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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de la administracion de 400 Ul
de la hormona eCG al momento de la inseminacion artificial (1A) y/o seis dias
posteriores a la 1A sobre las estructuras ovaricas en vacas de carne. Los animales
experimentales incluidos en el presente estudio fueron 49 vacas de la raza Simmental y
Simbrah con un rango de numero de partos de 1 a 9, condicién corporal 4-6 y dias
abiertos de 93.8 £ 47.9. La sincronizacion de los estros para IA fue por medio de un
protocolo a base de estradiol y progesterona, después de la deteccion del estro y la 1A
las vacas fueron divididas en forma aleatoria en tres tratamientos; T1: Testigo o sin
eCG, T2: 400 Ul de eCG al momento de la IA y T3: 400 Ul de eCG 6 dias post-1A. La
medida de las estructuras ovaricas fue por medio de ultrasonografia durante los dias 6, 7
y 8 post-1A, y fueron analizadas las siguientes variables; diametro: del cuerpo luteo
(CL) y foliculo dominante (FD); cantidad: cuerpos luteos (CLs) y foliculos dominantes
(FDs) en los dias 6, 7 y 8 post-IA. El diagndstico de gestacion fue por medio de
ultrasonografia en los dias 45 post-1A. Los resultados del didmetro del CL y FD no
fueron diferentes (P>0.05) entre tratamientos T1, T2 y T3, sin embargo, si hubo
diferencia (P<0.05) en el diametro del CL y FD en los dias 6, 7 y 8 post-lIA
independiente de los tratamientos. Los resultados en la cantidad de CLs y FDs no
fueron diferentes entre tratamientos, sin embargo, si hubo diferencia en T1 en los dias 6
y 7 post-1A y no se observé diferencia el dia 8 post-1A. Los resultados de gestacion no
fueron diferentes (P>0.05) entre tratamientos a los 45 dias post-lIA. En conclusion, se
determina que la administracion de 400 Ul de eCG al momento de la IA y/o seis dias
post-1A no tiene efecto en el didmetro del CL, didmetro del FD, cantidad de CLs ni
cantidad de foliculos observados y medidos por medio de ultrasonografia en los dias 6,
7'y 8 post-1A, ni efecto en los porcentajes de gestacion a los 45 dias post-1A en vacas de

carne.

viii



ABSTRACT

The objective of the present study was to determine the effect of the administration of
400 IU of eCG at the time of artificial insemination or six days after Al over the ovarian
structures in beef cows. The experimental animals included in the present study were 49
beef cows with a calving number ranging from 0-9 and a body condition score ranging
from 4 to 6. The estrus synchronization for the Al was based on a progestogens and
estrogens protocol, after the Al a subgroup of cows were divided at random into the tree
different treatments; T1: Control or without eCG n=5, T2: 400 U of eCG at the time of
Al n=6 and T3: 400 IU of eCG six days after Al n=2. The ovarian structures were
scanned and measure by ultrasonography during days 6-8 after 1A into the tree different
treatments. The dependent variables were: diameter of the corpus luteum (CL) and
diameter of the dominant follicle (DF), number of corpus luteum (CLs) and number of
dominant follicles (DFs) during days 6-8 after IA. The results of the diameter of the CL
and the DF were not different (P>0.05) between the tree different treatments into the
days 6-8 after 1A, however, we found differences (P<0.05) in the diameter of the CL
and DF between days 6 and 7 and between days 6 and 8 after 1A in an independent
manner of the treatments. The number of CLs and DFs were not different in to the
treatments; however, we found differences in the control treatment (T1) between days 6
and 7 but not differences on day 8 after Al. Pregnancy rate were not different in the
treatments (P>0.05). In conclusion, the administration of 400 IU of eCG at the time of
Al or six days after Al has not effect on the diameter of the CL, DF, number of CLs and
number of DFs observe and measured by ultrasonography during days 6-8 after Al,

neither effect on pregnancy rate 45 days after Al in beef cows between the treatments.



1. INTRODUCCION

Los productos de origen animal son las principales fuentes de alimento para la
poblacién y se estima que para el afio 2030 la demanda de ellos aumente (FAO, 2016).
En México, la ganaderia bovina es un area de oportunidad para crecer dentro del sector
agropecuario. Por lo anterior, se requiere la implementacion de biotecnologias
reproductivas y nutricionales para mejorar y aumentar la productividad de los hatos
ganaderos. Un paquete reproductivo que se le ha dado gran impulso ha sido lo
relacionado con la sincronizacion de estro y la ovulacién, inseminacion artificial,
inseminacion artificial a tiempo fijo y la transferencia de embriones (FAO, 2016). Sin
embargo, los resultados obtenidos por estas técnicas reproductivas no siempre han sido
los esperados debido a factores que influyen en la reproduccion (Santos et al., 2004).
Las pérdidas embrionarias considerando una tasa de fertilidad de 90% en bovinos son
alrededor del 40% de las cuales el 70 % son dentro de los primeros 16 dias posteriores a
la 1A (Post-1A) (Diskin & Morris, 2008). En la gestacion temprana el embrion inicia el
proceso de reconocimiento materno para inhibir la liberacion de las prostaglandinas F2
(PGF2,) uterinas y asi mantener el cuerpo luteo (CL) (Mann GE & Lamming GE,
2001). En los primeros dias después de la ovulacion y durante la gestacion temprana, el
CL aumenta su tamafio y la secrecién de progesterona (P4). Del dia 5 al 8 después de la
ovulacion el tamafio del CL y su capacidad de aumentar la secrecion de P4 es
fundamental para el desarrollo embrionario y el reconocimiento materno de la prefiez
(Mann, 2009). El CL es una glandula transitoria que sintetiza y secreta P4 durante la
mayor parte del ciclo estral (CE) y durante la gestacion (Niswender et al., 2000). Para
su formacion y desarrollo el CL requiere el efecto de la hormona luteinizante (LH), la
cual inicia y regula su funcion y desarrollo. La hormona LH a parte de inducir el
proceso de luteinizacion y la ovulacion, tiene un efecto en el desarrollo del CL,
aumentando su funcionalidad y la secrecion de P4 (Berisha & Schams, 2005). El
desarrollo del CL se ha estudiado durante afios, y se observa que un mal funcionamiento
del CL retrasa el aumento de P4 y no alcanza el aumento necesario, el cual es una de las
principales causas de perdidas gestacionales tempranas en vacas (Robinson, 2005). Por

tal motivo se han implementado estrategias que aumentan el tamario del CL y elevan las



concentraciones de P4, siendo las principales estrategias: la administracion de hormonas
luteotropicas con efecto directo e indirecto en el CL después de la IA y la
suplementacion exdgena de P4 para aumentar la funcionalidad y los niveles de P4 por el
CL. Algunos de los estudios son la reutilizacion de un dispositivo liberador de
progesterona (CIDR) post-Al (Ledezma et al., 2015; Montes et al., 2017), la aplicacion
de hormonas con efecto directo e indirecto en el CL (hCG, eCG y GnRH) (Bartolomé et
al., 2012; Garcia-Pintos & Menchaca, 2016). La hormona gonadotropina coridnica
equina (eCG) es sintetizada por células de la placenta que llegan al Gtero y forman las
copas endometriales en las yeguas en gestacion, su efecto en el CL es igual a la
hormona hipofisiaria LH (Murphy, 2012) aumentando los niveles de P4 para mantener
la gestacién en yeguas (Boeta & Zarco, 2012). En especies distintas a los equinos, la
eCG tiene efecto parecido a las hormonas hipofisiarias: foliculo estimulante (FSH) y
LH con vida media biologica de ~ 40 horas (h) de efecto en el organismo (Martinuk et
al., 1991). En bovinos se ha demostrado su efecto FSH y LH induciendo crecimiento
folicular en protocolos de sincronizacion para IATF, las dosis méas utilizadas son de
300-400 unidades internacionales (Ul) (Pessoa et al., 2016; S& Filho et al., 2010).
También, se utiliza en la sincronizacion del estro de hembras receptoras de embriones
(Bé et al., 2012). En estudios recientes la eCG se ha utilizado en combinacion con otras
hormonas en tratamientos después de la IA para mejorar la funcionalidad del CL y la
formacion de cuerpos luteos accesorio (CLs) aumentando los porcentajes de gestacion
en rumiantes (Bartolomé et al., 2012; Garcia-Pintos & Menchaca, 2016). Por otra parte,
los estudios con la utilizacién de la hormona eCG post-1A para aumentar el tamafio del
CL y/o formar CLs ha sido reciente y requiere de estudios para determinar el efecto de

la hormona eCG en las estructuras ovaricas durante la gestacion temprana.



2. JUSTIFICACION

La funcién inadecuada del CL resulta en bajos niveles de P4 después de la ovulacion, y
es una de las principales causas de péerdidas de gestacion temprana en vacas. Los
protocolos utilizados para la sincronizacion del estro y la ovulacion en vacas, se
modifican para mejora la sincronia y formar un CL grande y funcional. Otra de las
formas para formar un CL funcional es la administracion de hormonas con efecto
directo e indirecto en el mismo CL después de la ovulacion. Las hormonas
administradas con efecto directo e indirecto en el CL después de la ovulacion tienen
como objetivo aumentar su tamafio y funcionalidad como también formar CLs. La
hormona eCG al igual que las hormonas luteotropicas tiene efecto LH, y a diferencia de
las deméas hormonas tiene una vida media bioldgica de 2 dias en el organismo, lo cual la
hace diferente de otras hormonas luteotropicas, por lo tanto, la eCG tendria un efecto

prolongado en el CL para aumentar su tamafio y funcionalidad.



3. HIPOTESIS

La administracion de 400 Ul de la hormona eCG al momento de la IA y/o seis dias
post-1A aumenta el tamafio del CL, induce formacion de CLs, aumenta el tamafio del
foliculo dominante y la cantidad de foliculos dominantes por su efecto FSH y LH,

durante los dias 6, 7 y 8 post-1A.



4. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la administracion de 400 Ul de la hormona eCG al momento de
la IA yl/o seis dias post-1A en el diametro del CL, diametro del foliculo dominante, la
cantidad de cuerpos luteos y cantidad de foliculos dominantes durante los dias 6, 7y 8

post-1A en vacas de carne.

4. 1. Objetivos especificos

1.- Determinar el efecto de la administracion de 400 Ul de la hormona eCG al momento
de la 1A y/o seis dias post-IA en el diametro del CL, observado por medio de
ultrasonografia durante los dias 6, 7 y 8 post-1A de acuerdo con los tratamientos (T1:
Testigo o sin eCG, T2: 400 Ul de eCG al momento de la IA y T3: 400 Ul de eCG 6 dias
post-1A).

2.- Determinar el efecto de la administracion de 400 Ul de la hormona eCG al momento
de la 1A ylo seis dias post-IA en el diametro del foliculo dominante, por medio de
ultrasonografia durante los dias 6, 7 y 8 post-1A, de acuerdo con los tratamientos (T1:
Testigo o sin eCG, T2: 400 Ul de eCG al momento de la IA 'y T3: 400 Ul de eCG 6 dias
post-1A).

3.- Determinar el efecto de la administracion de 400 Ul de la hormona eCG al momento
de la IA y/o seis dias post-1A en la cantidad de cuerpos luteos y la cantidad de foliculos
dominantes, observados por medio de ultrasonografia durante los dias 6, 7 y 8 post-IA,
de acuerdo con los tratamientos (T1: Testigo o sin eCG, T2: 400 Ul de eCG al momento
de la 1Ay T3: 400 Ul de eCG 6 dias post-1A).



5. REVISION DE LITERATURA

5. 1. Ciclo estral en bovinos

El CE representa la actividad ovarica en el cual se facilita el paso de las hembras de un
periodo de no receptividad reproductiva a la receptividad reproductiva, permitiendo asi
la gestacion. La duracion de un CE en vacas es de 18-24 dias con promedio de 21 dias,
en el cual se observan de 2 a 3 oleadas foliculares. EI CE consiste en dos fases y cuatro
etapas; la fase lutea con dos etapas: metaestro y diestro, la fase folicular con dos etapas:
proestro y estro (Forde et al.,, 2011). Durante cada CE, los foliculos ovéricos
experimentan una serie de cambios morfoldgicos, bioquimicos y fisioldgicos de los
cuales resulta la ovulacién (Hansel & Convey, 1983). El CE inicia después de la
ovulacion y termina en la subsecuente ovulacion, en otras palabras, la ovulacion marca
el inicio y el final de cada CE (Sartoli et al., 2004). Después de la ovulacion se libera la
hormona FSH observandose el crecimiento de un grupo de foliculos de
aproximadamente 4 milimetros de diametro dependientes de la hormona FSH (Adams
et al., 2008). El CE es regulado por efectos de retroalimentacion positiva y negativa
entre las glandulas reproductivas y las hormonas que secretan: el hipotalamo (GnRH),
la glandula pituitaria anterior (FSH y LH), el CL (P4, oxitocina, PGF2,) el foliculo
dominante (estradiol e inhibina) y las glandulas uterinas (PGF2a) (Hafez & Hafez,
2000). Estos eventos de retroalimentacion positiva y negativa regulan el ciclo estral, sus

fases y etapas (Roche, 1996).

5. 1. 1. Fase folicular

La fase folicular en el CE se divide en dos etapas: proestro y estro (Galina & Valencia,
2008). El proestro es el periodo que sigue a la regresion del CL por las PGF2a al
término del diestro, disminuyendo la secrecion de P4 y su efecto de retroalimentacion
negativa que ejerce en el hipotdlamo (Quirk & Fortune, 1986; Sunderland et al., 1994).
El proestro termina cuando inicia el estro o periodo de receptividad de la vaca (Hafez &
Hafez, 2003). Durante el proestro se observa el aumento de la hormona LH la cual
estimula el desarrollo folicular y la ovulacion (Stumpf et al., 1989; Gilbert et al., 2011).



El comportamiento del estro es inducido por los estrogenos principalmente el 17-p
estradiol sintetizado en las células de la granulosa (CG), el aumento de los estrogenos
induce el comportamiento del estro y el pico preovulatorio de la hormona LH (Fortune
& Quirk, 1988; Kaneko et al., 1995).

5. 1. 2. Fase lUtea

La fase lutea se divide en dos etapas: metaestro y diestro. EI metaestro inicia cuando
termina la receptividad sexual de la vaca (Guaqueta, 2009) y concluye en el momento
en que el CL inicia la secrecion de P4 (Boer et al., 2011). El metaestro se caracteriza
por los niveles bajos de estradiol (E2) debido al proceso de luteinizacion (Luo et al.,
2011), también en esta etapa después de la ovulacion se observa el surgimiento de un
grupo de foliculos dependientes de la hormona FSH. Durante esta etapa en el Utero
ocurre la fertilizacion (Fortune, 1994). El final de la etapa del metaestro se caracteriza
por el inicio en el aumento de P4 por el CL (Mesquita et al., 2014), aumentando en
forma progresiva los niveles de P4, e iniciando la etapa del diestro, regulando el
crecimiento folicular. En el Utero, se inicia la actividad secretora de nutrientes para el
desarrollo embrionario (Lonergan et al., 2013). Al término del metaestro inicia la fase
de diestro, y se considera la etapa més larga del CE, esta etapa se caracteriza por la
plena funcionalidad del CL y el aumento de la secrecion de P4 hasta la regresion del CL
(Carter et al., 2008; Acosta et al., 2002). En la parte final del metaestro y el inicio del
diestro las CG y las células de la teca (CT) se han convertido en células lGteas: células
luteas grandes (CLG) y células luteas chicas (CLCH) que sintetizan y secretan P4 por el
CL (Niswender et al., 2000). EI aumento de los niveles de P4 a partir del dia 5 post-
ovulacion es debido a la madurez del CL (Davis et al., 2003) en donde las células luteas
han adquirido la capacidad para secretar progesterona, aumentando y manteniendo los
niveles normales durante el diestro (Niswender, 2002). Al finalizar la fase Iutea (dias
16-18 post-ovulacion) el Utero no gravido secreta PGF2, e induce la regresion del CL,
disminuyendo la secrecion de P4 e iniciando una nueva fase folicular (Pate et al., 2012;
Lee et al., 2010).



5. 2. Dinamica folicular

El desarrollo de los foliculos ovaricos es un proceso fisiologico fundamental en la
reproduccion de rumiantes, este desarrollo folicular es en forma de oleadas foliculares
las cuales son de 2 a 3 por CE, la primera oleada folicular en un CE inicia después de la
ovulacion, la segunda oleada folicular en CE de tres oleadas inicia entre los dias 8-9 y la
tercera oleada inicia de 15-16 dias después de la ovulacion, en CE de dos oleadas
foliculares la segunda inicia el dia 9-10 (Adams, 2008). Las oleadas foliculares
consisten en tres etapas: surgimiento folicular, dominancia folicular, la ovulacion
(Jaiswal et al., 2004). El crecimiento de una oleada folicular es caracterizado por el
aumento de la hormona FSH después de la ovulacién, y en el caso de no ocurrir la
ovulacion, después de la atresia folicular aumenta la FSH, observandose un nuevo
grupo de foliculos (Lucy, 2007). Después del surgimiento de una oleada folicular, un
foliculo de aproximadamente 8.5 mm de diametro (Ginther et al., 2001) alcanza el
estadio de dominancia e inhibe el crecimiento de los demas foliculos por medio de la
hormona inhibina y el 17-p estradiol (Ginther et al., 2002). A medida que el foliculo
dominante emerge del grupo de foliculos su tamafio aumenta hasta la ovulacion por
medio del efecto de las hormonas FSH y LH (Luo et al., 2011). EI desarrollo del
foliculo dominante hasta la ovulacién es regulado por la hormona LH, ya que el foliculo
dominante ha adquirido receptores LH en las CG, aumentando en forma progresiva los
niveles de E2 e induciendo el pico preovulatorio de LH y la ovulacion (Haughian et al.,
2013).

5. 3. Mecanismo de luteinizacion de las células foliculares y la ovulacion en bovinos

El mecanismo de luteinizacion folicular inicia por medio de la hormona LH durante el
surgimiento preovulatorio de la misma, la cual inicia una serie de cambios bioguimicos
en las CG y de la teca para su diferenciacion a células lGteas que sintetizan y secretan
P4 (Gilbert et al., 2011). La hormona LH activa enzimas necesarias para la sintesis y
secrecion de P4 y al mismo tiempo disminuye la sintesis de enzimas que sintetizan E2
(Gutiérrez et al., 1997). Las enzimas que convierten el colesterol a P4 son: la enzima del

complejo de desdoblamiento de la cadena lateral del colesterol (P-450scc) y la enzima



3B hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-HSD) enzimas activadas por la hormona LH
para iniciar la sintesis de P4 (Niswender et al., 2000). La ovulacién de foliculo
preovulatorio es un proceso complejo e implica la interaccion de la hormona LH y
factores locales en el foliculo para la ovulacion, las prostaglandinas PGE2 y la P4

también intervienen en la ovulacion (Espey, 1980; Ferreira et al., 2007).

5. 4. Formacion, desarrollo y regresion del cuerpo luteo

El CL es una glandula endocrina transitoria que se forma después de la ovulacion, y su
principal funcion es producir P4 para regular el CE y el mantenimiento de la gestacion
(Niswender, 2000; Tomac et al., 2011). La formacion del CL inicia por el proceso de
luteinizacion de las células foliculares a células lGteas, este proceso inicia antes de la
ovulacion y sigue después de la ovulacion por medio de la diferenciacion de las CG y
CT a ceélulas lateas que sintetizan P4 (Redmer & Raynols, 1996; Rekawiecki et al.,
2008). Después de la ovulacion, en el remanente folicular llegan células endoteliales y
fibroblastos que se reorganizaran y formaran un CL funcional (Berisha et al., 2006). El
desarrollo y maduracion del CL depende de un proceso de angiogénesis en donde las
células endoteliales forman capilares que se unen a células lateas que sintetizan P4
(Davis et al., 2003). EI CL es una glandula con diferentes procesos durante su
formacion: luteinizacion, desarrollo y regresion (Woad & Robinson, 2016). En
rumiantes, las principales hormonas luteotropicas en el desarrollo y funcién del CL son
la hormona LH y la hormona del crecimiento GH (Berisha & Schams, 2005). El
desarrollo del CL depende de varios tipos de células que aseguran el desarrollo normal
del CL (Milvae et al., 1996). Al igual que los foliculos el CL depende del proceso de
angiogénesis para el suministro de lipoproteinas para la sintesis de P4 a través del
colesterol. El flujo sanguineo en el foliculo disminuye después de la ovulacién, y
aumenta de 2-3 dias posterior a la ovulacidn, en este tiempo se observa el aumento en la
secrecion de P4 (Davis et al., 2003), y mas aun entre los dias 5-8 después de la
ovulacion (O" Hara et al., 2014; Mann, 2009). El aumento de tamafio del CL es
regulado, a parte del proceso de angiogénesis, por la hipertrofia y proliferacion de las

células luteas durante el desarrollo del CL (Meidan et al., 1990). Mann, 2009 en un



estudio retrospectivo observo la relacion que existe en el volumen del CL durante los
dias 5-8 del CE y el aumento de la secrecion de P4. La regresion del CL es mediada por
las PGF2a e inicia a los 17-18 dias del CE, disminuyendo su funcionalidad y la
secrecion de P4 (Hojo et al., 2009; Acosta et al., 2002). La sintesis y liberacion de 17p-
estradiol por el foliculo dominante inicia la formacion de receptores de oxitocina en el
atero (Leung & Wathes, 2000) en donde la oxitocina liberada por la hipdfisis y el CL se
une a sus receptores uterinos e inicia la sintesis y liberacion de PGF2a (Stormshak,
2003; Berisha et al., 2010). Una vez que las PGF2a llegan al CL reducen el aporte
sanguineo y causan la perdida de la funcionalidad del CL (Wright et al., 2001).

5. 5. Sintesis y secrecion de progesterona

La P4 es una hormona de origen esteroidal sintetizada por el CL y en menor cantidad
por las glandulas suprarrenales durante la mayor parte del CE y la gestacion (Inskeep,
2004; Lonergan et al., 2013). La actividad de enzimas para sintetizar P4 en el CL inicia
después del surgimiento preovulatorio de la hormona LH, la cual inicia el proceso de
luteinizacion de las células foliculares (Stocco et al., 2007). Durante este tiempo las
células foliculares se diferencian a células luteas por medio de la hormona LH
activando enzimas que convierten el colesterol a P4 (Niswender et al., 2000)
aumentando los niveles de P4 en el CE y la gestacion (Wiltbank et al., 2014). El inicio
en el aumento de P4 por el CL se observa de 2-3 dias después de la ovulacion, este
aumento es regulado por medio del proceso de luteinizacién y angiogénesis (Acosta et
al., 2003). El proceso de luteinizacion y angiogénesis en el CL sigue en el dia 5 después
de la ovulacion, el cual aumenta de tamafio el dia 5-8 después de la ovulacion, y a partir
del dia 8 a 14 la secrecion de P4 sigue en aumento pero no el volumen del CL. La
secrecion de P4 durante el CE alcanza un pico maximo entre los dias 10 y 14 después
de la ovulacién, y continia aumentando durante la gestacion, si la gestacion no ocurre la
P4 disminuye alrededor del dia 17-18 debido al proceso de lutedlisis (Mann, 2009;
Peters et al., 1994; Miyamoto & Shirasuna, 2009).
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5. 6. Sintesis de la hormona gonadotropina coriénica equina y su utilidad en

rumiantes

La hormona eCG es una glucoproteina sintetizada en las yeguas en gestacion. La
estructura quimica de la eCG son dos subunidades: alfa y beta, las cuales, son idénticas
a las subunidades de la hormona LH en las yeguas (Murphy, 2012). EI aumento de eCG
durante los dias 40-120 de la gestacién en yeguas se observa con el aumento de
progesterona, este aumento es mas a los 50-70 dias de prefiez cuando los niveles de
eCG aumentan de 20 Ul/ml a 300 Ul/ml y se observa la formacién de CLs con aumento
en los niveles de progesterona, y se mantiene asi durante la primera mitad de la
gestacion hasta el momento en que la placenta sintetiza progesterona suficiente para
mantener la gestacion (Boeta & Zarco, 2012; Allen, 2001). La eCG se utiliza en
protocolos de sincronizacion del estro y la ovulacion en la reproduccion asistida en
rumiantes. En bovinos su efecto es parecido a las hormonas hipofisiarias FSH y LH
estimulando crecimiento folicular y la ovulacion (Tortorella et al., 2013). La vida media
bioldgica de la eCG en el organismo en rumiantes es de por lo menos 40 h debido a la
cantidad de &cido sialico el cual constituye el 45% de su peso molecular (Murphy &
Martinuk, 1991). La eCG ha sido utilizada en protocolos de ovulacién multiple para
transferencia embrionaria (Gonzélez et al., 1994), sin embargo, su efecto LH y la dosis
(2500 UI) resultan en mayor cantidad de embriones no transferibles (Martinuk et al.,
1991). En la actualidad la administracion de 300-500 Ul de eCG se utiliza en protocolos
de sincronizacién del estro y la ovulacion (Pessoa et al., 2016) para IA e IATF (Small et
al., 2009) en vaquillas y vacas en baja condicion corporal (Sales et al., 2011; Sa Filho et
al., 2010). También es utilizada en la sincronizacion del estro en vacas receptoras de
embriones (B6 et al., 2012; Looney et al., 2006), y en pequefios rumiantes en la
sincronizacién del estro y la ovulacion (Sawalha et al., 2011), asi mismo en estudios
recientes se ha estudiado su aplicacién después de la IA por su efecto LH ya que
aumenta la funcionalidad del CL (Garcia-Pintos & Menchaca, 2016), y algunos
estudios se ha utilizado en combinacion con hormonas luteotropicas como la hormona
gonadotropina coridnica humana (hCG) después de la IA en rumiantes (Bartolomé et
al., 2012).
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5. 7. Efecto de la progesterona post-1A y supervivencia embrionaria en rumiantes

La P4 estimula cambios fisioldgicos en el utero para la secrecion de nutrientes
esenciales en el desarrollo embrionario y el reconocimiento materno de la prefiez. Este
efecto de la P4 en el Utero es por medio de realizar cambios para pasar de un estado
proliferativo a un estado de secrecion de nutrientes de los cuales dependera el desarrollo
embrionario y su capacidad para realizar el reconocimiento materno de la prefiez (Forde
et al., 2011; Forde & Lonergan, 2012; Okumu et al., 2010). El reconocimiento materno
de la prefiez inicia por medio de la secrecion de proteinas embrionarias, principalmente
el interferdn tau (IFNT-t), el cual inhibe la formacion de receptores para oxitocina en el
atero, inhibiendo la liberacion de PGF2, y manteniendo el CL (Forde et al., 2011). En
estudios se ha demostrado que el aumento de los niveles de P4 post-1A estimula el
desarrollo embrionario y el reconocimiento materno (Forde et al., 2009), mientras tanto,
los niveles suboptimos de P4 y un retraso en el aumento de P4 post-1A puede retardar el
crecimiento y desarrollo embrionario perdiéndose la gestacion. La suplementacion de
P4 post-IA por medio de un CIDR administrado dias después de la IA aumenta la
supervivencia embrionaria en vacas en riesgo de pérdida de gestacion (Wiltbank et al.,
2012).

5. 8. Tratamientos utilizados post-1A para mejorar la funcionalidad del CL y

aumentar los porcentajes de gestacion en vacas

Los tratamientos mas utilizados post-1A para aumentar y regular las concentraciones de
P4 actuan por medio de mejorar la funcionalidad del CL, inducir la formacion de CLs
y/o por medio de la suplementacion exdgena de P4 (Lamb et al., 2010). Estos
tratamientos consisten en la administracion de diferentes hormonas con efecto directo
(hCG, LH y eCG) e indirecto (GnRH) en el CL para mejorar su funcionalidad y
mantener la gestaciéon (Rizos et al., 2012; Khoramian et al., 2011). En estudios con
vacas lecheras y de carne se ha encontrado la relacion que existe entre las
concentraciones de P4 en los primeros dias post-IA y su efecto en el desarrollo
embrionario. En un estudio en vacas lecheras realizado por Stevenson et al (2007)

administraron 3,300 Ul de hCG y 100 pg de la hormona liberadora de gonadotropinas
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(GnRH) post-1A, ellos encontraron efecto en el tamafio del CL y la formacién de CLs,
aumentando las concentraciones de P4 y los porcentajes de gestacion, asi mismo Maillo
et al (2013) en vaquillas de carne administraron 3000 Ul de hCG en diferentes dias
posteriores a la deteccion del estro y encontraron aumento de tamafio del CL y la
formacion de CLs con subsecuente aumento de la prefiez, por otra parte Dahlen et al
(2010) administraron 1000 Ul de hCG el dia 7 post-l1A en vacas adultas y encontraron
aumento de tamafio del CL, formacion de CLs y aumento en porcentajes de gestacion.
Beltran y Vasconcelos (2008) en vacas lecheras administraron 100 pug de GnRH y 2500
Ul de hCG en vacas lecheras bajo estrés por calor, y encontraron la formacion de un CL
accesorio y aumento en la gestacion. Los resultados de los diferentes trabajos remarcan
la importancia en la éptima funcionalidad del CL y el aumento en las concentraciones

de P4 para mantener la gestacion en vacas.

5. 9. Suplementacidn con progesterona post-1A

La suplementacién de progesterona durante los primeros dias post-IA aumenta el
desarrollo embrionario y la prefiez (Barnwell et al., 2015; Clemente et al., 2009). En
estudios recientes la administracion de P4 post-1A aumento los porcentajes de gestacion
en vacas lecheras y de carne. Por ejemplo, Ledezma et al (2015) y Monteiro et al (2014)
encontraron en vacas de carne y lecheras aumento de los porcentajes de prefiez con la
aplicacion de un CIDR reutilizado, aplicado el dia 4-5 post-1A por 7-14 dias. Por otra
parte, Colazo et al (2013) encontraron reduccion en la prefiez en vacas lecheras
suplementadas con P4 post-1A, Montes-Quiroz et al (2017) en cabras sincronizadas con
un CIDR de 1.9 g de P4 y su reutilizacion post-IATF no encontraron aumento en los
porcentajes de gestacion. Ademas de los estudios mencionados se ha administrado P4
durante los dias 3-9 post-1A (Carter et al., 2008) encontrando resultados variados. De
esta manera, se menciona la importancia en los dias en que la P4 debe aumentar e
inducir cambios fisiologicos en el utero que favorecen el desarrollo embrionario (Garret
et al., 1998). También, en otros estudios los niveles elevados de P4 y el tiempo en que
se administr6 son un factor que determina el efecto de la P4, reduciendo los dias en que

ocurre la regresiéon del CL, afectando la gestacion (Clemente et al., 2009). En varios
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estudios realizado en bovinos se ha demostrado que la suplementacién de P4 a través de
la insercion del CIDR en los dias 5-21 aparte de la resincronizacion del estro, aumenta

los porcentajes de gestacion (Larson et al., 2007).

5. 10. Administracion de hCG y GnRH post-1A

Aparte de la suplementacion con P4 post-lIA en vacas lecheras y de carne, la
administracién de hormonas hCG y la hormona GnRH post-1A también aumentan los
porcentajes de gestacion, por medio de aumentar el tamafio del CL, la formacion de CLs
y aumento de las concentraciones de P4, estos estudios han sido realizados
principalmente en vacas en estres térmico y estrés nutricional (Beltran & Vasconcelos,
2008). El uso de hCG en vacas lecheras y de carne ha sido estudiado en su aplicacion
durante los dias 5-7 post-1A observandose aumento en la secrecion de P4 y reduccion de
pérdidas embrionarias. De igual forma, la hormona GnRH induce la formacién de CLs
y el aumento de tamafio del CL (Willard et al., 2003), sin embargo, se prefiere la
hormona hCG por su efecto elevado de LH en el foliculo, observandose aumento en los
porcentajes de gestacion (Santos et al., 2001). EI mecanismo por el cual las hormonas
hCG y GnRH inducen la ovulacion de los foliculos presentes es por medio de su efecto
directo e indirecto LH (Diaz et al., 1998; Pursley et al., 1998). Maillo et al (2013), en
vaquillas de carne administraron 3000 Ul de hCG en diferentes dias posteriores al estro
y encontraron aumento del tamafio del CL y formacion de CLs, de igual manera
Nascimiento et al (2013) en vacas lecheras administraron 2000-3300 Ul de hCG post-
IATF y encontraron aumento en los niveles de P4 y en los porcentajes de gestacion,
también Rizos et al (2012) en vaquillas de carne con la administracién de 3000 Ul de
hCG posteriores al estro encontraron aumento de tamafio del CL el dia 14 posteriores al
estro y la formacion de CLs, asi mismo Stevenson et al (2007) en vacas lecheras
administraron GnRH y hCG, encontrando aumento de tamafio del CL en las vacas
tratadas con hCG. En resumen, se indica el efecto de la GhnRH y hCG en diferentes
estudios en vacas tratadas con hCG, aumentando el tamafio del CL y la formacion de
CLs, principalmente en vaquillas y vacas adultas (Dalhen et al., 2010; Funston et al.,
2005).
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6. MATERIALES Y METODOS

6. 1. Lugar del estudio

El presente estudio fue realizado en el Centro de Investigacion en Produccién
Agropecuaria de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon, ubicado en la carretera
Nacional Km 143, Linares, Nuevo Ledn. Los meses en que se realizo el estudio fueron

de Junio-Julio y Noviembre-Diciembre de 2016.

6. 2. Animales experimentales, mantenimiento y alimentacion

Se utilizaron 49 vacas de la raza Simmental (n=25) y Simbrah (n=24). Las vacas
incluidas en el presente estudio presentaban una condicion corporal de 4.18 + 0.11
(rango de 4 a 6) de acuerdo a lo descrito por Richards et al (1986). Asimismo, las vacas
tenian en promedio 93.8 + 47.9 dias abiertos, y un rango de nimero de partos de 1 a 9.
El manejo reproductivo fue sin la evaluacion previa de la actividad ovarica y el 57% de
las vacas estaban lactando. Las vacas se mantuvieron en un sistema de produccién semi-
intensivo pastoreando en praderas de zacate Pretoria (Dichanthium annulatum) y Klein
(Panicum coloratum), adicionalmente, se ofrecio silo de sorgo durante el invierno. El
acceso al agua y suplemento alimenticio (Tecnofos 4:40: Proteina cruda 40.6%, Fosforo
4.0% y Sodio 4.7%) fue ofrecido ad libitum.

6. 3. Sincronizaciodn del estro e inseminacién artificial

El protocolo para la sincronizacion del estro, fue por medio de la insercién por 8 dias
del CIDR (Controlle Internal Drug Release; Zoetis, México) de 1.9 g de progesterona
natural. Al mismo tiempo de la insercion del CIDR se administraron 2.0 mg de
benzoato de estradiol IM (Benzoato de estradiol 0.1%, Zoovet, México). El retiro del
CIDR se acompafio del destete temporal de las crias y la administracion de 250 mg de
dinoprost trometamina IM (Prostaglandina F2a, Lutalyse, Zoetis, México). Después del
retiro del CIDR (24 horas después), se inicié la observacion del estro por un periodo de

72 h. Una vez detectado el estro la IA fue entre 12 a 14 horas posteriores.
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6. 4. Ultrasonografia para medir y contar las estructuras ovaricas

Las medidas de las estructuras ovaricas en las vacas del estudio fueron por medio de
ultrasonografia transrectal (Ultrasonido ALOKA, Prosound 2, China) con un
transductor rectal (ALOKA, transductor lineal de 7.5 MHz). La retraccion del utero
para observar los ovarios fue por medio de la retraccion del ligamento ancho del Utero,
iniciando la ultrasonografia con el ovario derecho y despues el ovario izquierdo. Una
vez encontrados los ovarios, el transductor se posiciond en la parte dorsal del ovario y
se deslizo de manera dorsal-ventral-lateral y dorsal-ventral-anterior-posterior. Las
imagenes de las estructuras ovaricas se almacenaron y se midieron posteriormente. Las
imagenes fueron tomadas durante los dias 6, 7 y 8 post-IA. El diametro del CL y
foliculos se determind por la medida del axis vertical y axis horizontal (axis vertical +
axis horizontal /2), estas medidas del CL y foliculos fueron ajustadas a medidas
estdndar de estudios realizados por Ledezma et al (2011) y Sales et al (2016). El

diagnostico de gestacion fue 45 dias post-1A por medio de ultrasonografia.
6. 5. Disefio experimental y analisis estadistico

Las vacas inseminadas fueron asignadas en forma aleatoria dentro de uno de los tres
tratamientos; Tratamiento 1: Testigo, sin la aplicacion de eCG, Tratamientos 2:
administracion de 400 Ul de eCG al momento de la IA y Tratamientos 3:
administracion de 400 Ul de eCG 6 dias post-lIA. Para evaluar el efecto entre
tratamientos (T1, T2 y T3) y entre dias (6, 7 y 8) post-l1A de las variables: diametro del
CL y foliculo dominante, cantidad: de CLs y cantidad de foliculos dominantes, se
utiliz6 un andlisis de varianza (ANAVA). Para las variables independientes: condicion
corporal y dias posparto se utilizo de la misma manera un ANAVA. La comparacion de
medias fue por medio del método de Tukey cuando se observaron diferencias
estadisticas de P< 0.05.
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7. RESULTADOS

7. 1. Diametro del cuerpo luteo

El diametro del CL medido por medio de ultrasonografia en los dias 6, 7 y 8 post-1A no
fue diferente entre tratamientos (T1 testigo o sin eCG n=5, T2 400 Ul de eCG al
momento de la IA n=6 y T3 400 Ul de eCG seis dias post-IA n=2) (P> 0.05). Mientras
tanto, e independiente del tratamiento si se encontraron diferencias en el didmetro del
CL en los dias 6, 7 y 8 post-1A (P<0.05) (Ver grafica 1).
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Grafica 1. Efecto de la administracion de eCG sobre el diametro (Media + E.E) del cuerpo
IGteo de acuerdo con los tratamientos; T1: Testigo o sin eCG n=5, T2: 400 Ul de eCG al
momento de la IA n=6 y T3: 400 Ul de eCG seis dias post-lIA n=2, durante los dias 6,7y 8
post-l1A, y didmetro del CL entre los dias 6, 7 y 8 post-lA independientemente de los

tratamientos.
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7. 2. Diametro del foliculo dominante

El diametro del foliculo dominante en los dias 6, 7 y 8 post-1A no fue diferente (P>
0.05) entre tratamientos (T1 testigo o sin eCG n=5, T2 400 Ul de eCG al momento de la
IA n=6 y T3 400 Ul de eCG seis dias post-IA n=2), mientras tanto y de forma
independiente del tratamiento si hubo diferencia (P<0.05) en el diametro del foliculo

dominante durante los dias 6y 7, 6 y 8 post-1A (Ver grafica 2).
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Grafica 2. Efecto de la administracion de eCG sobre el diametro del foliculo dominante
(Media £ E.E) de acuerdo con los tratamientos; T1: Testigo o sin eCG n=5, T2: 400 Ul de
eCG al momento de lalA n=6y T3: 400 Ul de eCG seis dias post-IA n=2, en los dias 6, 7y
8 post-lA, y diametro del foliculo dominante entre los dias 6, 7 y 8 post-IA

independientemente de los tratamientos.
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7. 3. Cantidad de cuerpos luteos

La cantidad de cuerpos luteos observados por medio de ultrasonografia en los dias 6, 7
y 8 post-1A no fueron diferentes (P> 0.05) entre tratamientos (T1 testigo o sin eCG, T2
400 Ul de eCG al momento de la IA 'y T3 400 Ul de eCG seis dias post-1A), asi mismo
no hubo diferencia (P> 0.05) en la cantidad de cuerpos luteos entre los dias 6, 7 y 8
post-1A (Ver grafica 3).
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meCG-IA
= eCG 6 dias post-I1A
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Grafica 3. Efecto de la administracion de eCG sobre la cantidad de CLs (Media + E.E) de
acuerdo con los tratamientos; T1: Testigo o sin eCG, T2: 400 Ul de eCG al momento de la
IA'y T3: 400 Ul de eCG seis dias post-IA, en los dias 6, 7 y 8 post-lA, y cantidad de CLs

entre los dias 6, 7 y 8 post-lIA independientemente de los tratamientos.
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7. 4. Cantidad de foliculos dominantes

La cantidad de foliculos dominantes observados por medio de ultrasonografia de
acuerdo con los tratamientos T1 testigo o sin eCG, T2 400 Ul de eCG al momento de la
IA'y T3 400 Ul de eCG seis dias post-IA fue diferente (P<0.05) en el tratamiento T1 en

los dias 6 y 7 post-1A, sin embargo, el dia 8 no se observd diferencia (P>0.05) (Ver

grafica 4).
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Grafica 4. Efecto de la administracion de eCG sobre la cantidad de FDs (Media + E.E) de
acuerdo con los tratamientos; T1: Testigo o sin eCG, T2: 400 Ul de eCG al momento de la
IA'y T3: 400 Ul de eCG seis dias post-IA en los dias 6, 7 y 8 post-IA, y cantidad de FDs
entre los dias 6, 7 y 8 post-lIA independientemente de los tratamientos.
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7. 5. Porcentajes de gestacion

El porcentaje de gestacion obtenido del total de las vacas incluidas en el experimento no
fue diferente entre tratamientos (P>0.05) (T1: testigo o sin eCG, T2: 400 Ul de eCG al
momento de la IA y T3: 400 Ul de eCG seis dias post-1A). El tratamiento tres fue
12.7% puntos mas de prefiez que el tratamiento uno, y el tratamiento tres fue 13.4%

puntos mas de prefiez que el tratamiento dos (Ver tabla 1).

Tabla 1. Se muestran el porcentaje de gestacion de acuerdo con los tratamientos (T1:
testigo o sin eCG (n=19), T2: 400 Ul de eCG al momento de la IA (n=15), T3: 400 Ul de
eCG seis dias post-1A (n=15) (P>0.05).

Tratamientos Total Prefiadas No prefiadas Prefiez (%)

Tratamiento 1

19 10/19 9/19 47.3
(sin eCG)
Tratamiento 2 15 8/15 7/15 46.6
(400 Ul eCG-1A)
Tratamiento 3 15 6/15 9/15 60.0

(400 Ul eCG seis

dias post-1A)
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8. DISCUSION

Los resultados obtenidos por medio de ultrasonografia en los dias 6, 7 y 8 post-1A
indican que la administracion de 400 Ul de la hormona eCG al momento de la 1A y/o
seis dias post-Al no tiene efecto en el didmetro del cuerpo luteo, didmetro del foliculo
dominante, la formacion de CLs, ni en la cantidad de foliculos en vacas de carne. Los
diametros del CL medidos por medio de ultrasonografia en los dias 6, 7 y 8 post-1A con
la administracion de 400 Ul de eCG al momento de la 1A no fueron diferentes entre los
tratamientos, estos resultados difieren a lo encontrado por Hirako et al (1995) donde
ellos administraron 500 Ul de eCG al tiempo de la ovulacion, y observaron un aumento
en el didmetro del CL, sin embargo, observaron una reduccion en la duracion del
subsecuente ciclo estral. Por lo tanto, se puede mencionar que el efecto de la
administracion de eCG al momento de la IA es perjudicial para la vida del CL y la
duracidn del ciclo estral. De igual manera al llevar acabo la administracion de 400 Ul de
eCG seis dias post-1A, no se obtuvo efecto visible por medio de ultrasonografia en el
diametro del CL entre los tratamientos. Estos resultados son similares a los reportados
por Garcia Pintos & Menchaca (2016) y por Nufiez-Oliveira (2018) en donde los
primeros administraron 400 Ul de eCG 5 y 10 dias post-IATF en ovejas, y no
observaron aumento en el tamafio de CL después de la administracion de eCG 5 dias
post-1ATF, y si observaron efecto de eCG el dia 10 post-1ATF, asi mismo los segundos
administraron 400 Ul de eCG 14 dias post-IA en vacas de carne, donde observaron
aumento del tamafio del CL. Estos resultados se atribuyen a que el dia 10 después de la
ovulacion el CL ha adquirido su desarrollo y el administrar hormonas luteotropicas
inducen crecimiento de células lGteas y secrecion de P4 (Peter et al., 1994). Mientras
tanto, en estudios con diferentes hormonas como la hCG y GnRH si se ha observado
efecto en el diametro del CL (Rizos et al 2012; Maillo et al 2013). Sin embargo, en el
presente estudio no se observo diferencia significativa, mientras tanto, y de forma
independiente de los tratamientos si se observaron diferencias de tamarfio en el diametro
del CL en los dias 6 y 7, 6 y 8 post-IA, resultados similares a lo reportado por Mann et
al (2009). La administracion de 400 Ul de eCG al momento de la IA no tuvo efecto en

la formacién de CLs observados por medio de ultrasonografia entre los tratamientos ni
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en los dias 6, 7 y 8 post-1A, siendo similares a lo reportado por Hirako et al (1995),
donde administraron 500 Ul de eCG al tiempo de la ovulacién, y no observaron
formacion de CLs. Asimismo, estudios donde se realizaron aplicaciones con hCG o
GnRH al momento de la 1A, no se observé formacion de CLs, sin embargo, el efecto se
observa en la secrecion de P4 y los porcentajes de gestacion (Geary et al., 2001;
Gomez-Brunet et al., 2007). La razon por la cual la administracion de eCG al momento
de la IA no forma CLs se debe a que en ese momento esta presente un foliculo y los
demaés foliculos estadn en atresia folicular (Sartori et al., 2001). La administracion de
eCG seis dias post-1A no tuvo efecto en la formacién de CLs observados por medio de
ultrasonografia en los dias 6, 7 y 8 post-1A, nuestros resultados fueron diferentes a lo
mencionado por Rizos et al (2012) y Maillo et al (2013) donde ellos administraron 3000
Ul de hCG en diferentes dias después de la 1A y observaron la formacion de CLs en
vacas de carne y lecheras, asi mismo Nascimiento et al (2013) observaron formacion de
CLs con la administracion de las hormonas GnRH y hCG después de la IA. El efecto
LH de la hormona eCG es menor al efecto inducido por las hormonas hCG y GnRH
(Allen, 2001), por tal motivo, se puede hacer mencién que la hormona eCG no forma
CLs con su aplicacién después de la IA. Después de la administracion de 400 Ul de
eCG al momento de la IA y/o seis dias post-1A solamente se observd diferencia en la
cantidad de FDs en los dias 6 y 7 post-lIA en el tratamiento 1, nuestros resultados
difieren a lo mencionado por Hirako et al (1995) en donde ellos administraron 500 Ul
de eCG el dia de la ovulacion y no reportaron efecto en la cantidad de foliculos después
de la IA. En protocolos para ovulacion mdltiple, la dosis y el dia en que se administra la
eCG es fundamental para inducir crecimiento folicular multiple para 1A en transferencia
de embriones (Kanitz et al., 2002; Gonzalez et al., 1994). Mientras tanto, las vacas son
monoovulatorias y en ocasiones ovulan dos foliculos, el cual puede ser la causa en el
tratamiento 1 (Wiltbank et al 2014; Fricke et al 2002). La razon por la cual el dia 8 post-
IA no hubo diferencia en la cantidad folicular pudiera ser debido a que los foliculos
estaban en atresia folicular (Adams, 1992). En cuanto a los porcentajes de gestacion no
hubo diferencia en los diferentes tratamientos. Nuestros resultados son similares a

estudios por Garcia-Pintos & Menchaca (2016) en donde ellos no obtuvieron efecto de
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la eCG post-1A en los porcentajes de gestacion en ovejas. Mientras tanto, Bartolome et
al (2012) administraron eCG 22 dias y hCG 29 dias post-1A, encontraron aumento en
los porcentajes de gestacion en vacas con baja condicion corporal. Por otra parte, la
administracion de GnRH y hCG al tiempo de la IA mejoran los porcentajes de gestacion
en vacas (Geary et al., 2011). En el presente estudio la administracion de eCG al
momento de la 1A y/o seis dias post-1A no tuvo efecto en los porcentajes de gestacion

en vacas de carne.
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9. CONCLUSION

En las condiciones en que se realizd el presente trabajo se concluye que la
administracion de 400 Ul de eCG al momento de la 1A y/o seis dias post-1A no tiene
efecto en el diametro del cuerpo lateo, didmetro del foliculo dominante, la formacion de
CLs, ni en la cantidad de foliculos dominantes observados por medio de ultrasonografia.
Sin embargo, el efecto de la eCG se ha observado en la funcion de las células
foliculares y lateas, lo cual abre la posibilidad para futuras investigaciones que
aumenten la dosis de eCG y también que puedan medir los niveles de P4 y E2 con la
administracion de eCG al momento de la IA y/o seis dias post-1A en vacas de carne.
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