
reconocimiento materno para evitar la regresion luteal y asegurar la

sobrevivencia del embrion.

Desempefia un papel muy critico el ambiente uterino al momento del desarrollo
temprano de la prefiez, la elongacién y la adhesion. Durante el ciclo estral en el
endometrio se producen cambios en cuanto a su estado de diferenciacion y
composicién, estos cambios son regulados principalmente por progesterona,

estradiol y oxitocina (Spencer y Bazer, 2004).

Ozturk, (2010) y Nakamura et al. (2005) manifiestan que el estradiol alteré los
ritmos circadianos en el Utero. Ademas, Albrecht (2006) los genes CLOCK
regulan la transcripcion de otros genes y las oscilaciones biolégicas de una forma
especifica segun el tejido en respuesta a cambios en el estado de nutrientes, la

duracion del dia y probablemente otras influencias ambientales.

El Gtero también tiene la probabilidad de perjudicar el desarrollo del embrion y la
sobrevivencia a través de los nutrientes secretados dentro del mismo; el

histotrofo uterino estd compuesto de factores de crecimiento, nutrientes,



proteinas glucosa, agentes inmunosupresores, enzimas e iones (Gray et al.,
2001).

La sincronizacion de los cambios en ambiente uterino es de importancia critica
para que el embrion sobreviva. En el ganado vacuno la sincronia entre el embrion
y el utero debe ser £ 24 horas, y el estradiol ovarico juega un papel importante

en el establecimiento del momento de la receptividad ovérica (Hasler, 2001).

Es de suma importancia conocer que en los bovinos la adhesion y placentacion
no ocurren de una manera rapida, el embrién va a permanecer en la luz del Gtero
hasta que se produce la adhesion, durante esta fase, la sobrevivencia del
embrién es dada por la calidad del ambiente uterino, principalmente porque

depende de la nutricién histotrofica (Butler y Alberio, 2016).

El reconocimiento de la gestacion (fundamentalmente secrecion del interferén
Tau por parte del trofoblasto) implica los cambios (transcripciones) de células
gue se encuentran en el endometrio para que originen el medio adecuado para
la nutricion histotréfica. Esto es dependiente de los niveles de P4. Estas
modificaciones en el histotrofo estimulados por la P4 son los comprometidos de
la contundente elongacion del embridén lo cual sucede entre los dias 10 a 12
(Butler y Alberio, 2016). Por otra parte, el interferon tau no se restringe a evitar a
evitar la lisis del cuerpo luteo permitiendo la secreciéon de P4 por el CL activo,
sino que posee también una accién inmunomoduladora impidiendo el rechazo

inmunoldgico del embrién por su condicion de alojamiento (Chelmonska, 2002).

Esta claro que una de las principales indicaciones de prefiez esta dada por la
accion del ITFt, este es un defensor del CL porque es antileutolitico e
indirectamente luteotrofico por la estimulacion de la produccion de PGE2 entre
el dia 8y 9 (Bajaj y Sharma, 2011). La calidad del medio uterino y la produccion
del histotrofo son absolutamente dependientes de los estrogenos y
progesterona, los factores que afectan los niveles de estas hormonas afectaran
la viabilidad del embrion (Bridges et al., 2013).



2.2. PROGESTERONA

Una de las hormonas clave en el control del desarrollo del embrion es la
progesterona que provoca la produccidn de la secrecion del endometrio
suficiente para un excelente desarrollo del embrion (Mann et al., 2006), niveles
bajos de P4 se ha relacionado con el fracaso del embarazo temprano y el mal
desarrollo embrionario, probablemente debido a una prematura maduracion del
ovocito disminuyendo la capacidad del embridén para un crecimiento y desarrollo

apropiado (Butler y Alberio, 2016).

En algunos estudios se determina que la P4 subluteal en la Ultima etapa del ciclo
deprime seriamente la prefiez, ya sea por afectar la fertilidad del ovocito que es
ovulado, por afectarse la sobrevivencia de los ovocitos fecundados que no
pueden seguir el desarrollo y finalmente por afectarse la morfologia y las
secreciones del utero (Shaham et al.,, 2001). La P4 es esencial para la
sobrevivencia del embrion, el desarrollo y el reconocimiento de la prefiez,
Concentraciones altas de P4 han sido asociadas con un aumento de la tasa de

desarrollo del conceptus (Garret et al., 1988).

2.3. ESTRADIOL

Butler y Alberio (2016) reportan que esta hormona coordina eventos fisiol6gicos
esenciales para la reproduccién, tales como el transporte espermatico,
manifestacion del celo, la preparacion de las células de los foliculos para su

luteinizacion y por lo siguiente la produccién de P4.

Bé et al. (2016) menciona que el uso de estradiol (estradiol-17 o benzoato de
estradiol) y dispositivos intravaginales con progesterona; estan relacionados con
programas de IATF, sincronizacion de receptoras de embriones a tiempo fijo y
donantes de embriones, pertenecientes a los protocolos de superovulacion de

Bos indicus y Bos taurus.

2.4. J-SYNCH COMO PROTOCOLO DE IATF EN GANADO
BOVINO

En el afio 2012 de la Mata y B6 desarrollaron un protocolo que tomé por nombre
J-Synch en el cual utilizan BE y progesterona por un periodo reducido de tiempo
(6 dias) acortando de este modo el periodo de dominancia, asimismo del uso de



GnRH como inductor de la ovulacién a las 72 horas; obteniendo prolongar el
proestro (de la Mata, 2016).

Con el J-Synch se han obteniendo resultados cercanos al 60% de prefiez en
vaquillonas, que demuestran una mejora en la tasa de concepcién en programas
de IATF (Ré et al., 2014; B0 et al., 2016; de la Mata et al., 2016,). Mientras que
Yanez et al. (2018) indican que, el uso de un protocolo con proestro prolongado
(JSynch), mejora la tasa de prefiez (P<0,05), cuando se insemina a las 60 horas
(61%) de retirado el dispositivo con progesterona, en comparacion con la

inseminacion a las 72 horas (47%).

Ademas, Menchaca et al. (2017) reporta que este protocolo aumenta la tasa de
prefiez comparado con el protocolo convencional de siete u ocho dias con
estradiol, especialmente cuando se utiliza hormona coriénica equina (eCG) al

retirar el dispositivo.

2.5. TRATAMIENTO CON J-SYNCH

J-Synch es un protocolo a base de estradiol que estimula el desarrollo del foliculo
dominante antes de la ovulacién. Este protocolo de IATF con J-Synch hace uso
de BE y progesterona para conseguir sincronizar el inicio de una nueva onda
folicular, empleando la insercion del dispositivo de progesterona de 6 dias en
lugar de 7 u 8 dias y administrando GnRH como inductor de la ovulacion a las
72 horas posterior de la remocion del DIV junto con la IATF con el fin de prolongar
el proestro (de la Mata et al., 2012).

El tratamiento J-Synch ayuda a disminuir el tiempo de duracién del dispositivo y
como aumentar el periodo de proestro, lo que se traduce en ovulacién y mejoras
de la tasa de prefiez; con una mayor probabilidad de éxito de la reproduccion del
ganado (Gamboa, 2020).

2.6. PROTOCOLO CONVENCIONAL

Este protocolo es a base de progestdgenos impregnados en dispositivos
intravaginales bovinos. En el dia 0 se realiza la aplicacién del dispositivo junto
con la administracion de benzoato de estradiol, en el dia 8 se retira el dispositivo

y se aplica una dosis de prostaglandina. El dia 9 se efectia una segunda
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aplicacion BE y por ultimo el dia 10 se procede a la respectiva inseminacion
considerando (B6 y Baruselli, 2014; B6 et al., 2015).



CAPITULO lll. DESARROLLO METODOLOGICO
3.1. UBICACION DE LA INVESTIGACION

La actual investigacion se efectud en la provincia de Manabi en el canton San
Vicente en la empresa “Agricola El Naranjo” S.A, Hacienda “El Napo™, ubicada
entre las coordenadas geograficas 000 33°29,8” de latitud sur y 0,800 25'36,8”
de latitud oeste, la temperatura media va desde los 28 y 30 ° C, y se haya a una

altura de 5 msnm.

3.2. CARACTERISTICAS CLIMATICAS

Cuadro 3. 1. Condiciones climaticas de la hacienda Napo.

Condiciones climaticas Promedios
Pluviosidad media anual (mm) 1350
Temperatura media anual (gC) 28

Humedad relativa anual (%) 80
Heliofania anual (horas/sol) 4380
Evaporacion anual (mm) 1652,3

Fuente: Instituto nacional meteorologia e hidrografia (2020).

3.3. DURACION DEL TRABAJO
La presente investigacion tuvo una duracion aproximada de seis meses, de los

cuales tres meses fueron a nivel de campo y tres meses de laboratorio.

3.4. METODOS Y TECNICAS

Como método en esta investigacion se utilizé el método experimental, donde un
conjunto de variables se mantiene constantes, mientras que el otro conjunto de
variables se mide como sujeto del experimento (Rodriguez y Pérez, 2017);
mientras que como técnica se utilizé la observacion y medicién que permitié la

verificacion y andlisis de las muestras evaluadas (Canquil et al., 2019).

3.5. FACTOR EN ESTUDIO
Protocolos de sincronizacion para IATF

3.6. DISENO EXPERIMENTAL
Esta investigacion fue de tipo experimental que incluye datos descriptivos y

comparativos entre los tratamientos no incluyé disefios experimentales
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tradicionales, por ese motivo en el proceso de analisis de datos se aplico los

procedimientos de los modelos lineales generalizados y mixtos.

3.7. UNIDAD EXPERIMENTAL

Las unidades experimentales estuvieron conformadas por un total de 21
vaquillas ciclicas cruza cebu, con un peso mayor a 270 Kg y con una condicién
corporal 2,5 a 3,5y edad promedio de 24 meses. Del total de los animales, fueron
divididos en tres grupos experimentales (7 por grupo) y en cada grupo se aplico
un tratamiento diferente (J-Synch normal; J-Synch modificado y tratamiento
convencional con Cipionato de estradiol o control).

3.8. VARIABLES
3.8.1. VARIABLES INDEPENDIENTES
Protocolos de sincronizacion para IATF

3.8.2. VARIABLES DEPENDIENTES
Cantidad de receptores para E2. (n)

Cantidad de receptores para P4. (n)
Niveles de estradiol (E2) (pg/mL)
Niveles de progesterona (P4) (ng/mL)
Didmetro de los cuerpos luteos (mm)
Tasa de preiiez (%)

3.9. PROCEDIMIENTOS

Para esta investigacion se llevaron a cabo las siguientes actividades:

3.9.1. ANIMALES E INSTALACIONES

Para este trabajo se utilizaron vaquillas cruza cebu que fueron divididas por
grupos. Para la seleccion de las vaquillas se utilizaron los siguientes criterios de
inclusion: condicion corporal entre 2,5 a 3,5 [escala del 1 (flaca) al 5 (obesa)]
(Lopez, 2006). Peso corporal mayor a 270 Kg, con un desarrollo uterino
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apropiado (diametro de los cuernos proximo a la bifurcacion mayor a 2 cm
aproximadamente) y con presencia de CL y/o foliculos mayores a 10 mm de

diametro en los ovarios (de la Mata, 2016).

3.9.2. APLICACION DE PROTOCOLOS

Los protocolos utilizados en la investigacion se observan en la Figura 3.1. El
tratamiento denominado J-Synch 6 dias consistié en la administracion de 2 mg
de benzoato de estradiol (BE, Gonadiol®, Zoetis, Argentina) y un dispositivo
intravaginal con progesterona (DIB 0,5 g®, Zoetis, Argentina) en el Dia 0. En el
Dia 6 se removieron los DIB y se administrdo 500 ug de cloprostenol (PGF2q;
Ciclase DL®, Syntex, Argentina). En el Dia 9 (72 h pos-retiro de DIB) se realiz6
la IATF y en las vaquillas que no manifestaron celo se administré una dosis de
100 pg de acetato de gonadorelina (GnRH; Gonasyn Gdr®, Syntex, Argentina).

El segundo tratamiento de prolongacion de proestro también denominado J-
Synch 7 dias, de dispositivos intravaginales de P4. En el Dia 0, todas las vacas
recibieron un dispositivo intravaginal con 0,5 g de P4 (DIB 0,5; Zoetis) y una
aplicacion inyectable por via intramuscular (IM) de 2 mg de benzoato de estradiol
(BE, 2ml de Gonadiol 0,5; Zoetis). En el Dia 7 todos los animales fueron reunidos
para la remocion del dispositivo de progesterona recibieron, una dosis de 500 ug
PGF2a (2 ml de Dinolytic®, PGF, Zoetis), una dosis de 400 Ul de gonadotrofina
coriénica equina (eCG), (eCG; 2ml de NOVORMON 5000 Syntex, S.A.
Argentina). En el Dia 9 (72 h pos-retiro de DIB) se realizé la IATF y en las
vaquillas que no presentaron celo se administré una dosis de 100 pg de acetato

de gonadorelina (GnRH; Gonasyn Gdr®, Syntex, Argentina).

El tratamiento Convencional consistié en 2 mg de BE y un DIB 0,5 (Zoetis,
Argentina) en el Dia 0. En el Dia 7 se administr6 PGF2a (Ciclase DL®, Syntex,
Argentina), 0,5 mg de cipionato de estradiol (CPE; Cipiosyn®, Syntex, Argentina)
y se retiraron los DIB. En el Dia 9 (48 h pos-retiro de DIB) se realizé la IATF.
Todas las hormonas inyectables se administraron por via intramuscular (IM)
profunda con agujas 40 x 12 -18 G x 1 %2 y jeringas de volumen adecuado (3 0 5

ml totales).
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Dia 0: todos los animales

&

J-Synch 7 dias y J-
Synch 6 dias
Diabo7
Remocidn disp.

+PGF
»50% Pérdida de pintura= en +eCG

h 4

Grupo Convencional recibieron un dispositivo P4 +
Eneldia7 2ml de BE
Remocion disp.
+ PGF +ECP
+eCG
*pintura

» celo *pintura

<50% de pintura= No en celo

Dia 9 Dia9010

v L

Grupo Convencional J-Synch 7 dias y J-
IATF Synch 6 dias
Deteccién de celo Dia90 10
48-52h IATF
Deteccidn de celo
70-74h
v

TODOS LOS ANIMALES SIN CELO FUERON TRATADOS CON GnRH

Figura 3. 1. Protocolos utilizados en la investigacion.

3.9.3. OBTENCION DE MUESTRAS DE SANGRE

Para determinar los niveles hormonales, se tomo aproximadamente muestras de
9 mL de sangre por puncién yugular. Para estos se utiliz6 tubos de marca
Vacuette® Las muestras fueron centrifugadas a 4000 RPM durante 30 minutos
para separar el suero, cuando se efectué esto, se tomé las muestras para
destinarlas a tubos ependors. Las agujas con la que se tomé las muestras de
sangre fueron solo usadas una vez; se fue colocando las muestras de sangre en
una caja de espuma de poliuretano a mas o menos <15 °C y después se
centrifugd la sangre a medida que se completa los espacios de la centrifuga. Una
vez finalizado la toma de muestra se almacend en un congelador a una

temperatura maxima de 8 °C como maximo.

3.9.3.1. ANALISIS DE LAS MUESTRAS SANGUINEAS PARA
PROGESTERONA SIETE DIAS POST-OVULACION

Las muestras de plasma/suero se determinaron en el Laboratorio de
Endocrinologia y Metabolismo Animal, Facultad de Veterinaria, Montevideo,
Uruguay. Las concentraciones de Estradiol fueron determinadas por un

radioinmunoensayo (RIA) en fase liquida utlizando kits de MP (MP
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BIOMEDICALS, INC. Solon, OH 44139 USA). La concentracion minima
detectable del ensayo fue de 2,8 pg/mL. Los coeficientes de variacion
intraensayo para el control 1 (15 pg/mL) fue 16,6 %. El coeficiente de variacion

interensayo para el mismo control fue 19,1 %.

3.9.3.2. ANALISIS DE LAS MUESTRAS SANGUINEAS PARA
ESTRADIOL SIETE DIAS POST-OVULACION

Las muestras de plasma/suero se determinaron en el Laboratorio de
Endocrinologia y Metabolismo Animal, Facultad de Veterinaria, Montevideo,
Uruguay. Las concentraciones de Progesterona fueron determinadas por un
radioinmunoensayo (RIA) en fase sdlida utilizando kits de MP (MP
BIOMEDICALS, INC. Solon, OH 44139 USA). La concentracion minima
detectable del ensayo fue de 0,020 ng/mL. Los coeficientes de variacion
intraensayo para el control 1 (0,21 ng/mL) y el control 2 (5,4 ng/mL fueron 21,6

%y 11,7 % respectivamente.

3.9.4. MUESTRAS UTERINAS PARA INMUNOHISTOQUIMICA

Para la medicidn de receptores se tomaron muestras de endometrio el dia de la
IATF tanto en el grupo J-Synch (n=7), J-Synch modificado (n=7) como en el
grupo Convencional con Cipionato de estradiol (n=7). Se utilizdé cepillos
citolégicos (Cytobrush) adaptados a la pistola de inseminacion. Para la
maniobra, se administr6 140 mg de procaina clorhidrato como anestesia

epidural.

Se higienizé la regién perineal, y se introdujo la pistola de inseminacién
previamente preparada con el Cytobrush con camisa sanitaria por via vestibulo-
vaginal hasta el cérvix uterino, para finalmente tomar las muestras de endometrio
ipsilateral al CL presente (dos muestras) y contralateral al mismo (una muestra),
asegurandose que se realice en el tercio craneal del cuerno uterino. Una de las
muestras endometriales ipsilateral al CL fue destinada para el estudio de
receptores nucleares de esteroides sexuales (PR y ER 1) por técnicas de

inmunohistoquimica (IHQ).

Las muestras se fijaron en paraformaldehido al 4% y embebida en parafina para

el estudio de IHQ, se congelaron en nitrégeno liquido (-196°C) y fueron
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almacenadas a -80 ° C. La IHQ se realiz6 en el Laboratorio de Técnicas
Nucleares de la Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica,

Montevideo, Uruguay.

3.9.5. INMUNOHISTOQUIMICA

Sobre las muestras obtenidas mediante Cytobrush y fijadas para IHQ, la inmuno-
reactividad de las proteinas de interés fue visualizada en cortes transversos de
5- um de tejido uterino ipsilateral al CL, utilizando una técnica de
inmunohistoquimica de adivina-biotina peroxidasa. Los cortes de tejido fueron
desparafinados y rehidratados en concentraciones decrecientes de etanol. Los
cortes se colocaron en citrato de sodio 0,01 M (pH 6,0) y colocados en
microondas por 4,5 minutos para mejorar la exposicion del antigeno. El
procedimiento se llevo a cabo a temperatura ambiente. Luego del lavado con
PBS (0,01M, pH 7,5), la actividad no especifica de las peroxidasas endégenas

se bloqued con peroxido de hidrégeno al 3 % en metanol durante 10 minutos.

Luego del lavado con PBS durante 10 minutos, las muestras fueron incubadas
con suero de caballo normal (NHS; Vector laboratories, Burlingame, CA, United
States) durante 60 minutos en camara humeda. Luego, estas se incubaron por
1 hora con el anticuerpo primario monoclonal de ratén anti-ERa (Santa Cruz, Los
Angeles, CA, USA), anti-PR (Zymed, San Francisco south, CA, USA) y policlonal
de conejo anti-IGF-1R (abcam, England, United Kingdom) y policlonal de conejo
anti-IGF-1R (abcam, England, United Kingdom) diluidos en PBS 1:25, 1:100
,1:50 y 1:100, respectivamente.

Los controles negativos son generados reemplazando al anticuerpo primario por
un homologo IgG no inmundgeno a una concentracion equivalente. Después de
la union del anticuerpo primario, los cortes fueron incubados con el anticuerpo
secundario (IgG biotinilado; Vector laboratories, Burlingame, CA, United States),
anti-raton (ERa, PR), anti-cabra (IGF-1) o anti-conejo (IGFR1) diluidos en suero
de caballo normal o suero de cabra. El Kit Vectastain ABC (Vector Laboratories)
es utilizado para la deteccion de proteinas. La localizacion de la enzima ligada
se visualiz6 mediante 3, 3-diaminobenzidina en H202 (DAB kit; Vector
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Laboratories) y los cortes fueron tefiidos con hematoxilina y deshidratados antes

de ser montados.

3.10. ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis de ambiente uterino (receptores endometriales de progesterona
y estradiol), concentraciones séricas de estradiol y progesterona en el tiempo se
utilizé Modelos Lineales Generales Mixtos (MLGM) R? para familias de datos
normales con enlace identify para evidenciar el efecto de la variable
independiente (Protocolos de sincronizacién para IATF), sobre las variables
dependientes (cantidad de receptores para E2, cantidad de receptores para P4.
niveles de estradiol, niveles de progesterona, diametro de los cuerpos luteos y

tasa de prefiez).

Las medias fueron ajustadas y comparadas por el test de LSD de Fisher con un
alfa de 0,05 para determinar diferencias significativas. los datos fueron
presentados en cuadros analizados con el software InfoStat en version

profesional (Di Rienzo et al., 2021).



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CANTIDAD DE RECEPTORES PARA ESTRADIOL Y
PROGESTERONA EN VAQUILLAS CRUZA CEBU

En lo que respecta a la cantidad de receptores para estradiol (Cuadro 4.1) no se
encontro diferencias estadisticas entre grupos (P>0,05); J-Synch 7 d (9,9 + 3,8)
J- Synch 6 d (10,7 £ 4,2) y convencional (9,5 = 3,7), ademas la cantidad de
receptores para progesterona fueron similares entre grupos (P>0,05); J-Synch 7
d (12,9 £ 3,3) J- Synch 6 d (12,7 + 2,2) y convencional (12,7 + 2,2).

Si bien no hay diferencia significativa en la cantidad de receptores para estradiol
y progesterona existe una cantidad de diferencia numérica, lo que puede estar
relacionado a que no fueron muchas vaquillas muestreadas para receptores
endometriales, por lo que habria que aumentar el niumero de unidades
experimentales, con lo cual la investigacion podria mejorar. Todo esto tomando
en cuenta factores de suma importancia tales como: raza, clima, nutricion,
condicién corporal, estrés, evaluacion previa mediante ecografia de la actividad

ovarica, estricto control sanitario.

Cabe mencionar que el ambiente uterino juega un papel muy importante en la
prefiez, el cual se puede ver afectado por muchos de los factores descritos
anteriormente, facilitando asi al Utero la probabilidad de perjudicar el desarrollo
del embriéon. Hay que destacar que la P4 es de suma importancia en la
sobrevivencia del embrion ya que es la que produce la secrecion suficiente del
endometrio para un desarrollo favorable del mismo. Debemos tener en cuenta
que en los receptores endometriales la preparacion y acondicionamiento del
atero en el momento de la sincronizacion va asociado a una cuestion de relacion

Utero-fetal mas no a los niveles séricos de progesterona y estradiol.

Cuadro 4. 1. Cantidad de receptores para estradiol y progesterona en vaquillas cruza cebu.

Grupo Cantidad de receptores para E2. Cantidad de receptores para P4.
J-Synch 7d 99+38 12933
J-Synch 6 d 10,7 £4,2 12,7122

Convencional 9537 1271272
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Estos resultados son similares a los datos reportados por de la Mata (2018) que
no encontrd diferencia significativa en la cantidad de receptores para P4 entre

los grupos Convencional y J-Synch (9,6 £ 0,7 frente a 9,4+ 0,6, respectivamente).

Mientras que Bosolasco et al. (2021) al administrar 0,5 mg de ECP en un
protocolo basado en progesterona en vacas de carne anestrosas, encontré (8,7
+ 0,4) de cantidad de receptores para estradiol, mientras que para cantidad de

receptores para progesterona (8,6 = 0,4).

De igual forma Nufez et al. (2020) en su investigacion no encontraron ningun
efecto de los tratamientos (J-Synch 6 d; J-Synch 7 d) en la cantidad de los
receptores de progesterona y estrégeno. Resultados similares a los reportados
por, de la Mata et al. (2018) al no encontrar diferencias significativas para la
cantidad de receptores para E2 para el convencional y J-Synch fue 8,9 £ 0,2y

8,9 £ 0,2, respectivamente.

Mesquita et al. (2014) evidencia en la correlacion positiva entre las
concentraciones de estradiol durante el proestro y el estro, y la expresion del
receptor alfa de estrogeno después de la ovulacion. Mientras que Neirijnck y
Papaioannou (2019) reportan que la expresion uterina aumenté en aquellas
vacas que recibieron tratamiento con ECP, lo que sugiere una mejor respuesta
del endometrio a la insulina. Por lo tanto, la mayor expresion de receptores para
estradiol y progesterona sugiere que el tratamiento con ECP mejora el entorno
uterino, lo que podria ser beneficioso para el crecimiento embrionario (Robinson
et al., 2000). Resultados no encontrados en esta investigacion al obtener similar
cantidad de receptores endometriales de progesterona y estradiol entre el

tratamiento J-Synch y el tratamiento convencional con ECP.

Por otro lado, el estradiol durante el proestro y el estro participa en el control de
los procesos fisiolégicos que contribuyen al establecimiento del embarazo,
incluido el efecto sobre las células foliculares, los ovocitos, el transporte de
gametos y la preparacion del entorno uterino (Pohler et al., 2012). Por otro lado,
la accion de la progesterona sobre el utero, que depende tanto de las
concentraciones de progesterona como de la presencia y cantidad de sus

receptores en el endometrio (Binelli et al., 2019).
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Ademas, las bajas concentraciones de estradiol circulante durante el periodo
preovulatorio se han asociado con una alteracion de la expresion génica del
endometrio, particularmente en los receptores de estrégeno alfa y progesterona,
lo que podria estar relacionado con bajas tasas de embarazo (Bridges et al.,
2012).

Por lo tanto, la funcidén uterina postovulatoria esté influenciada por condiciones
preovulatorias, y las concentraciones de estradiol parecen ser un factor clave
para programar la funcién uterina durante el embarazo temprano (Binelli et al.,
2014).

4.2. NIVELES DE PROGESTERONA Y NIVELES DE ESTRADIOL

Como se observa en el cuadro 4.2 los grupos J-Synch 7 d (7,0 £ 1,2) y J- Synch
6 d (6,8 £ 1,4) presentaron mayores niveles de progesterona (P<0,05) que el
grupo Convencional (5,0 £ 1,5). Ademas, mayores niveles de estradiol (P<0,05)
se encontrd en los grupos J-Synch 7 d (15,7 + 6,2) y J- Synch 6 d (15,0 + 5,7)
frente al grupo Convencional (11,0 + 5,6). Estos resultados obtenidos pueden
estar atribuido a lo reportado por (Bridges et al., 2013; de la Mata et al., 2015)
que la prolongacién del proestro es un predictor constante de aumentar la tasa
de prefiez y se asocia con mayores concentraciones circulantes de estradiol
antes de la ovulacion y concentraciones de progesterona después de la

ovulacion.

En lo que respecta a los niveles hormonales, estos fueron mayores en los
tratamientos con prolongacion de proestro, esto puede estar atribuido a que en
estos protocolos los foliculos son de mayor tamafio, al igual que los cuerpos
luteos, y estos son mas competentes por lo cual terminan produciendo mayor
cantidad de E2 y P4 respectivamente, favoreciendo el ambiente uterino para el
embrion, lo que ayuda a que exista una mayor tasa de prefiez en los protocolos
J-Synch.

Cabe recalcar que a los protocolos de prolongacion de proestro se los relaciona
con una mayor tasa de crecimiento del foliculo ovulatorio dominante lo cual

mejora las tasas de prefiez.
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Cuadro 4. 2. Niveles de progesterona y niveles de estradiol.

Grupo P4(ng/mL) E2 (pg/mL)
J-Synch 7d 70+£1.2e 15,7+6,22
J-Synch6d 68+142 150+ 5,72
Convencional 50+£15° 11,0£56°

ab| os porcentajes difieren significativamente (P <0.05).

Estos resultados son similares a los obtenidos por Ayala et al. (2017) que
reportaron una concentracion sanguinea media de P4, en J-Synch 6 d (6,8
ng/mL), y a los obtenidos por Arteaga y Brochado (2016) que reportan que las
concentraciones séricas de progesterona fueron superiores en los animales de
los grupos con tratamiento J-Synch 6d y J-Synch 7d; en comparacion con el

grupo Convencional.

Asimismo, Ré (2018), reporté que la concentracion promedio de P4 fue mayor
para los grupos que permiten un proestro prolongado (4,54 y 4,49 ng/mL; Co-
Synch y J-Synch, respectivamente) respecto al grupo Convencional (proestro
corto, 3,82 ng/ml). Ademas, Diskin et al. (2016) y Lonergan et al. (2016) reportan
que la mayor concentracion de P4 durante la fase luteal temprana mejora la
fertilidad, mientras que concentraciones bajas de P4 estan asociadas con

menores tasas de prefiez y mayores pérdidas embrionarias en el bovino

Ademas, mayores concentraciones de P4 después de la extension del proestro,
sugieren un ambiente uterino mas favorable que puede acelerar el crecimiento y
la elongacion del embrion (Menchaca et al, 2015; B et al., 2016; de la Mata et
al., 2018).

Bridges et al. (2013) reportan que la prolongacion del proestro genera mayores
concentraciones séricas circulantes de estradiol producido por el foliculo
dominante, favorece la madurez folicular y mejora la fertilidad. Perry et al. (2014)
describieron que las vacas que manifiestan celo tienen un aumento significativo
de las concentraciones de estradiol después de la aplicacién de PGF2a que el

de las vacas que no manifiestan celo.
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4.3. DIAMETRO DE CUERPO LUTEO Y TASA DE PRENEZ

Como se observa en el cuadro 4.3 no se encontro diferencias estadisticas entre
grupos para diametro de cuerpo Iuteo y de tasa de prefiez (P>0,05), sin embargo,
el grupo J-Synch 7 d, presento6 un cuerpo luteo de (17,0 £ 2,2) y alcanz6 una tasa
de prefiez del 60 %. Por lo que, Macmillan et al. (2020) argumenta que el
protocolo J-synch puede ser utilizado tanto en vaquillas como en vacas, con un
aumento y tendencia al aumento, en la tasa de prefiez sin utilizar cipionato de

estradiol.

Cuadro 4. 3. Diametro de cuerpo luteo y tasa de prefiez

Grupo Diametro de CL Tasa de prefiez %
J-Synch 7d 17,0+22 60,0
J-Synch 6d 16,526 55,5

Convencional 15,7+32 45,0

Los resultados de esta investigacion difieren a los datos reportados por de la
Mata (2016), ya que la tasa de crecimiento folicular tendi6é a ser mayor (P<0,01)
y el tamafio del cuerpo luteo (P<0,05) en las que recibieron el tratamiento J-
Synch 6 dias.

Pero similares a los datos reportados por Ré (2018) que no encontré diferencias
estadisticas (P>0,05) entre el grupo J-Synch 7d y convencional alcanzando una
tasa de prefiez promedio del 55 %. De la misma forma Gamboa (2020) no
encontr6 diferencias para la tasa de prefiez, reportando una tasa del 55 % para

J-Synch 6 d, 35 % J-Synch 7 d y el 35 % para el tratamiento convencional.

Mientras que Yanez et al. (2021) reportan que el cuerpo lateo al dia 7 post
inseminacion, difiriere significativamente entre los tratamientos (P<0,05) el
tratamiento J-Synch 6 dias demostré mayor didmetro de cuerpo luteo (25,0 £ 0,2
mm); ademas, que el porcentaje de prefiez esta significativamente afectado por
el protocolo utilizado, el tamafio del foliculo dominante y el tamafio del cuerpo

[Uteo.

de La Mata et al. (2015) reportan que el desarrollo luteal entre los dias 4y 13

posterior a la ovulacién tendié a ser mayor (P<0.074) en el grupo J-Synch
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comparado con el protocolo convencional. Por otro lado (Vasconcelos et al.,
2001; Busch et al., 2008; Mann, 2009) mencionan que el tamafio del cuerpo luteo
estaria relacionado con la mayor o menor concentracion sérica de progesterona

que afectaria la fertilidad.

Ademas, de la Mata et al. (2018), llegaron a la conclusiéon que extender el
proestro (es decir, el protocolo J-Synch) mejora significativamente la tasa de
prefiez en vaquillas de carne; por lo tanto, esta mejora se relaciona con una
mayor tasa de crecimiento del foliculo ovulatorio dominante, resultados no
observados en esta investigacion, sin embargo, los grupos J-Synch generaron

similares tasas de prefiez que el grupo convencional con aplicacion de ECP.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. CONCLUSIONES

El protocolo J-Synch normal y modificado genera similares cantidades de
receptores endometriales para progesterona y estradiol presentes en el Gtero en

vaquillas cruza cebu que el grupo convencional.

Los niveles hormonales fueron mayores en los tratamientos con prolongacion de

proestro.

El protocolo J-Synch normal y modificado genera similares didmetros de los

cuerpos luteos y tasa de prefiez que el tratamiento convencional.
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5.2. RECOMENDACIONES
Utilizar el tratamiento de sincronizacion con prolongacion de proestro J-Synch

para generar mayores niveles hormonales en vaquillas cruza cebd.

Estimar la cantidad de receptores endometriales de estradiol y progesterona en
mayor numero de vaquillas y diferentes razas tratadas con el protocolo J-Synch

normal y modificado.
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