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Resumen

Callejas, S.; Uslenghi, G.; Catalano, R.; Larghi, J.; Cabodevila, J.: Comparacion de dos
protocolos para sincronizar ovulacion e implementar inseminacion artificial en vaquillo-
nas. Rev. vet. 25: 2, 100-104, 2014. Se efectuaron dos experimentos (EI y EII) en vaquillonas
Bos taurus de 20-24 meses de edad y 3-3,5 de condicion corporal (escala 1 a 5). El objetivo
fue comparar dos protocolos de sincronizacion de la ovulacion (PSO), utilizando dispositivos
intravaginales con progesterona (DISP) combinados con cipionato de estradiol (CPE) admi-
nistrado al momento de retirar el DISP o benzoato de estradiol (BE) 24 h mas tarde. En el dia
0, las vaquillonas (EI, n=16; EII, n=173) recibieron un DISP (1 g de progesterona) mas 2 mg
BE; en el dia 8 se retir6 el DISP, se administraron 0,150 mg de D-Cloprostenol y se aplico, a
sendos PSO, una inyeccion de 1 mg de CPE en dicho momento o 1 mg de BE 24 h mas tarde.
En EI, se efectuaron ecografias (dias 0, 8 y 9 y desde este tltimo momento cada 12 h hasta el
dia 11) y muestreos sanguineos para determinar progesterona plasmatica (P4; dias 8, 9, 10, 11
y 21); se determino porcentaje de vaquillonas con cuerpo luteo (dias 0 y 8), los diametros de
los foliculos dominante (FD, dia 8) y ovulatorio. En EII, se realizo IATF (dia 10) y se deter-
mind prefiez (dia 35). Los analisis estadisticos se realizaron por SAS. Los diametros del FD
(13,1£2,4 mm) y ovulatorio (15,4+2,2 mm) y el intervalo retiro DISP-ovulacion (65,3+5,3 h)
no difirieron entre PSO (p>0,05); se observo un efecto del dia sobre el nivel de P4 (p<0,05),
no asi del PSO o interaccion PSO x dia (p>0,05), el nivel de P4 al dia 8 (4,6+4,4 ng/ml) dismi-
nuyo a valores <Ing/ml post retiro del DISP. La prefiez fue similar entre PSO (60,7%; p>0,05).
Se concluye que en vaquillonas Bos taurus, ambos PSO generan similares cambios ovaricos,
variaciones en el nivel de P4 y porcentajes de prefiez.

Palabras clave: vaquillona, sincronizacion de ovulacion, inseminacion artificial, compara-
cion de protocolos.

Abstract

Callejas, S.; Uslenghi, G.; Catalano, R.; Larghi, J.; Cabodevila, J.: Comparison of two
protocols to synchronize ovulation and to implement artificial insemination in heifers.
Rev. vet. 25: 2, 100-104, 2014. Two experiments were performed in Bos faurus heifers (EI,
n=16; EII: 173, body condition score: 3-3.5, scales 1-5, age: 20-24 months). The objective was
to compare two protocols for synchronization of ovulation (PSO): progesterone intravaginal
devices (PID) combined with estradiol cypionate (ECP) administered at PID removal or es-
tradiol benzoate (EB) 24 h later. On day 0, heifers received a PID (1 g of progesterone) plus
2 mg BE; PID was removed on day 8, 0.150 mg of D-cloprostenol were administered and
heifers were distributed into two PSO: injection of 1 mg of ECP at that time or 1 mg of EB
24 h later. In EI, ultrasonography examinations (days 0, 8 and 9 and from this last time every
12 h until day 11) were performed and blood samples were collected to determine plasma
progesterone (P4, on days: 8, 9, 10, 11 and 21); percentage of heifers with corpus luteum (days
0 and 8), the diameters of the dominant (DF, day 8) and ovulatory follicle, were determined.
In EII, FTAI (day 10) was performed and pregnancy rate (day 35) was determined. Statistical
analysis was performed by SAS. The diameters of DF (13.1+2.4 mm) and ovulatory follicle
(15.4+2.2 mm) and PID removal-ovulation interval (65.3+5.3 h) did not differ between PSO
(p>0.05). There was an effect of day on the level of P4 (p<0.05), but not of the PSO or PSO
by day interaction (p>0.05), P4 level on day 8 (4.6+4.4 ng/ml) decreased to <1 ng/ml after
PID removal. Pregnancy rate was similar between PSO (60.7%; p>0.05). In conclusion in
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Bos taurus heifers, both PSO produce similar ovarian changes, variation in P4 levels and

pregnancy rates.

Key words: heifer, synchronization of ovulation, artificial insemination, protocols compari-

son.

INTRODUCCION

El control farmacolégico de la ovulacion mediante
la utilizacion de dispositivos intravaginales con proges-
terona (DISP) ha permitido implementar programas de
inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF). EI proto-
colo tradicional consiste en la colocacion de un DISP
mas una inyeccion de benzoato de estradiol (BE) para
generar una nueva onda de crecimiento folicular. Siete
u ocho dias después se retira el dispositivo y se admi-
nistra un agente luteolitico, 24 h mas tarde se inyec-
ta BE para sincronizar las ovulaciones, realizando la
IATF 48 a 56 h después del retiro del dispositivo °.

El protocolo mencionado precedentemente conlle-
va 4 encierres de los animales para colocar/inyectar las
drogas y realizar la IATF. Teniendo en cuenta que esto
requiere una mayor logistica y que puede ser causa de
estrés, se han realizado investigaciones tendientes a re-
ducir a 3 el nimero de veces que los animales deben
pasar por la manga. Para esto, se ha sustituido la se-
gunda administracion de BE por cipionato de estradiol
(CPE) inyectado en el momento de retirar el dispositivo
intravaginal, con resultados dispares *'°.

El objetivo del presente trabajo fue aportar infor-
macion que explique las diferencias observadas, para
lo cual se compararon ambos protocolos en vaquillonas,
estudiando su efecto sobre las estructuras ovaricas, los
niveles de progesterona plasmatica y el porcentaje de
prefiez luego de realizar una IATF.

MATERIAL Y METODOS

Lugar. Los trabajos se realizaron en la Escuela de
Educacion Agraria N° 1 “Dr. Ramoén Santamarina”,
Partido de Tandil (EI) y en un establecimiento agrope-
cuario del Partido de Azul (EII), ambos ubicados en la
Provincia de Buenos Aires, Argentina.

Animales, alimentacion. Se utilizaron vaquillonas
Holando Argentino (EI, n=16) y Aberdeen Angus ne-
gras (EIL, n=173) de 20-24 meses de edad, las cuales
recibieron alimentacion pastoril sobre pasturas de Rye
Grass, sin suplementacion, teniendo libre acceso al
agua. La condicion corporal (escala 1 a 5; 1: emaciada
y 5: obesa) tuvo un rango de 3 a 3,5.

Tratamientos. Se realizaron 2 experimentos: EI y
EIl. En el dia 0, se coloco un dispositivo intravaginal
con | g de progesterona (EI: Cronipres 3 usos, Biogé-
nesis Bago; EIl: DIB 1 g, Syntex) mas una inyeccion,
intramuscular (im) de 2 mg de BE (Bioestrogen, Bio-
génesis Bago). El dia 8 se retird el dispositivo, se ad-

ministro 0,150 mg de D-Cloprostenol (Enzaprost D-C,
Biogénesis Bago), y las vaquillonas fueron distribuidas
al azar en 2 grupos para recibir los siguientes trata-
mientos: 1 mg de CPE (ECP estradiol, Konig) en dicho
momento (Grupo CPE, n=8) o 1 mg de BE a las 24
h posteriores (Grupo BE, n=8). En el Ell, se realizo
IATF en el dia 10 (50-54 h post retiro del dispositivo),
utilizando semen congelado-descongelado proveniente
de un toro de probada fertilidad.

Estudios ecogrdficos. En el dia 0, las vaquillonas
fueron examinadas mediante ultrasonografia (Chison
D 600 VET, China, equipado con un transductor tran-
srectal multifrecuencia de 5 MHz) para determinar la
estructura ovarica predominante (EOp: cuerpo luteo
-CL-, foliculos > 10 mm y foliculos < a 10 mm). Las
ecografias se continuaron en los dias 8, 9 y a partir de
este ultimo momento cada 12 h hasta el dia 11. Estas
ecografias se realizaron para determinar el diametro
del foliculo dominante (FD) al momento del retiro del
dispositivo intravaginal y al momento de ovular; y en
el dia 8, para registrar si existia un CL en el momento
de retirar el dispositivo intravaginal. Se consider6 que
la vaquillona habia ovulado cuando desaparecio el FD
y en su lugar se encontré un CL en una nueva ecografia
realizada en el dia 21. En este momento se midio el area
del mismo utilizando la funcion area del equipo de ul-
trasonografia. La hora de ovulacion se determind como
el valor promedio entre la hora en que se encontr6 el
FD y aquélla en la que el mismo habia desaparecido. El
estudio ecografico para diagnosticar prefiez se efectud
el dia 35 post-IATF.

Determinacion de progesterona. Se tomaron
muestras de sangre por puncion de la vena yugular en
los dias 8, 9, 10, 11 y 21, para determinar progesterona
plasmatica (EI) y prefiez (EII). Las muestras de sangre
se colectaron en tubos heparinizados y fueron centrifu-
gadas (2000 x g durante 15 minutos) dentro de la hora
de extraidas. El plasma fue almacenado a -20°C hasta
el momento de la medicion de progesterona (P4). La
determinacion de P4 se realizo en la Facultad de Cien-
cias Veterinarias (UNCPBA, Tandil, Buenos Aires). Se
utilizé un kit para RIA (COAT A COUNT, Siemens
Healthcare Diagnostic Inc., CA, USA) previamente
validado para bovinos . El coeficiente de variacion
intra-ensayo fue <7% para concentraciones entre 0,1 y
40 ng/ml y el inter-ensayo fue <3,5%. La sensibilidad
fue de 0,01 ng/ml.

Andalisis estadistico. En EI se estudio el efecto del
protocolo sobre los diametros del FD en el dia 8 y ovu-
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Tabla 1. Cambios ovaricos verificados entre los dias 8°y 21° (X £ DE).

las  concentraciones  de grupo didmetro FD (mm) - retiro ll)I}tSe}r’\-/gL(:ﬂacién dia 21

progesterona y el area del dia 8 ovulatorio (rango) area del CL (mm?) P4 (ng/ml)
cuerpo luteo en el dia 21. CPE(n=8) 13,0£2,3 15,4423 64,5+7,7°(54-78) 405,9+81,1 6,4+1,0
En EII se estudi6 el efecto gg (n=8) 13242,5  15442.4 66,0+0,0%(66) 375 ,8+77.4 71412

del protocolo sobre el por-
centaje de prefiez a laIATF.
Los procedimientos esta-
disticos utilizados fueron,
para las variables discretas,
el Proc CATMOD; para las
variables continuas, el Proc GLM y para las medidas
repetidas en el tiempo, el Proc MIXED. El test de Bart-
lett se aplico para determinar homogeneidad de varian-
cia. En el caso del intervalo retiro del dispositivo - ovu-
lacion, dado que no se cumplieron los supuestos para
realizar un ANOVA, se utilizo el test de Kruskal Wallis.
Todos los procedimientos utilizados pertenecieron al
paquete estadistico SAS .

RESULTADOS

Ninguno de los animales perdi6 el dispositivo in-
travaginal.

Experimento 1. El 68,8% de las vaquillonas tuvo
un CL en el dia 0 y todas las vaquillonas ovularon en
respuesta al tratamiento. En la Tabla 1 se describen los
cambios ovaricos ocurridos desde el dia 8 en adelante.
El porcentaje de vaquillonas con CL al retiro del dis-
positivo (31,3%) no difirié entre tratamientos (p>0,05).
En el grupo CPE se produjo una mayor dispersion de
las ovulaciones (p<0,05). El area del CL en el dia 21 no
difiri6 entre tratamientos como asi tampoco el nivel de
progesterona en plasma (6,8+ 1,1 ng/ml, p>0,05).

No se observaron efectos del protocolo ni de la
interaccion protocolo x dia (p>0,05) sobre el nivel de
progesterona en plasma; por el contrario, se determi-
no6 un efecto del dia (p<0,05). Al retirar el dispositivo
intravaginal, el valor promedio de progesterona fue de
4,6+4,4 ng/ml descendiendo a niveles inferiores a 1 ng/
ml en los dias subsiguientes (Figura 1).

Experimento II. No se observo efecto del protoco-
lo de sincronizacion de la ovulacion sobre el porcentaje
de prefiez a la IATF (p>0,05; Tabla 2).

DISCUSION

El 100% de las vaquillonas ovulo en respuesta a la
induccion demostrando la eficacia de ambos protoco-
los. Respuestas similares han sido documentadas con
antelacion " . En este experimento no se registraron
diferencias entre protocolos en los diametros del FD
en el dia 8 y ovulatorio, como tampoco las hubo en el
intervalo retiro del dispositivo - ovulacion.

El diametro del foliculo ovulatorio (15,4+2,3 mm)
coincidio con el informado por investigadores que, tra-

X: media aritmética, DE: desvio estandar, FD: diametro del foliculo dominante, DISP: dis-
positivo intravaginal, CL: cuerpo luteo, P4: nivel de progesterona en vaquillonas tratadas
con DISP y cipionato (CPE) o benzoato (BE) de estradiol para sincronizar la ovulacion.
®La dispersion de la ovulacion difirié p<0,05.

Tabla 2. Porcentaje de prefiez en vaquillonas IATF se-
gun protocolo de sincronizacion de la ovulacion.

protocolo % de prefiez
CPE 61,0 (50/82)
BE 60,4 (55/91)

CPE: administracion de 1 mg de cipionato de estradiol en el
momento de retirar el dispositivo intravaginal con progeste-
rona. BE: administracion de 1 mg de benzoato de estradiol
24 h post retiro del dispositivo.

bajando con vaquillonas Holstein, registraron un valor
de 14,9 mm con un rango de 10,8 a 18,5 mm ' . En
vaquillonas para carne, se ha informado un valor de
15,3+0,2 mm 3 en concordancia con lo anteriormente
expresado. Por otro lado, cabe sefialar que vaquillonas
para leche y carne han tenido similares respuestas ante
un tratamiento de control del ciclo estral basado en el
uso de dispositivos intravaginales con progesterona ?,
por lo cual los trabajos anteriores son comparables a
pesar de tratarse de vaquillonas con diferentes aptitu-
des productivas.

El intervalo retiro del dispositivo — ovulacion
(65,3+5,3 h) coincidi6 con el reportado en un trabajo
anterior (66 h) ' y fue menor que el registrado en otro
ensayo, en el cual resulté de 80,6+5,0 h 5. Un inter-
valo intermedio (73,5+1,0 h) fue informado en otra
publicacion ? . Se ha observado que existe una corre-
lacion negativa entre el tamafio del foliculo dominante

Progesterona
(ng/ml)

5.0
4,0
3.0

2,0

b b b
Yy

0 24 48 72

1,0 A

0.0

Horas post retiro del dispositive intravaginal

Figura 1. Niveles plasmaticos de progesterona en
vaquillonas desde el retiro del dispositivo intravaginal
con 1 g de progesterona (hora 0) hasta las 72 horas
posteriores. Sobre las columnas, letras distintas indi-
can diferencias significativas
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(posiblemente ovulatorio) presente en el momento de
administrar un agente luteolitico y el intervalo a la ovu-
lacion 7.

Teniendo en cuenta que en el presente trabajo, el
diametro del foliculo dominante determinado en el mo-
mento de retirar el dispositivo (equivalente a la admi-
nistracion de un agente luteolitico) fue mayor (13,1 +2,4
mm) que el informado por otros autores (8,6+0,5 mm
y 10,8+2,8 mm) *7 , se podria hipotetizar que estas
diferencias en el diametro folicular explicarian el ma-
yor intervalo registrado en estos casos. Con respecto al
nivel de progesterona, luego de retirado el dispositivo
intravaginal se produjo una disminucion de los nive-
les de dicha hormona a valores inferiores a 1 ng/ml, en
coincidencia con datos bibliograficos previos 2.

El area del CL (390,5+106,1 mm?) fue superior a
la registrada en investigaciones anteriores (303,7+28,7
mm?) 2. En concordancia, el nivel de progesterona en
dicho momento fue superior (6,8+1,1 ng/ml) al in-
formado en dicho trabajo, de 4,6+1,0 ng/ml. Se ha
determinado que existe relacion entre el diametro del
foliculo ovulatorio y el tamafio del cuerpo lateo y, en
consecuencia, con el nivel de progesterona . En re-
portes precedentes se observo un menor diametro del
foliculo ovulatorio ? en relacion al del presente trabajo,
lo que podria explicar las diferencias observadas en el
areay en los niveles de progesterona, en los respectivos
trabajos.

En coincidencia con aseveraciones de otros investi-
gadores, el porcentaje de prefiez de los protocolos eva-
luados fue similar *'°, El valor registrado (60,7%), se
encuentra cercano al valor maximo del rango citado en
la bibliografia que va de 43,3% a 62,7% °.

Teniendo en cuenta el rango horario en que se pro-
dujeron las ovulaciones en el grupo EI (54-78 h), el
tiempo que tarda el espermatozoide en alcanzar el ovi-
ducto (6-8 h) 13, la vida estimada del ovocito (8-20 h) 8
y del espermatozoide (24-48 h) ® , el rango horario en
que se realizo la IATF (50-54 h) y la condicion corporal
de las hembras (> 3, escala 1 a 5), se podria hipotetizar
que en el grupo EII se combinaron estos factores de
manera optima lo que permitiria explicar el porcentaje
de prefiez alcanzado.

No obstante, cabe sefialar que estas condiciones no
siempre se dan; por ejemplo, en un trabajo publicado
sobre distribucion de las ovulaciones en los animales
que recibieron CPE al retirar el dispositivo intravagi-
nal con progesterona, éstas comenzaron a las 48 h post
retiro y finalizaron a las 96 h °, pudiendo esto influir
sobre el resultado a obtener en funcion de la hora en
que se realiza la IATF.

Se concluye que en vaquillonas Bos taurus, el pro-
tocolo que utiliza un dispositivo intravaginal con pro-
gesterona (1 g) combinado con un agente luteolitico y
sales de estradiol (benzoato al colocarlo y cipionato al
retirarlo), genera cambios ovaricos y porcentajes de
preiez a la IATF similares al protocolo tradicional (ad-
ministracion de BE a 24 h de retirado el dispositivo).
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