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RESUMEN

Las pérdidas embrionarias son una importante limitante para la eficiencia reproductiva en
rumiantes que, en su mayoria, ocurren 16-18 dias luego de la fecundacion (periodo critico
del desarrollo embrionario). Altas concentraciones séricas de progesterona durante este
periodo se asocian a menores pérdidas embrionarias, por lo que el uso de eCG podria
favorecer la actividad luteal debido a su efecto LH. Con el objetivo de estudiar el uso de la
eCG para disminuir las pérdidas embrionarias se realizaron 2 experimentos en los que se
evalud el uso de eCG previo a la ovulacion (Grupo eCG al retiro del DIB), 14 dias mas
tarde (Grupo eCG al Dia 14 pos IATF), y en ambos momentos (Grupo eCG al retiro del
DIB & al Dia 14 pos IATF), comparados con un Grupo Control sin eCG. El dia de la
ovulacion (estimada) se realizo la inseminacion y fue considerado como Dia 0. Al Dia 30
se determind la tasa de prefiez por ultrasonografia y las pérdidas embrionarias o fetales
hasta el Dia 60. El disefio experimental se repitio en vacas multiparas y nuliparas. El
tratamiento mostré efecto sobre la tasa de prefiez en vacas a los 30 dias luego de la
inseminacion, siendo de 43,1% (31/72), 62,5% (45/72), 55,8% (43/77) y 82,9% (63/76),
para los grupos Control sin eCG, eCG al retiro DIB, eCG al dia 14 pos IATF y eCG en
ambos momentos, respectivamente (P<0,05). Las tasas de pérdidas embrionarias o fetales
tempranas (vacias a los 60 dias luego de la inseminacion sobre las prefiadas a los 30 dias)
fue de 1,6% (3/182) para las vacas y 4,8% (14/292) para las vaquillonas, no detectandose
diferencias entre los grupos experimentales. En conclusion, la administracion de 400 UI de
eCG al momento de retirar el dispositivo aumenta la tasa de prefiez, tanto en vacas como
en vaquillonas en ausencia de cuerpo liteo. La administracion de una segunda dosis de
eCG 14 dias luego de la IATF sugiere un posible efecto de supervivencia del embrioén en
los primeros 30 dias de gestacion en vacas, no observandose el mismo efecto en

vaquillonas.



INTRODUCCION

La tasa reproductiva en los rodeos bovinos en los paises de la region es considerablemente
baja, no superando el 65% de crias producidas de las hembras destinadas al servicio cada
afio. Varias alternativas han sido propuestas para mejorar la tasa de concepcion mejorando
las condiciones previas al servicio, sin embargo, una limitante casi ignorada es el alto
porcentaje de pérdidas luego del servicio durante la prefiez temprana. La mayoria de estas
pérdidas ocurren durante el periodo embrionario de la gestacion (Thatcher ef al., 1994;
Vanroose et al., 2000; Sreenan et al., 2001), gran parte de ellas se producen en los
primeros dias después de la fecundacion y durante la implantacion del embrion (Wathes et
al., 1992).

Las pérdidas por mortalidad embrionaria hacen referencia a las pérdidas que ocurren
durante los primeros 45 dias de gestacion que coincide con la finalizacion del periodo de
implantacion del embrion (Ayalon, 1978). Pueden ser clasificadas en mortalidad
embrionaria temprana, cuando ocurre dentro de los 25 dias y mortalidad embrionaria
tardia, cuando ocurre entre los 25 y 45 dias (Humbolt, 2002). Los términos muerte fetal o
abortos se refieren a las pérdidas que ocurren entre los 45 y 260 dias de gestacion (Forar et
al., 1996; Silke et al., 2002; Santos et al., 2004).

La implantacion del embrion suele ocurrir durante la fase de elongacion del blastocito, esto
ocurre aproximadamente entre los dias 11 y 13 luego de la fertilizacion. Hacia el dia 15 se
ponen en contacto las microvellosidades de la superficie del epitelio endometrial con las
suaves membranas plasmaticas de las células que rodean el embrion (Thatcher et al. 1996).
La accion antiluteolitica del embridn se ejerce por medio de varias proteinas que pueden
bloquear la sintesis de prostaglandina F2 alpha (PGF2a) por la mucosa uterina. Estas
proteinas estan reguladas por el interferon-tau (IFN-t), producido en los rumiantes antes de
iniciarse el periodo de implantacion. Su funcion primaria es informar de la presencia del
embrion y rescatar al cuerpo liteo de la lutedlisis para que se transforme en cuerpo luteo de
gestacion, en la vaca esto ocurre aproximadamente el dia 16 y es considerado como el
"periodo critico". El reconocimiento materno de la presencia del embrion debe ocurrir

antes de la lutedlisis para que la gestacion continue.



Niveles bajos de progesterona en el primer mes de gestacion estan asociados a una mayor
incidencia de pérdidas embrionarias tempranas (Garrett, 1988; Perry, 2005; Mann, 2006).
Estos bajos niveles de progesterona van a resultar en una mayor pulsatilidad de la hormona
luteinizante (LH) durante el diestro y estimular el crecimiento folicular, un excesivo
crecimiento folicular y por ende altos niveles de estradiol (E2) durante la fase luteal
también pueden ser perjudiciales para la vida del embrion (Pritchard et al. 1994; Inskeep,
1995; Bridges et al., 2000). La presencia del embrion durante el dia 16 del ciclo inhibe la
sintesis y liberacion de PGF2a por el endometrio (Geisert ef al., 1994; Mann et al., 1999;
Thatcher et al., 2001; Okuda et al., 2002), lo que impide la lutedlisis y la consiguiente
disminucion en la produccion de progesterona.

La Gonadotrofina Corionica Equina (eCG) es una glicoproteina compleja con actividad
semejante a las hormonas foliculo estimulante y luteinizante (FSH y LH, respectivamente).
Tiene una vida media de aproximadamente 2 dias en la vaca y persiste por mas de 10 dias
en la circulacion sanguinea (Murphy y Martinuk, 1991). La eCG administrada algunas
horas previo a la ovulacion estimula el crecimiento folicular a través de su accion de FSH y
LH, aumenta el tamafio del foliculo preovulatorio, incrementa las concentraciones
plasmaticas de progesterona luego de la ovulacion, mejorando asi el desarrollo embrionario
y el mantenimiento de la prefiez (Baruselli et al., 2004). La utilizacion de 400 UI de eCG al
momento de retirar el dispositivo de liberacion de progesterona en un tratamiento para
sincronizar la ovulacién, dio como resultado un aumento en la concentracién de
progesterona en plasma y en las tasas de prefiez en vacas con cria al pie tratadas durante el
anestro posparto (Baruselli et al., 2004; B6 et al., 2007).

Una apropiada diferenciacion y funcion del cuerpo luteo es esencial para la sincronizacion
del desarrollo embrionario y uterino (Thatcher, 1994) y las concentraciones plasmaticas de
progesterona se correlacionan positivamente con la produccion de IFN-t, lo cual sugiere
que altos niveles de progesterona proveen un medio mas adecuado para el desarrollo
embrionario (Kerbler, 1997). La estimulacion y sincronizacion del crecimiento folicular
conjuntamente con la ovulacion de esos foliculos y formacion de cuerpos luteos
accesorios, previo al periodo critico, incrementaria la produccion de progesterona y podria
ser una alternativa para reducir pérdidas de gestacion. Esto adquiere mayor importancia
aun en programas de Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo (IATF) donde la tasa de prefiez

no supera el 50% en promedio, lo que probablemente podria ser mejorado al disminuir las



pérdidas embrionarias tempranas. Resultados previos en la region, donde se utilizé 400 UI
eCG 14 dias luego de la IATF en vacas con cria cruza Bos taurus x Bos indicus, sugieren
un efecto favorable sobre la tasa de prefiez (Cutaia et al., 2010).

La implementacion de una estrategia de este tipo se vera favorecida en estos programas
con IATF donde los eventos reproductivos estan sistematizados y sincronizados en todo el
rodeo, siendo desde el punto de vista practico, muy sencillo administrar una dosis de eCG

en un momento predeterminado luego de la inseminacion.

Reconocimiento Materno de la Gestacion

El reconocimiento materno de la prefiez en rumiantes ocurre mediante la accion de una
proteina compuesta por 172 aminodcidos, sintetizada por las células trofoblasticas del
blastocito, denominada interferon tau (INF-t). El INF-t es expresado en rumiantes y
representa una de las cinco familias de interferon de tipo I, clasificados como IFN-a, IFN-
B, IFN-5, IFN-o e IFN-t. Anteriormente a la identificacion del IFN-t, ya existian indicios
de accion de proteinas blastocisticas en el proceso de reconocimiento de la prefiez en
rumiantes. Investigaciones realizadas en la década de 1960 sefalaban la ocurrencia de
inhibicion de la lutedlisis a partir de la liberacion de sustancias blastocisticas antes del
momento de la implantacion (Moor, R.M. y Rowson, L.E.A., 1966). Posteriormente, por
haber sido aisladas de las células trofoblasticas, esa sustancia fue denominada trofoblastina
o proteina trofoblastica (Martal, J. et al., 1979). Luego de su purificacion, realizada en la
especie ovina, por presentar grandes semejanzas estructurales con algunas clases de
interferones pasé a ser llamada IFN-t (Imakawa, K. et al., 1987). Subsecuentemente, fue
caracterizada en el concepto bovino, entre el 16° y el 24° dia de prefiez. El IFN-t bovino es
una proteina con peso molecular entre 22 a 24 KDa, con diferentes isoformas,
diferenciandose de su analogo de las especies ovina y caprina por algunas alteraciones en
su estructura bioquimica.

El proceso de lutedlisis a partir de la secrecion de PGF2a necesita de la sintesis y secrecion
lutea de la oxitocina, asi como de la interaccion de la oxitocina circulante con sus
receptores, los cuales se localizan principalmente en las células del epitelio endometrial.
Los efectos antiluteoliticos del IFN-t son traducidos a partir de su accion inhibitoria sobre

la expresion de los genes que codifican para los receptores endometriales de oxitocina y de



estrogenos, sustancias estas que actian sobre las células del endometrio, estimulandolas a
producir PGF2a. De esta forma, el IFN-t regula la produccion de PGF2a por medio de la
inhibicién de su expresion en el endometrio. El IFN-t no es observado en la circulacion
periférica de las hembras gestantes, siendo su accion localizada apenas en el ttero.

Un claro aumento en la expresion del gen de IFN-t ocurre del 10° al 25° dia, con su pico de
produccion entre el 14° y el 16° dia, coincidiendo con la fase de transicion morfologica del
blastocito, que en ese periodo pasa de la forma esférica para la forma filamentosa (Thomas,
E.S. y Fuller, W.B., 2004). Esto hace pensar que la produccion de IFN-t parece ser mas
dependiente del desarrollo blastocistico propiamente que del dia de la prefiez. En el
momento del pico de produccion, su ARN mensajero (mRNA) esta presente en el
blastocito en niveles mas elevados que cualquier otro mRNA. Aunque la expresion del gen
parezca ser genéticamente programada e independiente del ambiente uterino, considerando
que su expresion ocurre también in vitro, ese proceso es en gran parte afectado por sus
concentraciones plasmaticas de progesterona. La suplementacion de progesterona en el
inicio de la prefiez, ayuda al desarrollo del blastocito, aumentando los niveles de IFN-t en
el utero y disminuyendo los indices de pérdida de prefiez en el transcurrir de ese periodo
(Mann, G.E. y Lamming, G.E., 1999). La disminucion en la expresion del IFN-t parece ser
dependiente del proceso de implantacion, ocurriendo disminuciéon en la medida que
determinadas regiones del trofoblasto comienzan a establecer contacto con el epitelio

uterino (Thatcher ef al. 1997; Spencer et al., 2004).

Problemadatica Especifica

Como fue descrito en los antecedentes la tasa reproductiva en Uruguay es baja y la misma
puede estar afectada entre otros factores por las pérdidas en la gestacion temprana. El plan
de trabajo consistio en intervenir sobre ésta limitante mediante el uso de una estrategia
simple, practica y econdmica como lo es la aplicacion de una dosis de eCG al dia 14 luego
de la inseminacion.

El desarrollo de ésta alternativa dara lugar a la resolucion de un problema técnico concreto

vinculado a la eficiencia reproductiva.



Hipotesis

La administracion de eCG aplicada luego de la IATF disminuye las pérdidas
embrionarias, produciendo un impacto positivo en la produccion pecuaria al

aumentar la tasa de prefiez.

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto del tratamiento con eCG en vacas de carne, sobre la tasa de prefiez

y pérdidas embrionarias posterior a una IATF.

Objetivos especificos

Determinar pérdidas embrionarias al Dia 30 y 60 de gestacion luego de la
administracion de 400 UI de eCG en vacas con cria y vaquillonas:

» Al retiro del dispositivo.

» Al Dia 14 luego de la IATF.

» Accion sinérgica o aditiva de ambos tratamientos.

METODOLOGIA

Se realizaron 2 experimentos sobre hembras en ausencia de cuerpo liteo, en las que se
compard la respuesta al uso de eCG. Previo a cada experimento se definio el estado

fisiolégico del ovario (ausencia o presencia de cuerpo liteo, anestro o ciclando



respectivamente) mediante ecografia al momento de iniciar el tratamiento. Para este
estudio se utilizaron Unicamente aquellas hembras con ausencia de cuerpo liteo. En este
momento se registro el estado corporal en las vacas y vaquillonas y el peso corporal en las
vaquillonas, factores que fueron considerados para el disefio balanceado de los grupos
experimentales. Todas las hembras recibieron un tratamiento para IATF utilizando un
dispositivo intravaginal con 0,5 g de progesterona (DIB® 0,5, Syntex, Buenos Aires,
Argentina) durante 7 u 8 dias asociado a una dosis de 2 mg de benzoato de estradiol
(Benzoato de Estradiol®, Syntex) al momento de colocar el dispositivo intravaginal. Al
retirar el dispositivo se administré una dosis de 500 pg de D (+) cloprostenol (Ciclase” DL,
Syntex) y 0,5 mg de cipionato de estradiol (Cipiosyn”, Syntex). Los formacos inyectables
fueron administrados por via intramuscular. Se realizé una inseminacion entre las 52 y 56
hs luego del retiro del dispositivo, utilizando partidas de semen que resultaron aptas al
examen de calidad seminal, en el que se observd motilidad individual minima de 40%,
menos del 30% de anormalidades totales con menos de 10% de anormalidades de cabeza y
cuello, una concentracion minima de 8 millones de espermatozoides y que al menos 30%
supere el test de termo resistencia entre 35 y 37°c durante 2 hrs. El dia de la inseminacion
fue considerado como Dia 0. Para cada experimento las vacas fueron asignadas a 4 grupos

experimentales de acuerdo al siguiente arreglo 2x2 factorial:

¢ Grupo Control: no recibieron eCG siguiendo con el tratamiento descrito en el
parrafo anterior.

% Grupo eCG al retiro del DIB: se administré 400 UI de eCG (Novormon 5000%,

Syntex) al momento del retiro del dispositivo.

Grupo eCG al Dia 14 luego de la IATF: se administré 400 Ul de eCG 14 dias luego

®
°

de la inseminacion.

Grupo eCG al retiro del DIB y al Dia 14 luego de la IATF: se administré 400 UI de

®
%

eCG al momento del retiro del dispositivo y 14 dias luego de la inseminacion.

El disefio experimental se muestra en la Figura 1.



Experimento I:

Este experimento se realizd sobre 320 vacas con cria utilizando hembras multiparas de
razas carniceras con una condicion corporal de 3,5 a 4,5 (escala 1 a 8) y con un periodo
posparto de 60 a 90 dias. Los terneros recibieron una tablilla nasal el dia que se coloc¢ el
dispositivo a sus madres y fueron retiradas en la tarde luego de la IATF. Las vacas fueron
asignadas a los 4 grupos experimentales descritos anteriormente y el diagnodstico de
gestacion se realizd mediante ultrasonografia al Dia 30 y 60, determinando asi la tasa de

prefiez y las pérdidas embrionarias y fetales durante los primeros 30 y 60 dias de gestacion.

Experimento I1:

Este experimento se realizd sobre 864 vacas nuliparas (sin cria y en su primer servicio),
vaquillonas de 2 afios pertenecientes a razas carniceras con una condicion corporal de 4 a 5

(escala 1 a 8). La metodologia utilizada fue la descrita para el experimento anterior.

US diagnéstico
ANESTRO de gestacion
BE Zmg PGF2a 500 pg \ATE
CE 05 mg 5256 hrs. |
-4
Gontrol - Sin «CG v DI ¥ Vl' v >
| |

BE 2Zmg PGF2a 500 pg |ATE
CEO0,5mg 52 = 56 hrs,

DIE l
eCGalretirodelDIB ) L2 \ >
1 | |
BE 2mg PGF2a 500 ug
CEO.5mg
DIB|
eCGaldiaid pos IATF X >
i I | | >
&CG 400 U
BE 2mg PGF2a500 ug IATF
CE05mg 52— 56 hrs. | eCG 400 Ul
DIB l
eCGalrstimdelDIByal Y D5 \ 4 4 >
dia 14 pos IATF | I |
-10 0 | B [ e

Figura 1. Esquema del disefio experimental.
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Analisis estadistico:

Los resultados de prefiez entre los diferentes grupos fueron comparados mediante regresion
logistica considerando los siguientes factores: partida de semen, toro, inseminador,
condicion corporal y actividad ovarica al inicio del experimento. Se presentan los datos
unicamente para aquellos factores que tuvieron un efecto significativo considerando un

valor P<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Hubo un efecto significativo del uso de eCG siendo superior la tasa de prefiez a los 30 dias
luego de la inseminacion, tanto en vacas como en vaquillonas tratadas comparadas con el
grupo control sin tratar. El mejor resultado se obtuvo aplicando eCG en ambos momentos

(P<0,05; Tabla 1).

Tabla 1. Tasa de prefiez a los 30 dias luego de la IATF obtenida con el uso de eCG al retiro del
dispositivo y/o al Dia 14 luego de la inseminacion.

Vacas (n=297) Vaquillonas (n=689)

Control — Sin eCG 43,1% (31/72)" 36,9% (66/179)°
eCG al retiro del DIB® 62,5% (45/72)" 46,9% (83/177)°
eCG al dia 14 luego de la inseminacion ~ 55,8% (43/77)™ 39,0% (64/164)™
eCG al retiro del DIB® y al dia 14 luego ~ 82,9% (63/76)° 46,8% (79/169)°

de la inseminacion

Diferentes letras en una misma columna representan diferencias significativas (P<0,05)

Las tasas de pérdidas embrionarias o fetales tempranas (vacias a los 60 dias luego de la
inseminacion sobre las prefadas a los 30 dias) fue de 1,6% (3/182) para las vacas, no

detectandose diferencias entre los grupos (Tabla 2).
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Tabla 2. Tasa de prefiez obtenida luego de la IATF y pérdidas embrionarias / fetales tempranas.

VACAS US 30 dias US 60 dias Pérdidas

(n=297) (n=297) (n=182)
Control — Sin eCG 43,1% (31/72)*  43,1% (31/72)*  0,0% (0/31)*
eCG al retiro del DIB® 62,5% (45/72)°  62,5% (45/72)°  0,0% (0/45)"
eCG al dia 14 luego de la 55,8% (43/77)  51,9% (40/77)™  6,9% (3/43)
inseminacion

eCG al retiro del DIB® y al dia 82,9% (63/76)° 82,9% (63/76)° 0,0% (0/63)*
14 luego de la inseminacion

Total 1,6% (3/182)

Diferentes letras en una misma columna representan diferencias significativas (P<0,05)

Los resultados observados en vaquillonas fueron similares, no detectandose diferencias
entre los grupos experimentales. La tasa de pérdidas embrionarias o fetales tempranas fue

de 4,8% (14/292), (Tabla 3).

Tabla 3. Tasa de prefiez obtenida 1ue§o de la IATF y pérdidas embrionarias / fetales tempranas.

VAQUILLONAS US 30 dias US 60 dias Pérdidas

(n=689) (n=689) (n=292)
Control — Sin eCG 36,9% (66/179)"  34,1% (61/179)*  7,6% (5/66)°
eCG al retiro del DIB® 46,9% (83/177)°  44,1% (78/177)°  6,0% (5/83)°
eCG al dia 14 luego de la 39,0% (64/164)™  37,8% (62/164)™  3,1% (2/64)*
inseminacion

eCG al retiro del DIB® y al dia 46,8% (79/169)b 45,6% (77/169)b 2,5% (2/79)*
14 1ue§0 de la inseminacion

Total 4,8% (14/292)

Diferentes letras en una misma columna representan diferencias significativas (P<0,05)

Estos resultados observados tanto en vacas como en vaquillonas concuerdan con lo
reportado por Sartori ef al., 2004.

El tratamiento con eCG permiti6 obtener una elevada tasa de prefiez tanto en vacas como
en vaquillonas observandose diferencias significativas entre los grupos. El beneficio
obtenido con el uso de eCG si bien est4 vinculado a su efecto FSH y LH, aun no esta claro
que nivel estaria actuando. Resultados anteriores en vacas cebuinas sugieren que su uso
podria incrementar el tamafio del foliculo ovulatorio y/o el tamafio del cuerpo luteo y la

consecuente secrecion de progesterona, favoreciendo el desarrollo embrionario y el inicio
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de la gestacion (Baruselli et al., 2004). Sin embargo el efecto de la eCG a nivel ovarico no
ha sido estudiado en Bos taurus y mucho menos en razas britanicas bajo las condiciones

productivas de nuestra region.

CONCLUSIONES

La administracion de 400 UI de eCG al momento del retiro del dispositivo aumenta la tasa
de prefiez, tanto en vacas como en vaquillonas en anestro. Sumado a esto, la
administracion de una segunda dosis de 400 UI de eCG 14 dias luego de la inseminacion
sugiere un posible efecto sobre la supervivencia de embriones en los primeros 30 dias de

gestacion en vacas multiparas, no observandose los mismos resultados en vaquillonas.

Se requieren futuros trabajos adicionales para confirmar estos resultados y principalmente
estudios a nivel ovarico y endocrino que permitan comprender el mecanismo involucrado

en este fendmeno.
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