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RESUMEN

Los objetivos del presente trabajo fueron comparar la respuesta de dos protocolos
de sincronizacion e inseminacion artificial a tiempo fijo segun porcentaje de prefiez a
los 45 dias en vaquillonas cruza Hereford por Limousin y examinarlos desde el punto
de vista econdmico con el fin de determinar cudal era la mejor alternativa a utilizar. Se
utilizaron 12 vaquillonas de 2 afios de edad, peso vivo aproximado 280 + 20 Kg. a
las cuales se les realiz6 en forma individual un examen ginecolégico pre servicio por
palpacion rectal (Score Reproductivo de Andersen) para determinar presencia de
cuerpo luteo y / o foliculos mayores a 10 mm, y descartar los animales prefiados, no
ciclicos o en anestro. Se dividieron en dos grupos al azar de 6 animales; grupo 1
protocolo J-SYNCH, grupo 2 protocolo 5-d CO-SYNCH + DIV. Se sincronizaron los
celos para que coincidiera el momento de la inseminacion en ambos protocolos.
Fueron inseminadas con semen de un toro raza Hereford elegido por sus datos de
EPD para facilidad de parto. El protocolo J-SYNCH se realiz6 de la siguiente
manera: el Dia 0 a las 7:00 horas se administr6 2 mg de BE y se coloco el
dispositivo intra vaginal (DIV) de progesterona; el Dia 6 a las 7:00 horas se retir0 el
DIV y se administr6 150 ug (una dosis) de un analogo sintético de prostaglandina
F2a (D-cloprostenol), también se administré 1,7 ml de eCG debido a su condicién
corporal en; el Dia 8 a las 17:00 horas luego de haber transcurrido 60 horas a partir
del dia 6, se administré 8 ug de Acetato de buserelina (analogo sintético de GnRH) y
se realiz0 la inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF). El protocolo 5-d Co-Synch +
DIV se realiz6 de la siguiente manera: el Dia 0 a las 7:00 horas se administré 8 ug
de GnRH y se coloco el DIV de progesterona; el Dia 5 a las 7:00 horas se retir6 el
DIV y se administr6 dos dosis simultaneas (150 ug cada una) de prostaglandina,
también se administré 1,7 ml de gonadotrofina corionica equina; el Dia 7 a las 17:00
horas luego de haber transcurrido 60 horas a partir del dia 5, se administré 8 ug de
GnRH y se realizé la IATF. 45 dias post inseminacion se realizé el diagnéstico de
gestacidon por palpacion rectal, se constaté que de las 12 vaquillonas inseminadas
4/6 de cada grupo estaban prefiadas. Los protocolos se evaluaron segun un analisis
de presupuestacion parcial (costo-beneficio) donde se pudo concluir que el protocolo
mAas conveniente en este aspecto es el J-Synch en vez del 5-d Co-Synch + DIV.
Este estudio de caso finaliza al Diagndstico de Gestacion, y al ser iguales sus
Porcentajes de Prefiez; el Producto Bruto (PB) de ambos protocolos es igual, por lo
tanto se anulan. De esta manera, la diferencia entre los totales de ventajas y
desventajas de la presupuestacion parcial estd dada por los costos de cada
protocolo. Por otro lado, desde el punto de vista productivo, no podemos concluir
que un protocolo sea mejor que el otro. Lo que si podemos decir es que el
porcentaje de prefiez en este caso fue de 66,6 % para ambos protocolos lo cual es
un buen resultado.



SUMMARY

The objective of the present study was to compare the response of two protocols of
synchronization and artificial insemination at fixed time according to pregnancy
percentage after 45 days in Hereford for Limousin crossbreed heifers and to examine
them from an economic point of view in order to determine the best alternative to
use. Twelve 2-year old heifers with an approximately weight of 280 + 20 kg. were
used, a pre-service gynecological examination was carried out by rectal palpation
(Andersen's Reproductive Score) to determine the presence of corpus luteum and /
or follicles bigger than 10 mm, also for discarding pregnant, non-cyclic or anestrous
animals. These were divided into two groups composed of 6 heifers each one; group
1 (6 heifers with J-SYNCH protocol), group 2 (6 heifers with 5-d protocol CO-SYNCH
+ DIV). All animals were synchronized so that the insemination moment of both
protocols coincided. They were inseminated with Hereford bull semen chosen by
birth facility from EPD data, due to their body size. The J-SYNCH protocol was
performed as it follows: Day 0 at 7 a.m., 2 mg of BE were administered and an intra-
vaginal device (IVD) of progesterone was placed; on Day 6 at 7 a.m. the IVD was
withdrawn and 150 pg (one dose) of synthetic prostaglandin F2a analogue (D-
cloprostenol) were administered, also 1.7 ml of equine chorionic gonadotropin (eCG)
because of its body condition; on Day 8 at 5 p.m. 60 hours after day 6, 8 ug of
Buserelin Acetate (synthetic analog of GnRH) were administered and artificial
insemination at fixed time (AITF) was performed. The 5-d Co-Synch + DIV protocol
was performed as it follows: Day 0 at 7 a.m. 8 ug of GnRH were given and the
progesterone IVD was placed; Day 5 at 7 a.m. the IVD was withdrawn and two
simultaneous doses (150 ug each) of prostaglandin were administered, also 1.7 ml of
eCG were administered; Day 7 at 5 p.m. 60 hours after day 5, 8 ug of GhnRH were
administered and AIFT was performed. 45 days after insemination, gestation
diagnosis was performed by rectal palpation where we found that 4/6 out of the 12
inseminated heifers were pregnant in each group. From an economic point of view,
the alternatives were evaluated through a partial budgeting (cost-benefit) analysis
where we concluded that the most convenient protocol was J-Synch instead of 5-d
Co-Synch + DIV. This case study ends with the Gestation Diagnosis, and as its
Pregnancy Percentages are equal; Gross Product (PB) of both protocols are equal,
therefore they get nullified. That is why the difference between the total advantages
and disadvantages of the partial budgeting is given by each protocol costs. On the
other hand, from a productive point of view, we cannot conclude which protocol is
better than the other one. What we can say is that in this case pregnancy percentage
was 66.6% for both protocols which is not a bad result.



1. INTRODUCCION

La inseminacion artificial en bovinos comenzé paulatinamente a estar disponible
comercialmente en algunos paises de avanzada desde la segunda mitad de la
década del 1930. Desde entonces, su utilizacién en el mundo ha experimentado un
crecimiento exponencial, al punto de ser considerada la biotecnologia de
reproduccion asistida mas importante en los paises en desarrollo, permitiendo que
un gran namero de vientres sea servido con padres superiores a efectos de producir
progenie con mayor valor econémico (Rodriguez-Martinez, 2012).

En todo este tiempo, los programas de inseminacion artificial han evolucionado
acompafiando los avances de los conocimientos referidos a la preservacion del
semen, de las evaluaciones genéticas de reproductores y del control del ciclo estral
y de la ovulacion de la hembra bovina. Particularmente el desarrollo de programas
de sincronizacién de la ovulacién ha permitido simplificar los trabajos en el campo
porque su asociacion a la inseminacién sistematica de todos los vientres en un
momento determinado posibilita prescindir, parcial o totalmente, de la demandante
fase de deteccion de celos. Hasta el desarrollo de programas de inseminacion
artificial a tiempo fijo (IATF), el suceso de la inseminacion dependia siempre de la
identificacion de hembras en celo. La deteccion correcta de celo es una actividad
gue demanda mucha labor y le agrega cierta complejidad a la tecnologia, tornando
su adopcion més dificultosa (de Nava, 2013).

Ademas de la no deteccién de celo, uno de los factores que mas interviene en los
resultados de una IATF es el semen. El semen al ser congelado sufre una serie de
procesos que alteran la calidad del semen original. Muchas veces semen de alta
calidad al momento de la congelacion ha resultado en semen de mediana y baja
calidad al ser descongelado. De aqui surge la importancia de evaluar el semen luego
de la congelacién ya sea desde el punto de vista de la calidad seminal como de las
enfermedades que el mismo puede transmitir ya sea virales o bacterianas. Esta
evaluacion debe hacerse siempre antes de iniciar un protocolo de sincronizacion
(Jaime, 1992).

Con respecto al impacto productivo de la IATF en el ganado de carne, se puede
observar que el potencial para el mejoramiento genético para el rodeo de cria nunca
fue mayor al que se da en la actualidad. La mejora en los caracteres de importancia
econdémica para la cria se puede lograr muy rapido y sencillamente mediante la
seleccion de padres superiores y la introduccion masiva de estos genes en la
poblacion a través de la IATF. Se dispone de evidencias publicadas
internacionalmente respecto a que las vacas que paren temprano durante la paricion
destetan terneros mas pesados, tienen mas oportunidad de quedar prefiadas en la
siguiente estacion reproductiva y de destetar mas cantidad de terneros en su vida
productiva. Por ello, uno de los objetivos del manejo reproductivo de los rodeos de
cria es disponer de patrones de paricion concentrados, lo que se logra acortando los
entores y teniendo la mayor cantidad de vientres prefiados en el menor tiempo
posible (de Nava, 2013); debido a esto es que realizamos este trabajo, con el
objetivo de hacer énfasis en las ventajas que existen al realizar una IATF ya que en
muchas ocasiones productores que podrian beneficiarse con el uso de esta
herramienta, no la utlizan debido al desconocimiento sobre la misma y sus
beneficios; de esta manera nos planteamos realizar 2 protocolos de IATF y mostrar
sus resultados productivos y el costo de los mismos.



El esquema de inseminacion de vaquillonas de 24 meses ha sufrido modificaciones,
donde en muchos rodeos esta categoria ha comenzado a tener servicios a los 16 a
18 meses por razones de mejoramiento productivo, adelantando asi el primer parto.
Esto significa que un porcentaje menor de estos animales aun no han alcanzado la
pubertad y por lo tanto no estaran ciclando o estaran muy cerca de iniciar su
actividad sexual. Por otro lado se encuentra la categoria de las vacas con cria, que
se caracterizan por un anestro posparto y por lo tanto con ausencia de celos y
ovulaciones. En ambos casos, la induccion a la ciclicidad, contribuye a reducir los
periodos improductivos, consecuencia en el primer caso de animales jovenes con
bajo peso corporal y en el otro de procesos de reposo sexual mejorando la
productividad general mediante la posibilidad del acortamiento significativo en los
servicios, la optimizacion de los recursos econdémicos y ademas el incremento de la
uniformidad del rodeo de terneros nacidos. Dados los antecedentes expresados, se
pensaron alternativas que sincronizaran los celos u ovulaciones, e indujeran los
ciclos estrales cuando la pubertad este por iniciarse o los anestros sean
superficiales; ademas que sean faciles de aplicar, econdmicos, que se puedan
utilizar en periodos cortos de tiempo (Dahlen y col., 2002).

Se han logrado importantes avances en la efectividad de los tratamientos para la
induccién de la ovulacion y la ciclicidad, los que asociados a la inseminacion artificial
a tiempo fijo (IATF), permiten lograr muy buenas tasas de prefiez a nivel de campo.
Con esta tecnologia se logra obtener mas hembras prefiadas en menos tiempo,
mejorando el peso de los terneros al destete, a la vez que maximiza las ventajas de
un eventual uso de genética superior (de Nava, 2008).

En los ultimos afios se ha avanzado en el desarrollo de tratamientos para IATF en
rodeos bovinos, basados en la utilizacion de distintas sales de estradiol vy
progestagenos (Bo6 y col., 1995b; Bo y col., 1995c; Caccia y B6, 1998; Moreno y col.,
2001). Hace méas de dos décadas que se comenzaron a utilizar agonistas de la
hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), tanto para modificar la dinamica
folicular como la funcién luteal (Thatcher y col., 1989). La introduccion de protocolos
Ovsynch en programas de IATF (Pursley y col., 1995; Twagiramungu y col., 1995) y
sus modificaciones como el CO-synch (Geary y col., 1998), son una alternativa a los
estrogenos y progestagenos en sincronizaciones de rodeos de leche y de carne.

Una reciente modificacion en los tratamientos CO-synch, el CO-synch + dispositivo
intravaginal (DIV) por 5 dias con IATF a las 72 h, incremento las tasas de prefiez
10,5 % cuando se los comparo con tratamientos de CO-synch + DIV por 7 dias con
IATF a las 60 h en vacas de carne (Bridges y col., 2008).

Bridges y col. (2009) reportaron que con protocolo CO-synch con DIV por 5 dias en
vacas de carne, era necesario administrar dos dosis de Prostaglandina (PGF) para
producir lutedlisis de cuerpos luteos accesorios generados por la ovulacion a la
primera dosis de GnRH.

Dos inyecciones de PGF aumentan las necesidades de mano de obra y los costos
farmacéuticos, pero parece ser beneficioso, ya que las tasas de prefiez en IATF han
incrementado desde 46 al 67% cuando se administré 1 inyeccion de PG (Peel y col.,
2010; Wilson y col., 2010), en comparacién con 50 a 80 % cuando se administraron
2 inyecciones de PGF (Bridges y col., 2008; Kasimanickam y col., 2009; Peel y col.,
2010; Wilson y col., 2010).

Experimentos realizados en Brasil en los cuales se administr6 Gonadotrofina
Coriénica Equina (eCG) al momento del retiro del DIV a vaquillonas con baja
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condicion corporal, han demostrado un aumento en la tasa de prefiez en
comparacion con aquellas a las cuales no se les administro eCG (Souza y col.,
2009).

Este tratamiento CO-synch + DIV 5 dias, ha tenido como propésito modificar la
duracion del proestro que se define como el periodo comprendido entre la
administracion de la PGF hasta la aplicacion de GnRH como inductor de la
ovulacion. Se ha demostrado que la prolongaciéon del proestro, produce
mejoramientos en la fertilidad. Los proestros largos (de 2 a 4 dias) se relacionan con
mejores tasas de concepcion a la IATF, con mayores producciones de estradiol,
provenientes del foliculo dominante, y de progesterona luteal en el ciclo
subsiguiente, en comparacion con los proestros de corta duracién (1 dia) (Bridges y
col., 2010).

Uno de los objetivos de este trabajo es comparar la efectividad del protocolo Co-
Synch por 5 dias con un protocolo alternativo, llamado J-Synch, utilizando Benzoato
de Estradiol (BE) y un dispositivo con progesterona (P4) por 6 dias sobre la tasa de
prefiez (de la Matta y B0, 2012). El fundamento de este Ultimo protocolo se basa en
que el largo del proestro afecta la habilidad del foliculo en crecimiento para alcanzar
la ovulacion, por lo tanto el porcentaje de prefiez podria ser mejorado si se alargara
el proestro (Menchacay col., 2015).

Con respecto al momento ideal para realizar la inseminacion luego de retirado el
DIV; Kasimanickam y col. (2012), realizaron un experimento que indica que la tasa
de prefiez en IATF realizada en vaquillonas, fue mayor cuando el intervalo entre el
retiro del DIV y la inseminacion artificial era reducido de 72 h (como en las vacas) a
56 h. Segun estos mismos autores esto aun requiere investigaciones adicionales; en
base a estos datos y la suma colectiva de los datos generados utilizando el protocolo
de 5 dias, el momento ideal para la IATF deberia estar entre 56 y 66 h después del
retiro del DIV (Callejas y Cabodevila, 2007; Dobbins y col., 2009).



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.CICLO ESTRAL EN LA VACA

El ciclo estral se define como el periodo de tiempo que va desde el inicio del celo o
estro hasta el inicio del siguiente (Bo y col., 1998). La vaca es un animal poliéstrico
anual (cicla todo el afio) y cada ciclo dura en promedio 21 dias. El estro o celo se
considera como el dia 0, dura entre 6 y 18 horas y la ovulacién tiene lugar 24 a 30
horas después de comenzado el celo. Después de la ovulacion, el cuerpo lateo (CL)
se desarrolla y la concentracion plasmatica de progesterona aumenta entre el Dia 4
y 12 del ciclo para permanecer constante hasta la lutedlisis, que ocurre entre los
dias 16 a 20 (Callejas, 1996).

La fertilizacion del évulo se da en la ampolla del oviducto. El blastocisto llega al Gtero
alrededor del dia 5. La gestacion dura 279-290 dias. El intervalo entre el parto y la
primera ovulacién varia enormemente dependiendo de la raza de la vaca, su
nutricion, rendimiento lechero, estacidén y la presencia de un ternero mamando. La
primera ovulacion tras el parto no suele verse acompafiada del comportamiento
propio del estro, y es conocida con el nombre de “celo silencioso” (Ptaszynska,
2007).

2.2. HORMONAS DE LA REPRODUCCION

Los cambios que se dan durante el ciclo estral bovino estan regulados por una
interaccidn entre las hormonas secretadas principalmente en el hipotadlamo, la
hipofisis, las gbénadas (ovarios) y el Utero; estos constituyen lo que se conoce
comunmente como eje hipotaldmico-hipofisiario-gonadal-uterino (Callejas, 1996).

2.2.1. Hormonas Hipotalamicas

El hipotalamo funciona como una interconexion entre el sistema nervioso y el
enddcrino y desempefia una funcibn muy importante en la regulacion hormonal de la
reproduccion (Reeves, 1989).

2.2.1.1. Oxitocina

La oxitocina es una hormona peptidica que se sintetiza en el hipotdlamo y se
almacena en la neurohipdfisis (I6bulo posterior de la hipofisis). Una vez liberada a la
circulacion, la vida media de la oxitocina es muy corta (menos de 5 minutos) ya que
es degradada rapidamente por las endopeptidasas del higado y rifion (Hafez y col.,
2000).

Las funciones fisiologicas de la oxitocina son: la contraccion de la musculatura
uterina y modificacion de los umbrales de excitabilidad del miometrio en el Gtero.
Durante el parto la oxitocina actla en el proceso de expulsion del feto, la contraccion
de los vasos umbilicales y la contraccién del Gtero después de concluido el parto
para asegurar la hemostasia. También provoca un incremento en la frecuencia de
contracciones del oviducto y, de esta manera, interviene en el transporte, tanto de
los gametos femeninos como de los masculinos en el oviducto. Los estrogenos
facilitan la capacidad de reaccion de la musculatura lisa a la oxitocina mientras que
la progesterona tiene el efecto inverso. Otra funcion de la oxitocina es la
estimulacién de las células mioepiteliales de los alvéolos mamarios, reflejo de
expulsion de la leche o “bajada”. También se produce oxitocina en el CL e interviene
activamente en el proceso de lutedlisis (Hafez y col., 2000).



2.2.1.2. Hormona liberadora de las gonadotrofinas (GnRH)

La GnRH es un decapéptido que induce la liberacion tanto de la hormona
luteinizante (LH) como de la hormona foliculo estimulante (FSH) a partir de la
hipdfisis. La funcion principal de la GnRH es inducir la sintesis y liberacion de LH y
FSH. Durante el ciclo estral la GnRH se secreta en pulsos (Hafez y col., 2000).

2.2.2. Hormonas Hipofisiarias Gonadotroéficas

La adenohipdfisis o hipofisis anterior secreta tres hormonas gonadotréficas: foliculo
estimulante, luteinizante y prolactina.

2.2.2.1. Hormona foliculo estimulante (FSH)

La FSH es una hormona glicoproteica que tiene una vida media de 2 a 5 horas. En la
hembra, estimula el crecimiento de los foliculos en el ovario y participa, junto con la
LH, estimulando la sintesis de estradiol en los foliculos en desarrollo

2.2.2.2. Hormona luteinizante (LH)

La LH es una glicoproteina con una vida media de 30 minutos. Los niveles tonicos o
basales de LH actian con la FSH para inducir la secrecion de estrégenos de los
foliculos ovaricos. Las células de la teca interna contienen receptores de LH y
mediante su estimulo producen andrégenos, estos luego pasan a través de la
membrana basal a las células de la granulosa, donde mediante la accion de la FSH
se induce la aromatizacion de estos andrégenos para transformarse en estrogenos
gue son liberados al antro folicular y de alli a la circulacion general. Las células de la
granulosa del foliculo dominante también adquieren receptores de LH.

El pico preovulatorio de LH induce una cadena de reacciones enzimaticas que
terminard con la ruptura de la pared folicular y la ovulacién. Ademas, este pico
preovulatorio inducird la activacién del ovocito para que continde con la meiosis y
estimulard la formacion del CL. La LH es la principal sustancia luteotréfica en
animales domésticos (Hafez y col., 2000).

2.2.2.3. Prolactina

La prolactina es una proteina que interviene en la lactancia y aparentemente actla a
nivel del sistema nervioso central e induce el comportamiento materno.

2.2.3. Hormonas gonadales
2.2.3.1. Relaxina

La relaxina es una hormona polipetidica que es secretada por el CL del ovario
durante la prefiez. La principal accion biolégica de la relaxina es la dilatacion del
cérvix y la vagina antes del parto. También inhibe las contracciones uterinas y
provoca un incremento en el crecimiento de la glandula mamaria si se le aplica junto
con estradiol (Hafez y col., 2000).

2.2.3.2. Inhibina

Es una hormona proteica producida por las células de Sertoli en el macho y las
células de la granulosa en la hembra. La inhibina esta compuesta por dos cadenas,
alfa y beta. A su vez la cadena beta tiene dos formas conocidas como beta-A y beta-
B. Tanto la inhibina A como la inhibina B inhiben la secrecion de FSH de la hipofisis,
sin alterar la liberacion de LH. Por el contrario, cuando se combinan dos cadenas
beta la proteina resultante, llamada activina, estimula la secrecion de FSH (Hafez y
col., 2000).




2.2.3.3. Hormonas esteroideas gonadales

No solamente se secretan por el ovario y los testiculos, sino también por la placenta
y la corteza de las gldndulas adrenales. Se puede predecir la actividad biologica de
un esteroide a partir del numero de carbonos presentes. Un esteroide de 18
carbonos tendré actividad estrégena; uno de 19 carbonos, andrégena, y uno de 21
carbonos tendra propiedades de progestageno (Hafez y col., 2000).

a) Estrégenos: el principal estrégeno que se secreta en el ovario es el estradiol-
17B8. La produccion de estradiol por parte del foliculo es un proceso en el que
intervienen las células de la teca y de la granulosa con el aporte de la LH y FSH. Los
estrogenos actlan en el sistema nervioso central para inducir el comportamiento de
estro en la hembra. La expresion del celo en la vaca es un fendbmeno en el que
intervienen el incremento de los niveles circulantes de estradiol (producido por el
foliculo preovulatorio) como los niveles decrecientes de progesterona (debido a la
lutedlisis). Los estrégenos actlan también en el Utero haciendo que aumente la
masa del endometrio y del miometrio. Tal aumento se debe a una hiperplasia celular
y a una hipertrofia. También hacen que aumente la actividad y frecuencia de las
contracciones mediante la potencializacion de los efectos de la oxitocina y de la
prostaglandina F,, los estrogenos estimulan el desarrollo de las caracteristicas
sexuales de la hembra. Los estrégenos ejercen efectos de retroalimentacion
negativa y positiva en el control de la liberacion de LH y FSH, a partir del eje
hipotalamico-hipofisiario. El efecto de retroalimentacién positiva y negativa esta
intimamente correlacionado con los niveles de progesterona circulante. Durante la
fase luteal, es decir, cuando tenemos un CL funcional y por lo tanto altos niveles de
progesterona circulante, el efecto del estrégeno sobre las gonadotrofinas es
negativo. En cambio, en la fase folicular (luego de la lutedlisis y cuando nos
aproximamos al celo), al no haber concentraciones altas de progesterona en sangre,
el estrégeno tiene efecto de retroalimentacion positiva e induce la liberacion de LH y
FSH (pico preovulatorio) (Hafez y col., 2000).

b) Progestadgenos: la progesterona es el progestageno que se presenta en
mayor cantidad en forma natural, y es secretada por las células del CL, la placenta y
las glandulas adrenales. La regulacién de la secrecién de la progesterona en la vaca
es estimulada principalmente por la LH. La funcién de la progesterona es preparar al
Utero para la implantacion y el mantenimiento de la prefiez mediante el aumento de
las glandulas secretoras del endometrio y la inhibicion de su motilidad. Actda en
forma sinérgica con los estrogenos para inducir el comportamiento del estro. Hace
gue se forme el tejido secretor (alvéolos) de la glandula mamaria. Concentraciones
elevadas inhiben el estro y el pico ovulatorio de LH y afectan la frecuencia de los
pulsos de LH, lo que hace evidente la importancia de esta hormona en la regulacion
del ciclo estral (Hafez y col., 2000).

2.2.4. Hormonas uterinas

2.2.4.1. Prostaglandinas

A diferencia de otras hormonas, las prostaglandinas no se localizan en ningan tejido
en particular. La mayor parte de ellas actian localmente en el sitio en donde son
producidas, por medio de una accion paracrina aunque también se las puede
transportar en la sangre, para actuar en un tejido blanco lejos del tejido de
produccion. En general, las concentraciones sanguineas de prostaglandinas son
bajas, pero se elevan en ciertas condiciones como en el caso del parto. Todas las
prostaglandinas son acidos grasos no saturados, de 20 carbonos, las mas
relacionadas con la reproduccion son la Faq (PGF2q) y la E> (PGEy) (Hafez y col.,
2000).



La PGFy, tiene propiedades luteoliticas en animales domésticos. EI mecanismo por
el cual llega del endometrio del utero al ovario es Unico, ya que esta prostaglandina
al ser liposoluble difunde de las paredes de la vena Utero-ovarica a la arteria ovarica,
y de ahi va directamente al CL. Esto esta favorecido por la intima relacion existente
entre la vena y la arteria en los rumiantes, fendbmeno que no ocurre en la yegua por
ejemplo, donde llega al CL a través de la circulacion general.

En animales domésticos, un incremento de los estrégenos provoca un incremento en
el crecimiento del miometrio del Utero y favorece la accion de la oxitocina que a su
vez estimula la sintesis de PGFyq y su liberacion. Si el animal queda gestante,
algunas sefales (proteina trofoblastica bovina) son enviadas del embrion al utero
para evitar la liberacién de PGF,4l0 que permite que el CL del ciclo se convierta en
el CL de la prefiez. En la vaca y en la oveja la PGF,q N0 provoca regresion ni evitara
la formacion del CL durante sus primeros cinco dias de formacién y la sensibilidad
del CL a la administracion de PGF,, aumentara gradualmente hasta el dia 10 (Hafez
y col., 2000).

CICLO:
Dia: 0 4/5 17/18 21
| |
7

Desarrollo Regresion

del CUERPO LUTEO del

CL CL
PGF,;: No actla ACTUA No actua

Figura 1. Esquema para explicar la sensibilidad del cuerpo liteo (CL) a la
administracion de PGF,4 (B6 y Caccia, 2009).

Ademas de la actividad luteolitica, la PGF,q estimula las contracciones uterinas,
desempefia una funcién en el transporte de los espermatozoides, tanto en la hembra
como en el macho y provoca constriccion de los vasos sanguineos.

La otra prostaglandina de interés en reproduccion es la PGE; que actia durante el
parto estimulando la contracciéon del atero, dilatacion del cérvix y los vasos
sanguineos (Hafez y col., 2000).

2.3. FASES DEL CICLO ESTRAL

El ciclo estral bovino se puede dividir en tres etapas: fase folicular, periovulatoria y
luteal (B6 y Caccia, 2009).

2.3.1. Fase folicular o de regresion luteal

La fase folicular comienza con la lutedlisis, en la cual las concentraciones de
progesterona en sangre decaen abruptamente a niveles menores a 1ng/ml. La caida
de las concentraciones de progesterona elimina la retroalimentacién negativa sobre
la secrecion de gonadotrofinas. Consecuentemente, aumenta la frecuencia de los
pulsos de LH y, en menor grado, la de FSH (Schams, 1987). El incremento en la
frecuencia de pulsos de LH estimula el desarrollo del foliculo dominante, que secreta
cantidades crecientes de estradiol. El grado de desarrollo folicular al momento de la
lutedlisis determina el tiempo que transcurre hasta que un foliculo completa su
crecimiento y es capaz de producir cantidades suficientes de estradiol como para
iniciar el celo y la descarga preovulatoria de LH (Ireland y Roche, 1987).



2.3.2. Fase periovulatoria

Durante este periodo se producen importantes fenomenos: inicio del celo, onda
preovulatoria de gonadotrofinas y ovulacion. El intervalo entre el inicio de la lutedlisis
y el comienzo del celo es de 58-60 horas aproximadamente (Dieleman y col., 1986).
Los niveles de estradiol aumentan desde la regresion luteal hasta alcanzar niveles
maximos el dia previo al inicio del celo. Dicha elevacion del estradiol provoca el
comportamiento propio del celo e induce la descarga preovulatoria de LH. Esta tiene
una duracion de 6 a 10 horas, se inicia junto con el celo y alcanza su valor maximo 4
a 5 horas mas tarde. Durante el pico preovulatorio, la descarga de LH sigue un
patrén pulsatil.

Las funciones principales de la LH son la estimulaciéon de la maduracién folicular
final, la activacion del ovocito para que continde con la meiosis (se encuentra en
profase I, ovocito 1) y el mantenimiento del CL. La descarga preovulatoria de LH
ocurre al comienzo del estro, concurrentemente con el pico de FSH. Se cree que
este pico de LH causa la ovulacion e inicia la luteinizacion de las células de la
granulosa y de la teca. Generalmente la ovulacion ocurre entre 24 y 30 horas
después del comienzo de las descargas preovulatorias de LH y FSH. EIl pico
preovulatorio de LH produce a nivel ovarico un aumento del riego sanguineo, hay un
aumento y cambio en la secrecion de esteroides que se manifiesta por un aumento
de la sintesis de progesterona. Se comienza a degradar el tejido conectivo que
separa el foliculo de la superficie ovarica y se inicia la formacion del estigma (area
extremadamente delgada del apice folicular). Otro cambio que se produce es el
aumento de los niveles de PGE, y PGF,4 esto culmina con la formacion del estigma.
Posteriormente, las contracciones ovaricas provocadas por la PGFyy producen la
rotura del foliculo, el cual se contraera por la misma PGF,, y expulsara el ovocito
(Walters y col., 1984).

2.3.3. Fase luteal

Después de la ovulacion, las concentraciones de progesterona comienzan a
elevarse en los dias 3 0 4, alcanzan un pico entre los dias 8 y 12 y luego disminuyen
hasta concentraciones basales antes del préximo estro, como respuesta a la
secrecion uterina de PGF,qy en ausencia de un embrién viable en el Gtero (Hansel y
Convey, 1983).

2.3.3.1. Formacion del Cuerpo Luteo

Después de la ovulacion, la cavidad del foliculo ovulatorio es invadida por células
que proliferan de la capa de la granulosa y de la teca. Los capilares y las
membranas basales se ven alteradas en la ovulacion, pueden causar una pequefia
hemorragia, y permiten de esta manera que las células de los capilares y la teca
penetren en la cavidad del foliculo. Las células de la teca y de la granulosa se
luteinizan en células luteales que forman el CL (Fitz y col., 1982). El CL es una
glandula secretoria que produce principalmente progesterona y oxitocina. Las
células de la teca se convierten en células de menor diametro, conocidas como
células luteales pequefias y las de la granulosa en células luteales de mayor tamafio
también llamadas células luteales grandes. Ambos tipos secretan progesterona, pero
las células pequefias parecen poseer casi todos los receptores de LH, las células
grandes poseen casi todos los receptores para PGE, y PGF,, (Braden y col., 1988).
Al comienzo de la prefiez aproximadamente 20 dias después de la concepcion, las
células grandes originales desaparecen y dejan lugar a las células luteales
pequefias, algunas de las cuales se expanden y se convierten en células luteales de
mayor diametro en el CL de la prefiez (Schwall y col., 1986). El factor luteotropico
mas importante en la vaca parece ser la LH. La progesterona es esencial para la
ciclicidad normal de la vaca y después de la concepcion es la principal hormona que
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mantiene la gestacion. Durante la fase luteal también se van a desarrollar ondas de
desarrollo folicular (2 a 4 por ciclo) y cada onda folicular estd precedida por un
aumento de FSH, 1 o 2 dias antes. La progesterona afecta negativamente los pulsos
de liberacion de GnRH y LH e impide que se produzca una nueva ovulacion. Si el
ovulo liberado por el foliculo ovulatorio no es fertilizado, el animal no recibira la
“sefial” de la prefiez y alrededor del dia 16 el endometrio del Utero no gestante
comienza a producir PGF,, (Thatcher y col., 1989).

TECA EXTERNA

TECA INTERNA
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FOLICULAR

CELULAS
GRANULOSAS
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PELUCIDA
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CORONA OOPHORO

RADIADA

Figura 2. Foliculo maduro o de Graaf (Barrera y col., 2011)
2.3.3.2. Lutedlisis

La secrecion de PGFy, por el Utero causa la regresion del CL y consecuentemente
finaliza la fase luteal. Después de aproximadamente 14 dias bajo la influencia de la
progesterona secretada por el CL, el endometrio secreta pulsos de PGF,, por un
total de aproximadamente 36 horas. La lutedlisis es un proceso complejo en el que
intervienen el estradiol producido por el foliculo dominante en crecimiento, que
induce a su vez la sintesis de receptores de oxitocina. Al unirse la oxitocina con sus
receptores la union hormona-receptor desencadena el mecanismo enzimatico que
concluye con la sintesis de PGF,, La PGFy4 es liberada a la circulacion y a través de
difusién pasa de la vena uterina a la arteria ovarica y llega al CL, donde inicia el
mecanismo de lutedlisis y a su vez estimula la liberacién de mas oxitocina por el CL,
creando un sistema de feed-back positivo que culmina con la regresion del CL
(Knickerbocker y col., 1988).
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Figura 3. Esquema de ciclo estral bovino (Perulactea, 2012).
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2.4. DINAMICA FOLICULAR

La foliculogénesis es el proceso por el cual un rango de foliculos, constante en la
especie, y los ovocitos que estos contienen, maduran durante cada ciclo
reproductivo. Frecuentemente, en cada ciclo estral de la vaca madura un solo
foliculo, no obstante pueden ocurrir ovulaciones dobles o mdultiples de manera
natural.

Una onda de crecimiento folicular involucra el desarrollo sincrénico de un grupo de
foliculos individualmente identificables a partir de un didmetro de 4 mm que ocurre al
mismo tiempo en los dos ovarios. Durante aproximadamente 2 o 3 dias todos los
foliculos crecen y uno de ellos es seleccionado, continta creciendo y se convierte en
foliculo dominante, mientras el resto de los foliculos, llamados subordinados, se
vuelven atrésicos y regresan. El foliculo dominante de la primera onda sera
anovulatorio, porque se desarrolla durante la fase luteal y tiene una fase de
crecimiento (Dias 0 a 6), una fase aparentemente estatica (Dias 6 a 12) y una fase
de regresion (Dia 12 en adelante).Los foliculos subordinados en cada onda
incrementan su tamafo, pudiendo el mayor de ellos alcanzar un didametro de 8 mm
tres dias después de la emergencia de la onda, luego tienen una pequefa fase
estética y regresan (Ginther y col., 1989a).
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Figura 4. Ondas foliculares del ciclo estral de tres ondas (Senger, 2003)

Independientemente del patrén de desarrollo folicular del ciclo, la primer onda de
desarrollo folicular se detecta el dia de la ovulacion (Dia 0). La segunda onda
comenzara el Dia 9 o 10 para los ciclos de 2 ondas y el Dia 8 0 9 en los ciclos de 3
ondas. En los ciclos de 3 ondas la tercera onda emerge en el Dia 15 o 16 (Ginther y
col., 1989h) las caracteristicas del foliculo dominante de la primera onda entre el
patron de 2 ondas y el patréon de 3 ondas son similares, pero la segunda onda
emerge 1 a 2 dias mas temprano en los animales con 3 ondas que en los de 2
ondas. Ademas, existe una gran variabilidad en cuanto al dia de emergencia de la
segunda onda que puede comenzar entre los Dias 6 a 12. EIl CL comienza su
regresion mas temprano en los ciclos de 2 ondas (Dia 16) que en los de 3 ondas
(Dia 19), afectando el intervalo interovulatorio. La duracién del ciclo estral de la vaca
depende principalmente de su patron de desarrollo folicular para ser de 18 a 20 dias
(2 ondas) o de 21 a 23 dias (3 ondas). En ambos casos, el foliculo dominante en el
momento que ocurre la lutedlisis se torna en foliculo ovulatorio. Si bien se ha
descripto que en el 95 % de los ciclos estrales hay 2 o 3 ondas de desarrollo
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folicular, se ha encontrado que algunos animales Bos Indicus pueden tener ciclos
con 4 ondas. En este caso la cuarta onda comienza el Dia 20 o 21 y el ciclo estral
dura 24 a 25 dias (Bo y col., 1993).

Aparentemente no hay diferencias de fertilidad entre las vacas de dos ondas y de
tres ondas. Sin embargo, factores como el nivel nutricional, stress calorico y
estacionalidad pueden modificar el patrén de desarrollo folicular (Murphy y col.,
1991).

El desarrollo folicular esta controlado por la secrecion de hormonas provenientes de
la hipdfisis, el CL y de los foliculos. Se ha observado que cada onda folicular esta
siempre precedida por un pico de FSH. Se cree que este pico es fundamental para
que los foliculos antrales ingresen al pool de foliculos grandes (= 4 mm) que
observamos en la onda folicular. Luego del comienzo de la onda, el foliculo
dominante comienza a producir grandes cantidades de estradiol e inhibina que
actuaran inhibiendo la liberacion de FSH. Con poca FSH circulante los foliculos
subordinados comienzan a regresar. El foliculo dominante puede seguir creciendo
debido a la adquisicion de receptores de LH en las células de la granulosa (ademas
de los que se encuentran en la teca). Durante el diestro, los altos niveles de
progesterona afectaran adversamente la frecuencia de los pulsos de LH e induciran
la regresion del foliculo dominante. Con respecto a los productos foliculares, la
investigacion ha llevado a descubrir una extendida lista de factores reguladores
intragonadales con importantes roles en el control autocrino, paracrino y/o endécrino
de la funcién ovarica. Se piensa que estos factores intraovaricos modulan el nimero
y desarrollo de los foliculos en crecimiento, primordialmente a través de la regulacion
de las gonadotrofinas o de la respuesta a las gonadotrofinas. Sin embargo, se sigue
manteniendo que al menos en el bovino los efectos supresivos del foliculo
dominante sobre los subordinados se ejercen a través de canales sistémicos mas
que autdcrinos o paracrinos (Ginther y col., 1996).

2.5. COMPORTAMIENTO ESTRAL

Las vacas pueden ser detectadas en celo debido a que durante este periodo
muestran un comportamiento especifico y signos fisicos que pueden verse en el
animal (Marcantonio, 1998; Van Eerdenburg, 2009). El perfil hormonal que puede
llevar a la expresion del celo en la vaca es un alto nivel de estrégenos en sangre en
presencia de un bajo nivel de progesterona. Esta situacion hormonal normalmente
existe cuando hay un foliculo preovulatorio maduro secretando estrégenos en
ausencia de un CL funcional. Otras condiciones que pueden llevar a la manifestacion
de celo incluyen la presencia de foliculos quisticos y altos niveles de estrégenos con
bajos niveles de progesterona en las vacas prefiadas cerca del parto (Becaluba,
2006).

2.5.1. Caracteristicas del celo Bovino

En una poblacién de animales sexualmente activa con una distribucién normal del
ciclo estral, la frecuencia diaria de celos oscila entre un 3 y un 4 % diaria (Smalley,
1981). Los primeros datos sobre duraciéon de celo mencionaban 17,8 horas en vacas
y 15,3 en vaquillonas (Trimberger y Frincher, 1956). Un estudio realizado en
Uruguay demostrdé en animales Holando que la duracién del celo es de 10 horas en
vacas y 13,5 en vaquillonas (Cavestany y col., 2007). Si bien hay evidencia que la
mayor manifestacion de celo se da durante las horas de la noche (Williamson y col.,
1972; Esslemont y Bryant, 1976), estudios en nuestras condiciones han encontrado
gue la actividad de celo se presenta mas uniformemente distribuida a lo largo del dia
(Arregui y col., 2008).

13



2.5.1.1. Caracteristicas de comportamiento primarias

- Aceptacion de la monta: generalmente se acepta que el criterio mas seguro
para saber si una vaca o vaquillona se encuentra en celo es que acepte ser montada
por el toro u otra vaca (Foote, 1975; Peters y Ball, 1991; Becaluba, 2006;
Marcantonio, 1998; Sepulveda y Rodero, 2003; Van Eerdenburg, 2009). La
receptividad de la monta consiste en la inmovilidad de la hembra durante 6 a 8
segundos al ser montada por el toro u otra compafiera del grupo (Becaluba, 2006).

2.5.1.2. Caracteristicas de comportamiento secundarias

Estas caracteristicas llevan a que algunos animales del rodeo interactlen,
conformando el denominado grupo sexualmente activo (Marcantonio, 1998).

- Actitud de monta: la caracteristica secundaria de comportamiento mas
constante de celo es la actitud de montar. El 95 % de las hembras en celo montan a
otras integrantes del grupo sexualmente activo, pero solamente el 30 a 40 % de las
hembras que montan estd en celo (Marcantonio, 1998; Van Eerdenburg, 2009).
Segun Van Eerdenburg (2009) una vaca puede ser considerada en celo cuando
monta otra vaca dos veces en 24 horas y el comienzo del comportamiento de monta
es el mejor predictor del momento de la ovulacion (Roelofs y col., 2005; Van
Eerdenburg, 2009). Las montas pueden ser craneales o “desorientadas”, cuando el
animal activo monta a otra por la cabeza, (Marcantonio, 1998) siendo altamente
discriminativo de que una vaca se encuentra en estro (Britt y col.,, 1986; Van
Eerdenburg, 2009).

- Montada moviéndose: puede servir como indicacion de proestro, dado que las
vacas cercanas al estro son mas atractivas para las vacas en celo, quienes
intentaran montarlas (Van Eerdenburg, 2009).

- Incremento de la actividad: las vacas se encuentran inquietas, caminan con
mayor frecuencia, interrumpen el pastoreo y se reduce el tiempo de rumia, pudiendo
disminuir también la producciéon de leche (Foote, 1975; Arthur y col., 1991;
Marcantonio, 1998; Sepulveda y Rodero, 2003).

- Mugidos: el mugir de forma continua puede ser un sintoma de celo
(Marcantonio, 1998; Van Eerdenburg, 2009), sin embargo en vacas de tambo solo
algunos animales muestran este signo, por lo que el potencial selectivo para la vaca
lechera es bajo (Van Eerdenburg, 2009).

- Flehmen: los animales pueden manifestar el reflejo de Flehmen o
levantamiento del labio superior (Sepulveda y Rodero, 2003). A pesar de que
también es observado durante el diestro, tiene una alta frecuencia durante el estro
(Van Eerdenburg, 2009).

- Olfateo de vulva: la vaca en celo suele olfatear y lamer los genitales de otras
vacas, pero también es receptora de esta actividad por parte de las otras vacas del
rebafio (Marcantonio, 1998; Sepulveda y Rodero, 2003; Becaluba, 2006) y
generalmente es seguido por el flehmen (Arthur y col.,, 1991; Van Eerdenburg,
2009).

- Encuentros cabeza-cabeza: presentan las clasicas “topadas”. El componente
agresivo de comportamiento se explicaria por la conformaciéon de un nuevo grupo
dentro del rodeo, el grupo sexulamente activo, lo que llevaria a peleas por el
establecimiento de un nuevo orden social (Marcantonio, 1998).
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- Apoyo de menton: lo mas frecuente es que antes de intentar la monta la vaca
en celo coloque la barbilla sobre la zona dorsal de una compariera con objeto de
inspeccionar su posible receptividad a ser montada, signo que se considera como un
buen indicador de celo (Arthur y col., 1991; Van Eerdenburg, 2009).

2.5.1.3. Signos fisicos

Las hembras en celo presentan una serie de signos fisicos que pueden ser
evidenciados sin necesidad de que interactien con el grupo sexualmente activo, los
cuales complementan la sintomatologia del celo pero no deben ser tomados como
indicadores Unicos (Marcantonio, 1998). Estos signos fisicos auxiliares se
manifiestan a medida que el animal se acerca al estro, se vuelven mas frecuentes e
intensos en él y declinan después del mismo (Mc Donald, 1991).

- Descarga vulvar mucosa: cuando un hilo largo de mucus (50 cm) claro y
viscoso cuelga de la vagina, la vaca puede ser considerada en celo, pero no es
confiable como indicador de celo ya que puede ser visto por varios dias en ciertos
animales (Arthur y col., 1991; Becaluba, 2006; Van Eerdenburg, 2009). Esta
descarga se origen cervical es mas evidente en vaquillonas que en vacas y se hace
mas notoria en el momento que la vaca monta a otra (Marcantonio, 1998).

- Edematizacion de vulva: producto de la accién de los estrégenos, que
incrementan la irrigacion del aparato genital, la vulva se encuentra ligeramente
edematosa y congestionada (Foote, 1975; Arthur y col., 1991; Marcantonio, 1998).

- Pelos de la grupa: por las reiteradas montas podemos observar que los pelos
de la regién pélvica quedan revueltos, despeinados e incluso pueden verse
peladuras con relacion a las saliencias 6seas, lo que nos indica que ese animal fue
montado aun sin haber sido observado por el operador (Marcantonio, 1998; Van
Eerdenburg, 2009).

- Aumento de la temperatura corporal: la hembra en celo aumenta su
temperatura corporal en 0,3 a 1,1 °C. Este cambio es muy variable y de corta
duracion. El aumento también se ve reflejado en la temperatura de la leche
(aumento de 0,2 a 0,4 °C) (Marcantonio, 1998).

2.5.2. Factores gue afectan la expresion del celo

- El macho: el coito acorta la duracion del periodo de celo y puede acelerar el
momento de la ovulacion (Mc Donald, 1991; Cavestany y Méndez, 1993).

- El clima: una temperatura ambiente elevada puede reducir no solamente la
duracion, sino también la intensidad del celo. Puede incluso aumentar la frecuencia
de anestros o celos no detectados. Las lluvias intensas provocan una disminucion de
la actividad sexual (De Silva y col., 1981; White y col., 2002; Sanders, 2005; Ahmed,
2007; Youngquist y Threlfall, 2007; Van Eerdenburg, 2009). En climas templados o
moderados la duracién del estro puede ser de 20 a 30 % mas duradero que en
vacas de ambientes muy calurosos o frios (Sepulveda y Rodero, 2003).

- Momento del dia: la mayoria de los autores apuntan a que el comienzo del
celo se produce durante la noche o a primera hora de la mafana (Sepulveda y
Rodero, 2003). Cavestany (2005) describe que la ocurrencia de celos es mayor en
horas de la noche, encontrando el 70 % entre las 18:00 y las 06:00 horas. Estudios
realizados por De Silva y col., (1981), demuestran que los animales en celo,
presentan mayor actividad estral durante la mafiana que durante la tarde, lo que
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concuerda con reportes de Foote (1975). Mientras que otros encontraron una mayor
actividad de monta por la tarde (Gwazdauskas y col., 1983).

- Razas y lineas genéticas: estd establecido que Bos indicus muestra una
duracion e intensidad del estro mucho méas débil que Bos Taurus. En los derivados
del Bos Taurus se han encontrado variaciones entre razas en la intensidad de celo,
pero también entre individuos de diferente color de capa (Sepulveda y Rodero,
2003).

- Poblacién sexualmente activa: cuando el nUmero de vacas en celo aumenta,
el numero de montas (actividad sexual) por periodo de celo aumenta (Cavestany y
Méndez, 1993). Ademas se ha reportado que al introducir una vaca en celo a un
grupo de animales, se estimula el comportamiento estral (aumentando las montas)
(Van Eerdenburg, 2002).

- Celos postparto: a medida que aumentan los celos postparto la actividad de
monta también aumenta (Cavestany y Méndez, 1993).

- Nutricion: la subnutricion lleva a una alta incidencia de inactividad ovérica,
disminucién de la expresion de celo y bajas tasas de ovulacion (Ahmed, 2007). Asi
mismo el intervalo desde el parto a la ovulacion esta inversamente relacionado al
promedio del balance energético durante los primeros 20 dias de lactacion (Sanders,
2005; Youngquist y Threlfall, 2007).

- Estrés: varios autores concuerdan en que un periodo de estrés para los
animales resulta en una disminucion de la liberacion de GhRH y como consecuencia
en los picos de LH, retrasando la ovulacién y alterando los patrones normales de
comportamiento estral (Stoebel y Mober, 1982; Nanda y col., 1990; Hilary y Smith,
2000).

- Produccién de leche: aunque hay autores que sostienen que no existe una
correlacion negativa entre produccion de leche y manifestacién de celo (Britt y col.,
1986), estudios mas recientes han demostrado que altos niveles de produccién de
leche reducen la duracion del estro asi como su expresion. Los niveles de
estrogenos en el estro y la duracion e intensidad del mismo son afectados
inversamente por la produccién elevada de leche (Lopez y col.,, 2004; Glauber,
2007).

- Edad de la vaca: en vaquillonas la duracién del celo es menor que en vacas
adultas (Mc Donald, 1991). Por otro lado estudios demuestran que las vacas de mas
edad presentan mayor actividad de monta que las mas jovenes, (Gwazdauskas y
col., 1983), pudiendo ser por una mayor dominancia y experiencia de las primeras
sobre las segundas (De Silva y col., 1981).

- Superficie: la superficie donde montan las vacas influye en la duracion del
celo y en la actividad de monta y aceptacién de ella. Superficies de cemento,
mojadas y pisos de los corrales disminuyen la exteriorizacion del celo (Fernandez y
col., 2006; Ahmed, 2007). Son preferibles pisos de tierra 0 una cama de paja espesa
(Van Eerdenburg, 2009). Esto concuerda con estudios realizados por Britt y col.,
(1986), quienes describieron que el factor que méas afectaba la manifestacion de celo
era la superficie donde se observaba a los animales en celo.

- Sistemas de produccién: cualquier sistema de alojamiento de los animales

gue no permita que éstos interactien entre ellos a lo largo del dia lleva a una menor

manifestacion de celo (Ahmed, 2007). Otros estudios reportan que los animales que
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viven en confinamiento, al liberarlos para la deteccion de celos, demuestran un
mayor numero de montas por hora que aquellos que viven durante todo el afio en la
pastura (De Silva y col., 1981; Gwazdauskas y col., 1983). Esto podria sustentarse
con lo sugerido por Britt y col., (1986) de que llevar los animales a un lugar distinto
de su rutina diaria despertaria la actividad sexual.

2.6. DETECCION DE CELO

La deteccion de celos es el mayor factor individual que limita la optimizacion de la
eficiencia reproductiva en rodeos bovinos que utilizan inseminacion artificial. En
Uruguay, la eficiencia de la deteccion de celos se encuentra entre el 40 y 55 %
(Cavestany y col., 2007). Con la utilizacién de analisis de progesterona en sangre 0
leche las investigaciones indican que entre el 5y el 30 % de las inseminaciones
artificiales se realizan en vacas que no estan en estro (Nebel y col., 1987).

Lograr una performance reproductiva aceptable, requiere un primer servicio hecho a
tiempo y una rapida identificacion de las vacas que quedan vacias, asi son servidas
nuevamente. Los errores en la deteccion de celo constituyen un problema individual
de cada rodeo y deben ser siempre considerados como causa de baja tasa de
concepcion. Debido a que ademas de las instalaciones y el buen manejo, el personal
es el principal componente de la deteccion de celo, las pérdidas econdémicas
ocasionadas por dicha tarea tienen dos origenes:

- No observacion de animales en celo. Este problema disminuye la eficiencia en
la deteccion de celo.

- Error en la deteccidén de los celos, es decir considerar en celo animales que
no lo estan; mayormente a consecuencia de conceptos equivocados sobre los
signos de celo o bien por fallas en la identificacién de los animales y/o registros.

Estos problemas disminuyen la exactitud en la deteccion de celo. Debido a que la
efectividad en la deteccidn de celos es muy variable y a la alta demanda laboral que
insume el hacerlo visualmente, se estimulé la investigacién y el desarrollo de formas
de ayuda en la detecciéon del celo y maneras de determinar el momento apropiado
de inseminacion, sin la necesidad de detectar las manifestaciones de
comportamiento de celo (Ball y Cowpe, 1987).

2.7. SCORE REPRODUCTIVO DE ANDERSEN

El Score Reproductivo de Andersen (SRA) es un método que puede utilizarse para
aumentar la eficacia reproductiva y aumentar positivamente el beneficio de las
operaciones ganaderas de cria. El Sistema SRA estima la madurez sexual
(pubertad) mediante la palpacion rectal de los cuernos uterinos y de los ovarios
como se describe en el Cuadro I:
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Cuadro |. Descripcion del Score Reproductivo de Andersen (Andersen y col., 1991)

OVARIO

SRA CUERMNOS UTERINOS
Largo Alto Ancho

(mm) {mm) (mm) Estructuras ovaricas

Inmaduro <20 mm de
1 didmetro. Sin tono 15 10 8 No hay estructuras palpables

20a25 d
2 o acomm ce 18 12 10 Foliculos de 8 mm
diametro. Sin tono
3 (25230 mm de 22 15 10 Foliculos de 8-10 mm
diametro. Poco tono
4 30 mm de didmetro. 30 16 19 Foliculos de :ri[}'mm. Posible
Buen tono cuerpo lateo
. =30 mm de diametro. .3 20 15 Foliculos de ::~1[} mm. Cuerpo
Buen tono luteo

Un SRA de valor 1 se asigna a las vaquillonas con sus zonas reproductivas
infantiles, indicadas por los cuernos uterinos pequeios, sin tono y los ovarios
pequefios con estructuras no significativas. Las vaquillonas con un “Score” = 1, son
probablemente, las que estardn ciclando mas adelante, al momento de la
examinacion. Las vaquillonas con SRA de 2, estdn mas cercanas a ciclar que
aquellas con grado 1, debido principalmente a la presencia de foliculos pequefios
(ampolla que contiene el huevo u ovum) y cuernos uterinos y ovarios levemente mas
grandes. Las vaquillonas con un SRA de 3 estan al borde de estar ciclando,
estimacion basada en el tono uterino leve, ademas de la presencia de foliculos. Las
vaquillonas asignadas a un SRA de 4 estan presumiblemente ciclando, como lo
indica su buen tono y tamafo uterino, y el crecimiento folicular; sin embargo. Estas
vaquillonas carecen de un Cuerpo Luteo facilmente distinguible (indicativo de haber
completado un ciclo una vez), debido a la etapa de su ciclo estral. Las vaquillonas
con los valores reproductivos de grado 5 son similares a las calificadas como 4,
excepto por la presencia de un Cuerpo Luteo palpable (demostrativo de que han
ciclado recientemente) (Raggio, 2003).

2.8. MANEJO FARMACOLOGICO DEL CICLO ESTRAL BOVINO

La regulacion de la actividad ovarica se ha convertido en una herramienta muy util y
de creciente uso en la ganaderia.

Los objetivos que se buscan alcanzar son:
- Programas de reproduccion controlada (sincronizacién de celos)
- Regulacion de ondas foliculares para mejorar la precision de la sincronizacion
de celos
- Reduccion de la incidencia de los celos no detectados
- Mejorar la eficiencia de la inseminacioén artificial (Cavestany, 2002)

La mayoria de los sistemas de sincronizacion emplean un método para controlar el
desarrollo de la onda folicular; prevenir la ovulacion prematura en vacas ciclicas y
promover la ovulacion en vacas en anestro; provocar la regresion del CL y
sincronizar el celo y la ovulacién al final del tratamiento (Lucy, 2008). Para que se
puedan aplicar no deben ser costosos y deben alcanzar una buena respuesta en
términos de fertilidad (Cavestany, 2000). Un tratamiento de sincronizacion de celos
adecuado, debe contemplar tanto la funcionalidad del CL como el desarrollo folicular,
permitiendo asi regular el momento de la ovulacién de un foliculo de buena calidad
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(Vifoles y Cavestany, 2000). Esto facilita la implementacion de la IA a celo visto y
dependiendo de la combinacion hormonal utilizada, se generan las condiciones para
realizar una IATF, sin la necesidad de realizar deteccion de celos (Callejas, 2004).
Las hormonas que se utilizan para controlar el ciclo estral son anélogas (idénticas) a
las hormonas reproductivas que se encuentran en la vaca (Lucy, 2008). Dentro de
las principales hormonas utilizadas para manipular el ciclo encontramos: PGF2a,
GnRH, Estrégenos y Progesterona.

2.8.1. Sincronizacion de celos con Prostaglandinas

La utilizacibn de PGF2a para la sincronizacion de celos es una herramienta
excelente. De hecho, la PGF2a es la sustancia natural producida por el Utero de la
vaca para causar la regresion normal del CL. Por lo tanto, la inyeccion de PGF2a es
una manera de inducir selectivamente la regresion del CL de una manera similar al
proceso normal (Cavestany, 2002). Esta hormona fue la base de los primeros
meétodos de sincronizacion de celos (Rowson y col., 1972).

Las prostaglandinas se encuentran en la mayoria de los tejidos (pulmén, timo,
musculo esquelético, fluido menstrual, liquido amniético, intestino, sangre, tejido
graso, etc.). Actian en, o muy cerca del lugar donde se producen y se destruyen
rapidamente en circulacién, pues de lo contrario, debido a su gran actividad
bioldgica, inducirian efectos generalizados indeseables. Esto hizo que sea muy dificil
aislar las prostaglandinas naturales en cantidades comerciables y que la mayor parte
de las prostaglandinas que se utilizan a nivel comercial sean sintéticas (Baird, 1978).

Algunos de los analogos sintéticos que existen en el mercado son: Cloprostenol,
Delprostenate, Alfaprostol, Etiproston, Fenprostaleno, etc. Como ha sido
mencionado anteriormente, dependiendo del momento en que se administra la PG
sera la respuesta que se obtenga. Una de las desventajas de esta hormona es la
variabilidad en la distribucion de presentacion de celo en un periodo hasta de 5 dias,
debida al estado folicular al momento del tratamiento (Huanca, 2001). El promedio
mas bajo del intervalo al estro en vacas ciclicas, se da cuando se inyecta PGF2a de
manera temprana (dias 7 a 9), o de manera tardia (dia 14 a 16) en el ciclo estral.
Cuando se inyecta en los dias 10 a 12 del ciclo se pueden observar 3 a 7 dias de
intervalo al estro, ya que el foliculo dominante de la primera onda esta sufriendo la
atresia y el foliculo dominante de la segunda onda es inmaduro aun (Lucy, 2008). La
variacion en el intervalo al estro luego de la inyeccion de PGF2a puede verse
disminuida si las inyecciones son administradas en series (intervalos de 11 a 14
dias) o si la sincronizacion folicular se lleva a cabo 7 dias antes de la inyeccion de
PGF2a (Lucy, 2008). En vacas en lactacion los cambios metabdlicos y hormonales
alteran el desarrollo folicular del ovario, de modo que esta categoria de animales
entra en celo mas tarde que vaquillonas o vacas no lactando. Por lo tanto un
intervalo de 11 dias entre inyecciones resulta en una mayor proporcion de vacas en
etapas tempranas del ciclo al momento de la segunda inyeccion. Debido a esto, un
intervalo de 14 dias entre inyecciones en vacas en produccion resulta en una mejor
respuesta traducida en mayor porcentaje de prefiez y disminucién de dias abiertos
(Cavestany, 2002).

2.8.1.1. Protocolo con dosis Unica de PGF2a

Este método es el mas utilizado comercialmente y consiste en detectar celo e
inseminar en forma convencional por 5 dias. Al 5° dia (Dia 0 = dia de comienzo de la
inseminacion) se inyecta con una dosis luteo luteolitica de PGF2a a los animales
que no fueron inseminados hasta el momento y se continta la inseminacion hasta el
dia 11. La introduccion de machos o hembras androgenizadas del dia 11 al 19 es
recomendable porque mejora los ciclos y su fertilidad. Estos podran tener un efecto
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bioestimulador sobre vientres en anestro prepuberal superficial (Rodriguez
Blanquet, 2002). A su vez, entre los dias 11 y 19, seria conveniente introducir toros
al rodeo para no perder ningun celo, ya que pueden aparecer hembras en celo luego
de los 6 dias (Bolafios y col., 1998). Los dias 12 y 32 de mafiana se inseminan los
animales detectados en celo en los dias 11 y 31 de tarde respectivamente. Con este
método el trabajo de inseminacion artificial es de 23 dias con un periodo de servicio
de 31,5 dias para cubrir dos celos. Este método presenta la ventaja de dar una sola
inyeccion solamente al 75 % del rodeo si éste esta ciclando normalmente. A su vez
con la deteccion de celos los 5 dias previos a la Unica inyeccion, se podra tener una
idea aproximada de como esta ciclando el rodeo. Si el rodeo esta ciclando
normalmente y el celo es correctamente detectado se deberia detectar en celo en
esos 5 dias alrededor del 25 % de las hembras. Los inconvenientes que presenta
este método son un mayor numero de dias de trabajo que otros métodos y que al
tratamiento un 25 % de los animales se encuentran en el diestro temprano, con lo
cual aproximadamente el 8,5% de las hembras no presentaran celos en los 6 dias
siguientes. Esto permite obtener un valor tedrico de 88% de celos los 6 dias
siguientes a la aplicacién de la dosis de PGF2a (Rodriguez Blanquet y col., 1992).

Otro método de sincronizacién con dosis Unica de PGF2a consiste en realizar previa
palpacion de un CL funcional y deteccion de celo 1 a 7 dias post inyeccion; este
meétodo es recomendado para vacas en lactacion (Blanc y col., 1994). Estos autores
indican que la precision de la deteccion de la presencia de un CL funcional,
mediante palpacion rectal ha oscilado entre 71 y 96 % y que la respuesta a la
inyeccion unica de PGF2a de esas vacas fue de 64 a 72 % hasta los 8 dias
posteriores a ésta. La precision de la palpacion rectal para determinar funcionalidad
ovarica esta sujeta a errores debidos fundamentalmente a la presencia de CL no
funcionales o a CL pequefios ubicados en el interior del ovario, los cuales no pueden
detectarse facilmente a la palpacion (Cavestany 2000).

2.8.1.2. Protocolo con doble dosis de PGF2a

a) Doble aplicacion de PGF2a en la totalidad de los animales
Utilizacién de dos dosis aplicadas con un intervalo de 11 a 14 dias. Con la primera
aplicacion en rodeos ciclicos normalmente el efecto Iuteolitico se da
aproximadamente en el 60% de las vacas. Con la segunda aplicacién, se introduce
en estro a la totalidad de los animales. A partir de las 48 horas de la segunda
inyeccion se comienza a detectar celo e inseminar por 2 a 3 dias (Becaluba, 2006).

b) Doble aplicacion de prostaglandina con inseminacion después de la primer y
segunda dosis

Este método es una variante del procedimiento descripto anteriormente. Es utilizado
para inseminar vacas que entran en celo después de la primera aplicacién de
PGF2a. Se realiza deteccion de celo por 96 horas y se insemina. Los que no se
detectaron en celo, reciben una segunda dosis de PGF2a y son inseminados cuando
demuestran el celo, que se da la mayoria de las veces entre las 48 y 96 horas. Tiene
como desventaja en relacion al método original la observacion de un periodo mas
largo de celos (Becaluba 2006).
Todos los protocolos con prostaglandina como Unica hormona, son indicados
solamente para animales ciclicos, resultando en completo fracaso cuando se aplican
en animales con condiciones nutricionales deficitarias y con ausencia de un cuerpo
lteo maduro (Becaluba, 2006).
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2.8.2. Sincronizacion de celos con GnRH

El avance en el conocimiento de la fisiologia del ciclo estral ha permitido en los
altimos afios encarar la sincronizaciéon de celos trabajando no soélo sobre la
funcionalidad del CL, sino también sobre la dinamica folicular. La utilizacion de un
tratamiento con GnRH induce la ovulacion de los foliculos dominantes (de por lo
menos 10 mm de diametro) y el posterior desarrollo de una nueva onda folicular
(Colazo y col., 2007). La GnRH sincroniza la emergencia de una nueva onda
folicular solamente cuando es administrada en presencia de un foliculo dominante
funcional, mientras que si es administrada antes de la dominancia pareceria no
afectar el progreso subsecuente de la onda, presumiblemente por la falta de
receptores de LH en las células de la granulosa de los foliculos en crecimiento
(Diskin y col., 2002).

2.8.2.1. Combinacién de GnRH y PGF2a en protocolos utilizados en vacas ciclando
- OVSYNCH

El foliculo dominante en crecimiento puede ser ovulado de manera mas precisa
utilizando una segunda inyeccion de GnRH 1,5 a 2 dias después de la PGF2a. Esta
informacion se utilizé para desarrollar programas de manejo reproductivo para vacas
en lactancia y el protocolo para sincronizar la ovulaciéon se hizo conocido como
‘OVSYNCH”. Este protocolo como se muestra en la Figura 5, requiere de tres
inyecciones. Después de la segunda inyeccion de GnRH, las vacas son servidas sin
detectar celos (Geary y col., 2001).

La GnRH causa la luteinizacién u ovulacién de los foliculos grandes presentes en el
ovario y el consiguiente inicio de una nueva onda de desarrollo folicular, en tanto la
PGF2a administrada 7 dias mas tarde provoca la regresién de las estructuras
luteales formadas. Una segunda dosis de GnRH asegura la ovulacion del foliculo
dominante de la siguiente onda. La inseminacion a las 15-16 horas de la segunda
dosis de GnRH permite la fecundacion del ovocito liberado (Vifioles y Cavestany,
2000). La sincronia de la ovulacién a la segunda GnRH y las tasas de prefiez
obtenidas a la IATF con este esquema son dependientes de que la primera
inyeccion con GnRH induzca la ovulacion del foliculo dominante vy
consecuentemente sincronice el desarrollo folicular; por lo tanto se han llevado a
cabo distintos procedimientos para mejorar el protocolo Ovsynch (Balla y col., 2006).
Se ha demostrado recientemente que la fase del ciclo estral en el momento en el
gue se administra la GnRH afecta los resultados del programa Ovsynch. Si se
administra GnRH durante la primera fase de crecimiento del foliculo dominante, es
posible que no se produzca la ovulacion en respuesta a la liberacion de LH, en cuyo
caso, no se sincronizara la emergencia de la onda folicular. Los animales
responderan de manera mas consistente a los protocolos con GnRH si éstos se
inician entre los dias 5 y 12 del ciclo; esto se puede lograr con la pre sincronizacion
antes de la primera inyeccion de GnRH (B6 y col., 2009). Este protocolo ha sido mas
eficaz en vacas lecheras en lactancia que en vaquillonas. La ovulacion en respuesta
a la primera aplicacion de GnRH ocurrié en el 85 % de las vacas y en solo el 54 %
de las vaquillonas (Huanca, 2001). Vacas en anestro no responden
satisfactoriamente a protocolos de sincronizacion basados en combinaciones de
GnRH y PGF2a y sus porcentajes de prefiez fueron menores que cuando se aplico
en vacas ciclando (Bicalho y col., 2007). Desde que el Ovsynch se introdujo en
1995, ha sido muy utilizado en la industria lechera. Se han introducido otros
protocolos que utilizan GnRH como: Co-synch, Pre-synch, Heat-synch, Select-synch.
El protocolo original de Ovsynch se ha ido modificando debido a la evolucién de
nuestros conocimientos y nuestra capacidad de controlar la reproduccion en el
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ganado bovino. Las modificaciones del protocolo Ovsynch se realizaron en base a
informacion que sugiere que la sincronizacion de la ovulacion (es decir, la ovulacion
dentro de las 48 horas posteriores a la segunda inyeccion de GnRH) depende del
estadio del ciclo estral en que se administrd0 la primera inyeccion de GnRH.
(Vasconcelos y col., 1999). Recientemente los protocolos que combinan el Ovsynch
con la insercion de un dispositivo con progesterona han mejorado las tasas de
prefiez en vacas que estaban en anestro al iniciar el tratamiento y mejoro la tazas de
prefiez en vaquillonas inseminadas a tiempo fijo (Bo, 2009).

Ovsynch: GnRH 48 Hrs.
después de PGF2a e IATF

GnRH PGF2a 8 a 18 horas mas tarde.
0 7 CO-synch: GnRH e IATF 48
| y 2 64 Hrs. después de
J Dia PGF2a.

Select Synch: deteccion
de celo e |A 72 Hrs.
después de PGF2a, luego
GnRH e IATFa las 72 a 80
Hrs. a las que no se
detectaron en celo.

Figura 5. Esquema de las variantes de protocolos basados en la utilizacion de
GnRH-PGF2a mas populares en bovinos (De Jarnette, 2015).

Con respecto a su utilidad en ganado de carne, el sistema Co-synch es el que mas
se utiliza porque disminuye en dia de tratamiento al asociar la segunda GnRH con la
inseminacion artificial. Este protocolo resultd en porcentajes de prefiez aceptables
en vacas con cria que estan ciclando. Los resultados en vacas en anestro y
vaquillonas son mas bajos que los obtenidos en otros sistemas y nuevamente la
adicion de un DIV entre la primera GnRH y la PGF2a mejoro significativamente los
resultados en vacas con cria al pie y vaquillonas (Geary y col., 2001).

2.8.3. Sincronizacién de celos con Progesterona

Intentos iniciales para regular el ciclo estral involucraron la administracion exégena
de progesterona (P4) o progestagenos sintéticos, para prolongar la fase luteal del
ciclo estral o establecer una fase luteal artificial. Estas hormonas suprimen el estro y
la ovulacién a través de la inhibicion de la liberacién de la hormona LH y la
maduracion de los foliculos de Graaf (Larson y Ball, 1992), mediante un feedback
negativo sobre el hipotdlamo suprimiendo la GnRH (Senger, 2003). El cese de la
actividad de la fuente exdégena de P4 permite el aumento de la frecuencia y amplitud
de los pulsos de LH y el crecimiento de un foliculo dominante que ovulara entre 48 y
72 horas después (Senger, 2003). Los progestagenos ademas de mejorar la
sincronizacion de celos también inducen estro y ovulacibn en un porcentaje
aceptable de vacas en anestro (Lammoglia y col., 1998; Yaniz y col., 2004; Lucy
2008). Son utilizados frecuentemente para inducir la ciclicidad ovarica en vaquillonas
pre puberes y vacas en anestro postparto (Lammoglia y col., 1998). Ha sido
demostrado que tratamientos prolongados con progestagenos por 14 o 21 dias son
efectivos para la sincronizacion de celos, sin embargo la fertilidad de estos celos es
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reducida. La buena sincronizacion de celos se debe a que el patrén de onda folicular
no es mantenido y los foliculos grandes persisten seguidos de una lutedlisis
espontanea y la razon de la baja fertilidad se debe a la ovulacion de ovocitos
anormales y envejecidos (Larson y Ball, 1992). La duracion de la exposicion a los
progestagenos y la fertilidad dependen del momento del ciclo estral en que es
iniciado un tratamiento con P4. Si el tratamiento se realiza al inicio del ciclo estral la
fertilidad es normal, mientras que se ve disminuida cuando el tratamiento es iniciado
en etapas tardias del ciclo (alrededor del dia 11). Estos autores han descripto que
cuando los tratamientos comienzan al inicio del ciclo estral el CL existente podria
sobrevivir al periodo de tratamiento con la P4 exdgena llevando a una mala
sincronizacion de los celos. Por ésta razon es necesaria la incorporacion de un
agente luteolitico cuando se aplica un tratamiento corto de P4 para obtener una
buena eficiencia en la sincronizacion y una fertilidad normal (Larson y Ball, 1992).
Dentro de esta clase de hormonas se encuentra la progesterona natural y los
progestagenos sintéticos, dentro de estos ultimos, los mas difundidos son el Acetato
de Melengestrol (MGA), Acetato de Fluorogestona (FGA), Acetato de
Medroxiprogesterona (MAP) y Norgestomet (N).

Los métodos de administracion de P4 incluyen: administracion oral, inyectable,
dispositivos intravaginales e implantes subcutaneos de liberacion controlada (Larson
y Ball, 1992).

2.8.3.1. Combinacion de progesterona y PGF2a

La combinacion de un DIV con P4 y una PGF2a mejora la sincronizacion de celo y la
tasa de prefiez en comparacién con tratamientos con PGF2a sola. La administracion
de P4 7 dias antes de la PGF2a asegura que el CL regrese en respuesta a la
PGF2a, ya que las vacas van a tener un CL de al menos 7 dias (Fogwell y col.,
1986; Lucy y col., 2001). De todas maneras no es eficaz cuando gran parte de los
animales a tratar estan en anestro o son pre puberes (Lucy y col., 2001).

2.8.3.2. Combinacion de progesterona 'y GnRH

Debido a que el protocolo Ovsynch no tuvo éxito para sincronizar las vacas en
anestro postparto; en los Ultimos afios se ha combinado la utilizacion de un
dispositivo de liberacion de P4 con el protocolo Ovsynch en vacas de leche no
ciclicas. En este protocolo, las vacas tienen el dispositivo de liberacion de P4
colocado en la vagina en el momento en que se coloca la primera inyeccion de
GnRH del protocolo Ovsynch y el dispositivo se retira durante el tratamiento con
PGF2a. Los resultados en las tasas de prefiez de vacas con o sin dispositivos varian
generalmente entre el 6 al 8 % (B6 y col., 2009). Una de las razones de ésta
variacion es que la falta de exposicion a progesterona antes de la ovulacion natural o
inducida por la GnRH resulta en un mayor riesgo de encontrar fases luteales cortas,
en donde la lutedlisis ocurre alrededor del dia 10 del ciclo estral, momento en el cual
el embrion no llega a mandar la sefial para bloquear la cascada luteolitica,
resultando en un menor numero de vacas prefiadas (Chebel y col., 2010). Por otro
lado estudios demuestran que la utilizacibn de progestagenos en conjunto con
GnRH y PGF2a en protocolos de IATF reduce la incidencia de ovulaciones
prematuras, es decir antes de la inyeccion de la PGF2a y mejora la sincronizacion
de celo (Chebel y col., 2010).

2.8.4. Sincronizacion de celos con Estrégenos

El tratamiento con estrogenos en presencia de una concentracion luteal de
progesterona reduce tanto la concentraciéon de FSH como la frecuencia de los pulsos
de LH, resultando en regresion folicular, seguido de una nueva onda de 3 a 5 dias
(Alnimer, 2005). Es por esta razén que varias veces se combina progesterona mas
estrogenos resultando en la supresion de las ondas presentes y la emergencia
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sincrénica de una nueva onda folicular (B6 y col., 1995a; Burke y col., 2000). La
administracion de estrogenos un dia después de la lutedlisis produce el pico de LH y
comportamiento de celo (Alnimer 2005). A través de la estimulacion de la GnRH
hipotalamica, la fuente estrogénica aplicada un dia después de la prostaglandina,
potencia la frecuencia en los pulsos de LH produciendo el pico y la ovulacién. Por
ello se puede sustituir la inyeccion de GnRH por estrogenos en los protocolos de
sincronizacion teniendo como ventaja un menor costo y la induccién de las
caracteristicas normales del celo (Stevenson y col., 2004). Se detectan menos picos
de LH al utilizar estrogenos porque la GnRH es el factor inmediato para la liberacion
de LH desde la hipdfisis, no el estrégeno (Stevenson y col., 2004). Con el estrogeno
se produce el pico de LH 30 horas luego de la inyeccion y se produce una ovulacion
mas dispersa que con la GnRH (Cavestany y col., 2002).

Hay varios tipos de estrogenos que pueden ser utilizados, 17 B estradiol, Benzoato
de estradiol, Valerato de estradiol y Cipionato de estradiol. Cada uno tiene una
estructura quimica diferente que lo llevara a diferencias en cuanto a la absorcién y
metabolismo en el organismo, de ahi que la concentracion de estradiol circulante
luego de una sola dosis de estrogeno depende del tipo y la dosis de estrégeno que
se va utilizar (Souza y col.,, 2005). Se ha observado que vacas tratadas con
Benzoato de estradiol alcanzan la maxima concentracion sanguinea mas tarde que
cuando se tratan con 17 B estradiol, pero mas rapido que con el Cipionato de
estradiol. Asimismo el 17 B estradiol resulta en un descenso mas rapido a niveles
basales luego de alcanzar el pico maximo que el Benzoato de estradiol (Souza y
col., 2005). También es importante tener en cuenta la produccién de leche de las
vacas a tratar, ya que se estudié que en vacas de alta produccion cuyo metabolismo
es muy alto se produce una reduccion en las concentraciones de estradiol
circulantes, que varias veces termina con fallas en la fertilidad (Souza y col., 2005).

2.8.4.1. Combinacion de estrogenos con progesterona

La combinacién de estrégenos y progestagenos tiene un poder aditivo sobre la
inhibicién de la FSH y LH resultando en la supresion de las ondas presentes y la
emergencia sincrénica de una nueva onda folicular de 3 a 5 dias después (B6 y col.,
2000). Ademéas los estrogenos al tener la capacidad de producir atresia folicular
disminuyen la infertilidad en protocolos basados en progesterona causada por el
crecimiento y la ovulacion de foliculos viejos (Burke y col., 1999). La aplicacion de
estrégenos junto con la insercibn de un dispositivo con P4 durante de 7 dias,
detienen el crecimiento del foliculo dominante e inducen la emergencia de una
nueva onda folicular en forma sincrénica (Balla y col., 2006). Si esto es seguido de
una inyeccion de PGF2a al ser retirado el dispositivo y una inyeccion de estradiol 24
a 30 horas después de retirado el dispositivo para inducir estro y ovulacion se logra
mejorar la sincronizacion en vacas ciclando y en anestro (Day y col.,, 2000;
Lammoglia y col., 1998).

2.8.4.2. Combinacion de estrégenos, GnRH y PGF2a

- HeatSynch
Consiste de una inyeccion de GnRH seguida a los 7 dias por una inyecciéon de
PGF2a y una inyeccion de estradiol 24 horas después e inseminacion 48 horas
después. Es una variacion del Ovsynch en donde la segunda inyeccion de GnRH es
suplantada por estradiol (Kasimanickam y col., 2005). Como ventajas tenemos que
este protocolo tiene un costo menor y mas vacas manifiestan el celo que en el
Ovsynch y si bien hay una mayor variabilidad en la respuesta, las tasas de gestacion
son comparables con las del protocolo Ovsynch (Stevenson y col.,, 2004,
Kasimanickam y col., 2005). Para obtener el madximo beneficio con este protocolo se
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recomienda inseminar las vacas que son observadas en celo antes del tiempo para
la IATF e inseminar a tiempo fijo todas las vacas que no demostraron el celo
(Kasimanickam y col., 2005).

2.8.4.3. Combinacion de GnRH, P4, PGF2a y estrégenos

Al utilizar la GnRH al inicio del tratamiento evitamos la presencia de foliculos
persistentes que pueden aparecer cuando el tratamiento con P4 comienza después
del dia 13 del ciclo estral (Schmitt y col., 1996). Esto también se puede lograr
suplantando la GnRH por estrogenos (Day y col., 2000) obteniendo un protocolo
mas economico (Stevenson y col., 2004). Pero, segun Ryan y col. (1995) la
administracion de GnRH es mas efectiva que el estradiol cuando se da al inicio de
un tratamiento con P4 (Ryan y col.,, 1995). La P4 previene las ovulaciones
espontaneas que suelen ocurrir cuando el foliculo no es lo suficientemente maduro
para responder a la GnRH (Murugavel, 2003). Administrar un agente luteolitico como
la PGF2a el dia que finaliza el tratamiento con la P4 permite obtener buenos
resultados de sincronizacion y una buena fertilidad, ya que como se ha desarrollado
anteriormente, cuando los tratamientos con P4 comienzan al inicio del ciclo estral el
cuerpo luteo existente podria sobrevivir a la hormona exdgena provocando una mala
sincronizacion de celos (Larson y Ball, 1992). La administracion de estradiol 24-30
horas luego de finalizar el tratamiento con P4 sincroniza un pico de LH
aproximadamente 16 a 18 horas después y la ovulacion aproximadamente 24-32
horas después del pico de LH (Colazo y col., 2007). El estradiol deberia ser aplicado
a las 24 horas de haber retirado el dispositivo, una vez que la P4 haya desaparecido
por completo y no a las 0 horas cuando podria haber P4 circulando, provocando una
nueva sincronizacion de la onda folicular o forzando la ovulacion de un foliculo
todavia “no maduro” (Cesaroni y col., 2007). Aplicando el estradiol a las 0 horas,
habria una mayor dispersion en el momento de la ovulacion que aplicandolo a las 24
horas (Cesaroni y col., 2007). Se ha descripto que esto no solo aumenta el niumero
de animales en estro sino que ademas mejora la sincronizacién de celos (Murugavel,
2003). Xu y col. (2000) encontraron que se mejora la tasa de prefiez al administrar
GnRH e insertar un DIV con P4 el dia 0, retirar el dispositivo e inyectar PGF2a el dia
7,y el dia 9 una inyeccién de estrogenos, cuando se compara con un tratamiento
con dispositivo y estrogenos solamente.

2.8.5. Protocolos que acortan el periodo de insercién del DIV y alargan el proestro
2.8.5.1. Protocolo Co-Synch de 5 dias

En los ultimos afios se han realizado investigaciones tendientes a aumentar la tasa
de prefiez que se consigue realizando el protocolo mas utilizado para vacas y
vaquillonas en Estados Unidos (50 %), el mismo utiliza GnRH y un DIV con P4 por 7
dias. Se ha analizado el efecto de diferentes factores que podrian afectar la
fertilidad. Se ha propuesto que en vaquillonas el tamafio del foliculo es determinante
a la hora de inducir una ovulacién (Perry y col., 2005). Sin embargo, se han
reportado publicaciones recientes que sugieren que la fertilidad a los tratamientos de
IATF que utilizan GnRH y progestdgenos pueden mejorarse si se disminuye el
periodo de crecimiento del foliculo dominante ovulatorio y se prolonga la duracion
del proestro (Bridges y col., 2008; Rabaglino y col., 2010; Colazo y Ambrose, 2011;
Lima y col., 2013). Bridges y col. (2008) compararon un protocolo Co-Synch de 7
dias con un dispositivo de progesterona con IATF a las 60 horas y un protocolo Co-
Synch de 5 dias con IATF a las 72 horas en vacas de razas para carne. En ese
estudio, las tasas de prefiez fueron 11 % mayores con el protocolo de 5 dias.
Resultados mas recientes reportados por Whittier y col. (2013) encontraron también
una tasa de prefiez significativamente mayor en las vacas tratadas con el Co-Synch
de 5 dias que en las tratadas con el protocolo Co-Synch de 7 dias.
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Las tasas de prefiez mas altas conseguidas con el protocolo Co-Synch de 5 dias se
relaciona con mayores concentraciones de estradiol en el periodo preovulatorio y
mayores concentraciones de progesterona en la fase Iluteal subsiguiente,
especialmente en aquellas vacas que no ovulan después de la primera GnRH
(Bridges y col., 2014). Se encontrd que las vacas tratadas con el Co-Synch de 7 dias
gue no ovularon después de la primera GnRH tuvieron una reduccién marginal en el
diametro del foliculo dominante ovulatorio y una reduccion substancial de las
concentraciones de estradiol en el periodo preovulatorio y de progesterona en la
fase luteal subsiguiente que las que habian ovulado después de la primera GnRH.
Por el contrario, en las vacas tratadas con el Co-Synch de 5 dias los parametros
endocrinos y las caracteristicas foliculares fueron similares entre las vacas que
ovularon o no a la primera GnRH (Bridges y col., 2014). Ademas del efecto sobre los
foliculos, se propone también que una mayor concentracion de estradiol durante el
periodo preovulatorio y de progesterona en la fase luteal, produce una mayor
expresion de receptores de progesterona en el epitelio uterino, favoreciendo la
funcién uterina durante el periodo pre-implantacional de la prefiez (Bridges y col.,
2012). Sin embargo, debido a un intervalo mas corto entre la primera GnRH vy la
induccion de la lutedlisis en el protocolo de 5 dias, puede ser necesario administrar
dos inyecciones de PGF2a con 6 a 24 horas de intervalo, para inducir la regresion
completa del CL inducido por la GnRH (Kasimanickam y col., 2009).

Cuando los protocolos se utilizan en vacas o vaquillonas de carne y leche, se
sugieren algunas variaciones. Kasimanickam y col. (2012) informaron que las
vaquillonas inseminadas a las 56 horas en un protocolo Co-Synch de 5 dias, tenian
en promedio una tasa de prefiez a la 1A 10,3 % mas elevada que las vaquillonas
inseminadas a las 72 horas. Por el contrario, Lima y col. (2011) observaron un
aumento de la tasa de prefiez en vaquillonas lecheras que recibieron la GnRH final
al mismo tiempo que la IA, a las 72 horas después de la remocién del dispositivo con
progesterona en comparacion con la administracion de GnRH a las 56 horas e IATF
16 horas después. Por lo tanto, se recomienda hacer la GnRH e IATF en vaquillonas
de carne a las 56-60 horas y a las vaquillonas de leche a las 72 horas de la
remocion del dispositivo con progesterona.

Ultimamente, se han planteados dos preguntas a resolver, la primera seria la
necesidad de utilizar GnRH en el momento de la insercion del dispositivo con P4 y la
segunda la necesidad de utilizar una o dos dosis de PGF2a en el momento de la
remocion del dispositivo con progesterona. Lima y col. (2013) realizaron un
experimento con vaquillonas de leche y encontraron las mejores tasas de prefez
cuando se administr6 GnRH en el dia de la insercion del dispositivo con
progesterona y dos inyecciones de PGF2a, con 24 horas de intervalo en el momento
de la remocion del dispositivo con P4. Kasimanickam y col. (2014) realizaron un
trabajo en el que utilizaron vaquillonas de carne y leche para determinar los efectos
de la GnRH en el Dia 0 y una o dos PGF2a (con 6 horas de intervalo) en el Dia 5. En
este trabajo las vaquillonas Angus fueron inseminadas a las 56 horas y las Holando
a las 72 horas de la remocion del DIV con P4. En las vaquillonas Angus las tasas de
prefiez fueron mayores cuando se utiliz6 GnRH en el Dia 0, pero no hubo influencia
del nimero de PGF2a en las tasas de prefiez. Sin embargo, en las Holando el uso
de GnRH en el Dia 0 o el uso de una o dos PGF2a no influyo en las tasas de
prefiez. En este trabajo las tasas de prefiez en las vaquillonas Holando fueron en
general inferiores a las obtenidas con los Angus y sobre todo menores a las
obtenidas por Lima y col. (2013). Por lo tanto, se podria interpretar que en
vaquillonas de carne es necesario usar GnRH en el Dia 0 pero no hace falta utilizar
dos PGF2a en el Dia 5. En las de leche todavia hay controversia si es necesario
utilizar GnRH en el Dia 0 y una o dos PGF2a en el Dia 5. La mayoria de los
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resultados obtenidos en vacas de carne indican la necesidad de utilizar dos dosis de
PGF2a, aunque en uno de los trabajos no se encontraron diferencias en vacas
tratadas con dos dosis de PGF2a con 8 horas de intervalo o una dosis doble de
PGF2a administrada en el mismo momento (Bridges y col., 2012).

2.8.5.2. Protocolo J-Synch

Se han reportado datos de un tratamiento realizado utilizando un protocolo basado
en Benzoato de Estradiol y un dispositivo con P4 pero donde la remociéon del
dispositivo con P4 fue realizada 6 dias después (en lugar de 7 u 8 dias) y se
prolongd el proestro administrando GnRH como inductor de la ovulacion en el
momento de la IATF que fue realizada 72 horas después de la remocion del
dispositivo, en lugar de hacerlo a las 48 horas (de la Matta y B, 2012).

En este trabajo se comparé la eficiencia en la sincronizacién de celos y consecuente
ovulacién de dos tratamientos alternativos. Se utilizaron 28 vaquillonas para carne
Bos Taurus, de entre 16 y 17 meses de edad, que fueron divididas al azar en 2
grupos. El grupo 1 recibié en el Dia 0; 2 mg de Benzoato de Estradiol y un DIV con
0,6 g de P4. EIl grupo 2 recibi6 en el Dia 1; 10,5 pg de GnRH y un DIV con 0,6 g de
P4. Los dispositivos fueron retirados en ambos grupos en el Dia 6 y todas las
vaquillonas recibieron 150 ug de D-Cloprostenol (PGF2a). La IATF se realiz6 a las
72 horas desde la PGF2a (Dia 9) y en el mismo momento se aplic6 10,5 pg de
GnRH en todos los animales. Durante el transcurso de estos tratamientos, todas las
vaquillonas fueron examinadas mediante ultrasonografia transrectal para observar el
desarrollo folicular y la ovulacion. El dia promedio de inicio de la nueva onda folicular
ocurri6 antes en las vaquillonas tratadas con GnRH que en las tratadas con
Benzoato de Estradiol. Sin embargo, la tasa ovulatoria, el diametro del foliculo
ovulatorio, el intervalo desde la PGF2a hasta la ovulaciébn y el porcentaje de
concepcion no difirieron significativamente entre los grupos. Esto fue repetido en
ensayos de campo con un total de 854 vaquillonas inseminadas en rodeos
comerciales con este tratamiento alternativo y el promedio de prefiez fue del 53,7 %
resultando en datos aceptables y alentadores.

2.8.6. Hormonas utilizadas en el presente ensayo

Benzoato de Estradiol: el uso de estradiol exdgeno en el control del ciclo estral
tiene como objetivo desencadenar la lutedlisis, cuando es aplicado en la mitad del
ciclo o impedir el crecimiento de un nuevo cuerpo Iuteo cuando es aplicado luego de
la ovulacion. Asi mismo el BE al ser inyectado en el momento de la aplicaciéon del
progestageno, provoca la atresia de los foliculos existentes, suprime la onda folicular
presente e induce el desarrollo de una nueva onda folicular en promedio de 3 a 4
dias (B6, 2002; Caccia y col., 1996).

D-Cloprostenol (Analogo sintético de prostaglandina: la PGF causa una rapida
regresion del cuerpo lateo funcional con una rapida declinacién en la produccion de
progesterona. La Lutedlisis es comunmente seguida por un desarrollo de foliculos
ovaricos y celo con una ovulacion normal. En bovinos, el celo ocurre a los 2-4 dias
después de la lutedlisis. EIl cuerpo luteo inmaduro es insensible a los efectos de la
PGF, en bovinos este periodo refractario alcanza los primeros 4-5 dias después de
la ovulacion (Bo y col., 1996).

Acetato de buserelina (analogo sintético de GnRH: las principales acciones de la

GnRH son estimular, a nivel hipofisario, la sintesis y liberacion de hormonas

gonadotroficas: FSH y LH. La aplicacion de GnRH y sus analogos se basa

principalmente en su habilidad para estimular y producir picos de LH y FSH desde la

hipdfisis anterior. Este pico de LH inducido ha sido usado satisfactoriamente para
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inducir ovulacion en animales cuyas ondas preovulatorias de LH son muy cortas (B0,
2002).

Gonadotrofina Corionica Equina: La eCG es una glicoproteina compleja, tiene la
particularidad de provocar un efecto similar tanto al de FSH como al de LH. Las
bases bioldgicas para esta doble actividad estarian dadas por la particularidad de los
receptores de FSH en mamiferos, impartiendo la capacidad de responder a la LH
equina como hormona. Un estudio reciente comparo la expresion génica y proteica
de los receptores de prolactina (PRLR) en cuerpos liteos de animales tratados con
400 Ul de eCG al finalizar un tratamiento de sincronizacion de la ovulacion,
mostrando una participacion de la eCG en la regulacion de la expresion los PRLR
que contribuyen al desarrollo del CL y al aumento de la sintesis de progesterona.
Esto daria sustento a la hipotesis planteada en la que una dosis de eCG al finalizar
un tratamiento con progesterona y estradiol podria favorecer el desarrollo luteal, la
produccion de progesterona y el mantenimiento de la gestacion en vacas de cria.
(BG, 2002).

Progesterona: La P4 liberada del DIV Bovino es estructuralmente idéntica a la
enddgena y tiene un rol importante sobre la dinamica folicular ovarica. Los niveles
supraluteales (>1 ng/ml) obtenidos a los pocos minutos de la introduccion del
dispositivos provocan la regresion del foliculo dominante y aceleran el recambio de
las ondas foliculares, este cese de la secrecidén de productos foliculares (estrégeno e
inhibina) produce el aumento de FSH que va a ser la responsable del comienzo de la
emergencia de la siguiente onda folicular. Por otro lado la extraccion del dispositivo
provoca la caida de P4 a niveles subluteales (< 1 ng/ml) que inducen el incremento
de la frecuencia de los pulsos de LH, el crecimiento y la persistencia del foliculo
dominante con concentraciones muy altas de Estradiol que provocan por un lado el
celo y a nivel enddcrino inducen finalmente el pico de LH que es seguido por la
ovulacién (B6, 2002).

2.9. EVALUACION SEMINAL POST DESCONGELADO

En cualquier programa de IA ya sea convencional o IATF la calidad de la dosis
seminal es un punto critico que debe estar bajo control de fertilidad y sanitario, para
evitar fracasos (Elhordoy y Farias, 2003).

Segun Gonzalez (2004), aproximadamente el 85 % de los espermatozoides bovinos
presente en una muestra seminal sufre algun tipo de dafio durante la congelacion o
en el procedimiento de descongelado.

Actualmente no existe ninguna normativa en la legislacion en lo que respecta a
valores de referencia y técnicas empleadas para el andlisis de las muestras que son
destinadas al comercio interno, a pesar de su importancia (Curbelo y Rodriguez,
2013). Quien regula los centros de toros registrados y habilitados para la
congelacion de semen destinada a la exportacion es el Ministerio de Ganaderia
Agricultura y Pesca (MGAP) a través de la Seccion de Reproduccion de la Direccién
de Laboratorios Veterinarios (DILAVE) (Norma MERCOSUR de valores seminales).

Normalmente los laboratorios con el objetivo de estimar el potencial de fertilidad de
una muestra de semen realizan determinadas pruebas:

-Motilidad espermaética (%)
-Vigor (0-5)
-Acrosomia y Morfologia (%)
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-Concentracion espermatica (millones/ml)
-Prueba de termorresistencia (lenta o rapida)
-Estabilidad e integridad de Membrana

Lo que se busca es evaluar si el semen fue capaz de superar el proceso de
congelacion y de descongelacion.

2.9.1. Pruebas microscopicas

2.9.1.1. Motilidad espermatica

La estimacion visual del porcentaje de espermatozoides madviles en una muestra de
semen es el analisis mas comunmente hecho de rutina. Su importancia es debida al
peso que tiene esta caracteristica sobre la fertilidad (Graham y Mocé, 2005).

La motilidad es una manifestacion de viabilidad espermatica y de integridad celular.
Un eyaculado con un porcentaje bajo de espermatozoides moviles
(astenozoospermia), o ausencia de motilidad, deberia ser automaticamente
descartado para su conservacion (Roberts, 1979; Den Daas, 1992; Holt y Van Look,
2004)

Para que un espermatozoide sea capaz de fecundar a un ovocito ha de reunir una
serie de requisitos, entre ellos, tener motilidad progresiva. Dicho parametro ha sido y
sigue siendo el mas utilizado para valorar la calidad de un eyaculado o de una dosis
seminal.

Cuando se diluye el eyaculado o se descongelan dosis de semen congelado, se
debe estimar el porcentaje de espermatozoides individuales que estan en
movimiento y el tipo de movimiento que realizan (progresivos o no progresivos

La valoracion visual de la motilidad espermética es el método mas simple, rapido y
barato. Sin embargo, es altamente subjetivo, puesto que los resultados obtenidos
dependen en gran parte de la habilidad y experiencia del técnico que evalla la
muestra (Rodriguez- Martinez, 2000; Phillips y col., 2004a), y ademas, si se trabaja
con muestras muy concentradas se tiende a sobrestimar el porcentaje de
espermatozoides moviles. Por tanto, no es un método que, de forma fiable y
repetible, permita predecir la capacidad fecundante de una muestra de semen
(Saacke y White, 1972; Linford y col., 1976).

Cuadro II. Escala basada en el porcentaje de células moviles (Dpto. Teriogenologia,
2000)

PORCENTAJE DE MOTILIDAD INDIVIDUAL
5/5 80y 100 % de spz con movimiento rectilineo uniforme
4/5 60 y 80 % de spz con movimiento rectilineo uniforme
3/5 40 y 60 % de spz con movimiento rectilineo uniforme
2/5 20 y 40 % de spz con movimiento rectilineo uniforme
1/5 20 % o menos de spz con movimiento rectilineo uniforme
2.9.1.2. Vigor

La velocidad de movimiento de los espermatozoides, denominado vigor, es la
velocidad con que éstos atraviesan el campo. Esta puede ser evaluada al mismo
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tiempo que se hace la motilidad individual, y se clasifica bajo la siguiente escala
(Cuadro II):

Cuadro lll. Escala del vigor del movimiento ondulado de los espermatozoides (Ax y
col., 2000)

GRADO NIVEL DE MOVIMIENTO
5 Movimiento progresivo muy réapido, cel. dificil de seguir visualmente
4 Movimiento progresivo rapido
3 Movimiento progresivo continuo a velocidad lenta
2 Lento movimiento de cola con algo de movimiento progresivo
1 Leve movimiento de cola sin desplazamiento progresivo
0 Sin movimiento

Existen analisis por sistemas de computacion que miden objetivamente % de
motilidad progresiva, vigor, concentracién espermatica y el nimero de spz/mma3.

2.9.1.3. Acrosomia y Morfologia

El estudio de la morfologia espermética es muy importante a los fines de establecer
porcentajes de espermatozoides normales y poder clasificar las anormalidades.

El acrosoma es un lisosoma esencial para la funcion de la célula espermética, que
cubre las dos terceras partes de la porcion anterior de la cabeza espermatica. Las
enzimas contenidas en el acrosoma permiten que el espermatozoide capacitado
penetre el 6vulo. Por lo tanto un alto porcentaje de células que tienen acrosoma
intacto y por ende ser capaces de realizar la reaccion acrosémica, es considerado
como una caracteristica seminal importante (Sullivan, 1978; Den Daas, 1992; Ax y
col., 2000).

Las técnicas utilizadas son de frotis secos o humedos de un solo paso como la
tincion con Rosa Bengala donde todos los espermatozoides se ven rosas sobre un
fondo limpio, mientras que con Tinta China el fondo es oscuro y los espermatozoides
permanecen sin tefiirse y aparecen blancos (Dpto. de Teriogenologia, 1998).

2.9.1.4. Concentracion

La determinacion exacta del numero de espermatozoides y el volumen del
eyaculado define el numero de hembras que pueden ser inseminadas. La
concentracion del eyaculado es de 2x10° espermatozoides/ml en toros jovenes, a
1,8x10° espermatozoides/ml en los maduros (Ax y col., 2000).

Las técnicas utilizadas para medir la concentracion esperméatica son:

-Método de la Camara Cuentaglobulos (espermatocitometro) (Elliot, 1978; Ax y col.,
2000)

-Opacimetria (Turbimetria) (Arruda, 2000; Verstegen y col., 2002).

-Método de analisis de semen asistido con computadora (CASA) (Irvine, 1995;
Krause, 1995; Mortimer, 2000; Verstegen y col., 2002).

-Coloracioén post vital (Januskauskas y Zilinskas, 2002).
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2.9.1.5. Test de Termorresistencia

La prueba de termorresistencia (o0 incubacion) es la mas comunmente utilizada para
determinar la vitalidad del semen luego de descongelado (Curbelo y Rodriguez,
2013). Existe una prueba rapida y una lenta, la mas utilizada hoy en dia es la rapida
celo (Dimitropoulos citado por Arruda y col., 1992).

La prueba rapida consiste en colocar la muestra a bafio maria a 35 °C, durante
media hora. La pruebas de termorresistencia adquirieron gran aceptacion ya que
permiten mayor seguridad que las anteriormente utilizadas, una vez que el semen es
sometido a condiciones semejantes a las que se expone en el tracto genital
femenino de la hembra en celo (Dimitropoulos citado por Arruda y col., 1992).

2.9.1.6. Estabilidad e Integridad de Membrana

La membrana plasmética del espermatozoide es el principal sitio de lesiébn que
ocurren durante la congelacion y descongelacion de semen (Hammerstedt y col.,
1990; Krogenaes y col., 1994). La membrana intacta y un funcionamiento activo es
esencial para que el espermatozoide pueda mantener el metabolismo, someterse a
la capacitacion y reaccion acrosémica y ademas, para unir y penetrar en el ovocito a
través de la zona pelucida (Jeyendran y col., 1984; Burks y Sailing, 1992).

La integridad de membrana puede ser evaluada de las siguientes maneras:

-Test de resistencia osmoética (ORT) o el test de valoraciéon de la funcionalidad
acrosomal (Correa y Zavos, 1994; Gil y col., 2000; Pérez-Llano y col., 2001)

-Test de Endosmosis o también llamado HOST (Hypo Osmotic Swelling Test) (Vera,
2003; Rota y col., 2000)

-Estudio de la viabilidad espermética (Garner y col., 1997).

2.9.1.7. Microbiologia del semen

La inseminacién artificial es una técnica de mucho valor para prevenir enfermedades
venéreas. Sin embargo, una gran cantidad de gérmenes patdgenos se pueden
transmitir por medio del semen. Hay algunas enfermedades propias del toro de las
cuales debe ser libre para evitar transmision y otras que surgen del proceso de
congelacion.

Los microorganismos patdgenos especificos que el toro puede transmitir con el
semen son los siguientes: Aftosa, Mycobacterium bovis, Mycobacterium
paratuberculosis, Brucella abortus, Trichomonas fetus, Campylobacter fetus
veneralis, Leptospira sp.

Otros patdégenos que son dificiles de controlar dado que se encuentran en la
poblacién de vacunos son: Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR), Diarrea Viral
Bovina (BVD) Y Parainfluenza Bovina Tipo 3 (PI3).

Algunos gérmenes patdégenos que pueden contaminar durante el proceso de
congelacion del semen son: Pseudomona areuginosa, Corynebacterium pyogenes,
Estafilococos y Estreptococos, Escherichia coli, Hongos y Levaduras. Esto se puede
evitar con higiene durante la coleccion y el procesado.

Si uno sospecha de las condiciones de higiene del laboratorio de donde proviene la
muestra de semen, se puede proceder al aislamiento de bacterias y virus presentes
en el semen. Es una tarea normalmente pasada por alto pero que no deja de ser de
suma importancia.
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La calidad bacteriolégica del semen es testigo indirecto de la calidad higiénica del
Centro de Inseminacion Artificial y se mide en cantidades de unidades formadoras
de colonias (UFC).

Un buen semen deberia tener menos de 500 UFC por ml (Bo y col., 2007).

2.9.2. Parametros de aceptabilidad

Para que una muestra post descongelado pueda ser considerada como de “Calidad
Aceptable” y poder ser utilizado para IA, deberia cumplir con los siguientes requisitos
especificados en el Cuadro IV:

Cuadro IV. Parametros de aceptabilidad para evaluacion de semen post
descongelado (Derivaux, 1976; Morrow, 1986; Bonadonna, 1989; Barth y Oko, 1989;
Ax y col., 2000; Elhordoy y Farias, 2003)

PRUEBAS VALORES DE REFERENCIA

e 0Ohs > 30% de spz méviles
(Segun ISO 9002 > 0 = 25%)
Motilidad individual
e 2hs >20% de spz mdéviles
(Segun 1ISO 9002 > o0 = 15%)

e Ohr>0=3
Vigor (0-5)

e 2hs>0=2

e Ohr > 60% acrosomas intactos
Acrosomia

e 2hs > 40% acrosomas intactos
HOST > 40% de spz reaccionantes
Morfologia y acrosomia*

Defectos cabeza < 5-15%

Defectos acrosomay cola < 20%

Anormalidades totales < 25%

Concentracion (spz/pajuela) > 10 millones (muy variable)
Termorresistencia (2hs) > 50%

(*) El valor asignado para Malformaciones totales por la Facultad de Veterinaria de
Uruguay basandose en la escuela sueca es de 20 % como maximo Aceptable
(Elhordoy, D. Comunicacién personal).
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3. HIPOTESIS

El protocolo J-Synch nos conviene porque es mas econémico Yy equipara resultados
reproductivos con el protocolo 5-d Co-Synch + DIV.

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

o Evaluar dos protocolos de sincronizacion e inseminacion a tiempo fijo en
vaquillonas.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Comparar la respuesta de dos protocolos de sincronizacion e inseminacion

artificial a tiempo fijo segun porcentaje de prefiez a los 45 dias en vaquillonas
cruza Hereford por Limousin.

o Calificar la inseminacion propiamente dicha de cada animal en una escala del

1 al 10 segun el tiempo y alguna dificultad y determinar si existe alguna
relacion con el porcentaje de prefiez.
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5. MATERIALES Y METODOS

Se realizé un ensayo que consistié en comparar 2 protocolos de sincronizacion de
celos con IATF (5-d CO-SYNCH + DIV y J-SYNCH). El trabajo se realizé en un
establecimiento ubicado en la décima seccional policial del departamento de Cerro
Largo, Uruguay.

El trabajo siguié un esquema que involucro los siguientes componentes:

a) Predio: se realizd en el establecimiento llamado “La Pelada”, propiedad de
Sr. Godifio, el cual contaba con antecedentes de control de enfermedades
reproductivas y con manejos sanitarios supervisados por profesionales veterinarios
al momento de realizar los programas de inseminacion artificial. El sistema pastoril
del mismo se caracteriza por ser extensivo sobre campo natural, se realiza
suplementacién con sales organicas (Tortuga ®) a las vaquillonas previo al servicio.

b) Vaquillonas: se utilizaron 12 vaquillonas de 2 afios a las cuales se les realizo
en forma individual un examen ginecoldgico pre servicio por palpacion rectal segun
el Score Reproductivo de Andersen (Andersen y col.,, 1991) para determinar
presencia de cuerpo luteo y / o foliculos mayores a 10 mm, y descartar los animales
prefiados, no ciclicos o en anestro. Se utilizaron animales que estuvieran ciclando.
Estas fueron divididas en dos grupos, ambos compuestos por 6 vaquillonas,
inseminadas con semen de un toro raza Hereford.

C) Raza y estado corporal: todas las hembras sin excepcién se clasificaron por
peso (280,0 Kg + 20,0) y su condicién corporal fue evaluada en una escala de 1 a 8
siendo aceptadas aquellas que tuvieran 3 o0 mas de la escala corporal, siendo estas
de la raza Hereford por Limousin.

d) Semen: se utilizd el mismo semen para los 2 grupos; de toro raza Hereford,
con garantia sanitaria y de fertilidad brindado por el banco de semen habilitado
oficialmente (Gensur).

e) Hormonas: las hormonas utilizadas fueron:

- Benzoato de estradiol, laboratorio CODENOR, 2 mg i/m (Benzoato de
Estradiol ®)

- D-Cloprostenol, laboratorio CODENOR, 150 ug i/m (Ciclar ®)

- Acetato de buserelina, laboratorio CODENOR, 8 ug i/m (Progerelin ®)

- Gonadotrofina Coriénica Equina, laboratorio FATRO, 1,7 ml i/m (Dalmagon ®)

- Dispositivo intravaginal de Progesterona (4-pregnano-3.20-diona) 750 mg,
laboratorio CODENOR (Pro-Ciclar P4 ®)

34



Cuadro V. Descripcion de hormonas y materiales utilizados para la IATF

PRECIO  PRECIO

(USS) DOSIS* PRESENTACION

LABORATORIO

Benzoato de Estradiol CODENOR 16 0,32 100 ml
Dispositivo IV CODENOR 42 4,2 10 unid.
D-Cloprostenol CODENOR 12 1,2 20 ml
Ecg FATRO 32 2,17 25 ml
Acetato de buserelina CODENOR 27 1,08 50 ml
Vainas 6 0,12 50 unid.
Guantes 16 0,16 100 unid.

*=Teniendo en cuenta la dosis utilizada en este trabajo.

f)  Inseminacién:

- El técnico inseminador fue la misma persona con el fin de llevar al minimo el
error experimental. Se realizaron dos grupos de animales, grupo 1 (6 vaquillonas con
protocolo J-SYNCH), grupo 2 (6 vaquillonas con protocolo 5-d CO-SYNCH + DIV).
Se sincronizaron el total de animales de manera de hacer coincidir el momento de la
inseminacién de ambos protocolos. El semen fue descongelado en agua a una
temperatura entre 35 y 36 °C durante 40 segundos.

- La técnica aplicada en la inseminacion se evalu6 considerando los siguientes
indicadores: tiempo de deposicion y grado de dificultad. Se realizé una planilla
(Cuadro VI) con el fin de calificar la inseminacién propiamente dicha de cada animal
en una escala del 1 al 10 segun el tiempo y alguna dificultad (Ocariz A,
comunicacién personal).

g) Descripcidon de protocolos

e Grupo 1: protocolo J-SYNCH (n=6) (segun de la Matta y B6, 2012)

El mismo se llevé a cabo de la siguiente manera (Figura 1):
Dia 0: a las 7:00 horas administracién de 2 mg de BE y colocacion de DIV de P4.

Dia 6: a las 7:00 horas retiro del DIV y administracion de 150 ug (una dosis) de un
analogo sintético de prostaglandina F2a (D-cloprostenol). Administracién de 340 Ul
de eCG debido a su condicién corporal. Experimentos realizados en Brasil en los
cuales se administr6 eCG al momento del retiro del DIV a vaquillonas con baja
condicion corporal, han demostrado un aumento en la tasa de prefiez en
comparacion con aquellas a las cuales no se les administro eCG (Souza y col.,
2009).
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Dia Dia Dia

7 AM TAM EPM
B.E (2 mg) PGF2a (150 pg) GNRH (8 pg)
IATF

Figura 6. Esquema del protocolo J-SYNCH utilizado en el grupo 1

Dia 8: a las 17:00 horas luego de haber transcurrido 60 horas a partir del dia 6, se
administraron 8 ug de Acetato de buserelina (analogo sintético de GnRH) y se
realiz6 la inseminacion artificial a tiempo fijo.

e Grupo 2: protocolo 5-d CO-SYNCH + DIV (n=6) (segn Kasimanickam y col., 2012)

El mismo se llevo a cabo de la siguiente manera (Figura 2):
Dia 0: a las 7:00 horas administracién de 8 ug de GnRH y colocacion de DIV de P4.

Dia 5: a las 7:00 horas retiro del DIV y administracion de dos dosis simultaneas (150
Mg cada una) de PGF. Administracion de 340 Ul de eCG.

Dia 7: a las 17:00 horas luego de haber transcurrido 60 horas a partir del dia 5, se
administraron 8 ug de GnRH y se realiz6 la IATF.

Dia Dia Dia

7 AM T AM 5PM
GNRH (8 pg) PGF2a (300 pg) GNRH (8 pg)

IATF

Figura 7. Esquema del protocolo 5-d CO-SYNCH + DIV utilizado en el grupo 2

h) Diagnéstico de gestaciéon: la técnica utilizada para el diagndstico de
gestacion fue palpacion rectal a los 45 dias de realizada la IATF.

)] Analisis econémico: Las alternativas fueron evaluadas mediante un analisis
de presupuestacion parcial (costo-beneficio) (Alvarez y Falcao, 2009).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en el ensayo.
6.1. PRENEZ A LOS 45 DIAS SEGUN PROTOCOLO J-SYNCH
Se puede observar segun el Cuadro VIII que de las 6 vaquillonas inseminadas del

Grupo 1; al diagndstico de gestacion 2 estaban vacias y 4 prefiadas.

Cuadro VI. Resultados del protocolo J-Synch (Grupo 1)

N° CATEGORIA SRA SEMEN RESULTADO
3634 Vaquillona 2 afios 2 HEREFORD FALLADA
1345 Vaquillona 2 afios 2 HEREFORD PRENADA
3306 Vaquillona 2 afios 2 HEREFORD PRENADA
3313 Vaquillona 2 afios 3 HEREFORD PRENADA
9865 Vaquillona 2 afios 3 HEREFORD FALLADA
3629 Vaquillona 2 afios 3 HEREFORD PRENADA

6.2. PRENEZ A LOS 45 DIAS SEGUN PROTOCOLO 5-D CO-SYNCH + DIV
Se puede observar segun el Cuadro IX que de las 6 vaquillonas inseminadas del

Grupo 2; al diagnéstico de gestacion, 2 estaban vacias y 4 prefiadas.

Cuadro VII. Resultados del protocolo 5-d Co-synch + DIV (Grupo 2)

N° CATEGORIA SRA SEMEN RESULTADO
6741 Vaquillona 2 afios 3 HEREFORD PRENADA
3309 Vaquillona 2 afios 3 HEREFORD PRENADA
3310 Vaquillona 2 afios 3 HEREFORD PRENADA
3308 Vaquillona 2 afios 3 HEREFORD FALLADA
4948 Vaquillona 2 afios 3 HEREFORD PRENADA
4944 Vaquillona 2 afios 3 HEREFORD FALLADA

El porcentaje de prefiez en este caso ((vacaspreiiadas)/(vacasentoradas) x 100),
fue de 66,6 % para ambos protocolos; es igual a las tasas de prefiez alcanzadas en
programas de IATF en predios comerciales de Uruguay (de Nava, 2015) y a su vez
en comparacion con los resultados obtenidos por de la Matta y Bo (2012) cuando
compararon estos mismos protocolos entre si.

En referencia a los cuadros VI y VII, observamos que la técnica de IA y su escala no
indican relacién alguna entre la calificacion del tiempo y la dificultad y el resultado de

prefiez obtenido.
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6.3. COSTOS POR VIENTRE INSEMINADO
Cuadro VIII. Costos protocolo J-Synch

ITEM PREC;SSXD?OSB CANTIDAD DOSIS

Benzoato de Estradiol 0,32 1
Dispositivo IV 4,2 1
D-Cloprostenol 1,2 1
Acetato de buserelina 1,08 1
eCG 2,17 1
Vainas 0,12

Guantes 0,16

Semen 6

Honorarios 10

COSTO / VIENTRE INSEMINADO 25,25

Cuadro IX. Costos protocolo 5-d Co-Synch + DIV

ITEM PREC(ISSXDI;)OSIS CANTIDAD DOSIS

Dispositivo IV 4.2 1
D-Cloprostenol 2,4 2

Acetato de buserelina 2,16 2

eCG 2,17 1

Vainas 0,12

Guantes 0,16

Semen 6

Honorarios 10

COSTO / VIENTRE INSEMINADO 27,21

6.4. ANALISIS ECONOMICO

Las alternativas fueron evaluadas mediante un analisis de presupuestacion parcial

(costo-beneficio), que significa buscar el retorno econdmico por la inversion

ejecutada en esta tecnologia. La justificacion tedrica para utilizar este método es que

los cambios a evaluar no afectan la estructura global de la empresa. Justamente, el

presupuesto parcial consiste en analizar solamente aquellos cambios de costos e

ingresos que son afectados por la decisién a tomar. La aplicacion méas eficaz de esta
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herramienta se da cuando las dos situaciones son muy similares, tanto en términos
del uso de los recursos como en la interaccion con respecto a los otros componentes
del predio (Alvarez y Falcao, 2009).

6.4.1. Presupuesto parcial de Protocolo J-SYNCH versus 5-d CO-SYNCH + DIV

Para plantear este presupuesto parcial, se identificaron las ventajas y desventajas
de la decisién, ambas se expresan en unidades monetarias y se suman para
conocer el monto total. Luego se comparan las ventajas y desventajas expresadas
por sus respectivos totales para analizar si conviene 0 no el cambio.

Si las ventajas son mayores nos conviene el Protocolo J-SYNCH, de lo contrario nos
conviene el 5-d CO-SYNCH, si el resultado es 0 la decision es neutra y se puede
hacer tanto uno como el otro, tomando en cuenta otros factores quizas cualitativos o
subjetivos para la decision.

Cuadro X. Representacion de presupuesto parcial de Protocolo J-SYNCH versus
Protocolo 5-d CO-SYNCH + DIV (Alvarez y Falcao, 2009).

VENTAIJAS J-SYNCH DESVENTAIJAS J-SYNCH
e AUMENTO DE INGRESOS: e AUMENTO DE COSTOS:
PRODUCTO BRUTO J-SYNCH COSTOS J-SYNCH
e DISMINUCION DE COSTOS: e DISMINUCION DE INGRESOS:
COSTOS 5-d CO-SYNCH + DIV PRODUCTO BRUTO 5-d CO-SYNCH + DIV
TOTAL VENTAIJAS TOTAL DESVENTAJAS

En este caso, el Producto Bruto es la diferencia en el Porcentaje de Prefiez y su
posterior Porcentaje de Pariciébn. Debido a que este estudio de caso finaliza al
Diagnostico de Gestacién, y sus Porcentajes de Prefiez fueron iguales; el Producto
Bruto de ambos protocolos es igual, por lo tanto se anulan. De esta manera, la
diferencia entre los totales de ventajas y desventajas est4 dada por los costos de
cada protocolo.

Cuadro Xl. Presupuesto parcial de Protocolo J-SYNCH versus Protocolo 5-d CO-
SYNCH + DIV

VENTAIJAS J-SYNCH DESVENTAIJAS J-SYNCH
e (COSTOS 5-d CO-SYNCH + DIV e (COSTOS J-SYNCH
HORMONAS 10,93 HORMONAS 8,97
OTROS 0,28 OTROS 0,28
SEMEN 6 SEMEN 6
HONORARIOS 10 HONORARIOS 10
TOTAL VENTAIJAS 27,21 TOTAL DESVENTAIJAS 25,25

RESULTANTE= + 1,96 USS

La resultante es positiva, por lo tanto conviene hacer el protocolo J-SYNCH en vez
del 5-d CO-SYNCH.
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7. CONCLUSIONES

1) De acuerdo al pequefio numero de animales utilizados en este ensayo, los
resultados de prefiez no difieren de los obtenidos por otros investigadores para
ambos protocolos; para poder afirmar esto con certeza se deberia de repetir el
trabajo con un nimero de animales mayor.

2) El analisis de costo beneficio indica que convendria hacer el protocolo J-
Synch en vez del 5-d Co-Synch + DIV debido a que la resultante es positiva,;
teniendo en cuenta que estos pudieron ser comparados Unicamente por sus costos
debido a que sus Productos Brutos eran iguales.

3) La evaluacion de la técnica de inseminacion aplicada y su escala no indican
relacion alguna entre la calificacion del tiempo y la dificultad con el resultado de
prefiez obtenido para este pequefio nimero de animales; tal vez esta misma escala
utilizada en un niumero mayor de animales demuestre alguna relacion.

o RECOMENDACIONES:

Los programas de IATF son una muy buena herramienta para realizar inseminacion
evitandonos la deteccion de celos. Si bien son protocolos simples deben realizarse
con responsabilidad. No debemos descuidar ninguna etapa de la tecnologia que
estamos ejecutando, cualquier eslabon sin controlar nos lleva a malos resultados.

El contar con semen de reconocida calidad biologica y sanitaria y con el respaldo de
un profesional; es elemental para evitar pérdidas econdmicas y productivas
innecesarias.

“La inseminacion artificial es una herramienta efectiva muy importante y muy util,
pero debemos tener bien en claro que por si sola no funciona, debe estar
acompafnada del correcto manejo profesional, alimenticio y sanitario del rodeo.”
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9. ANEXO |
Marco legal

Si bien a nivel nacional no existe reglamentacion, en la region la comercializacion de
semen se basa en las resoluciones del Mercosur. Para comercializar dentro de éste,
hay que estar registrado y habilitado, como Centros de colecta y procesamiento de
semen de toros, por el Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAP) a
través de la Seccidon Reproduccion de la Direccion de Laboratorios Veterinarios
DILAVE “Miguel C. Rubino”

A continuaciéon se amplia la reglamentacion:

A) Marco regulatorio para el tratamiento de la genética animal de bovinos,
caprinos, ovinos, équidos y porcinos en el MERCOSUR

Estandares biotecnolégicos minimos para la comercializacion de material seminal en
el ambito del Mercosur:

- Volumen de la dosis: 0,25 ml

- Porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales con movimiento
progresivo al descongelado mayor al 30%.

- Vigor mayor a 3

-Numero de espermatozoides morfologicamente normales con movimiento
progresivo al descongelado mayor a 6 millones, sugiriéndose un minimo de 10
millones. Para las dosis con 6 a 10 millones de espermatozoides, el nUmero total
de anormalidades esperméticas no sera superior al 20% y los defectos mayores,
no mayor al 10%. Para dosis superiores a 10 millones de espermatozoides
normales con motilidad progresiva, el nimero total de espermatozoides anormales
no sera mayor al 30%, defectos mayores y menores del 20%.

B) Requisitos zoosanitarios para el intercambio entre los estados partes de
semen bovino y bubalino

SOBRE EL ESTADO PARTE DE ORIGEN:

Articulo 21.- El Estado Parte exportador debera estar libre de Peste Bovina,
Pleuroneumonia Contagiosa Bovina, Dermatosis Nodular Contagiosa y Fiebre del
Valle del Rift, de acuerdo con lo establecido en el Codigo Sanitario de los Animales
Terrestres de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE).

Articulo 22.- El Estado Parte libre de Fiebre Aftosa con o sin vacunacion, en todo su
territorio o en una region del mismo, reconocido por la OIE o por el Estado Parte
importador, certificara esta condicion.

El Estado Parte exportador, que no sea libre de Fiebre Aftosa, en todo su territorio o
en una regién del mismo, podra acordar con el Estado Parte importador garantias
adicionales compatibles con las recomendaciones del Cdodigo Sanitario de los
Animales Terrestres de la OIE.

LOS ANIMALES

Articulo 23.- Solo podrdn ingresar al CCPS animales nacidos y criados
ininterrumpidamente en el Estado Parte exportador, o animales que hayan ingresado
al Estado Parte exportador cumpliendo lo establecido en las normas del
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MERCOSUR relativas a los requisitos zoosanitarios para el intercambio de bovinos y
bubalinos. En este caso, deberan haber permanecido en el Estado Parte exportador
como minimo 60 (sesenta) dias antes de la fecha de la primera colecta.

Los animales importados desde terceros Estados deberan haber permanecido en el
Estado Parte exportador como minimo 60 (sesenta) dias antes de la fecha de la
primera colecta.

Articulo 24.- EI CCPS deberd comunicar inmediatamente al Servicio Veterinario
Oficial del respectivo Estado Parte las bajas de todo animal, informando el motivo de
la baja, el nUmero de registro del animal, el nUmero de dosis de semen en existencia
y la fecha de colecta.

Todo animal bajo sospecha de enfermedad infecciosa transmisible por el semen
debera ser aislado. El hecho debera ser comunicado inmediatamente al Servicio
Veterinario Oficial. Las dosis de semen del referido animal, no podran ser
comercializadas hasta la confirmacion de su diagndstico por un Laboratorio Oficial.
El destino del semen almacenado serd determinado por el Servicio Veterinario
Oficial.

Articulo 25.- Los animales residentes, que por cualquier motivo salieran del CCPS,
deberan cumplir con la cuarentena de ingreso para reingresar al mismo.

PRUEBAS DE DIAGNOSTICO

Articulo 26.- Ademas de las pruebas mencionadas en la presente Resolucion,
podran ser acordados, entre el Estado Parte importador y el Estado Parte
exportador, otros procedimientos y pruebas de diagndstico que presenten garantias
equivalentes para el intercambio de semen bovino y bubalino.

PROCEDIMIENTOS ZOOSANITARIOS PREVIOS AL INGRESO A LA
CUARENTENA

Articulo 27.- Para ingresar al CCPS los animales deberan estar acompafados de un
certificado zoosanitario, expedido por el Veterinario Oficial o responsable del CCPS,
donde conste que en el establecimiento de origen no hubo ocurrencia de
enfermedades transmisibles por el semen que afecten a la especie en los ultimos 90
(noventa) dias y que las pruebas de diagndstico realizadas a los animales obtuvieran
resultados negativos para las siguientes enfermedades:

a. TUBERCULOSIS - Prueba intradérmica simple con PPD bovina o comparada con
PPD bovina y aviar.

b. BRUCELOSIS - Antigeno Acidificado Tamponado (BBAT/BPA) / Rosa de
Bengala. Los animales positivos seran sometidos a Fijacion de Complemento (FC) o
2-mercaptoetanol o Test de ELISA.

PROCEDIMIENTOS ZOOSANITARIOS EN LA CUARENTENA

Articulo 28.- Con respecto a la Estomatitis Vesicular los animales que ingresen al
centro deberan cumplir con lo establecido en los capitulos correspondientes del
Caddigo Sanitario de los Animales Terrestres de la OIE.
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Articulo 29.- Los animales deberan ser mantenidos en cuarentena durante un
periodo minimo de treinta (30) dias, pudiendo ingresar al rebafio residente después
de haber obtenido resultado negativo a las siguientes pruebas:

1. BRUCELOSIS - Antigeno Acidificado Tamponado (BBAT/BPA) / Rosa de
Bengala. Los animales positivos seran sometidos a Fijacion de Complemento (FC) o
2-mercaptoetanol o Test de ELISA.

2. TUBERCULOSIS: prueba intradérmica simple con PPD bovina o comparada con
PPD bovina y aviar. Esta prueba solamente podra ser realizada después de los 60
(sesenta) dias de la ultima prueba realizada.

3. CAMPILOBACTERIOSIS GENITAL BOVINA: 4 (cuatro) pruebas negativas de
cultivo de material prepucial, realizadas a intervalos de 7 (siete) dias, o una prueba
de imunofluorescencia.

4. TRICHOMONIASIS: 4 (cuatro) pruebas negativas de cultivo de material prepucial,
realizadas a intervalos de 7 (siete) dias.

5. DIARREA VIRAL BOVINA (BVD): prueba de aislamiento e identificacién por
técnica de inmunofluorescencia o inmunoperoxidasa en muestras de sangre total. Se
realizardn 2 (dos) pruebas. Si la primera arrojara resultado positivo se repetira la
prueba con un intervalo minimo de 14 (catorce) dias. Si el resultado de la segunda
prueba fuera negativo dicho animal ser& autorizado para ingresar al CCPS.

PROCEDIMIENTOS ZOOSANITARIOS PARA EL RODEO RESIDENTE

Articulo 30.- Los animales residentes serdn sometidos a pruebas de diagndstico
cada 180 (ciento ochenta) dias, que deberan presentar resultado negativo, a las
siguientes enfermedades:

1. BRUCELOSIS - Antigeno Acidificado Tamponado (BBAT/BPA) / Rosa de
Bengala. Los animales positivos serdn sometidos a Fijacion de Complemento (FC) o
2-mercaptoetanol o Test de ELISA.

2. TUBERCULOSIS: prueba intradérmica simple con PPD bovina o comparada con
PPD bovina y aviar.

3. CAMPILOBACTERIOSIS GENITAL BOVINA: un cultivo de material prepucial o
una prueba de imunofluorescencia (IF).

4. TRICOMONIASIS: un cultivo de material prepucial.

Articulo 31.- Los animales residentes, cuyo semen va a ser destinado a exportacion,
seran sometidos ademas a pruebas de diagnostico que deberan presentar resultado
negativo a las siguientes enfermedades:

a. RINOTRAQUEITIS INFECCIOSA BOVINA (IBR): prueba de seroneutralizacion o
Test de ELISA realizada como minimo 21 (veintiin) dias después de la colecta; o
someter una muestra de 0,5 ml de semen procesado de cada partida a una prueba
de aislamiento viral o prueba de PCR.

b. LENGUA AZUL (LA): una prueba de inmunodifusion en gel de agar o Test de
ELISA, realizada 40 (cuarenta) dias después de la ultima colecta; o muestras de
sangre total del animal dador colectadas cada 14 (catorce) dias sometidas al test de
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aislamiento viral en huevos embrionados o a la prueba de PCR de semen, o someter
una muestra de 0,5 ml de semen procesado de cada partida a una prueba de PCR.

c. LEUCOSIS BOVINA ENZOOTICA (LBE): prueba de inmunodifusién en gel de
agar o Test de ELISA en una muestra de suero obtenida como minimo 30 (treinta)
dias después de la dltima colecta de semen; o someter una muestra de 0,5 ml de
semen procesado de cada partida a una prueba de PCR.

d. DIARREA VIRAL BOVINA (DVB): se exige prueba de ELISA captura de
antigenos.

Articulo 32.- Los animales residentes que obtuvieran resultados positivos para las
enfermedades mencionadas en este capitulo, deberan ser aislados y reevaluados
por el Servicio Veterinario Oficial del respectivo Estado Parte, que determinard el
destino de los animales.

Articulo 33.- No sera necesaria la realizacion de las pruebas de diagnostico
correspondiente a las enfermedades mencionadas en el articulo 31, cuando el
Estado Parte exportador se encuentre libre de alguna de ellas, en todo su territorio o
en una region del mismo, en virtud de un reconocimiento de la OIE o del Estado
Parte importador.

En este caso, el Estado Parte exportador debera certificar dicha condicion y ademas
que el CCPS cuenta con certificacion oficial de establecimiento libre, emitido por el
Servicio Veterinario Oficial del Estado Parte respectivo, en el marco de un programa
nacional de erradicacion.

SEMEN

Articulo 34.- El semen deberé ser colectado y procesado de acuerdo a lo establecido
en el Cddigo Sanitario de los Animales Terrestres de la OIE.

Articulo 35.- El semen ser& almacenado por un periodo de 45 (cuarenta y cinco) dias
a partir de la colecta en las instalaciones del CCPS.

Articulo 36.- Para el intercambio entre los Estados Partes, el semen bovino y
bubalino debera estar acompafiado del “Certificado Zoosanitario para el intercambio
entre los Estados Partes de semen bovino y bubalino”, conforme al modelo que
consta como anexo Il de la presente Resolucién.

Dicho certificado debera estar firmado por el Veterinario responsable del CCPS y
refrendado por el Veterinario del Servicio Oficial del Estado Parte exportador.

Todas las hojas del certificado deberan estar numeradas secuencialmente, sellada y
rubricadas por el Veterinario del Servicio Oficial del Estado Parte exportador.
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