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VISTO:

La evaluacion positiva enviada por las/os integrantes del Comité Cientifico de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Pampa, respecto del Proyecto de Investigacion:
“Eficacia de protocolos de sincronizacion basados en Cosynch de 5 dias para mejorar la eficiencia
reproductiva de vacas para carne con cria al pie”y,

CONSIDERANDO:

Que el Proyecto de Investigacion enunciado en el visto estard bajo la direccién del Dr. Julian
BARTOLOME, participando en caréacter de Asesores el Dr. Santiago PEREZ WALLACE (Syntex SA) y el
PhD. Anibal PORDOMINGO y en caracter de Investigadores/as las/os profesionales: Dra. Maria
Guillermina BILBAO, Esp. Florencia FARCEY, M.V. Gabriel Fabian FRANCO, Lic. Victor Emanuel LEAVI
DE ASIS, M.V. Karen Daiana MORAN, Esp. Juan Pablo PICCINI, MSc. Alejandro Martin RODRIGUEZ
(INTA Estacion Experimental Agropecuaria “Cuenca del Salado”. Facultad de Agronomia Azul, UNICEN) y
M.V. Luis Oscar ZAPATA, en caracter de Personal de Apoyo la Agente Nodocente Ceferina Iris ANDINO y
en caracter de Asistentes de Investigacion el M.V. Santiago Néstor SOLA (Estancia “La Bertha”,
Departamento Maraco) y los/as estudiantes de la carrera Medicina Veterinaria: Agustin BERNINI, Nicolas
CARDENAS, Layla Maribel FOGEL, Rocio Belen FRANCK, Karen Jaqueline FUCHS, Francisco
HERNANDEZ, Maximiliano JOFRE, Gaspar MACAGNO MACALI, Gonzalo Dario MORENO, Micaela
TEALDI, Julio Enrique TORRES y Melisa Daniela WELCH.

Que tendra una duracién de veinticuatro (24) meses, a partir del 01 de enero de 2024 y hasta el 31
de diciembre de 2025.

Que de acuerdo a la presentacion el citado proyecto es de Investigacion Aplicada.

Que participan en su desarrollo las catedras Reproduccién Animal, Clinica de Animales Grandes,
Fisica Bioldgica y Produccion de Bovinos para Carne, como asi también el Instituto de Medicina
Reproductiva Veterinaria (IMERVET), el Centro de Investigacion y Desarrollo de Farmacos (CIDEF) y el
Laboratorio de Reproduccion, todos pertenecientes a la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Pampa.

Que ademas participaran instituciones como el Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y
Técnicas (CONICET) Patagonia Confluencia, el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA)
Estacion Experimental Agraria “Ing. Agr. Guillermo Covas”, Anguil, La Pampa, el Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) Estacion Experimental Agraria “Cuenca del Salado”, Rauch, Buenos Aires,
las catedras de Anatomia y Fisiologia Animal y de Bases para la Produccién Animal del Departamento de
Produccion Animal de la Facultad Agronomia Azul de la Universidad Nacional del Centro (UNICEN).

Que el citado proyecto ha sido presentado de acuerdo con las normas vigentes y aprobado por el
Comité Cientifico de la Facultad.
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2.

Que el Articulo 5° Anexo | de la Resolucion N° 100/99 y su modificatoria N° 88/02 del Consejo
Superior, estipula que: “Todo Programa y todo Proyecto de Investigacion que obtenga dos (2) evaluaciones
externas favorables seré acreditado mediante resolucion del Consejo Directivo de cada Facultad a la que
pertenezca’.

Que cuenta con dos (2) evaluaciones externas satisfactorias, de acuerdo con lo previsto en la
Resolucién N° 100/99 y N° 88/02 del Consejo Superior de la Universidad Nacional de La Pampa.

Que las evaluaciones fueron realizadas por el Dr. Luciano CATTANEO (UNL), el Dr. Pablo Uriel
DIAZ (CONICET-UNL) y el PhD. Sebastian MARESCA (INTA).

Que en Sesion Ordinaria del Consejo Directivo del dia 29 de Febrero de 2024, puesta la
acreditacion del Proyecto de Investigacion a consideracion de los/as Sres/as. Consejeros/as, se aprueba
por unanimidad.

POR ELLO:
EL CONSEJO DIRECTIVO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS
RESUELVE:

ARTICULO 1°: Acreditar como Proyecto de Investigacion de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Pampa, el proyecto denominado: “Eficacia de protocolos de sincronizacion
basados en Cosynch de 5 dias para mejorar la eficiencia reproductiva de vacas para carne con cria al pie”,
bajo la direccion del Dr. Julian BARTOLOME, participando en caracter de Asesores el Dr. Santiago PEREZ
WALLACE (Syntex SA) y el PhD. Anibal PORDOMINGO y en caracter de Investigadores/as las/los
profesionales Dra. Maria Guillermina BILBAO, Esp. Florencia FARCEY, M.V. Gabriel Fabian FRANCO, Lic.
Victor Emanuel LEAVI DE ASIS, M.V. Karen Daiana MORAN, Esp. Juan Pablo PICCINI, MSc. Alejandro
Martin RODRIGUEZ (INTA Estacién Experimental Agropecuaria “Cuenca del Salado”. Facultad de
Agronomia Azul, UNICEN) y M.V. Luis Oscar ZAPATA, en caracter de Personal de Apoyo la Agente
Nodocente Ceferina Iris ANDINO y en caracter de Asistentes de Investigacion el M.V. Santiago Néstor
SOLA (Estancia ‘La Bertha”, Departamento Maracd) y los/as estudiantes de la carrera Medicina
Veterinaria: Agustin BERNINI, Nicolas CARDENAS, Layla Maribel FOGEL, Rocio Belén FRANCK, Karen
Jaqueline FUCHS, Francisco HERNANDEZ, Maximiliano JOFRE, Gaspar MACAGNO MACALI, Gonzalo
Dario MORENO, Micaela TEALDI, Julio Enrigue TORRES y Melisa Daniela WELCH, el cual contiene
dieciséis (16) folios y consta en el Anexo de la presente Resolucion.

ARTICULO 2°: El proyecto tendra una duracién veinticuatro (24) meses, a partir del 01 de enero de 2024 y
hasta el 31 de diciembre de 2025.

ARTICULO 3° Justificar los gastos que se produzcan de pasajes, viaticos, combustibles, aparatos,
material de laboratorio, etc., del citado proyecto.
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ARTICULO 4°: Registrese, comuniquese. Tomen conocimiento los/as interesados/as, Secretaria de

Investigacion y Posgrado. Cumplido, archivese. .
Firmado

g digitalmente por
FERRAN Abelardo

Mario

Presidente del Consejo Directivo
Facultad de Ciencias Veterinarias
Universidad Nacional de La Pampa
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ANEXO

Titulo del Proyecto: “Eficacia del protocolo de sincronizacion cosynch de 5 dias
para mejorar la eficiencia reproductiva de vacas para carne con cria al pie”

Integrantes
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PAMPA
Facultad de Ciencias Veterinarias

1. IDENTIFICACION del PROYECTO

1.1.  TITULO del PROYECTO: “Eficacia de protocolos de sincronizacién basados en Cosynch de 5 dias
para mejorar la eficiencia reproductiva de vacas para carne con cria al pie”

1.2. TIPO de INVESTIGACION: Aplicada.

1.3. CAMPO de APLICACION PRINCIPAL: Ganaderia.

1.4. CAMPOS de APLICACION POSIBLES: Produccion de alimentos.
1.5 AREA DE CONOCIMIENTO: Agropecuaria y del Ambiente.

1.6 SUBAREA DE CONOCIMIENTO: Medicina Veterinaria.

2. INSTITUCIONES y PERSONAL que INTERVIENEN en el PROYECTO

2.1. AREAS, DEPARTAMENTOS y/o INSTITUTOS:

Instituto de Medicina Reproductiva Veterinaria (IMERVET).
Catedra de Reproduccion Animal.

Cétedra de Clinica de Animales Grandes.

Cétedra de Fisica Bioldgica.

Céatedra de Produccion de Bovinos para Carne.

Laboratorio de Reproduccién.

Centro de Investigacion y Desarrollo de Farmacos (CIDEF).

TRAS INSTITUCIONES:
CONICET, Patagonia Confluencia.
INTA EEA “Ing. Agr. Guillermo Covas”, Anguil, La Pampa.
INTA EEA “Cuenca del Salado”, Rauch, Buenos Aires.
Cétedras de Anatomia y Fisiologia Animal y de Bases para la Producciéon Animal del Departamento
de Produccion Animal de la Facultad Agronomia Azul de la Universidad Nacional del Centro
(UNICEN).

2.2.

PO~ N~
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Titul Categ ; C Tier_npo
Aellido v Nombre CUIL itulo Respon- Catedra o argoy dedicac.
P y Académico ' sabilidad Institucion Dedicacién | hs./sem
Invest () ana
BARTOLOME, JULIAN 20-17310980/7 M.V.;Ph.D. | I D Cét. Reproduccion | Prof. Titular 4
ALBERTO Animal. Semi-exclusivo
PEREZ-WALLACE, 20-29510807/0 M.V.; Dr. S/IC A Syntex S.A. - 2
SANTIAGO
PORDOMINGO, ANIBAL 20-14341828/7 Ing. Agr.; I A INTA Estacion Investigador- 2
Ph.D. Experimental Prof. Adj.
Agropecuaria Simple.
Anguil-
Cat. Produccién de
Bovinos para carne.
BILBAO, MARIA 27-28004454/2 Lic.; Dra. v CONICET - Cat. Inv. Adj. 4
GUILLERMINA Fisica Bioldgica Exclusivo —
Prof. Adj.
Simple
FARCEY, MARIA 27-33845370/7 M.V.; Esp. S/IC Céat. Reproduccion | Ayte 1° Semi- 5
FLORENCIA Animal- Cat. Fisica | exclusivo -
Bioldgica. Ayte 1°
Simple.
FRANCO, GABRIEL 20-34951040/6 M.V. S/C I Cat. Reproduccién | Adscripto 2
FABIAN Animal profesional
LEAVI DE ASIS, VICTOR 20-37055646/7 Lic. S/IC I CONICET - Becario, 5
EMANUEL Cat. Fisica exclusivo -
Bioldgica Ayte. 1°
Simple
MORAN, KAREN DAIANA 27-34536905/3 M.V. S/C CONICET - Becaria, 5
Cat. Reproduccién Exclusiva -
Animal Ayte. 1°
Simple
PICCINI, JUAN PABLO 20-33477340/0 M.V.; Esp. S/IC I Cat. Clinica de Ayte. 1° 20
Animales Grandes Simple
RODRIGUEZ, ALEJANDRO | 20-29954811/3 M.V.;MSc. | SIC I INTA Estacién Jefe de grupo- 10
MARTIN Experimental Prof. Adj.
Agropecuaria Simple.
“Cuenca del
Salado”.
Facultad de
Agronomia Azul,
UNICEN.
ZAPATA, LUIS OSCAR 23-26810702/9 M.V. \Y I Cat. Reproduccion | Ayte. 1° Semi- 4
exclusivo.
SOLA, SANTIAGO NESTOR | 20-28154446/3 M.V. Al Estancia. “La - 2
Bertha”, Dpto.
Maracé
ANDINO, CEFERINA IRIS 27-22465507/5 No docente PA FCV UNLPam Nodocente 2
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BERNINI AGUSTIN 20-36512641/1 estudiante Al FCV UNLPam 2
CARDENAS NICOLAS 20-40616137/5 estudiante Al FCV UNLPam 2
FOGEL LAYLA MARIBEL 27-39386387/6 estudiante Al FCV UNLPam 2
FRANCK ROCIO BELEN 27-42446947/0 estudiante Al FCV UNLPam 2
FUCHS KAREN 27-41416774/3 estudiante Al FCV UNLPam 2
JAQUELINE

HERNANDEZ FRANCISCO | 20-39053212/2 estudiante Al FCV UNLPam 2
JOFRE MAXIMILIANO 20-39696711/2 estudiante Al FCV UNLPam 2
MACAGNO MACALI 20-40610711/7 estudiante Al FCV UNLPam 2
GASPAR

MORENO GONZALO 23-40220035/9 estudiante Al FCV UNLPam 2
DARIO

TEALDI MICAELA 27-41642153/1 estudiante Al FCV UNLPam 2
TORRES JULIO ENRIQUE | 23-39821507/9 estudiante Al FCV UNLPam 2
WELCH MELISA DANIELA | 27-36201623/7 estudiante Al FCV UNLPam 2

D: Director, CD: Co-Director, A: Asesor, I: Investigador, AI Asistente de Investigacion.

2.3.1. BECARIOS:
Tiempo de
Apellido y Nombre Organismo que Tipo de Beca Director Dedicac.
Financia Hs./Sem.
MORAN, KAREN DAIANA CONICET Doctoral interna Julian A. Bartolomé 5h
LEAVIDE ASIS, VICTOR Doctoral interna para Maria Guillermina
EMANUEL CONICET Temas Estratégicos Bilbao Sh
2.3.2. TESISTAS:
Titulo Titulo Tiempo de
Apellido y Nombre Académico Proyecto Organismo Director Dedicac.
al que de Hs./Sem
Aspira Tesis
2.3.3. PERSONAL de APOYO:
Tiempo de
Apellido y Nombre Categoria (Adm., Lab., Campo, etc.) Dedicac.
Hs./Sem.
ANDINO, CEFERINA IRIS Laboratorio 2

2.34.

INVESTIGADORES en PLAN de TESIS:

3. DURACION ESTIMADA del PROYECTO: 2 ANOS

3.1. FECHA de INICIO: 01/01/2024

FECHA DE FINALIZACION: 31/12/2025

4. RESUMEN del PROYECTO: (Maximo 200 palabras)
Los programas destinados a controlar el crecimiento folicular y la ovulacién permiten acceder a los
beneficios de la inseminacién artificial omitiendo la deteccion de celo. Protocolos de sincronizacién que
incluyen dispositivos intravaginales de progesterona con o sin GnRH inicial no han sido evaluados en
resincronizacion en vacas con cria al pie. Tampoco se ha estudiado profundamente el efecto de eCG en
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protocolos basados en GnRH y progesterona. Nuestra hipotesis es que, en vacas para carne con cria al
pie, la administracién de GnRH al inicio de un protocolo de sincronizacién y resincronizacién es necesaria
para concentrar la expresion de celo luego del retiro del dispositivo, aumentando el porcentaje de prefiez.
Ademas, la eCG al retiro del dispositivo tendré un efecto diferencial sobre la fertilidad, dependiendo de la
respuesta a la primera GnRH y al estado metabolico con que las vacas inician el protocolo de
sincronizacién. Los objetivos propuestos son: i) Evaluar el efecto de la administracion de GnRH al inicio de
un protocolo de sincronizacion y resincronizacion sobre la expresion y distribucion de celos y el porcentaje
de prefiez; ii) Estudiar el efecto de eCG al retiro del dispositivo sobre la prefiez en vacas con baja o alta
condicion corporal.

4.1 Palabras claves: GnRH / Progesterona / Posparto / Carne / eCG / Resincronizacion

4.2 Abstract en Inglés: (Maximo 200 palabras)

Programs aimed at controlling follicular growth and ovulation allow access to the benefits of artificial
insemination by bypassing heat detection. Synchronization protocols that include intravaginal progesterone
devices with or without initial GhRH have not been evaluated in resynchronization in suckled beef cows.
Additionally, the effect of eCG in GnRH and progesterone-based protocols has not been extensively studied
in the pastoral systems of our region. Our hypothesis is that, in suckled beef cows, the administration of
GnRH at the beginning of a synchronization and resynchronization protocol is necessary to concentrate the
expression of estrus after device removal, thus increasing the pregnancy rate. Furthermore, eCG at device
removal will have a differential effect on fertility, depending on the response to the initial GhRH and the
metabolic state with which cows start the synchronization protocol. The proposed objectives are: i) To
evaluate the effect of administering GnRH at the beginning of a synchronization and resynchronization
protocol on expression of estrus and its temporal distribution, as well as the pregnancy rate; i) To study the
effect of eCG at device removal on pregnancy rates in cows with low or high body condition.

4.3. Keywords: GnRH / Progesterone / Suckled / Beef / eCG / Resynchronization
5. INTRODUCCION y ANTECEDENTES

5.1. Introduccioén

Los programas destinados a controlar el crecimiento folicular y la ovulacion, comunmente
denominados “protocolos de inseminacion artificial (IA) a tiempo fijo (IATF)”, permiten acceder a los
beneficios que representa la IA omitiendo la laboriosa tarea de detectar celo. Su implementacién es
facimente accesible, ya que solo requiere habilidades basicas como la administracién de drogas
intramusculares y dispositivos intravaginales.

Entre los protocolos para IATF més difundidos se encuentran los que combinan sales de estradiol y
progesterona, y los que combinan GnRH y progesterona. Los protocolos que combinan sales de estradiol y
progesterona se basan en el efecto supresor del crecimiento del foliculo dominante que ejerce el estradiol
en presencia de progesterona [1]. La atresia del foliculo dominante y la sincronizacion en la emergencia de
la nueva onda folicular se dan en respuesta al efecto combinado de ambas hormonas [2]. Al retiro del
dispositivo de progesterona, después de 6 a 9 dias, se aplica prostaglandina (PG) F2a o alguno de sus
analogos para inducir lutedlisis [3]. En un contexto de progesterona baja, como el que se obtiene 24 h
después del retiro del dispositivo y la administracion de prostaglandina, el estradiol causa la ovulacion en
las siguientes 18-24 h [1]. Otros protocolos emplean GnRH en lugar de estradiol, concurrente con la IA
(Cosynch)[4].
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En los protocolos que inician con GnRH, se espera que ésta cause la ovulacion de los foliculos
dominantes y que desencadene el surgimiento de una nueva onda folicular aproximadamente dos dias
después [5,6]. Entre 5y 7 dias después de la dosis inicial de GnRH, se aplica PGF2a o anélogos para
inducir la lutedlisis. En estos protocolos, denominados “Ovsynch”, una segunda dosis de GnRH es
administrada luego de la PGF2a para desencadenar el pico de LH y la concomitante ovulacion. La IATF se
realiza entre las 0 y 24 h posteriores [5]. La administracién de GnRH concurrente con la IATF (en los
protocolos denominados Cosynch) resulta en porcentajes de prefiez similares a los obtenidos con la IATF
24 h después|[7]. Estos protocolos se han desarrollado para ganado lechero [5] y para carne [7], aunque en
las vaquillonas para carne los porcentajes de prefiez obtenidos han sido bajos [4]. Esto puede deberse a
que algunas vaquillonas no ovulan en respuesta a GnRH, lo que es necesario para la sincronizacion en el
surgimiento de la nueva onda folicular [8]. Algunas vaquillonas muestran celo previo a la administracién de
PGF2a, lo que puede corregirse con la colocacion de un dispositivo de progesterona junto con la GnRH
inicial [4]. Esta problematica de falta de respuesta a la GnRH en vaquillonas, resulto en el desarrollo del
protocolo Cosynch de 5 dias, que procura evitar la persistencia folicular o la ovulacién prematura y generar
un proestro prolongado.

Si bien la forma en que controlan el crecimiento folicular y la ovulacion es diferente entre ambos, la
eleccidn por unos u otros se asienta principalmente en la disponibilidad de drogas en los diferentes paises.
En particular, los protocolos que utilizan estrogenos se encuentran ampliamente difundidos en América del
Sur mientras que los que se basan en GnRH se usan en América del Norte y Europa [2,9]. Sin embargo, el
Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (Senasa) dispuso el pasado 23/02/2022 la
prohibicion del uso de sales de estradiol en animales que se exportan a la Unién Europea para consumo
humano. Este nuevo escenario plantea el desafio de disefiar la evaluacion de protocolos que eviten el uso
de las mencionadas drogas con las razas carnicas que se emplean en nuestra region y bajo nuestras
condiciones de manejo.

\

52. RESULTADOS ALCANZADOS POR el(los) INTEGRANTE(S) del PROYECTO DENTRO del AREA
de CONOCIMIENTO del MISMO: (Publicados, enviados o aceptados para publicar, o inéditos)

TRABAJOS PUBLICADOS EN REVISTAS INTERNACIONALES:

1. “Extending the duration of treatment with progesterone and treatment with eCG improves fertility in
suckled beef cows with low body condition score subjected to timed artificial insemination”. Bilbao MG,
Massara N, Ramos S, Zapata LO, Farcey MF, Peséa J, Turic E, Vazquez ME,
BartoloméJA. Theriogenology,2016. doi:10.1016/j.theriogenology.2016.02.003.

2. “Comparison between the 5-Day Cosynch and 7-Day Estradiol-based protocols for synchronization of
ovulation and Timed Atrtificial Insemination in suckled beef cows”. Bilbao MG, Zapata LO, Romero Harry H,
Perez Wallace S, Farcey MF, Gelid L, Palomares RA, Ferrer MS, Bartolome JA. Theriogenology, Volume
131, June 2019, Pages 72-78. https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2019.01.027

3. “Comparison of the 7-day CO-Synch and 8-day estradiol-based protocols for estrus synchronization and
timed artificial insemination in suckled Bos taurus cows”. Alejandro M. Rodriguez, Sebastian Maresca,
Sebastian Lopez-Valiente, Maria G. Bilbao, Karen D. Moran, Julian A. Bartolome, Scott L. Pratt, Nathan M.
Long. Theriogenology, Volume 200, 1 April 2023, Pages 70-76.
https://doi.org/10.1016/}.theriogenology.2023.02.003

TRABAJOS PUBLICADOS EN REVISTAS NACIONALES:
“Comparacion de la dinamica folicular, el intervalo a la ovulacion, la concentracion de progesterona, y la
prefiez entre los protocolos CO-Synch y J-Synch en vaquillonas para carne”. Troncoso MC, Bilbao MG,


https://www.sciencedirect.com/journal/theriogenology
https://www.sciencedirect.com/journal/theriogenology
https://www.sciencedirect.com/journal/theriogenology/vol/200/suppl/C
https://www.sciencedirect.com/journal/theriogenology/vol/200/suppl/C
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2023.02.003
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2023.02.003
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6. DESCRIPCION del PROYECTO
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6.1. PROBLEMA CIENTIFICO, OBJETIVOS, HIPOTESIS y RESULTADOS ESPERADOS del
PROYECTO

La IATF al inicio de la temporada de servicios permite estimular el celo en vacas en anestro,
incrementar la cantidad de vacas prefiadas y mejorar la genética del rodeo. Para aumentar la cantidad de
vacas prefiadas por IATF en una temporada de servicios, puede implementarse una segunda IATF
(resincronizacion). La disminucion del intervalo entre el parto y la concepcion podria lograrse si el protocolo
de resincronizacion se inicia antes del diagndstico de prefiez. El diagnéstico de prefiez por ultrasonografia
transrectal del Utero puede realizarse a partir del Dia 25-28 post-servicio.

Protocolos de sincronizacion que incluyen dispositivos intravaginales de progesterona con o sin
GnRH inicial no han sido evaluados en resincronizacién en vacas con cria al pie. Tampoco se ha estudiado
en profundidad el efecto de la administracién de eCG en protocolos basados en GnRH y progesterona.
Nuestra hipotesis es que, en vacas para carne con cria al pie, la administracion de GnRH al inicio de un
protocolo de sincronizacion y resincronizacion es necesaria para concentrar la expresion de celo luego del
retiro del dispositivo, aumentando el porcentaje de prefiez (Ensayo N° 1). Ademas, la eCG al retiro del
dispositivo tendra un efecto diferencial sobre la fertilidad, dependiendo de la respuesta a la primera GnRH y
al estado metabolico con que las vacas inician el protocolo de sincronizacion (Ensayo N° 2). Los objetivos
propuestos son: i) Evaluar el efecto de la administracion de GnRH al inicio de un protocolo de
sincronizacién y resincronizacion sobre la expresién y distribucién de celos y el porcentaje de prefiez; ii)
Estudiar el efecto de eCG al retiro del dispositivo sobre la prefiez en vacas que inician el protocolo de
sincronizacion con baja o alta condicién corporal (CC). Ademas, operativamente, nos proponemos prefiar el
90% de las vacas en dos IATF consecutivas durante los 60 dias de servicio.

6.2. METODOLOGIA, MODELOS y TECNICAS
Ensayo N° 1: Efecto de la GnRH al inicio de un protocolo de IATF sobre el celo y la prefiez.

Animales: Se utilizara un rodeo de vacas Aberdeen Angus (n = 100) en posparto con cria al pie
pertenecientes a la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) “Ing. Guillermo Covas”, Anguil, La Pampa,
del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA). Las vacas se asignaran al azar a un grupo
tratamiento (5d-Cosynch) que incluira un dispositivo intravaginal de progesterona (0,5 g Progesterona, DIB,
Zoetis) y 100 pg de acetato de gonadorelina (2 mL, im, Ovalyse, Zoetis) el Dia -8, retiro del DIB, y una
dosis de 0,125 mg de cloprostenol (2 mL, im, Ciclase®) el Dia -3, una segunda dosis de cloprostenol el Dia
-2 y finalmente 100 g de acetato de gonadorelina e IATF a las 72 h del retiro del DIB (Dia 0) 0 a un grupo
Control que incluira el mismo tratamiento sin la GnRH el Dia -8. Estos protocolos se repetiran en una
resincronizacion iniciando el Dia 20 post IATF. El diagndstico de gestacion por ultrasonografia transrectal
de utero se utilizara para decidir qué vacas continian con el protocolo de resincronizacion. Las vacas
vacias recibiran la primera dosis de cloprostenol y el parche el mismo dia de la ultrasonografia. Ademas, se
identificaran con pintura en el lomo para su facilitar su reconocimiento al momento de administrar la 29
dosis de cloprostenol, las lecturas de los parches y la re-IATF. Una sincronizacion y una resincronizacion
se completaran en los 60 dias de servicio. En la resincronizacion se bloquearé la asignacion a GnRH (si,
no), en funcién de la asignacion en la sincronizacion (+GnRH +GnRH; +GnRH -GnRH; -GnRH +GnRH; -
GnRH -GnRH).

Determinacion de la ciclicidad: Se recolectaran muestras de sangre por puncion de la vena coccigea en
tubos de 12 mm de didametro conteniendo Anticoagulante W (Wienner Lab) el Dia -17 (considerando Dia 0
al momento de la IATF) y -8 (inicio del protocolo de sincronizacion). Las muestras se mantendran a 4 °C
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hasta su arribo al Laboratorio de Reproduccion, FCV, UNLPam, en un lapso de tiempo inferior a 4 h. Se
centrifugaran a 1100 X g por 20 min, y el plasma se almacenara a -20 °C hasta su posterior procesamiento.
La cuantificacién de progesterona se realizara por radioinmunoanalisis (RIA) utilizando un kit comercial
(RIA Progesterone, REF IM1188, IMMUNOTECH s.r.o. Hostivar, Czech Republic) en contador de centelleo
Multi Crystal Gamma Counter LB 2111 (Berthold Technologies, GmbH & Co., Bad Wildbad Germany).

Se realizara una palpacion rectal y una ultrasonografia transrectal para evaluar Utero y estructuras ovaricas
al inicio del protocolo (Dia -8).

Evaluacion de CC y registro de DPP: EI Dia -8 un unico operario entrenado registrara la CC. Se registraran
los DPP al inicio de la sincronizacion.

Tamafio del foliculo dominante: Al retiro del DIB de cada protocolo, se realizara ultrasonografia transrectal
de los ovarios. Para ello, se utilizara un transductor linear de 5 MHz (HS-101V, Honda Electronics, Japan).
Se registrara el tamafio (mm) del foliculo preovulatorio.

Respuesta a la primera GnRH: Al retiro del DIB (Dia -3), se evaluara el nimero de cuerpos luteos (CL), el
area (mm2) de los mismos, y de su cavidad.

Expresion de celo: Para detectar la expresion de celo, al retiro del DIB se colocara un parche en la base de
la cola. Se realizara la inspeccion visual con una frecuencia diaria hasta la IATF. Se registrara la activacion
total del mismo.

Diagndstico de prefiez: El diagndstico de prefiez se realizara por ultrasonografia transrectal de utero, 27 +
2 dias después de cada IATF. A las vacas vacias se las identificara con pintura sobre el lomo para su facil
reconocimiento en las maniobras ulteriores (lectura de parches, 29 dosis de cloprostenol, GnRH + |ATF).
Se repetira el diagnostico de prefiez en todas las vacas al momento de la ultrasonografia de la 2da
resincronizacion.

Andlisis estadistico: Variables dependientes: tamafio del foliculo (mm) al retiro del DIB, &rea del CL (mm?2)
al retiro del DIB, manifestacion de celo (Si/No), intervalo a la manifestacién de (h), prefiez a la IATF (Si/No),
y pérdidas embrionarias (Si/No). Variables independientes: GnRH (Si/No) al momento de colocacion del
dispositivo, CC, ciclicidad (ciclando o en anestro) al inicio del protocolo y DPP.

Las comparaciones basales para evaluar la distribucién de animales en cada grupo de sincronizacién entre
los distintos niveles de cada variable se analizaran por el test de Chi2.

El efecto de la GnRH sobre el tamafio del foliculo y el area del CL se evaluara por prueba de t para
comparacion de medias, de cumplirse los supuestos de distribucion normal.

La manifestacion de celo (%) y la prefiez a la IATF en la sincronizacion y resincronizacion se
evaluaran por Chi2.Para estudiar el efecto del tratamiento sobre la expresion de celo se utilizara el test de
supervivencia.

Para evaluar la interaccion entre sincronizacion y resincronizacion se utilizard un modelo lineal
generalizado.

Ensayo N° 2: Efecto de eCG al retiro del dispositivo en un 5d-Cosynch.

Animales: Se utilizara un rodeo de vacas Aberdeen Angus y cruzas (n = 200) en posparto con cria al pie
pertenecientes a un rodeo comercial del Noreste de La Pampa (La Bertha). Las vacas seran sincronizadas
con un protocolo 5d-Cosynch que incluye un dispositivo intravaginal de progesterona (0,5 g Progesterona,
DIB, Zoetis) y 100 pg de acetato de gonadorelina (2 mL, im, Ovalyse, Zoetis) el Dia -8 (lunes 03/07), retiro
del DIB, y una dosis de 0,125 mg de cloprostenol (2 mL, im, Ciclase®) el Dia -3, una segunda dosis de
cloprostenol el Dia -2 y finalmente 100 ug de acetato de gonadorelina e IATF a las 72 h del retiro del DIB
(Dia 0). El Dia -3 se asignaran al azar para recibir 400 Ul de eCG (2,5 mL, i.m., Novormon, Zoetis) o
permanecer en el grupo Control (sin eCG al Dia -3). Estos protocolos se repetirdn durante la
resincronizacion iniciando el Dia 22 £+ 2 post IATF. En la resincronizacion, las vacas vacias recibiran la
dosis de eCG, la primera dosis de cloprostenol y seran pintadas el mismo dia de la ecografia de Utero.

\
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Determinacion de la ciclicidad: Se recolectaran muestras de sangre por puncion de la vena coccigea en
tubos de 12 mm de didmetro conteniendo Anticoagulante W (Wienner Lab) el Dia -8, inicio de la
sincronizacién. Las muestras se mantendran 4 °C hasta su arribo al Laboratorio de Reproduccion, FCV,
UNLPam, en un lapso de tiempo inferior a 4 h. Se centrifugaran a 1100 X g por 20 min, y el plasma se
almacenara a -20 °C hasta su posterior procesamiento. La cuantificacién de progesterona se realizara por
radioinmunoanalisis (RIA), como detallamos previamente, utilizando un kit comercial (RIA Progesterone,
REF IM1188, IMMUNOTECH s.r.o. Hostivaf, Czech Republic) en contador de centelleo Multi Crystal
Gamma Counter LB 2111 (Berthold Technologies, GmbH & Co., Bad Wildbad Germany). La cuantificacion
de los &cidos grasos no esterificados (AINE) se realizara utilizando el reactivo Randox NEFA (FA115,
Randox Laboratories Ltd., Crumlin, Reino Unido) en autoanalizador para quimica clinica (INCCA, Diconex,
Quilmes, Bs. As., Argentina).

Se realizara una palpacion rectal y una ultrasonografia transrectal para evaluar utero y estructuras
ovaricas al inicio del protocolo (Dia -8).

Evaluacion de CC y registro de DPP:

El Dia -8 y el Dia 32 un Unico operario entrenado registrara la CC.
Tamaifio del foliculo dominante, expresién de celo y doble ovulacién:

Previo a la IATF se realizara ultrasonografia transrectal de los ovarios en un subgrupo de animales
(n = 200). Para ello, se utilizara un transductor linear de 5 MHz (HS-101V, Honda Electronics, Japan). Se
registrara el tamafio (mm) del o los foliculos preovulatorios. El Dia 0 se evaluara la expresion de celo en
base a la remocion de pintura en la base de la cola. El Dia 7 post IATF se realizara una ecografia para
determinar la incidencia de doble ovulacion.

Expresion de celo: Para detectar la expresion de celo, al retiro del DIB se pintaré a los animales en la base
de la cola. Se realizara la inspeccién visual el dia de la IATF.

Diagndstico de prefiez: El diagndstico de prefiez se realizara por ultrasonografia transrectal de utero, 27 +
2 dias después de cada IATF. A las vacas vacias se las identificara con pintura sobre el lomo para su facil
reconocimiento en las maniobras ulteriores (lectura de pintura, 292 dosis de cloprostenol, GnRH + IATF). Se
repetira el diagnostico de prefiez en todas las vacas al momento de la ultrasonografia de la 2¢%
resincronizacion.

Analisis estadistico: Variables dependientes: tamafio del foliculo preovulatorio (mm) a la IATF, nimero de
foliculos preovulatorios a la IATF, celo a la IATF (Si/No), doble ovulacion (Si/No), prefiez a la IATF (%), y
pérdidas entre los 25 y 50 dias (%). Variables independientes: eCG al retiro del dispositivo (Si/No),
ciclicidad (ciclicas/anestro), CC, estado metabdlico al inicio del protocolo y sincronizacién o
resincronizacion.

Las comparaciones basales para evaluar la distribuciéon de animales en los distintos niveles de
cada factor se analizaran por el test de Chi2.

El efecto del estado metabdlico, CC, ciclicidad y tratamiento sobre el tamafio del foliculo
preovulatorio se evaluara con un modelo lineal mixto. El efecto de estas mismas variables sobre la
expresion de celo y la prefiez a la IATF se evaluara con un modelo de regresion logistica multiple.

Cada ensayo se replicara en dos afios consecutivos para alcanzar el tamafio de muestra necesario para
detectar diferencias del 5 % con una potencia del 80 % (Ensayo 1: n = 200; Ensayo 2: n = 400).

6.3.  CONTRIBUCION al CONOCIMIENTO CIENTIFICO y/o TECNOLOGICO y a la RESOLUCION de
los PROBLEMAS

El presente proyecto pretende clarificar la necesidad de la administracion de GnRH al inicio de un protocolo
para IATF en vacas para carne para mejorar los porcentajes de concepcion. Ademas, se estudiara el efecto
de la implementacion de la resincronizacidn previa al diagnéstico de prefiez para acortar el intervalo parto a
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concepcion sobre las pérdidas embrionarias entre los 30 y 100 dias post-IATF. Se estudiara también el
efecto de eCG en protocolos basados en GnRH, considerando el estado metabdlico con el que los
animales inician los protocolos de sincronizacion.

6.4. CRONOGRAMA ANUAL de ACTIVIDADES
Afios 1y 2 | 1] 2] 3] 4| 5| 6| 7] 8] o] 0] 1] 12

Ensayo 1
Asignacion al azar (Control vs
tratamiento) X

Determinacion de CC X X
Recoleccion de muestras de
sangre X

Sincronizacion X

X
Ultrasonografia de ovarios X X X
X
X

Diagndstico de prefiez

Determinacion de progesterona X

Determinacion de metabolitos X

Anélisis de resultados X X X

Comunicacion parcial de resultados X

Ensayo 2

Asignacion al azar X

Determinacion de CC X X
Recoleccion de muestras de
sangre X

Sincronizacion X

X
Ultrasonografia de ovarios X X X
X
X

Diagndstico de prefiez

Determinacion de progesterona X

Determinacion de metabolitos X

Andlisis de resultados X X X

Comunicacion parcial de resultados X

Busqueda bibliografica X X X X X X X X X X X |x

7. INFRAESTRUCTURA y PRESUPUESTO

7.1. INFRAESTRUCTURA, EQUIPAMIENTO, SERVICIOS y OTROS BIENES REQUERIDOS por el
PROYECTO YA EXISTENTES en esta INSTITUCION:

El grupo de trabajo cuenta con toda la factibilidad técnica para llevar adelante este proyecto: El
procesamiento de muestras y el anlisis de datos se llevaran a cabo en el Laboratorio de Reproduccion de
la Catedra de Reproduccion (FCV-UNLPam) y en el Centro de Investigacién y Desarrollo de Farmacos
(CIDEF), localizado en el mismo predio de la FCV-UNLPam. Las instalaciones de ambos son las
adecuadas para el desarrollo de tareas de investigacion, con espacio fisico suficiente para albergar a un
grupo de trabajo; areas de escritorio con computadoras e impresoras, y areas de laboratorios en completo
funcionamiento. El Laboratorio de Reproduccion cuenta con mesadas, pileta, ecografos portatiles, lupa,
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SpermCue, microscopios de campo claro y de campo oscuro, microscopio de contraste de fase DIC-
Nomarski, aglutinoscopio, platina y bafio térmicos, centrifuga de mesada, minicentrifuga, autoanalizador de
quimica clinica InCAA Diconex, freezer, heladera, termo de N2 para transporte y almacenamiento de
muestra, y contador de centellero. Ademas, posee la habilitacion de la Autoridad Regulatoria Nuclear para
manipular material radioactivo. En el Laboratorio de Analisis de Alta Complejidad de CIDEF, se encuentran
una microcentrifuga y microcentrifuga refrigerada, minicentrifuga, bafio termostatizado, espectrofotometro
de microvolumenes, campana de bioseguridad y termociclador a tiempo real. Ademas, entre las areas
comunes de CIDEF, se cuenta con un laboratorio de preparacion de soluciones con balanzas analiticas y
de precisidn, un area de lavado de material con sonicador y estufa de secado, un lector de microplacas y
espectrofotometro UV/Visible.

7.2. INFRAESTRUCTURA, EQUIPAMIENTO, SERVICIOS y OTROS BIENES NECESARIOS para el
PROYECTO y NO DISPONIBLES en esta FACULTAD

Para llevar adelante las tareas propuestas en este proyecto no se necesita equipamiento, servicios u otros
bienes NO DISPONIBLES en esta facultad.

7.3. JUSTIFICACION de la ADQUISICION o FACTIBILIDAD de ACCESO en CONDICIONES de
PRESTAMO o USO de los BIENES NO EXISTENTES en esta INSTITUCION

Para llevar adelante las actividades propuestas en este proyecto NO SE REQUIERE de la adquisicion o
factibilidad de acceso en condiciones de préstamo o uso de los bienes no existentes en esta institucion.

7.4. ESPECIFICAR otras FUENTES de FINANCIACION

Para la adquisicion de las drogas se cuenta con el apoyo de Syntex S.A. Ademas, un convenio marco entre
la UNLPam e INTA permite la colaboracion entre los grupos de cientificos de ambas instituciones y la
utilizacion del rodeo comercial de la EEA — INTA Anguil para los experimentos planteados.

7.5. PRESUPUESTO ESTIMADO para el PROYECTO PRESENTADO (Total y Anual)

Ao 1

Tubos tipo eppendorf 0,5 mL (1000 u) 3290
Tubos tipo eppendorf 1,5 mL (500 u x 2) 4180
Tips amarillos (1000 u) 2699
Bienes de consumo Tips azules (500 u) 2099
Jeringas 3 mL (100 u x 8) 13592
Agujas hipodérmica 1,2 x 40 mm, 18 G x 12" (100 5080

uxa8)
Guantes (10 x 100 u) 13000

Bibliografia Impresion de posters 6000
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Vigjes Congreso de la AS(.JSJIaCIOIH Argentina de 40000
Produccion Animal
Total Afio 1 89940
Aiio 2
Kit de progesterona (4 x 100 tubos recubiertos) 420000
Bienes de consumo
NEFA (2 kits) 360000
Bibliografia Publicacion 10000
Vigjes Congreso de la Asqgamo_n Argentina de 40000
Produccion Animal
Total Afio 2 830000
TOTAL 919940

* El Consejo Directivo adjudicara presupuesto a cada Proyecto de acuerdo a su Presupuesto de Ciencia y Técnica
anual, tomando en cuenta normas y criterios que el mismo determine.
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