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RESUMEN

El objetivo principal del presente estudio fue evaluar los efectos de la administracién intrauterina
de flavonoides con el fin de acelerar la involucién del tracto reproductivo y acortar el intervalo
parto-concepcién en vacas lecheras puerperales. Se utilizaron 40 vacas de la raza Holstein (2°-
3 lactacion; CC: 3-3,5) divididas en 4 grupos [1 control (T1) y 3 grupos tratados (T2, T3 y T4).
El tratamiento consistié en una Unica administracién intrauterina de 90 mg (T2), 180 mg (T3) y
360 mg (T4) de flavonoides ultrapuros (20 ml) el dia 10 post-parto. Se midié
ultrasonogrdaficamente el cérvix (longitud, anchura y grosor de la pared), Utero (didmetro y
grosor de la pared) y ovarios (longitud y anchura) durante el periodo post-parto (dias 10, 15 y
21). Como pardmetros de fertilidad se tomaron el indice de deteccién de celo, la tasa de
gestacion y el intervalo parto-concepcion. El diagnéstico de gestacion se realizé mediante
ultrasonografia (35 dias post-inseminacién). Se observaron miltiples diferencias significativas en
las dimensiones de las estructuras del aparato reproductor (cérvix y Utero) en los valores
obtenidos a partir de T1, T2, T3 y T4 en los dias 10, 15 y 21 post-parto (p<0,05). No se
observaron diferencias significativas en las dimensiones ovdricas entre los grupos T1, T2, T3 y T4
durante el periodo post-parto entre los dias 10, 15 y 21 (p>0,05). El indice de detecciéon de
celos, la tasa de gestacién y intervalo parto-concepcién difirieron significativamente entre los
grupos T1 y T2-T3-T4 (p<0,05), sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre
los grupos T2, T3 y T4 (p>0,05). En conclusién, la aplicacién intrauterina de flavonoides durante
el puerperio bovino aceleré la involucién del tracto reproductivo (cérvix y Utero). Por dltimo,
aunque sin diferencias significativas entre tratamientos, la aplicacién intrauterina de flavonoides
mejoré el indice de detecciéon de celo, la tasa de gestacién y el intervalo parto-concepcién en
comparacién con las vacas no tratadas.
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ABSTRACT

The main objective of the present study was to evaluate the effects of postpartum intrauterine
administration of flavonoids in order to hasten reproductive tract involution and to shorten the
parturition-to-conception interval in dairy cows. A total of 40 Holstein cows (2nd-3rd lactation;
BC: 3-3.5) were divided randomly into 4 groups [1 control group (T1) and 3 treatment groups
(T2, T3 and T4)]. Treatments consisted of one single intrauterine administration on day 10
postpartum of 90 mg (T2), 180 mg (T3) and 360 mg (T4) of ultrapure flavonoids (20 ml).
Ultrasonographic measurements of different reproductive tract anatomical structures were scored
from cervix (length, width and thickness), uterus (diameter and thickness) and ovaries (length and
width) during the postpartum period (day 10, 15 and 21 postpartum). As fertility parameters
rate of return to estrus, pregnancy rate and calving-to-conception interval were scored as well.
Pregnancy status was performed using ultrasonography (day 35 post-insemination). There were
multiple differences (p < 0.05) among reproductive tract structure dimensions (cervix and uterus)
in values obtained from T1, T2, T3 and T4 groups after ultrasonographic analysis at day 10, 15
and 21. No significant differences were observed (p > 0.05) in ovarian dimensions from T1, T2,
T3 and T4 groups during the postpartum period after ultrasonographic analysis at day 10, 15
and 21. Return to estrus index, pregnancy rate and calving-to-conception interval differed
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between T1 and T2-T3-T4 groups (p < 0.05), however, no differences were observed among T2,
T3 and T4 groups (p > 0.05). In conclusion, intrauterine application of flavonoids enhanced the
cervical and uterine involution. Finally, although no significant differences among treatments, the
intfrauterine application of flavonoids improved the return to estrus index, pregnancy rate and
calving-to-conception interval compared with non-treated dairy cows.

Keywords: bovine, flavonoids, uterine involution, fertility

INTRODUCTION

Los problemas de tipo reproductivo son frecuentes durante el
periodo puerperal en el ganado bovino mantenido en
ambientes de altitud elevada (Gutiérrez-Reinoso et al.,
2016). Esta caracteristica es determinante para los procesos
reproductivos que se dardn a futuro, tales como el indice de
retorno a celo y la tasa de gestacion. Por tanto, la involucién
de las estructuras anatémicas del aparato reproductor de la
hembra durante el puerperio debe realizarse de una manera
adecuada, respetando los periodos de recuperacién de los
tejidos ovdrico, uterino y cervical, para que su potencial
reproductivo y productivo no se vean afectados (Gutiérrez-
Reinoso et al,, 2016). Ademds, el eje hipotdlamo-hipofisario
debe recuperar la funcionalidad adecuada para que el ciclo
estral se reanude de nuevo con normalidad y preparar todas
las estructuras anatémicas para llevar a cabo una nueva
gestacién. Asi, este periodo de recuperacién reproductiva
tiene una importancia crucial para conservar la productividad
del ganado bovino, evitando disminuir su fertilidad debido a
la dificultad de detecciéon del celo, la prolongacién del
tiempo de anestro post-parto por una deficiente involucién
uterina o las bajas tasas de gestacién por el estrés generado
debido a condiciones ambientales y los sistemas de
explotacién (Mee, 2012).

Por ello, la aplicacién de tratamientos intrauterinos
preventivos puede ser una solucién factible para evitar
problemas reproductivos durante el periodo puerperal en
diferentes condiciones ambientales (Gutiérrez-Reinoso et al.,
2015). Sin embargo, a pesar de que se han probado
diversos tratamientos durante dicho periodo, el resultado no
ha sido del todo satisfactorio (Silvestre et al., 2009). Este
hecho se debe a que muchos principios activos no han tenido
un efecto terapéutico adecuado o requieren un periodo de
retiro o supresién del producto tras la administracién de éstos.
Este hecho aumenta la necesidad de probar nuevos principios
activos que ademds de mejorar la eficiencia reproductiva
(indice de concepcidén en los primeros 85 dias post-parto), no
tengan como inconveniente una bajada de productividad,
generalmente establecida en un parto al afio (Hansen, 2014).

Los flavonoides son metabolitos secundarios de origen vegetal
de bajo peso molecular que comparten un esqueleto comin
de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de
fenilo (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano
(heterociclico). Los flavonoides estan formados a partir de las
rutas metabdlicas del &cido shikimico y de los policétidos. Asi,
a partir de las isoflavononas derivadas de las chalconas
procedentes de la via del fenilpropanoide, se formardn los
flavonoides. Se ha descrito que los flavonoides se sintetizan a
partir de los aminodcidos aromdticos fenilalanina y tirosina, y
también de unidades de acetato (Peluso et al., 2015). Las
isoflavonas, aunque no son esteroides, tienen los grupos de
hidroxilo en la posicién 7 y 4, y una conformacién andloga al
grupo hidroxilo de la molécula del estradiol. De esta manera
tienen la capacidad de ligarse con los receptores del
estrégeno. Se han descrito diversas propiedades derivadas
de la accién de los flavonoides como principio activo, tales
como funcién  antibacteriana, antiviral, antioxidante,
antihistaminica, anticoagulante y quelante metabdlico (Peluso

et al., 2015). Ademds estudios muestran que los flavonoides
influyen en el crecimiento, la proliferacién celular y la
apoptosis, debido a su influencia en la expresién génica
sobre la transcripcién principalmente influyendo en la
actividad de las proteinas kinasas y en actividades de
cardcter antiinflamatorio (Serafin et al., 2010). A pesar del
efecto potencial de los flavonoides como agentes
antibacterianos y antiinflamatorios, no existen estudios en
referencia o su aplicacién para mejorar el estado
reproductivo post-parto en ganado bovino. Teniendo en
cuenta todo lo expuesto anteriormente, el objetivo principal
del presente estudio fue evaluar la aplicacién intravterina de
flavonoides durante el puerperio con el fin de evaluar su
efecto en la evolucién de la involucién utering, indice de
retorno a celo y tasa de gestacién en ganado bovino lechero
mantenido en ambientes de altitud elevada.

MATERIAL Y METODOS

En el presente estudio se utilizaron 40 vacas de raza Holstein
Friesion (de 3° y 4° parto) ubicadas en el cantén Mejiq,
provincia de Pichincha, Ecuador (latitud: 0° 30" 36.36" S;
longitud: 78° 34' 11.28" W; daltitud: 3.200 msnm). El clima de
esta regién segun la clasificacién del sistema Képpen-Geiger
es Cfb con temperaturas que oscilan desde los 0°C hasta los
21°C y humedad ambiental del 90%. Todos los animales
fueron sometidos a un riguroso control sanitario verificando la
ausencia de patologias.

Los animales se dividieron en 4 grupos (10 animales por
grupo). El primero (T1) se utilizé como grupo control, y a los
otros tres grupos se les aplicé intrauterinamente a los 10 dias
postparto, un volumen de 20 mlL de solucién terapéutica
compuesta por flavonoides identificados mediante el ensayo
de reaccién de Shinoda (fraccién Il) y cuantificados mediante
espectrofotometria de resonancia magnética (Laboratorios
CONFARNAT, Bogotd, Colombia). La aplicacién se realizdé a
diferentes concentraciones (T2: 10%, T3: 20% y T4: 40%)
correspondientes a un total de 4,48 mg, 8,96 mg y 17,92 mg
totales, respectivamente. Simultdneamente, se tomaron
medidas de las diferentes estructuras anatémicas del aparato
reproductor (cérvix, Utero y ovarios) mediante ultrasonografia
(Aloka SSD-500, 5 MHz, Japén). Estas mediciones se
repitieron 3 veces a lo largo del puerperio, cada 5 dias a
partir del dia de aplicacién de los flavonoides,
correspondiendo a los dias 10, 15 y 21 postparto. Las
mediciones tomadas respecto al cérvix fueron las siguientes:
longitud total, anchura total y grosor de la pared. Respecto
al Utero se tomaron las medidas correspondientes a: didmetro
mayor y grosor de la pared. En cuanto a los ovarios
(izquierdo y derecho) se midié: longitud total, anchura total,
tipo de estructuras (foliculos y cuerpos liteos) y nimero total
de éstas. Como pardmetros de control de la fertilidad se
tomaron el indice de retorno a <celo [(N° vacas
inseminadas/N° total vacas) X100] y la tasa de gestacién
[(N° vacas gestantes /N° vacas inseminadas) X100]. El
diagnéstico de gestacidn se realizé mediante ultrasonografia
a los 35 dias post-inseminacién. Finalmente, se realizé un
nuevo diagnéstico de confirmacién de la gestacién el dia 75
post-inseminacion a todos los animales. Ademds, se realizé la
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estimacion de los costos que suponen dichos tratamientos para
determinar su viabilidad econémica de éstos respecto a los
resultados de fertilidad obtenidos. El andlisis de los datos se
llevé a cabo mediante la utilizacién del software estadistico
SPSS v. 15 para Windows. Tras una previa exploracién de
los datos, se procedié a la aplicacién del test ANOVA para
la comparacién de las medias. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas cuando P<0,05.

RESULTADOS

A continuacién en la Tabla 1 se muestran detalladamente los
resultados  ultrasonogréficos correspondientes  al  cérvix
llevados a cabo en el presente estudio:

Tabla 1. Resultados obtenidos respecto a las medidas ultrasonogréficas tomadas a partir del cérvix, durante y tras la aplicacién
intrauterina de flavonoides en los diferentes grupos experimentales

Longitud Total (cm)

Ancho Total (mm)

Grosor Pared (mm)

Grupo 10 Dias 15 Dias 21 Dias 10 Dias 15 Dias 21 Dias 10 Dias 15 Dias 21 Dias
Post-Pt Post-Pt Post-Pt Post-Pt Post-Pt Post-Pt Post Post-Pt Post-Pt

Tl 8,07 7,28 = 6,82 + 57,62 + 50,62+ 41,58+ 12,51 + 9,22 + 6,51 *
(CTRL) 0,28Aa 0,12 ABa 0,188a 2,08 Aa 1,51 Ba 1,58¢Ca 0,7 1Aa 0,67 Ba 0,40 Ca
T2 9,62 + 7,25t 6,62 + 59,88 49,05 37,56 16,11 = 9,84 + 573
(10%) 0,41 Ab 0,59 Ba 0,24 Ba 3,96 Aa 2,628a 1,83¢k 1,84 Ab 0,59 Ba 0,32¢Ca
T3 8,81 + 7,33 = 6,36 54,54+ 44,46 + 36,20 12,51 8,65 * 6,34
(20%) 0,44 Adb 0,38 ABa 0,278a 4,47 Ab 3,39 ABb 2,318k 1,20 Aa 0,71 ABb 0,57 Ba
T4 9,00 = 7,36 6,83 * 53,66 46,56 36,21 £ 11,47 + 8,73 6,50 *
(40%) 0,36 Aab 0,37 ABa 0,30 Ba 6,26 Ab 5,30 ABb 2,198b 1,15Aa 0,58 ABb 0,41 Ba

Las diferencias entre valores dentro de cada fila (A-C) y dentro de cada columna (a-c) se consideraron significativas cuando

P<0,05.

Tabla 2. Resultados obtenidos respecto a las medidas ultrasonograficas tomadas a partir del Gtero, durante y tras la aplicacién
intrauterina de flavonoides en los diferentes grupos experimentales

Diagmetro Total (mm)

Grosor Pared (mm)

Grupo 10 Dias 15 Dias 21 Dias 10 Dias 15 Dias 21 Dias
Post-Pt Post-Pt Post-Pt Post-Pt Post-Pt Post-Pt

T1 46,90 43,99 37,48 15,23 10,29 = 731 %
(CTRL) 3,14 Aa 2,63 ABa 1,418a 3,34 Aa 0,83 ABa 0,85 Ba
T2 41,46 + 34,15 19,96 = 13,69 * 9,65 t 574 +
(10%) 6,48 Ab 3,86 ABb 1,28 8b 3,97 Aab 2,65 ABab 0,95 Ba
T3 39,86 28,92 £ 24,01 £ 11,08 £ 777 = 5,28
(20%) 3,67 Ab 1,97 Be 1,40 Bbe 0,72 Ab 0,59 Asb 0,468«
T4 44,76 + 34,56 £ 28,38 £ 11,73 £ 9,51 £ 5,88 *
(40%) 5,68Aab 3,308k 1,7 6B 1,474 1,7 6ABab 0,488a

Las diferencias entre valores dentro de cada fila (A-B) y dentro de cada columna (a-c) se consideraron significativas cuando

P<0,05

Como podemos observar en la Tabla 1., se obtuvieron
miltiples diferencias significativas en cuanto a las dimensiones
de las estructuras del aparato reproductor (cérvix) en los
valores obtenidos a partir de T1, T2, T3 y T4 en los dias 10,
15 y 21 post-parto (p<0,05).

A continuacién en la Tabla 2 se muestran detalladamente los
diferentes resultados obtenidos respecto a las medidas
ultrasonogrdéficas tomadas a partir del Utero, durante y tras
la aplicacién intrauvterina de flavonoides en el presente
estudio:

Como podemos observar en la Tabla 2., se encontraron
multiples diferencias significativas en cuanto a las dimensiones
de las estructuras del aparato reproductor (Utero) en los
valores obtenidos a partir de T1, T2, T3 y T4 en los dias 10,
15 y 21 post-parto (p<0,05).

130

No se observaron diferencias estadisticamente significativas
en cuanto a las dimensiones ovdricas (longitud y anchura del
ovario derecho) entre los grupos T1, T2, T3 y T4 durante el
periodo post-parto entre los dias 10, 15y 21 (p>0,05).

A continuacién en la Tabla 3 se muestran detalladamente los
diferentes resultados obtenidos respecto a las medidas
ultrasonogréficas tomadas a partir del ovario izquierdo,
durante y tras la aplicacién intrauterina de flavonoides en el
presente estudio:

El indice de deteccién de celos, la tasa de gestacién y el
intervalo parto-concepcién difirieron significativamente entre
los grupos T1 y T2-T3-T4 (p<0,05), sin embargo, no se
observaron diferencias significativas entre los grupos T2, T3 y
T4 (p>0,05). Como podemos observar en la Tabla 3., se
observaron diferencias estadisticamente significativas en
cuanto al indice de deteccién de celo entre T1 y los diferentes
tratamientos T2-T3-T4 (p<0,05). Igualmente, se observaron
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diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la tasa
de gestacién entre T1 y los diferentes tratamientos T2-T3-T4
(p<0,05). Finalmente, en cuanto al intervalo parto-concepcién,
observamos que también existieron diferencias
estadisticamente significativas entre T1 y los diferentes
tratamientos T2-T3-T4 (p<0,05). Finalmente, no se observaron
diferencias significativas entre los grupos T2, T3 y T4
(p>0,05).

Tabla 3. Resultados obtenidos tras la aplicacién intrauterina
de flavonoides respecto al indice de deteccién de celo, tasa
de gestacién e intervalo parto-concepcién en los diferentes
grupos experimentales

indice de  Tasa de Intervalo
Grupo Deteccién  Gestacién  Parto-
P Celo (%) Concepcidn
(%) (Dias*)
Tl

A A +21A

(CTRL) 50 40 117+ 21

T2-T3-T4

(10/20/40%) 7568 668 94+ 188

Las diferencias entre valores dentro de cada columna (A-B) se
consideraron significativas cuando P<0,05. * En el pardmetro
Intervalo parto-concepcién no se contabilizan los dias de
espera (35 dias) para el diagnéstico de gestacion
ultrasonogréfico

DISCUSION

El estrés por cambios de temperatura, el gasto energético, la
hipoxia, la insuficiencia cardiaca, el edema pulmonar vy
cerebral son algunas de las consecuencias derivadas de la
exposiciéon de animales a elevadas altitudes que
conjuntamente  afectan al  desempefio  reproductivo,
especialmente la raza Holstein, que dificilmente aguanta
altitudes superiores a los 3500 msnm. En el presente estudio,
se analizé la utilizacién de flavonoides durante el periodo
puerperal, mediante el lavado intrauterino con soluciones a
diferentes concentraciones, con el fin de evaluar su efecto en
la dindmica de la involucién utering, indice de detecciéon de
celo, la tasa de gestacién y el intervalo parto-concepcién en
vacas lecheras mantenidas en ambientes de altitud elevada.
Como quedd reflejaodo en los resultados, el tratamiento
mediante lavado uterino utilizando flavonoides mejoro los
tiempos de involucién uterina respecto al control (T1), asi
como el indice de detecciéon de celo y el intervalo parto-
concepcién  independientemente  del  porcentaje  de
flavonoides utilizado. De hecho, los resultados muestran que
no hubo diferencias estadisticamente significativas entre T2-
T3-T4, lo que significa que podrian utilizarse
satisfactoriamente cualquier tratamiento para garantizar
buenos resultados.

Una de las ventajas de realizar lavados uterinos con
flavonoides radica en que se trata de un principio activo de
origen natural, y este hecho podria ser relevante si en futuros
estudios se comprueba que su metabolizacién dentro del
animal asegura que no existan pérdidas de productividad
debido a que necesite realizarse un periodo de retiro o
supresion del producto tras la administracion de éstos. En
climas templados-frios la tasa de gestacién tras la
inseminaciéon se encuentra alrededor del 60% (Gutiérrez-
Reinoso et al., 2016). En el presente estudio los resultados
indicaron que la aplicacion de flavonoides acelerd
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significativamente el proceso de involucién del tracto
reproductor evaluada mediante ultrasonografia, ademés de
adelantar el celo, aumentar la tasa de gestacién y disminuir
el intervalo parto-concepcién. Por otro lado, la involucién del
tracto, asi como el indice de deteccién de celo, la tasa de
gestacién y el intervalo parto-concepcién no difieren
significativamente entre tratamientos, y que el costo de los
tratamientos es prdacticamente el mismo, se aconsejaria utilizar
el tratamiento T3 donde existe un equilibrio entre el precio
del tratamiento y los resultados obtenidos respecto a los
diferentes pardmetros de fertilidad. Este hecho confirma que
la aplicacién de flavonoides durante el puerperio mejora la
eficiencia reproductiva, y ademds disminuye el intervalo entre
partos debido a que el intervalo parto-concepcién se reduce
a los primeros 94 dias post-parto disminuyendo asi el
intervalo entre partos de forma significativa.

Es importante sefialar que el porcentaje de deteccién del celo
en esta raza se establecié entorno al 43% de los individuos
(Fonseca et al, 1983) y el momento de la primera
inseminacién se establecié tras los 45 dias postparto (Lewis et
al., 1984). Se han realizado estudios para disminuir el tiempo
de involucién uterina mediante GnRH aplicada a los 15 dias
postparto con resultados positivos (Etherington et al., 1985),
sin embargo, la incidencia de patologias asociadas a dicho
tratamiento (por ejemplo, piometra) aumentaron
drdsticamente, con el consecuente descenso de la tasa de
gestacién. De igual manera la utilizacién de cloprostenol
como terapia de recuperacién en el dia 24 postparto amplié
el tiempo y la tasa de concepciéon de dichos animales
(Etherington et al., 1985). Sin embargo, la combinacién de
GnRH con FSH tuvo mejores resultados, sobretodo en la tasa
de concepcidén a la primera inseminacién, aunque no en el
tiempo de involucién del tracto reproductor (Okuda et al.,
1988). El uso de agonistas de la GnRH como la Deslorelina
aplicada como implante en el dia 2 postparto en combinacién
con PGF2-alfa inyectada el dia 9 postparto fue la que mejor
resultados dio en cuanto a favorecer la involucién utering,
aunque a nivel ovdrico suprimié el desarrollo folicular
(Silvestre et al., 2009). Otros autores utilizaron somatotropina
bovina recombinante con efectos negativos debido a retrasos
en la involucién uterina, aparicion de quistes ovdricos Yy
anestros prolongados (Esteban et al., 1994). Posteriormente,
la utilizacién de eCG en el dia 14 postparto tampoco influyé
en el tiempo de involucién uterina (Sheldon et al., 2000). Afios
mds tarde, Meléndez et al., (2004) utilizaron PGF2-alfa en el
dia 12 postparto, incrementando la tasa de concepcién y
acelerando el proceso de involucidn uterina en animales
primiparos. No obstante, la utilizacién de PGF2-alfa sola en
combinacién con PGE2 del dia 21 al dia 35 postparto no
tuvo ningin efecto en ningun pardmetro de involucién, indice
de retorno a celo o tasa de gestacién (Hirsbrunner et al.,
2006). La suplementacién con beta-caroteno, selenio y alfa-
tocoferol tampoco mejord la tasa de concepcién ni el tiempo
de involucién uterina (Akordor et al., 1986; Wichtel et al,
1996).

Por otro lado la suplementaciéon con grasa bypass 40 dias
antes del parto hasta el dia 90 postparto mejoro los tiempos
de involucién uterina asi como la aparicién de ciclicidad y la
tasa de concepcién (Tyagi et al,, 2010). A diferencia de los
estudios anteriores acerca de la eficiencia de diferentes
tratamientos y suplementos en vacas lecheras, en el presente
estudio, existen factores ambientales adicionales que podrian
influir notablemente en los resultados obtenidos por otros
autores debido a que factores de estrés tales como la altitud
y las bajas temperaturas podrian afectar directamente sobre
el indice de retorno a celo, ciclicidad y tasa de gestacién al
ler servicio: En el presente estudio se observaron porcentaijes
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de tasa de gestaciéon del 40% en el grupo control (T1),
comparado con los grupos T2-T3-T4 en los que se obtuvieron
porcentajes del 60-70%, lo cual indica que dichos
tratamientos se acercan a porcentajes similares a los de
animales mantenidos a unas altitudes inferiores, reflejando
que el tratamiento con flavonoides favorece la eficiencia de
la involucién utering, el indice de deteccién de celo, la tasa de
gestacion y el intervalo parto-concepciéon en ambientes de
altitud elevada.

CONCLUSION

En conclusién, los resultados obtenidos en el presente estudio
indicaron que la aplicacién intrauterina de flavonoides
durante el puerperio bovino, aceleré la involucién del tracto
reproductivo (cérvix y Utero). Ademds, aunque sin diferencias
significativas entre tratamientos, la aplicacién intrauterina de
flavonoides mejoré el indice de deteccién de celo, la tasa de
gestacién y el intervalo parto-concepciéon en comparacién con
las vacas no tratadas, manteniendo un nivel de fertilidad
aceptable semejante a los de otros ambientes donde la
temperatura y la altitud no alcanzan niveles tan criticos.
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