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RESUMEN
Con el objetivo de evaluar el comportamiento reproductivo (celos, prefiez) en protocolos

de sincronizacion/induccion de celos y ovulaciones que utilizan CIDR-B, PGF2a y
Benzoato de Estradiol y GnRH-PGF2a-GnRH (Ovsynch ®), para la IATF, en vacas de cria
en posparto se realizaron dos Experimentos (I y IlI, n= 100 por experimento).
Posteriormente (Experimentos Ill y IV) se determino el momento de la ovulacion en el
protocolo de sincronizacion/induccion de la ovulacion que utiliza CIDR-B. En todos los
experimentos se utilizaron vacas de carne, pastoreando campo natural, con 3,5 (escala de
1-8) de estado corporal y 84 dias posparto, en promedio. El protocolo CIDR-BE-PGF2a-
BE-IATF (Experimento 1 y I1), presento una alta manifestacion de celo a la IATF, pero un
bajo porcentaje de prefiez, mientras el protocolo Ovsynch® (Experimento I1), presentd un
bajo numero de animales en celo y una baja respuesta a la IATF. Los animales del grupo
CIDR+BE, del Experimento 111 (n=30), el 80% ovularon a las 60hs post retiro del CIDR,
del grupo GnRH lo hicieron el 40% y el 40% del grupo Control, el resto lo hicieron a las
84 hs. En el Experimento 1V (n=38) a las 60 hs ovulo el 69% del grupo BEL, el 50% del
BE2 y el 46% del grupo GnRH. Los tratamientos de sincronizacion/induccion de celos en
base a progesterona indujeron celos y ovulaciones con una alta sincronizacion, con
aceptables tasas de prefiez a la IATF. Sin embargo el bajo nimero de animales utilizado no

permitid establecer diferencias significativas entre los tratamientos.
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SUMMARY

The objective of this study was the experimental evaluation of synchronization/induction
protocols for fixed-time artificial insemination (FTAI) in postpartum beef cows. In
Experiments | and Il (n= 100 for experiments), reproductive behaviour (oestrus,
pregnancy) of synchronization/induction protocols was evaluated in postpartum beef cows,
which used CIDR-B, PGF20 and Oestradiol Benzoate (OB) and GnRH-PGF2a-GnRH
(Ovsynch ® protocol), for FTAL. In experiments Il and 1V was determined the moment of
the ovulation in the protocol synchronization/induction of the ovulation in beef cows that
used the CIDR. In all the experiments the cows used, were grazing at natural field, with
body condition score of 3.5 (1-8 scale) and 84 postpartum days, in average. The CIDR-
OB-PGF2a-OB protocol (Experiment | and I1), presented a high manifestation of oestrus
behaviour to the FTAI, but a low percentage of pregnancy, while the Ovsynch® protocol
(Experiment I1), showed a low number of animals in oestrus behaviour and a low response
to the FTAIL. In Experiment Il (n= 30) 80% of the animals of CIDR group ovulated 60
hours after CIDR removal, 40% from GnRH group ovulated and 40% of the Control
group; the rest of the animals did it at 84 hours. In Experiment IV (n=38), 60 hours post
CIDR removal ovulated 69% of BE1 group, 50% of the BE2 and 46% of the GnRH group.
The treatment synchronization/induction oestrus on the basis of progesterone induced
oestrus behaviour and ovulations with a high synchronization, but the low number of

animals used did not allow establishing significant differences between the treatments.
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INTRODUCCION
El sector carne vacuna se ha constituido en los ultimos afios en el mayor proveedor de

divisas y uno de los rubros méas dinamizadores de la economia uruguaya. La produccion de
carne vacuna aumento en el 2006 un 6.4% respecto al 2005 y en un 2,5 % en el ejercicio
2007/08, situando a la ganaderia uruguaya como una de las mas competitivas del mundo y a
nuestro pais entre los principales paises exportadores (Anuario OPYPA-MGAP, 2006,
OPYPA, 2008).

La principal base alimenticia de la “cria” vacuna en el Uruguay, sustento de la produccion de
carne nacional, es el campo natural. Los resultados fisico-econdmicos de los establecimientos
criadores y de ciclo completo dependen, en gran medida, de la eficiencia reproductiva de sus
hembras (Orcasberro, 1991). Por cada 100 vacas entoradas el porcentaje de terneros
destetados anualmente es de aproximadamente el 64%, manteniéndose practicamente sin
alteraciones en los ultimos 20 afios (Pereira, 2000; Encuesta de Prefiez-Estimacion de la
Produccion Nacional de Terneros, MGAP-DIEA 2002; 2004). Este valor es muy bajo en
relacion al potencial de la especie y es inferior a los promedios alcanzados en otros paises
donde predominan bovinos de carne de razas europeas bajo régimen de pastoreo (Orcasberro,
1991). La baja eficiencia reproductiva (nimero de terneros destetados/vaca entorada)
repercute directamente sobre los kilos de terneros destetados por vaca entorada, limitando asi
los resultados fisicos y econdémicos de las empresas ganaderas y en forma global, la
produccion de carne del pais. Para que una vaca destete un ternero por afio el intervalo entre
el parto y la concepcidn no debe exceder los 80-85 dias y debe superar la primer limitante en
la eficiencia reproductiva: el anestro posparto, periodo que esta fuertemente afectado por la
cantidad y calidad de la ingesta (Osoro, 1989; Short & Adams, 1988). El prolongado anestro
posparto que se observa en las vacas en nuestro pais impide que un alto nimero de vacas
puedan concebir dentro del periodo de entore, o que lo hagan muy tardiamente (Geymonat,
1985a). El hecho de que las vacas se prefien hacia el final del periodo afecta negativamente la
produccion de terneros no solo de ese entore sino tambien del siguiente. Las vacas que paren
temprano en la época de partos tienen terneros méas pesados al momento del destete y un
mayor periodo posparto para recuperarse, ademas de tener mas probabilidades de quedar
gestantes en el siguiente entore.

Con el objetivo de mejora de la eficiencia reproductiva, se han desarrollado y aplicado
diversas tecnologias. Entre ellas la inseminacion artificial (1A), que es quizas, la biotecnologia
reproductiva méas importante, mas extensamente empleada y de mayor impacto en los ultimos

tiempos. Sin embargo, una de las limitantes para su aplicacion ha sido la deteccion de los
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celos, especialmente en el posparto temprano, lo que debilita el uso potencial de la técnica
(Murugavel, 2003).

La sincronizacion de celos implica la manipulacion del ciclo estral o la induccion de
ovulaciones y celos en animales que no estan ciclando, con el objetivo de lograr el mayor
porcentaje posible de animales en estro en un momento predeterminado (Odde, 1990,
Thatcher et al., 2001). La mayoria de las técnicas utilizadas para el control del ciclo estral se
basan en la manipulacion de la fase luteal del ciclo, pero aquellos animales que se encuentran
en anestro no ovularan, y por lo tanto no resultaran gestantes (Odde, 1990; Macmillan &
Burke, 1996). Esta situacién se evidencia particularmente en vacas amamantando, en
condiciones de pastoreo extensivo, y sometidas a bajos niveles de alimentacion luego del
parto (Short & Adams, 1988). En la mayoria de los casos el anestro es consecuencia de que el
foliculo dominante no ovula. Esto se explica porque debido a las bajas concentraciones y
pulsatilidad de la LH, no se estimula de forma adecuada la produccion del estradiol folicular,
por lo que no se produce el pico preovulatorio de LH y el celo o la ovulacion no ocurren
(Macmillan & Burke, 1996). Si el foliculo dominante no ovula, regresa, y emerge una nueva
onda folicular en un intervalo de unos 8 a 10 dias (Stagg et al., 1995). La inyeccion de
estradiol 0 GnRH en estas circunstancias puede inducir el pico de LH y la ovulacién. Sin
embargo, no siempre ésta es seguida de una fase luteal a menos que la induccion sea
precedida de una fase luteal, o ella sea producida artificialmente mediante la utilizacion de
progesterona o progestagenos (Macmillan & Burke, 1996). Si el estro y la ovulacion pueden
ser sincronizados exitosamente en vacas en anestro, estas podrian ser incluidas en programas
de control del ciclo estral y de la ovulacion como las vacas ciclicas (Macmillan & Burke,
1996), permitiendo su IA, y contribuyendo a una mayor difusion de materiales genéticos de
calidad.

Durante la ultima década se ha generado un importante desarrollo, sobre condiciones
intensivas de produccion, en la investigacion de métodos de sincronizacion de celos que
utilizan progesterona y estrdgenos, o que utilizan la combinacion de prostaglandinas y GnRH.
Este hecho se ha traducido ademas en un fuerte impulso comercial de las empresas
elaboradoras de los productos y/o comercializadoras de ellos para estimular su uso masivo.
Sin embargo en el Uruguay, con una ganaderia de carne cuyas caracteristicas productivas se
basan fundamentalmente en el uso del pastizal natural, existen escasos estudios que aporten
informacidn sobre el uso de estos protocolos en condiciones extensivas de produccion.

El propdsito del presente trabajo fue comprar la respuesta reproductiva (animales en celo,

animales gestantes), y evaluar el momento de ovulacién en relacién con la Inseminacion
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Artificial a Tiempo Fijo (IATF), de protocolos de induccion/sincronizacion de celos que
utilizan progesterona natural (CIDR-B), GnRH, y Benzoato de Estradiol empleados en vacas

de carne en postparto , en condiciones de pastoreo continuo sobre campo natural.

ANTECEDENTES ESPECIFICOS
Situacion de la cria vacuna en el Uruguay

Luego de la crisis econdmica ocurrida en el afio 2002 en nuestro pais, la actividad
agropecuaria logré desde mediados del afio 2004, importantes niveles de crecimiento
expansivo superando cifras histéricas. Entre los afios 2002 y 2005 el PBI del sector
agropecuario crecié 3,4% (unos 1500 millones de délares). Los mayores niveles de aumento
en la produccién pecuaria se observaron en la ganaderia, con una fuerte expansion de la
produccidn de carne, leche y lana. El sector carne vacuna se constituyé en el mayor proveedor
de divisas y uno de los rubros méas dinamizadores de la economia.

En el Uruguay, la cria de bovinos de carne involucra 6,6 millones de cabezas y 8,3 millones
de hectareas. Del total de empresas especializadas en ganaderia de carne y lana, el 76%
presenta énfasis criador, cuyo principal rubro de la explotacion es la produccion de terneros.
El valor de su principal produccion, que son los terneros, es de aproximadamente US$ 500
millones por afio (Pereira & Soca, 2000). En el pais, durante las ultimas dos décadas, se han
destetado en promedio 64 terneros cada 100 vacas entoradas, con una importante variacion
entre afios (Pereira & Soca, 2000; MGAP-DIEA, 2002; 2004). En este sentido, han sido
particularmente dramaticos los efectos producidos por los fendmenos de sequia ocurridos en
el pais sobre el desempefio reproductivo de los rodeos de cria del Uruguay. Como
consecuencia de un grave déficit hidrico producido en el pais en los afios 89-90, se han dado
situaciones extremas en las que se alcanz6 solamente 50% de prefiez. Por el contrario, cuando
la situacion es la inversa, se han llegado a obtener resultados de prefiez superiores a un 70%
(75y 72%, afos 1992 y 2004 respectivamente; DIEA, 2004).

El reducido porcentaje de destete que caracteriza a la ganaderia nacional, es principalmente
debido al bajo estado nutricional de las vacas al parto e inicio del entore, lo que se traduce en
un anestro posparto prolongado y una baja probabilidad de prefiez (Geymonat, 1985;
Orcasberro et al., 1992). La restriccion del consumo de energia, que produce un bajo estado
nutricional de las vacas al parto e inicio de entore (Short et al., 1990), y el amamantamiento
(Williams, 1990), junto con el efecto de la presencia del ternero (Stevenson et al., 1997;
Lamb et al., 1997; Quintans et al., 2004), son los factores de mayor incidencia en la
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prolongacion del anestro post-parto en ganado de carne. La interfase nutricion energética-
reproduccion, con enfasis en la respuesta fisiologica, metabolica y productiva, ha sido motivo
de constante revisién y sintesis en la literatura internacional durante los ultimos 15 afios
(Short et al., 1990; Bossis et al., 1999; Wetteman et al., 2003; Butler, 2003; Hess et al.,
2005). No obstante, los mecanismos por los que la subnutricion energética afecta la eficiencia
reproductiva ain no estan totalmente comprendidos (Hess et al., 2005).

La cria vacuna es ineficiente en el uso de la energia, destinando el 70 por ciento de la energia
consumida al mantenimiento de funciones vitales (Dickerson, 1978). Esto ha determinado que
la actividad se lleve a cabo en regiones con pastizales nativos, caracterizados por sus grandes
variaciones en la cantidad y calidad de nutrientes ofertados. El aumento en la competitividad
del sector productor de carne nacional se asocia necesariamente a una mejora en la eficiencia
del proceso de cria, lo que se traduce en una mayor eficiencia econdmica global de todo el
sistema. La cria es la maquina que provee el insumo (ternero) de todo el proceso que se
desarrolla en la cadena carnica, por lo tanto es de gran importancia para el Uruguay lograr una

mayor eficiencia reproductiva de los rodeos de cria.

Anestro posparto
Control neuroenddcrino y dinamica folicular posparto

Luego de la regresion del cuerpo luteo (CL) de gestacién, continda un periodo de anestro muy
variable antes de la primera ovulacion. La duracion de este periodo depende de diversos
factores medio ambientales o patoldgicos, dentro de los que se incluyen el nivel de nutricion,
la condicidn corporal, el amamantamiento, distocias, raza, edad, momento del afio, patologias
uterinas y enfermedades cronicas. Durante las Gltimas etapas de la gestacion el eje
hipotalamo-hipofisis-ovario estd bajo los efectos de la retroalimentacién negativa de los
esteroides placentarios y ovaricos: estrogenos y progesterona. Estos efectos provocan la
acumulacién de FSH en la hipdfisis anterior, supresion de la liberacion de la FSH, deplecion
de las reservas de LH y finalmente la supresion del crecimiento folicular. El requisito
fundamental para el reinicio de la actividad ciclica normal en el posparto de la vaca es la
liberacion pulsatil de la LH (Stevenson et al., 1997).

La emergencia de la primera onda folicular luego del parto se inicia luego de que entre los 5 y
14 dias pos parto comienza a aumentar la secrecion de FSH (De Rensis y Peters, 1999). El
crecimiento del primer foliculo dominante es estimulado por un aumento en la pulsatilidad de

secrecion de LH (de alta frecuencia y baja amplitud) (Savio et al., 1990). En la mayoria de las
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vacas la primera ovulacion ocurre sin signos de celo, y el primer ciclo ovarico posparto es
variable en su duracién, generalmente menor a la normal (Savio et al., 1990; Stagg et al.,
1995). Se ha reportado que cuando se realiza el monitoreo del crecimiento folicular posparto
en vacas de carne que amamantan, se observan foliculos de 8 mm al dia 7 posparto, con un
incremento importante en su namero entre los dias 7 y 42 posparto (Stagg et al., 1995). Sin
embargo en condiciones normales de alimentacion, el primer foliculo dominante solo ovula
en el 11% de los animales (Stagg et al., 1995), y la primera ovulacion puede ser detectada
recién a los 40 dias posparto (De Rensis & Peters, 1999). Estos reportes sustentan la hipotesis
de que el prolongado anestro posparto en la vaca de carne puede ser atribuido mas a una falla
en la ovulacién del foliculo dominante, que a un retraso en su desarrollo (Stagg et al., 1995).
Esto es consistente con la observacion de que el aumento en la secrecion pulsatil de LH es
mas tardio en las vacas que amamantan, con respecto a las vacas que solo son ordefiadas, lo
que sugiere que los foliculos no reciben una sefial correcta de las gonadotrofinas para su
desarrollo al estadio de foliculo ovulatorio (De Rensis & Peters, 1999).

El periodo desde el parto hasta el primer celo acompafiado de ovulacion varia entre 15 y 100
dias (De Rensis & Peters, 1999). En el Uruguay, donde la fluctuacion de la oferta de forraje
producto de las variaciones del pastizal natural es muy importante, se reporta que el 95% de
los animales no presentaban niveles de progesterona en sangre indicadores de actividad luteal
a los 79 dias luego del parto (Rodriguez-Irazoqui et al., 2003). Menchaca & Chifflet (2005) en
nuestro pais, reportan que vacas multiparas con un estado corporal entre 3y 5 a los 60 a 110
dias posparto, solo un 18,6 % se encontraba ciclando. En vacas primiparas ese porcentaje era
de 11,9%. En vacas de carne amamantando se reportd que solo el 10% ovul6 en la primer
onda folicular posparto, y muchas presentaron una gran cantidad de ondas foliculares antes de
la primera ovulacién (Stagg et al., 1995).

Los mecanismos fisiologicos subyacentes que determinan el crecimiento folicular hasta la
seleccidn sin ovulacion (por no alcanzar el tamafio ovulatorio), serian similares en vaquillonas
preplberes y vacas posparto. En vaquillonas preplberes el hipotalamo es extremadamente
sensible a la inhibicion generada por la retroalimentacion del estradiol sobre los pulsos de LH
(Wiltbank et al., 2002). Es probable que durante el periodo postparto temprano la subnutricion
podria determinar un estado fisiologico similar al prepuberal, en el que el estradiol es
inhibitorio de la secrecion de la GnRH hipotalamica (Wiltbank et al., 2002). El crecimiento
del foliculo dominante, con aumento de las cantidades de estradiol circulante, inhibiria la

secrecion de GnRH hipotalamica y de LH hipofisaria. La baja frecuencia de pulsos de LH no
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permitiria alcanzar el tamafo folicular preovulatorio ni producir cantidades de estradiol que
desencadenen el proceso ovulatorio.

Estos efectos estarian directamente relacionados con el balance energético de la vaca
(Wiltbank et al., 2002). En vacas de carne existe un periodo de balance energético negativo
determinado por un consumo insuficiente de energia para satisfacer las demandas de la
lactacion. Esta restriccion en la ingesta se da comunmente en condiciones de pastoreo sobre
pastizal natural sin suplementacion, y puede provocar un mayor nimero de ondas foliculares
previas a la primera ovulacion posparto y, como consecuencia, un aumento en el tiempo en el
que ésta ocurra (Stagg et al. 1995; Wiltbank et al., 2002).

Una vez que el balance energético se hace positivo, comienza la liberacion intermitente del
hipotdlamo de GnRH hacia la hipdfisis por medio del sistema porta hipotalamo-hipofisario.
Esto estimula la liberacion de FSH y LH desde la hipdfisis, lo que estimula la produccion de
androgenos y estrégenos por parte de las células foliculares de la teca y de la granulosa
respectivamente, lo que finalmente determina la liberacion del pico preovulatorio de LH y la

consecuente ovulacion.

Ciclos cortos durante el posparto

La asociacion entre periodos anovulatorios largos y ciclos cortos, menores a 17 dias, en el
posparto, puede ser atribuida a que luego del parto las vacas presentan bajos niveles de
progesterona. En efecto, Murphy et al. (1990) y Stagg et al. (1995) reportan un 78 y un 82%
de ciclos cortos en vacas de carne durante el postparto temprano respectivamente. Los ciclos
cortos podrian ser consecuencia de la necesidad de una exposicion previa de progesterona que
prepare los foliculos para comenzar el funcionamiento como CL (Stagg et al., 1995). Se ha
sugerido que la prostaglandina secretada durante la involucion uterina seria parcialmente
responsable de la lutedlisis temprana en el posparto, aunque este mecanismo no explica
adecuadamente la asociacion entre la duracion del posparto y la duracion de la fase luteal. Un
retraso en la involucién uterina que determine altas concentraciones de prostaglandinas
provocaria la regresion prematura del CL, a pesar de que el mismo tenga una capacidad

funcional normal (Bencharif et al., 2000).
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Efectos del ternero y la nutricién sobre el anestro posparto

Se ha determinado que el amamantamiento y la nutricién son los principales factores que
retrasan el reinicio de la ciclicidad posparto (Short & Adams, 1988; Short, et al., 1990).
Ademas de las demandas energéticas que implica la lactacion, se ha demostrado que la sola
presencia del ternero, independientemente del acto de mamar, afecta negativamente el reinicio
de la actividad ciclica postparto (Hoffman et al., 1996; Lamb et al., 1997; Stevenson et al.,
1997). Hoffman et al. (1996), reportaron que el intervalo al primer celo posparto en vacas a
cuyos terneros se les coloco tablillas nasales que les impedian mamar (pero con contacto
madre-hijo permanente), y vacas con terneros que amamantan, fueron similares. Por el
contrario, vacas a las que se les desteto el ternero presentaron un menor intervalo a la primera
ovulacion (Hoffman et al., 1996).

Cuando existe un déficit en el aporte diario de nutrientes para suplir las necesidades
fisioldgicas del amamantamiento o la prefiez, los animales desarrollan la potencialidad de
realizar cambios metabolicos a expensas de la quiescencia de otras funciones no vitales para
el organismo o para la especie (Stevenson et al., 1997). Estas prioridades involucran un
redireccionamiento de los mecanismos homeostaticos que podrian ser mediados por la
prolactina, somatotrofina, insulina, IGF-I, 17p-estradiol y glucocorticoides (Stevenson et al.,
1997). De acuerdo a Short & Adams (1988), la energia disponible en los rumiantes se utiliza
prioritariamente en: 1) metabolismo basal, 2) actividad (bdsqueda de alimentos y de
resguardo ante condiciones adversas), 3) crecimiento, 4) reservas de energia, 5) prefiez, 6)
lactacidn, 7) reserva adicional de energia, 8) ciclo estral e iniciacién de la prefiez, con
componentes asociados como secrecion de gonadotrofinas, desarrollo de foliculos ovaricos y
ovulacion. De acuerdo con Short y Adams (1988) y Stevenson et al. (1997), el reparto de
nutrientes para la produccion de leche y la reproduccion es el resultado de complejas
interacciones entre calidad y cantidad de la dieta, y el orden de prioridades del animal y la
reserva de nutrientes.

Por otra parte, Hoffman et al. (1996) plantean que las vacas con mejor comportamiento
maternal permiten a su ternero mamar permanentemente y tienen un patrén de secrecién de
LH méas bajo, comparadas con aquellas vacas clasificadas como de bajo comportamiento
maternal.

En sintesis, la presencia del ternero junto a su madre, aln sin amamantar, determina un mayor
intervalo parto-primera ovulacion, aunque no es tan extenso como cuando el ternero esta

continuamente junto a su madre mamando (amamantamiento ad libitum). Este efecto
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interactGa con las importantes variaciones de produccion de forraje (tanto entre como intra
estacion) que se observan en el campo natural en nuestras condiciones, determinando la baja
eficiencia reproductiva de los rodeos de cria en pastoreo. En nuestras condiciones extensivas,
alimentacion en base a campo natural y sin suplementacion, se han reportado periodos de

anestro posparto mayores a 120 dias (revisado por Quintans, 2008)

Alternativas tecnoldgicas para la mejora de las tasas de procreo en vacas de carne en
posparto

Manejo nutricional

El gasto energético derivado en la alimentacion del ternero, ademas del estimulo
generado en el acto de mamar (Williams, 1990; Viker et al., 1993), contribuiria a prolongar la
anovulacién en vacas de carne con cria al pie, debido a una mayor demanda fisiol6gica de
nutrientes (Short et al., 1990, Hoffman et al., 1996).

La evaluacién del estatus nutricional de la vaca utilizando la escala de estado corporal (EC),
permite predecir la posibilidad del retorno a la ciclidad luego del parto (Oscarsberro, 1991).
El EC refleja los cambios en la reduccién de la ingesta de nutrientes junto con la pérdida de
peso Vvivo, que de presentarse en forma drastica impide un desarrollo folicular adecuado vy el
cese de la actividad estral (revisado por Vizcarra et al., 1998), lo cual se manifiesta con
disminucion de la actividad luteal. El anestro posparto, consecuencia de la subnutricion
energeética en gestacion avanzada, disminuye la probabilidad de que una vaca quede prefiada
en el siguiente entore (Short et al., 1990). En otras condiciones productivas se demostré que la
duracion del anestro esta afectada por el EC al parto y por el nivel de alimentacion postparto
(Short et al., 1990).

El campo natural en el Uruguay presenta una marcada variabilidad entre y dentro de afios en
produccién de forraje y concentracion de nutrientes. Esta variacion se expresa en lo que se
conoce como “efecto afio” y se traduce en alteraciones en el EC al parto, en la capacidad de
carga (animales/hectarea), en la produccion de terneros y en oscilaciones en el ingreso
econdmico del sistema. Segun lo reportado por Trujillo et al. (1996), el EC al que se deberia
llegar al parto para tener una alta probabilidad de quedar prefiadas en el siguiente entore
(P=0.85) seria, para vacas multiparas 4 y para vaquillonas de 4,5, segun la escala del 1-8
definida por Vizcarra et al. (1986). En estudios recientes hemos encontrado que con una
suplementacion con afrechillo de arroz durante 20 dias junto con técnicas de control del

amamantamiento (destete temporario), en vacas primiparas en EC sub 6ptimo 3,5-4 y con 70
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dias posparto en promedio, se logran porcentajes de prefiez en el entorno del 80%. Este
porcentaje de prefiez fue consistente con un importante adelantamiento del reinicio de la
actividad ciclica posparto (Soca et al., 2005; Rodriguez-lrazoqui et al., 2005; Soca et al.,
2006). Un prolongado anestro posparto reduce la productividad del rodeo de cria, bajando la
eficiencia reproductiva, por la menor probabilidad de que la vaca quede prefiada y por lo tanto

los kilos de terneros destetados/vaca entorada.

Control del amamantamiento: estrategias para disminuir el efecto del ternero

Con el objetivo de reducir el periodo de anestro posparto en el ganado de carne se han
desarrollado diferentes técnicas del control del amamantamiento que buscan disminuir el
efecto que ejerce el ternero (mamando y por su presencia), sobre la actividad reproductiva de
la vaca.

Existen dos alternativas tecnoldgicas desarrolladas a nivel regional y nacional con diferente
grado de dificultad y costo en su implementacién: el destete temporario (DT) y el destete
precoz (DP). El destete temporario consiste, segin la metodologia que se utilice, en la
separacién a corral del ternero de su madre por un periodo de 48-72 h o en la colocacion a los
terneros de una tablilla nasal impidiéndole el mamado, pero no la separacion, permaneciendo
en contacto permanente con su madre. Esta metodologia, de muy bajo costo, ha sido una de la
mas adoptadas a nivel regional y nacional. Las tablillas se colocan durante 11 a 14 dias,
cuando el ternero tiene entre 45 y 60 dias de vida y pesa entre 60 a 70 Kg.

La separacion definitiva de los terneros puede implementarse a partir de los 60 dias de edad,
momento en el cual ya ha adquirido un desarrollo importante de su aparato digestivo y en
donde, por la adquisiciéon de habitos de pastoreo, comienza a competir con su madre por la
pastura. En funcidn de estos conceptos se ha desarrollado la tecnologia conocida como destete
precoz, la cual consiste en la separacion definitiva de los terneros de sus madres, cuando éste
tiene mas de 60 dias de nacido y pesa entre 70 y 80 Kg. (Hoffer, 1994; Hoffer et al., 1996;
Simeone et al. 1995; Vazquez et al., 2002 ).

En suma, la interrupcién del amamantamiento permite por un lado, la modificacion interna
del destino de los nutrientes de la vaca (ranking de prioridades), a partir de que se eliminan las
necesidades destinadas a la produccion de leche (Short et al.,1990), y por el otro, la supresion
de las aferencias inhibitorias (estimulos olfativos, visuales, tactiles), generadas por la

presencia y el contacto permanente del ternero con su madre, lo cual promoveria un rapido
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reinicio de la actividad sexual posparto (Williams, 1990; Viker et al., 1993; Stevenson et al.,
1997; Lamb et al.,1997; Vazquez et al., 2002).

La combinacién de técnicas de control del amamantamiento (DT o DP) junto con
protocolos de induccion/sincronizacion de celos, permitirian un mayor porcentaje de animales
en celo, una menor duracion del anestro posparto y la incorporacion de otras categorias del
rodeo de cria a los programas de inseminacion artificial. En esta tesis se utilizo el DP, con el

objetivo de potenciar el efecto de induccidn que pueden producir los tratamientos hormonales.

Tratamientos hormonales para la mejora de la eficiencia reproductiva.

La alternativa del uso de tratamientos hormonales para la induccion/sincronizacién de celos
ofrece la posibilidad de incorporar otras categorias a los programas de inseminacion artificial
en bovinos, como lo es la vaca de cria con ternero. Con el objetivo de evitar los problemas de
la deteccion de celos en los rodeos de cria manejados en condiciones extensivas, se han
desarrollado protocolos de sincronizacion de la ovulacion que permiten inseminar un
importante numero de animales en un tiempo pre establecido. Estos tratamientos hormonales
son conocidos como protocolos para la IATF. Este esquema de trabajo disminuye el numero
de veces que los animales deben movilizarse hacia los corrales, facilitando la implementacion
de un programa de IA ademas de posibilitar la inseminacion sin la deteccion de celos y la
mejora en la eficiencia reproductiva global. Dentro de ellos se encuentran los protocolos para
IATF que utilizan combinaciones hormonales de GnRH y prostaglandina F2a : Ovsynch®
(Pursley et al., 1995, Thatcher et al., 1996, Thatcher et al., 2001), y aquellos que utilizan
dispositivos conteniendo progesterona natural y estradiol. Para el protocolo Ovsynch® se han
reportado resultados aceptables en vacas de leche y carne (Cutaia et al., 2003). Sin embargo
su utilizacion en rodeos manejados bajo condiciones pastoriles han resultado en bajos
porcentajes de prefiez en vacas en anestro (Baruselli et al., 2003; Rodriguez-Irazoqui et al.,
2003; Cutaia et al., 2003). Por lo tanto la eleccion del protocolo a utilizar en rodeos de cria
manejados en condiciones pastoriles y sin suplementacion, va a depender de la categoria de
animales a utilizar y del estado de ciclicidad del rodeo (Cutaia et al., 2003).

En las Gltimas dos décadas la comercializacion de estos protocolos se ha visto globalizada en
gran parte por los intereses economicos de las empresas que comercializan los productos
hormonales. Estos “paquetes tecnoldgicos” son frecuentemente difundidos y estimulados a
productores sin el adecuado conocimiento, mas aun, sin el testeo previo de estos farmacos

bajo diferentes situaciones productivas. Ademas de las limitaciones bioldgicas que presentan
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estos protocolos hormonales, se destaca la escasa investigacion nacional publicada sobre estas
alternativas tecnoldgicas. Por otro lado, el uso de estas tecnologias permite una mayor
difusion de la 1A, tecnologia que ha demostrado ser viable para acelerar el avance genético y
el retorno econdémico de la ganaderia. En el Uruguay se reporta que solo entre el 6%
(Encuesta reproductiva INIA-DILAVE, 2001) y el 9% (DIEA-MGAP, 2003) de nuestros
rodeos realiza IA. De estos rodeos, el 70% realiza algun tipo de sincronizacién de celos, pero
fundamentalmente en vaquillonas de primer entore (Encuesta reproductiva INIA-DILAVE,
2001). Por otra parte la realizacion de 1A en el resto de las categorias, vacas de segundo
entore o multiparas destetadas o con cria al pie, es muy bajo, representando solo entre el 1 y el
3% de los rodeos que hacen IA (Encuesta Ganadera, 2001). La baja utilizacion de la técnica
de IA en los rodeos de cria se atribuye fundamentalmente a las dificultades en su
implementacién, al largo del periodo de los trabajos, los costos relacionados (hormonas,
semen, mano de obra), las dificultades en el manejo diario de los animales, la pobre respuesta
encontrada, la falta de informacion nacional de protocolos que reduzcan el tiempo de los
trabajos (INIA-DILAVE, 2001; DIEA-MGAP, 2003). La implementacion de programas de
IA en el resto de las categorias de los rodeos de cria, fundamentalmente vacas con cria al pie o
destetadas, posibilitaria incrementar la mejora genética y no centralizarla solamente en el 20%
del rodeo que es la reposicién anual (vaquillonas de primer entore). La incorporacion de
animales que ya estan en produccion, no solo aumentaria el numero de animales inseminados
con semen de alta calidad, sino que ademas permitiria una mayor seleccion de los vientres al
momento de implantar el programa.

Progesterona o progestagenos

Con el nombre genérico de progestagenos se conocen a un grupo de compuestos que tienen
acciones similares a la progesterona (P4), que se encuentran disponibles en el mercado.
Dentro de estos compuestos se encuentran el acetato de melengentrol (MGA), los implantes
subcutaneos de Norgestomet (Syncro-Mate B® y Crestar®) y los dispositivos intravaginales
con progesterona (CIDR-B®, PRID® y DIV®). La tasa de liberacion de P4 en los
dispositivos ha sido descripta por una ecuacion cuadratica, dependiendo de la superficie (area)
que el dispositivo posea (Yavas & Walton, 2000). La importancia del uso de dispositivos que
emplean P4 natural radica en la posibilidad de la determinacion de su concentracion
sanguinea.

La exposicion a niveles elevados de P4 parece ser necesaria para la expresion normal del celo
y para el desarrollo de una fase luteal normal. Por lo tanto, la exposicion a P4 exogena

(“priming” o impregnacion de P4) seguida por su declinacion, parece ser necesaria para la
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diferenciacion normal de las células de la granulosa y el desarrollo post ovulatorio del CL. El
tratamiento con un dispositivo intravaginal de P4 por 7 dias en vacas en anestro que
amamantan, incrementa el nimero de vacas que desarrollan un CL de vida normal (Yavas &
Walton, 2000).

El desarrollo original de protocolos de P4 de larga duracion (14 a 21 dias), resultdé en una
sincronizacién muy precisa de los celos, pero en un bajo porcentaje de prefiez (Macmillan &
Peterson, 1993). Las bajas concentraciones plasmaticas de P4 liberadas por los dispositivos
hacia el final del tratamiento largo, inducen la formacion de un foliculo dominante persistente
0 envejecido, el cual, ademas de impedir el desarrollo de una nueva onda folicular, ovula un
ovocito de mala calidad y por lo tanto de baja fertilidad (Roche, 1974, Macmillan & Peterson,
1993, Smith & Stevenson, 1995). Por otra parte, la utilizacion de protocolos cortos (7 a 10
dias de duracion), junto con la administracion de prostaglandina antes o al momento de la
supresion del tratamiento con P4, mejora la fertilidad (Odde, 1990; Macmillan & Peterson,
1993). Sin embargo, estos tratamientos no resultaron en una suficiente sincronia de
estro/ovulacion para permitir la IATF (B et al., 1993). Este hecho enfatiza la necesidad de
sincronizar con seguridad el desarrollo de un foliculo viable y en crecimiento, al momento de
finalizar el tratamiento con progestagenos (Mapletoft et al., 2003).

Los reportes indican que la baja tasa de prefiez ocurre cuando los tratamientos cortos se
aplican durante la fase luteal tardia (después del dia 14), debido al desarrollo de un foliculo
persistente (Mapletoft et al., 2003). La pobre fertilidad obtenida en los tratamientos largos o
cortos con progestagenos, iniciados en el ciclo estral o en la fase luteal tardia, son atribuidos
al prolongado mantenimiento de un foliculo dominante y la ovulacion de un ovocito viejo.
Segun lo reportado por McDowell et al. (1998), la elevacion sistémica de la P4 por 24 horas
es suficiente para causar la atresia de la mayoria de los foliculos persistentes. Fike et al.
(1997), plantean que los tratamientos cortos con P4 en vacas en anestro pueden inducir la
ovulacion temprana en algunos animales, incrementando el porcentaje de vacas que exhiben
estro durante la temporada de monta y presumiblemente aumentar el porcentaje de
concepcion al primer servicio.

En resumen, los tratamientos con P4 exdgena aplicados en vacas que amamantan provocarian:
1) el mantenimiento del foliculo dominante hasta su maduracion final y posterior ovulacién
luego de finalizado el tratamiento, 2) prolongacion de la vida media del CL resultante de la
ovulacion del foliculo mantenido, 3) reanudacion de la ciclicidad posparto. La maduracion

folicular final del foliculo dominante induce el pico de LH siguiente al retiro del
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progestageno, probablemente por el incremento de la secrecion del 17-p estradiol y su
feedback positivo (Yavas & Walton, 2000).

Estrogenos

Desde hace tiempo es conocido el efecto luteolitico del estradiol (Burke et al., 1999).
Sin embargo, luego de la caracterizacion de la PGF2a como la luteolisina natural y el
desarrollo sintético de sus analogos, esta hormona paso a ser la preferida como agente
luteolitico (Burke et al., 1999).
A partir del conocimiento de los efectos del estradiol sobre el desarrollo folicular se
intensifico su uso en protocolos de sincronizacion de celos. En los trabajos realizados por B6
et al. (1994; 1995), se demostrd que la administracion de estradiol produce la supresion del
desarrollo del foliculo antral y que ademas esa supresion es mayor cuando la aplicacion se da
después de la insercion de una implante auricular de progesterona. El mecanismo involucrado
en la supresion parece ser mas de naturaleza sistémica que local, y se manifiesta en la
supresion de la FSH (B4 et al., 1994). El principal objetivo de la utilizacion de estrégenos en
los protocolos de sincronizacion de celos es la posibilidad de sincronizar el desarrollo
folicular y el efecto de provocar la ovulacién del foliculo dominante. El estradiol ha sido
administrado cerca del comienzo de los tratamientos con progestagenos con el objetivo de
inducir la lutedlisis y de posibilitar el uso de progestagenos por un tiempo mas corto,
reduciéndose la probabilidad del desarrollo de un foliculo persistente (Odde, 1990; Mapletoft
& Kastelic, 2001). El estradiol induce la atresia de los foliculos ovaricos, permitiendo superar
la infertilidad asociada a los tratamientos basados en P4, los cuales provocan el crecimiento y
ovulacion de foliculos viejos (Burke et al., 1999).
La utilizacion de dispositivos de liberacion de P4 junto con estradiol (benzoato de estradiol o
17B-estradiol) suprime el desarrollo del foliculo dominante y promueve, independientemente
del momento del ciclo estral en que se encuentre el animal, el desarrollo de una nueva onda
folicular, en promedio a los 4,3 dias (B0 et al., 1995). Esto permite controlar la emergencia de
una nueva onda folicular y realizar la 1A en presencia de un foliculo dominante saludable al
final del tratamiento, aumentando las probabilidades de éxito en la fertilidad subsiguiente. El
efecto del estradiol estaria dado por la supresion del desarrollo del foliculo antral, y esta
supresion seria mayor en presencia de un implante de P4 (B¢ et al., 1994; 1995). Segun lo
reportado por Martinez et al. (1998), el benzoato de estradiol y el 17B-estradiol aparecen

como equivalentes en su eficacia para la sincronizacion del estro y la ovulacion para ser
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utilizados en programas de IATF. La administracion de estradiol junto con P4 resultaria en la
supresion de pequefios foliculos (efecto del estradiol) y de foliculos dominantes grandes que
serian seguidos por la emergencia de una nueva onda folicular dependiendo del pico de FSH.
El benzoato de estradiol suprimié la FSH en plasma por un periodo méas breve, que el resto de
los ésteres de estradiol, resultd en un pico de LH luego de la remocion del CIDR (Mapletoft et
al., 2003).

Prostaglandinas y sus analogos

Existen diferentes protocolos que utilizan prostaglandinas (PGF2a) que han sido
desarrollados para ser usados en diferentes programas de servicios y que incluyen diferentes
intervalos entre las inyecciones de ellas. La PGF2a es comunmente usada en los tratamientos
de sincronizacién de celos en bovinos. Su utilizacion se fundamenta en la necesidad de que
exista un cuerpo lateo (CL) funcionante o tejido luteal al momento de su administracion, para
que sea efectiva, no siendo efectiva en los primeros 5-6 dias del ciclo estral. Cuando la
luteolisis es inducida efectivamente por la PGF2a, el celo subsiguiente se distribuye en un
periodo de 6 dias (Mapletoft & Kastelic, 2001), siendo ésta dispersion una de sus principales
desventajas.

La inyeccién de PGF2a administrada después del dia 5 del ciclo estral causa una inmediata
regresion del CL. Por consiguiente la P4 declina rapidamente a concentraciones basales
dentro de las 24 horas, el pulso de LH incrementa su frecuencia, esto causa un significativo
incremento del estradiol del foliculo dominante que induce el estro y la ovulacién. A pesar de
la rapida lutedlisis el intervalo de inicio del estro es variable y depende de la etapa de la onda
folicular en la que se encuentre el animal al momento del tratamiento (Diskin et al., 2002). La
respuesta a la PGF2a depende entonces de la etapa del ciclo estral al momento del
tratamiento.

El 70-90% de los animales tratados con una sola dosis de PGF2a entre los dias 8 y 18 del
ciclo estral expresan comportamiento estral dentro de los 2 a 5 dias posteriores a su
administracion (Odde, 1990; Callejas, 1998, Diskin et al., 2002). El tratamiento a mitad del
ciclo estral (dias 8-11) o en plena fase luteal (dias 12-15), resulta en un intervalo promedio del
arribo del estro entre 70 y 62 horas respectivamente (De Rensis & Peters, 1999). Ademas la
tasa de concepcion puede ser mayor cuando la inyeccion se da en la fase luteal tardia,
comparada con la inyeccion dada en la fase luteal temprana (Odde, 1990). Las vacas que
fueron inyectadas el dia 7 u 8 y el dia 15 o 16 presentan estro mas temprano que aquellas que
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son inyectadas entre los dias 12 y 14. Esto podria estar relacionado con el hecho de que los
dias 7-8 o0 15-16 coinciden con los picos de desarrollo folicular en vacas con tres ondas de
desarrollo folicular (De Rensis & Peters, 1999).

Estos hallazgos demuestran que existe una considerable variacion entre el intervalo de la
aplicacion de la PGF2a y la presentacion del estro y la ovulacion, y esto podria ser atribuido
al estatus de la onda folicular al momento del inicio del tratamiento. Si la luteolisis es
inducida antes de la mitad de la fase estatica del foliculo dominante (previo a la atresia), el
foliculo va a ovular, resultando en un relativo corto intervalo entre el momento del
tratamiento y la ovulacion (2-3 dias). Por el contrario si la luteolisis es inducida después de la
mitad de la fase estatica del desarrollo del foliculo dominante, este regresa y el foliculo
dominante de la siguiente onda crecerd y llegara a ser el foliculo ovulatorio, resultando en un
intervalo entre el tratamiento y la ovulacion de 4-5 dias. Se puede concluir que como la
inyeccion de PGF2a no altera la dindmica del crecimiento folicular, el momento de la
presentacion del comportamiento estral depende del estatus folicular cuando la lutedlisis es
inducida. Si los animales poseen un foliculo dominante al momento de la inyeccion de la
PGF2a se presentara estro dentro de los siguientes 2 o 3 dias. Si por el contrario la inyeccion
se hace en la fase de reclutamiento, el foliculo dominante se formara en 2 a 4 dias y el
intervalo entre la inyeccion y la presentacion de estros sera mas variable (Grimard et al.,
2003)

GnRH

La administracion de un agonista de la GnRH produce la liberaciéon de LH y FSH por parte de
la hipofisis (en promedio entre 1 y 2 horas post inyeccion), lo que en presencia de un foliculo
de gran tamafio (>10mm) lleva a su ovulacién o atresia y puede inducir la emergencia de una
nueva onda folicular dentro de los 3 a 4 dias posteriores al tratamiento en cualquiera de las
etapas del ciclo estral. Sin embargo, no en todos los casos ocurre ovulacion ya que la
habilidad de ovular depende de la etapa de desarrollo en que se encuentre el foliculo
dominante al momento del tratamiento (Tawagiramunyu et al., 1995). Existen reportes que
indican que el tratamiento con GnRH altera el didmetro del foliculo mayor durante la fase de
crecimiento o en la fase estatica, pero no durante la fase de regresion folicular. Este hecho
indicaria que los receptores a la GnRH del foliculo dominante comienzan a decrecer a partir
del desarrollo de la fase de crecimiento, dentro de la fase estatica y en la fase de regresion, en
donde la atresia empieza a manifestarse mas claramente. Esto podria ser una posible
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explicacion de la razén de porque la ovulacion ocurre en la mayoria, pero no en todas las
vacas tratadas con un agonista de la GnRH (Twagiramunyu et al., 1995).

Cuando las concentraciones de P4 son incrementadas en la circulacion periférica (por
ejemplo: durante la mitad y el final de la fase luteal), la ovulacién no ocurre y el foliculo
mayor, al momento del tratamiento con GnRH, sigue su camino hacia la atresia. El
incremento de las concentraciones de P4 estd asociada con la atresia del foliculo mayor y
probablemente con la disminucion de la frecuencia de los pulsos de LH y con el nimero de
receptores a LH en el foliculo. El tratamiento con un agonista de la GnRH sobre un foliculo
mayor induce la ovulacion, 24 a 30 horas después, y la subsiguiente formacion de un nuevo
CL en vacas de carne durante la fase luteal temprana (Dia 7), en aquellas vacas que no
presentan un CL funcionante al momento del tratamiento (Twagiramungu et al., 1995).

La GnRH en el corto y largo plazo induce un cambio en la secrecion de estradiol, las
secreciones de estradiol se incrementan dentro de los 4 a 6 hs. y disminuyen a partir del dia 2
al 7 luego del tratamiento con un agonista de la GnRH (Twagiramungu et al., 1994). La
informacién reportada por Wiltbank & Haughian (2003), indica que una inyeccion de 100 g
de GnRH en una sola inyeccién, llegan a concentraciones maximas de LH en sangre mayores
que un pico enddgeno (17 ng/ml vs 9 ng/ml). Ambos picos, segin lo reportado por estos
autores, son suficientes para inducir la ovulacion de un foliculo dominante, ovulando dentro
de las 29 horas posteriores al comienzo del pico de LH. Thatcher et al. (1996) ha reportado el
uso de analogos de la GnRH previo a la inyeccién de PGF2a, para la sincronizacion del estro
en vacas lecheras en lactacion. El uso para la inseminacion artificial de un tratamiento en base
a la secuencia inicial de una inyeccion de GnRH, la cual permite la ovulacion o luteinizacion
de los foliculos maduros presentes en el ovario y la induccion del reclutamienjto y seleccion
de un nuevo foliculo dominante, seguido por la inyeccion de PGF2a la cual provoca la
luteolisis del CL presente y permite la maduracion del neuvo foliculo reclutado, luego una
segunda inyeccion de un analogo de la GnRH, 48 horas luego de la PGF2a, permite o induce
la ovulacion del nuevo foliculo dominante formado. La inseminacion se realiza
aproximadamente a las 15 horas antes de la ovulacion (Thatcher et al., 1996; Thatcher et al.
2001). Esta metodologia de trabajo ha sido la base de los estudios del protocolo Ovsynch ®.
Por otra parte, en base a estas bases fisiologicas, se ha postulado el uso de la GnRH para la
IATF en protocolos de sincronizacion/induccion de celos que utilizan CIDR-B y benzoato de
estradiol (Caccia et al., 1998; B¢ et al., 2001).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA'Y OBJETIVOS

Las dificultades observadas para una mayor difusion y adopcién de la 1A en ganado de cria,
hace necesario pensar en alternativas que hagan mas aceptada su implementacion a nivel
predial. El desarrollo de nuevas formulaciones hormonales para el control de la reproduccion
en bovinos junto con nuevos protocolos para su utilizacion, plantea la posibilidad de realizar
programas de Inseminacién a Tiempo Fijo (IATF) en rodeos de cria en nuestras condiciones
de produccion.

La IATF puede ser una alternativa a considerar para impulsar una mayor difusion de la 1A en
los rodeos de cria y mejorar la eficiencia reproductiva, a partir del acortamiento del anestro
posparto, asi como para incrementar el progreso genético, a partir de la utilizacién de
animales de mayor mérito. La utilizacion de protocolos de induccién/sincronizaciéon de celo
puede resultar en una herramienta importante, la cual al acortar el anestro posparto y

aumentar en consecuencia, el nimero de terneros al comienzo de la siguiente paricion.

Objetivos del estudio

I.  Comparar la respuesta  reproductiva observada en  protocolos de
induccidén/sincronizacion de celos que utilizan progestagenos, estradiol y GnRH para
la IATF en vacas de carne sobre pastizal natural sometidas a destete precoz

(Experimento 1y I1)

Il.  Caracterizar la dinamica folicular y determinar el momento de la ovulacion de vacas
de carne en postparto tratadas con protocolos hormonales de induccidn/sincronizacion
de celos basados en la utilizacion de progestagenos, estradiol y GnRH (Experimento
).

[1l.  Determinar el momento de la ovulacion de acuerdo a la formulacion comercial de
benzoato de estradiol utilizada en protocolos de induccion/sincronizacién de celos que
utilizan CIDR-B, benzoato de estradiol y GnRH, en vacas de carne en anestro
postparto (Experimento V).
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ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

En la presente tesis se plantearon dos trabajos realizados a nivel de campo — con un alto
nimero de animales- en los que se compararon los dos métodos de sincronizacién mas
difundidos: CIDR (Controlled Internal Drug Releasing Device) con estrégenos y GnRH-
PGF2a-GnRH) con el esquema tradicional de manejo en vacas de cria con destete precoz
(Experimentos 1 y II). La baja fertilidad obtenida, pese al alto porcentaje de vacas en celo al
momento de la IATF, motivd experimentos mas controlados para determinar el momento de
la ovulacion de acuerdo a los tratamientos farmacoldgicos, su relacion con los celos vy el
tiempo recomendado para realizar la IATF (Experimentos 111 y IV). Ademas se determing el
efecto de diferentes formulaciones comerciales de benzoato de estradiol sobre la presentacion

de los celos y la ovulacion (Experimento V).

MATERIALES Y METODOS

Disefio general de los experimentos
Animales y manejo

En los cuatro experimentos se utilizaron vacas de carne de raza Hereford en el periodo
postparto, excepto en el experimento Il en el cual se utilizaron vacas Hereford puras y cruzas
Hereford con raza Normando (HxN). Los animales pastorearon durante todo el periodo
experimental sobre pastizal natural, no recibiendo ningan tipo de suplemento. En todos lo
experimentos los animales se encontraban amamantando previo al inicio de los experimentos.
En los experimentos 1 y 11 se realizo destete precoz (retiro definitivo del ternero de su madre)
7 (siete) dias antes del inicio de los experimentos. En los experimentos Il 'y IV los animales
fueron destetados a las 48 horas de colocado el CIDR. Los terneros destetados tenian, en
todos los casos, mas de 50 dias de edad y mas de 70 kg de peso vivo.

En todos los experimentos los trabajos de IA fueron realizados durante el verano (entre los
meses de diciembre y febrero). Los criterios de estratificacion de los grupos para la asignacién
de los animales fueron: el EC al inicio de los tratamientos, los dias posparto y la paridad
(primipara/multipara). No se incluyeron en los grupos animales con EC menor a 3 (escala del
1: emaciada, 8: obesa, Vizcarra et al., 1986). La determinacion del comportamiento estral se

realizd mediante dos observaciones diarias a campo cada 12 horas (AM/PM), por un periodo
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de 40 minutos cada vez. Se identifico al animal en celo como aquella vaca que permanecia
quieta mientras era montada por otra vaca. La observacion se realiz6 por personal
debidamente entrenado. En los grupos bajo tratamiento hormonal, previo a la IATF, se
apartaron y registraron todos los animales que se encontraban en celo. EI semen utilizado en
todos los servicios fue previamente aceptado en cuanto a su fertilidad potencial (Fernandez,
2001). En todos los grupos en los que se realizd IATF a los 13 dias siguientes, se juntaron y
observaron nuevamente los animales, aquellos que manifestaron comportamiento de celo

fueron apartados e inseminados.

Hormonas utilizadas

Progestagenos: en todos los experimentos se utilizé CIDR® (Controlled Internal Drug
Releasing Device; Inter Ag. Hamilton, New Zealand), dispositivo intravaginal de silicona
inerte, que contiene 1,38 g de P4 natural micronizada.

Estradiol: se emple6 benzoato de estradiol (BE) en dos formulaciones (Benzadiol®;
Universal Lab, Uruguay, conteniendo 0,5 mg/ml y Benzoato de Estradiol®, Laboratorio Rio
de Janeiro, Argentina, conteniendo 1 mg/ml). Se administraron 2 mg im como primera'y 1 mg
im como segunda dosis.

Prostaglandina: se utiliz0 un analogo sintético de PGF2a (Delprostenate)
(Glandinex®, ONO; Tokyo, Japon).

GnRH: se utilizé el andlogo sintético de GnRH acetato de buserelina (Receptal®,

Hoecht Roussel Vet; Weisbaden, Alemania) a una concentracion de 0,0042 mg/ml.

Cuantificacion de P4

Se extrajeron muestras de sangre por puncion de vena yugular y se colectaron en tubos
heparinizados (Heparina Sodica, 5000 Ul). Las muestras fueron centrifugadas a 2500 rpm
durante 20 minutos, se extrajo el plasma sobrenadante y se almacend a -20°C, hasta el
momento de la cuantificacion de P4 mediante RIA en fase sélida (Experimentos I, 11 y I11).
Las determinaciones se realizaron en el Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de
Veterinaria. Para ello se utilizé un kit comercial (DPC Diagnostic Product Co.; Los Angeles,
CA, EEUU), con una sensibilidad (concentracién minima detectable de hormona) de 0,05
ng/ml de progesterona. El coeficiente de variacion intra e inter ensayo fue inferior al 10%.
Para la determinacion del restablecimiento de la actividad ovarica posparto se considero el

siguiente criterio: 1 ng/ml (3,2 nmol/l) como la concentracion menor en plasma de P4 que
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indica la existencia de tejido luteal funcional (Meikle & Forsberg, 2001). Los valores entre
0,5y 1ng/ml (1,6 a 3,2 nmol/l), también fueron considerados como indicadores de actividad
luteal cuando esa concentracion (suprabasal) se mantuvo elevada en dos muestras

consecutivas.

Diagnostico de gestacion

En todos los experimentos se determind la fertilidad por ecografia transrectal a los 40-
45 dias de realizada la IATF, utilizando un ecografo Pie Medical Tringa® provisto de un
transductor 5/7,5 MHz. A los 60 dias de finalizado el periodo de entore se evalud la prefiez

final, mediante ultrasonografia y palpacién rectal.

Andlisis estadistico

Las frecuencias de animales que manifestaron celo, ovularon, las tasas de fertilidad a
IATF (vacas gestantes a IATF/vacas tratadas) y fertilidad final (vacas gestantes a IATF mas
servicio de repaso/vacas tratadas) fueron comparadas por el test de Chi cuadrado o test exacto
de Fisher (Siegel, 1956). Las variables que implicaron observaciones repetidas en el tiempo
(diametro folicular, concentracion de P4), se analizaron por el procedimiento mixto de SAS
(SAS, 2002). EI modelo estadistico incluyd los efectos de los tratamientos, categoria
(primipara vs. multiparas), EC al momento de iniciar los experimentos, dias posparto e
interacciones entre estas. La estructura de la covarianza fue autoregresiva de orden 1, e
incluyé al individuo como efecto al azar. Se considero significativo si P<0.05. Los resultados

se expresan como medias + error estandar
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Experimento |
Lugar, animales y tratamientos

Se utilizaron 100 vacas Hereford pertenecientes al rodeo de cria de la Estacion
Experimental “Mario A. Cassinoni” Facultad de Agronomia (latitud Sur 33°, longitud Oeste
57°; Paysandu, Uruguay). Al momento del inicio de los tratamientos los animales tenian 82,5
+11,7 (51 a 116) dias posparto y 3,5 +0,5 (3 - 4,75) de EC. Siete dias antes del inicio de los
tratamientos (Dia -7), se realizo el destete de los terneros. Al momento de la separacion de los
terneros y del inicio de los tratamientos hormonales (Dia 0), se tomaron muestras de sangre en
todos los animales para la determinacion plasmatica de P4.

Los animales fueron adjudicados a dos grupos homogéneos de 50 animales cada uno segun
fecha de parto, EC al inicio del tratamiento y categoria (primipara/multipara). A las vacas del
Grupo CIDR+BE (n=50) se les inserto un CIDR (Dia 0), junto con la administracion
intramuscular de 2 mg de benzoato de estradiol (BE); a los ocho dias se retird el CIDR (Dia 8)
y se administro en forma intramuscular PGF2a (Delprostenate, 800ug) (Diagrama 1). A las 24
horas posteriores (Dia 9) se administrd 1 mg de BE y a las 24 horas subsiguientes (Dia 10), se
realizd la IATF. La IA fue realizada por el mismo operador debidamente entrenado, mediante
el método recto vaginal. Se utiliz6 semen de un mismo toro con evaluacién de fertilidad. El
Grupo Control (n=50) fue inseminado convencionalmente a celo visto natural durante 60
dias, segun el esquema deteccion AM/PM.

Todos los animales del Grupo CIDR+BE se resincronizaron a los 23 dias de iniciados los
tratamientos. Se reinsertd el dispositivo intravaginal CIDR (reutilizado), junto con la
administracion intramuscular de 1 mg de BE. El dispositivo permanecié en el animal durante
8 dias. El Dia 31 se procedio al retiro del CIDR, a las 24 horas (Dia 32) se administré 1 mg de
BE. A partir del Dia 33 y hasta el Dia 35 se inseminaron los animales a celo visto,
detectandose celos 2 veces al dia (AM/PM).
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Diagrama 1: Esquema del protocolo desarrollado en el Experimento I.

Inseminacion a tiempo fijo

Manejos Farmacolégicos y su relacién con el momento de la ovulacion

Dia 0 Dia 8 Dia 9 Dia 10
l | I |
SO GBS S oy
Insercion del CIDR Remocion del Inyeccion de IATE :
) ) Control de
mg de BE im CIDR + PGF2a 1mg de BE im
celos
Resincronizacion
Dia 23 Dia 31 Dia 32 Dia 33-35
Insercién del CIDR Remocién del Inyeccion de
Control de
usado + 1 mg CIDR 1mg de BE im
celos + 1A
de BE im
Resultados

En la Tabla 1 se resumen los principales resultados obtenidos en el Experimento |.
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Tabla 1: Porcentaje de animales ciclando, celos, fertilidad al primer y segundo servicio y
fertilidad final en vacas de carne sometidas a destete precoz e IATF con tratamiento

CIDR+BE 6 lote Control sin sincronizacién.

Tratamientos

CIDR+BE CONTROL
% (n=150) % (n=50)
Vacas ciclando previo 42 (2/46%) 4 (2/47%)°
destete precoz
Vacas ciclando pos 46 (22/47*) @ 51 (24/47%) @
destete precoz
Celos a la IATF 78 (39/50)
Fertilidad al 1* servicio 28 (14/50) 71 (29/41) °
Fertilidad al 2 servicio 39 (14/36) ® 75 (6/8) @
Fertilidad final 56 (28/50) ® 70 (35/50) ®

Fertilidad al 1% servicio: animales gestantes/animales tratados a la IATF o animales IA por celo natural (grupo
Control). Fertilidad al 2 servicio: animales reinseminados/gestantes o animales que repiten servicios e 1A
nuevamente del grupo control. Fertilidad final: animales gestantes/total de animales de cada grupo.Test de 2
con correccién de Fisher-Yates. Para misma fila: a vs.b, P<0.05.

*: La diferencia observada con el total de animales y las muestras analizadas para la determinacion sanguinea de
P4, es producto de que al realizar el procesamiento algunas muestras debieron ser desechadas.

Discusion

Los animales ciclando previo al destete precoz al dia 76 posparto, coinciden con lo reportado
por trabajos nacionales (Menchaca et al., 2005), en donde se informa que cerca del 90% de las
vacas se encuentra en anestro al momento del inicio de tratamientos de sincronizaciéon de
celos en vacas de carne en posparto. Esta informacion se relaciona con reportes nacionales en
los que se establece que la situacion de anestro se continta durante el desarrollo del entore.
De Nava (2008) observo un 9% a un 35% de anestro en vacas con cria al pie, entre la mitad y
el final del segundo mes de entore.

El alto porcentaje de animales en celo al momento de la IATF observados en el protocolo
CIDR-B+BE, evidencia que existié un importante efecto en la sincronizacion de los celos con

este tratamiento. Similares resultados obtuvo Lammoglia et al. (1998), trabajando con
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vaquillonas ciclicas y vacas postparto en anestro. Sin embargo, este alto porcentajes de celos
del experimento I no se reflejo, como se podria esperar, en un alto porcentaje de fertilidad al
servicio de IATF. Tampoco los resultados en prefiez luego de la resincronizacion fueron
buenos registrandose una fertilidad final para el grupo CIDR+BE bioldgicamente inferior,
pero no diferente, respecto al grupo Control. Una posible explicacion a esta diferencia es que,
el grupo a celo visto natural (Control), tuvo mas tiempo de recuperacion luego del parto,
resultando posiblemente en celos més fértiles que el celo inducido. Los porcentajes de celo
observados al momento de la IATF coinciden con reportes de trabajos regionales realizados
en animales en pastoreo (B0 et al., 2001; 2003; 2005 y Cutaia et al., 2003), pero no asi los
resultados alcanzados en concepcion a la IATF (Cutaia et al., 2003). Descartando la
posibilidad de problemas en los factores que no fueron una variable entre los tratamientos
(material seminal, técnica y operario que realizd la IA, condiciones climaticas, etc.), otras
posibles causas en los bajos resultados de fertilidad a IATF observados se podrian atribuir a
problemas en la dosis final de benzoato de estradiol utilizada en el protocolo CIDR+BE
(Img), la cual pudo haber producido manifestacion de celos sin ovulacién, alterando los
resultados finales del experimento. Sin embargo, Lamoglia et al. (1998), reportan que en
vacas en postparto a mayor dosis de benzoato de estradiol (0, 0.25, 0.5 6 1.0 mg), mayor fue

la tasa de prefiez luego de la remocion del dispositivo intravaginal.
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Experimento II:

Lugar, animales y tratamientos

Se emplearon 100 vacas pertenecientes a un rodeo comercial, ubicado en la zona de
areniscas de cretacico, en el departamento de Paysandu (Uruguay).

Los animales al momento del inicio de los tratamientos tenian 79,4 £23,9 (rango 44 a
182) dias posparto y 3,5 +0,5 (rango 3-4,5) de EC (Vizcarra et al., 1986). El destete se realiz6
siete dias antes del inicio de los tratamientos (Dia -7). Al momento de la separacion de los
terneros para la realizacion del destete (Dia -7) y al momento del inicio de los tratamientos
hormonales (Dia 0) se tomaron dos muestras de sangre en todos los animales para la
determinacion plasmatica de P4.
Los animales fueron asignados a dos lotes de 50 animales cada uno, distribuyéndose segun
fecha de parto, EC al inicio del tratamiento, categoria (primipara/multipara) y raza.
A las vacas del grupo CIDR+BE (n=50) el Dia 0 (inicio de los tratamientos) se procedio a la
insercion del dispositivo intravaginal CIDR-B, junto con la administracion de 2 mg im de BE.
A los ocho dias (Dia 8) se retiro el dispositivo intravaginal CIDR y se aplicaron 800 ug im de
PGF2a (delprostenate). A las 24 horas siguientes (Dia 9) se administro 1 mg BE, y a las
siguientes 24 horas (Dia 10) se realizé la IATF (Diagrama 2).
A las vacas del grupo Ovsynch® (n= 50), el Dia 0 (inicio del tratamiento) se les administré 8
ug de acetato de buserelina. Siete dias después (Dia 7) se administraron 800 ug de PGF2a
(delprostenate). A las 48 horas siguientes (Dia 9), se inyect6 nuevamente 8 ug de buserelina.
Al dia siguiente (Dia 10) se realiz6 la IATF teniendo como referencia realizar el
procedimiento entre las 15 a 20 horas de la inyeccién de buserelina (Diagrama 2). Se detecto
celo 2 veces por dia en ambos grupos.
La inseminaciéon de ambos grupos fue realizada por el mismo operador mediante el método
recto vaginal. En todos los animales inseminados se utiliz6 semen del mismo toro con
evaluacion de fertilidad previa a su utilizacion. A partir de los 13 dias de la IATF se realizo el
repaso de los servicios en ambos tratamientos. Se utilizd (entre el ingreso al servicio y la
ecografia) un 8% de toros sin problemas sanitarios y libres de patologias de la reproduccion
(Geymonat, 1985b; Fernandez, 2001); y se mantuvieron en el rodeo, en el mismo porcentaje,
hasta el dia 84 post IATF.
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A los 40 dias de la IATF se realizo la ecografia para determinar la tasa de concepcion al
servicio de IATF, y se retiraron del rodeo las vacas gestantes. La prefiez final se determind,
mediante palpacion rectal, a los 45 dias luego del retiro de los toros.

Diagrama 2: Esquema de los protocolos desarrollados en el Experimento |1

a) Protocolo IATF CIDR+BE/PGF2a/BE/IATF

Dia0 Dia 8 Dia 9 Dia 10
| | | |
SO QS S o
Insercion del CIDR Remocion del Inyeccion de IATF +2m.
de BE i/m CIDR + PGF2a 1mg de BE i/m Control de
celos

b) Protocolo IATF: Ovsynch ®

Dia0 Dia 7 Dia 9 Dia 10
| | | |
Qo O S S
Administracion de Administracion de Administracion de IATF
8 ug de 800 ug de 8 ug de 15- 20 hs
buserelina im delprostenate im buserelina im Pos GnRH
Control de
celos
Resultados

Los resultados evidencian que mientras al momento del destete (Dia -7), solo el 7 % de los
animales estaba ciclando (4 del grupo CIDR-B y 3 del grupo Ovsynch®), 7 dias después el
51% tenian actividad ciclica: 44% (21/48) de los animales del grupo CIDR+BE y 58%
(26/45) de los del grupo Ovsynch® (P>0.05). La diferencia registrada entre el total de
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animales de los grupos experimentales y las muestras analizadas para la determinacion de P4,
es producto de que al realizar su procesamiento algunas muestras debieron ser desechadas.

Un porcentaje mayor de animales del grupo CIDR+BE que del grupo Ovsynch® estaba
ciclando al momento de la IATF (P< 0,05) (Tabla 2). Sin embargo no existieron diferencias
en el porcentaje de fertilidad a la IATF entre los grupos de tratamiento. Un porcentaje mayor

de vacas del grupo CIDR+BE result6 gestante luego del repaso con toros.

Tabla 2: Vacas en celo al momento de realizar la inseminacion a tiempo fijo (IATF), tasas de
fertilidad a la IATF y de fertilidad final luego del repaso con toros en animales sincronizados

con CIDR+BE 6 con el protocolo Ovsynch®.

) Vacas en celo Fertilidad a IATF Fertilidad
Tratamiento .
alalATF (%) (%) Final (%)
CIDR+BE 78 (39/50) ? 30 (15/50)° 92 (46/50)*
Ovsynch® 28 (14/50)° 20 (10/50)® 74 (37/50)°

Fertilidad a la IATF: animales gestantes/animales inseminados a tiempo fijo. Fertilidad final:

animales gestantes/total de animales de cada grupo. a vs b P< 0,05.

Discusién

En el Experimento Il se reportan similares resultados al Experimento | en lo referido al
anestro presente previo al destete precoz, (96 y 93% respectivamente). Trabajos nacionales
(Vazquez et al., 2002), reportan un significativo efecto del destete precoz realizado a los 84
dias posparto sobre el reinicio de la ciclicidad ovarica. En estos trabajos se observa gque a los
18 dias posteriores al destete el 50% de los animales destetados habian comenzado a ciclar.

Estos datos estan en coincidencia con la informacion internacional que establece que la
eliminaciéon de las aferencias inhibitorias (olfativas, visuales, tactiles), generadas por la
presencia del ternero cuando este esta junto a su madre, promoveria un rapido reinicio de la
actividad ciclica, al inducir un incremento de los pulsos de LH suficiente como para estimular
la ovulacion (Viker et al., 1993; Lamb et al., 1997; Stevenson et al., 1997; Mackey et al.,
2000). Se ha reportado que, que el efecto que ejerce el ternero sobre el metabolismo de su
madre es muy importante no solo por el “efecto succion” generado por el mamado, Sino por
los efectos de su presencia e interaccion social (Short et al., 1990, Stevenson et al., 1997). Sin
embargo, y a pesar del efecto generado por el retiro del ternero sobre el aumento de los

niveles de progesterona, no se observé una importante respuesta en fertilidad a la IATF. Esto
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podria estar asociado a que se ha reportado que el primer ciclo posparto en la vaca de carne,
puede ser ademas de silente (sin comportamiento homosexual), de corta duracion, lo que
podria indicar que el CL formado no tiene una vida media adecuada y que debido a la
ausencia de preparacion del ttero por la P4, pequefios niveles plasmaticos de PGF2a podrian
provocar la lute6lisis temprana (Stagg et al., 1995; Bencharif et al., 2000; Roche & Diskin,
2005). Esto podria deberse a una mayor sensibilidad a la oxitocina en etapas tempranas del
ciclo estral, lo que estimularia una potencial liberacion de PGF2a (Makey et al., 2000).

En forma similar a lo reportado en el Experimento I, se registrd6 un alto porcentaje de
animales en celo al momento de la IATF en el grupo CIDR+BE. Este porcentaje de animales
en celo resultd mayor que lo observado en el grupo Ovsynch® (P<0.05). Sin embargo, no
existieron diferencias significativas entre grupos en porcentajes de fertilidad luego de la
IATF, pero si en fertilidad final al finalizar el servicio de repaso con toros.

Como posible explicacion a los resultados encontrados, y al igual que en el Experimento 1, se
podria pensar en la presentacion de celos farmacoldgicos sin ovulacién en los animales
tratados por el protocolo CIDR+BE. Burke et al. (2000), reportan que la administracion de 1
mg de BE promueve efectivamente tanto el “turnover” folicular como la sincronizacion de los
eventos foliculares que lideran la ovulacién y el desarrollo de un foliculo dominante. Una
explicacion a nuestros bajos resultados estaria dada por una posible asincronia entre el
momento de la ovulacion, y el momento de la realizacién de la IATF.

El protocolo Ovsynch® no mejord lo resultados de fertilidad del protocolo CIDR tras la
IATF, resultando bajos ambos protocolos. De la misma forma, en un estudio realizado en
vacas de leche utilizando un protocolo Ovsynch®, el porcentaje de prefiez fue de un 21%
(Rhodes et al., 2003). Por el contrario, Roy & Twagiramungu (1996) reportan que, vacas
amamantando sometidas a un protocolo GnRH-PGf2a-GnRH, fué muy efectivo al realizar la
IATF (62 % de prefiez), en tanto Nebel y Josbt (1998), reportan un 38% de prefiez en vacas en
lactacidn. Pareceria que una respuesta dptima a este protocolo se logra cuando se consigue un
periodo de elevadas concentraciones de P4 luego de la primera inyeccién de GnRH, i.e.,
cuando el foliculo dominante presente ovula como respuesta al tratamiento (Rhodes et al.,
2003). Otro elemento importante a considerar es el momento en el cual se realiza la IATF. En
este ensayo se realizé a las 16 horas de la segunda inyeccion de GnRH. Segun lo reportado
por la bibliografia, no existiria diferencia entre la IATF a las 8, 16 0 24 horas luego de la
segunda inyeccion de GnRH (Whisnant et al., 1999). También se ha reportado, en este caso
en vacas lecheras, que es importante considerar el momento posparto al realizar la IATF.

Vacas que se encontraban con mas de 76 dias posparto presentaron mayores tasas de prefiez
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por 1A que vacas que se encontraban entre 60-75 dias posparto. Segun esta informacion, los
trabajos de IATF que optimizan los resultados con el protocolo Ovsynch®, se deberian
realizar con animales con méas de 75 dias posparto (Nebel & Jobst, 1998). Con ello se
alcanzaria una mayor cantidad de dias parto-inicio de los tratamientos (Pursley et al., 1997), 6
un mejor estado corporal al momento de iniciar los mismos. No siempre es uniforme la
respuesta a los tratamientos, debiéndose considerar ademas la edad de la vaca (himero de
partos) y el intervalo parto inicio de tratamientos (Rhodes et al., 2003). Baruselli et al. (2001),
plantea que con el protocolo GnRH/PGF20/GnRH, probado en condiciones pastoriles y con
vacas en anestro, se obtienen tasas de prefiez muy bajas (15-19%), mientras que en vacas que
estaban ciclando antes del tratamiento reporta un 45% de prefiez a la IATF. Por esta razén se
recomienda el uso del protocolo Ovsynch® solo en animales que estén ciclando, situacién
poco comun en nuestros de cria rodeos manejados en condiciones extensivas (Rodriguez
Irazoqui et al. 2003; Menchaca et al., 2005), o en animales sometidos a manejos de control
del amamantamiento (Geary et al., 2001). Sin embargo existen reportes, bajo condiciones de
produccién con mejor nivel nutricional posparto, en las que el protocolo Ovsynch® induce la
ovulacion en un 83% de vacas en anestro (Geary et al. (1998).

Informacion regional reporta que en animales en condiciones pastoriles los mejores resultados
en IATF, utilizando CIDR+BE, se logran con un EC de 2,5 a 3 (escala del 1-5, equivalente a
4-4,75 en la escala 1-8 utilizada en Uruguay, segin Rovira, 1996), obteniendo un 52 a 57% de
prefiez a la IATF (Cutaia et al., 2003).

En el Experimento 11, los resultados observados de prefiez final luego del repaso con
toros, permiten suponer que, con una pérdida del 12% entre prefiez/destete (Geymonat,
1985a), se obtendran porcentajes de procreos superiores a la media anual histdrica nacional,
que se ubica en el entorno del 60% (DIEA-MGAP, 2003). Los resultados reportados
indicarian que algunos de los puntos considerados anteriormente estarian afectando los
resultados finales, fundamentalmente los dias posparto y el EC al inicio del tratamiento, lo
cual podria estar relacionado al estatus folicular previo al inicio de los tratamientos. Los dias
parto-inicio del servicio del toro pueden haber determinado el buen resultado final. Si se
considera valida la hipdtesis de que el primer CL posparto podria tener una sobrevida menor,
cuando se realiza el servicio con el toro el CL formado podria ser de vida media normal y por
lo tanto con mayores chances de mantenimiento de la prefiez si se estableciera una fertilidad
normal. Ademas los dias posparto y el retiro del ternero posibilitarian que la vaca mejore su
EC. Segun lo reportado por Short et al. (1988), el corte de la produccion de leche

direccionaria el gasto energético hacia las funciones reproductivas. Estos efectos no son de
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observaciéon inmediata, la recuperacion del EC lleva un tiempo y esta se podria haber
establecido cuando se produjo el ingreso de los toros al servicio mejorando sustancialmente

los resultados finales.

Experimento 111
Lugar, animales y tratamientos

Se utilizaron 30 vacas Hereford primiparas y multiparas pertenecientes al rodeo de cria de
la Estacion Experimental “Mario A. Cassinoni” Facultad de Agronomia, (33° LS; Paysandu,
Uruguay), que pastaron en campo natural. Al inicio de los tratamientos los animales tenian un
estado corporal de 3,75 £0,03 (3,5-4) y se encontraban con 75,8 +12,0 (59-100) dias posparto.
Se registrd el EC de todos los animales, al parto, al inicio y al fin de los tratamientos.

Los animales fueron asignados a tres grupos (n=10), segun estado corporal al momento
de la primera ecografia previa al inicio de los tratamientos (dia -7), fecha de parto y categoria
(primipara/multipara). Todos los animales al inicio del experimento se encontraban en anestro
(sin CL ni foliculos mayores a 5 mm de diametro).

Grupo CIDR+E2: el Dia -8 se insertaron CIDR, junto con 2 mg de BE. Ocho dias mas tarde
se retiraron los CIDR y a las 24 h (Dia 1) se administré 1 mg de BE. Al dia siguiente (Dia 2)
se realiz6 la IATF, 48 horas posteriores al retiro del CIDR (Diagrama 3).

Grupo GnRH: el Dia -8 se realizé la insercion del CIDR junto con 2 mg de BE. El Dia 0 se
retir6 el CIDR, a las 48 horas (Dia 2) se administré 8 ug de buserelina im al momento de la
inseminacion de los animales (Diagrama 3).

Grupo Control: el Dia -8 se insertaron los CIDR junto con 2 mg de BE. A los 8 dias (Dia 0)
se retiraron los CIDR, y a las 48 horas (Dia 2) se realiz6 la IATF. No se administré ninguna
hormona luego de la insercion del CIDR (Diagrama 3) .

La IATF en todos los grupos bajo tratamiento hormonal, fue realizada por un solo operario
debidamente entrenado y mediante el método recto vaginal. En todos los animales se utilizo
semen de un mismo toro con evaluacion de fertilidad. Entre el dia 1 y 5 pos retiro del CIDR,
se determind el comportamiento estral mediante dos observaciones diarias a campo cada 12

horas (AM/PM). A los 13 dias posteriores a la IATF se volvieron a observar los animales
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inseminados durante 45 dias se inseminaron nuevamente los animales que repitieron el

servicio.

Diagrama 3: Esquema de los protocolos realizados en el experimento 111

a) Grupo CIDR+E2

Dia 0 Dia 8 Dia 9 Dia 10
N 00 o e
Insercién del CIDR Ig:ién del Inyeccion de IATF +2
mg im de BE CIDR 1mg im de BE Control de
celos
b
b) Grupo GnRH
Dia 0 Dia 8 Dia9 Dia 10
N & e
Insercion del CIDR Remocion del IATF
+2mg im de BE CIDR + Inyeccion im de
8 W de buserelina
Control de
celos
¢) Grupo Control
Dia 0 Dia 8 Dia 9 Dia 10
N & ¢
Insercion del CIDR Remocion del IATF +2
mg im de BE CIDR Control de
celos

31



Dr. Marcelo Rodriguez Irazoqui Manejos Farmacolégicos y su relacién con el momento de la ovulacion

Seguimiento ecografico

A partir del dia del retiro del CIDR-B (definido como Dia 0) y hasta el Dia 5 (120 horas
post retiro del CIDR-B), se determinaron las estructuras ovaricas mediante ecografias diarias.
Para ello se utilizd un equipo Aloka 500 (Aloka Co., Ltd., Tokyo, Japon) provisto de un
transductor lineal de 7,5 MHz. Se localizaron los ovarios, con movimientos transversales
intrarectales de derecha a izquierda y viceversa. Se ubicaron los foliculos superiores a5 mmy
una vez ubicados las estructuras y determinada la mejor imagen se procedid a realizar un
mapeo de acuerdo a su ubicacion relativa dentro del ovario, junto con las mediciones
obtenidas con el calibre electronico (Griffin & Ginther, 1992). La presencia del foliculo
preovulatorio se determind mediante el andlisis retrospectivo de los registros ecograficos. El
dia de la ovulacion se determind cuando a la siguiente ecografia el foliculo preovulatorio
habia desaparecido (Pierson et. al., 1988; Ginther et. al., 1996; Ginther, 2000)

Obtencion de muestras sanguineas

Se realiz6 extraccion de sangre por venopuncién yugular para la determinacién de la
concentracion plasmatica de P4 en el momento de colocar y de retirar los CIDR-B,
diariamente entre los Dias 1y 5, y a los 7 y 15 dias de la IATF.

Diagnostico de gestacion

Se realizdé mediante ecografia transrectal el Dia 40 pos IATF. A los 60 dias de finalizado el

periodo de servicios se evaluo la prefiez final.

Resultados

El 77% (23/30) de los animales tratados manifestd el celo dentro de las primeras 120 horas
del retiro del dispositivo CIDR-B. La distribucion de celos a las 42 y 54 horas posteriores al

retiro del CIDR-B se muestra en la Figura 1.

32



Dr. Marcelo Rodriguez Irazoqui Manejos Farmacolégicos y su relacién con el momento de la ovulacion

10 - 9
o 81
8
s 6 5
2 4
g 4 A 3
z 2
<,
0
O 1 1

42hrs 54 hrs
Horas pos retiro del CIDR

Figura 1: Distribucion de celos segun horas pos retiro del CIDR y segln tratamiento

aplicado en vacas de carne en posparto CIDR+E22GnRH" Control ™

Un porcentaje mayor de animales del grupo CIDR-B+BE (9/10) se encontraba en celo a las
42 horas del retiro del CIDR (Figura 1), siendo significativamente diferente con respecto al
resto de los grupos (P=0,002). No manifestaron celo en ningin momento dentro del periodo
observado: 1 animal del grupo CIDR+EZ2, 2 del grupo GnRH, y cuatro del grupo Control.

El diametro folicular determinado entre el Dia 0 y el dia 3 luego del retiro de CIDR-B fue
afectado por la categoria. Las vacas multiparas presentaron un mayor didmetro folicular que
las primiparas (11 £0.4 vs 10 £0.3 mm; P=0,008). No hubo efectos significativos del intervalo
posparto y ni del EC. La evolucion del diametro folicular luego del retiro del CIDR+E2 fue
diferente a la de los animales Control (Figura 2). No hubo diferencias en esta variable entre
los grupos CIDR+E2 vs. GnRH y GnRH vs. Control.

33



Dr. Marcelo Rodriguez Irazoqui Manejos Farmacolégicos y su relacién con el momento de la ovulacion

8 - Ovulacion

Diametro folicular (mm

0 1 2 3
Dias Pos retiro del CIDR-B

Figura 2: Diametro del foliculo mayor hasta su ovulacion, segin tratamiento aplicado
normalizado al momento del retiro del CIDR (Dia 0). CIDR+E2 ®10 + 0.65 mm, Control®
13,5 +0.84 mm, GnRH* 11.8 +0.83 mm.

El 89% (8/9) de los animales que ovularon en el grupo CIDR+E2 lo hicieron a las 60 horas

de retirado el CIDR-B (Tabla 3). De los animales tratados con GnRH, el 40% (4/10) ovul6 a
las 60 horas y el 60% restante (6/10) a las 84 horas.
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Tabla 3: Momento en el que se produce la ovulacién y porcentaje de animales que ovularon

de acuerdo al protocolo empleado en la sincronizacion de celos post retiro del CIDR.

Momento de la ovulacion (hs)

Grupo Ovularon a las Ovularon a las Ovularon/Tratadas
60 hs 84 hs
% % %

CIDR+E2

(n=10) 80(8)**  11(1)¥ 90 (9) 2

GnRH 40 (4) @ 60 (6) 100 (10)*

(n=10)

Control 40 (4) @ 50 (5) 90 (9)°

(n=10)

Para una misma columna a vs. b, P<0.05. Para misma fila x vs. y, P<0.05.

En la Figura 3 se presentan las concentraciones de P4 de los animales de los distintos
tratamientos. Se observa una importante declinacion a partir del Dia 0, en concordancia con el
retiro de los dispositivos. Al dia Dia 2 (momento en donde se presenta la mayor cantidad de
animales en celo y dia de la IATF), las mismas se encuentran muy bajas (0,3 = 0,3 ng/ml).
Los niveles de P4 registrados fueron maximos los Dias 9 (4,1 = 0,3 ng/ml) y 16 (6,8 + 0,3
ng/ml).
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Progesterona (ng/ml

Dias posretiro del CIDR-B

Figura 3: Concentracion sérica de progesterona (media = EE) luego de retirado el CIDR (Dia
0). CIDR+EZ", GnRH 4 Control ®

No existieron diferencias significativas en las tasas de fertilidad obtenidas en la IATF (1/10,
6/10 y 5/10, para los grupos CIDR+E2, GnRH y Control respectivamente. En el grupo
CIDR+E el animal que quedo prefiado ovul6 a las 60 h. De los animales prefiados en el grupo
GnRH, 3 ovularon a las 60 horas y 3 a las 84 horas. Del grupo Control 3 de los animales

prefiados ovularon a las 60 horas y 2 a las 84 horas.
Discusion

El objetivo planteado fue determinar la ocurrencia y el momento de la ovulacion luego del
retiro del dispositivo CIDR, en vacas sometidas a destete precoz y EC medio (3.5-4). Se
realizo la comparacion entre el momento de la ovulacion, las manifestaciones de celo y el
porcentaje de prefiez a la IATF, luego de distintos tratamientos hormonales para la
sincronizacién/induccion del estro.

Los resultados observados muestran que el 80% de los animales del grupo CIDR+BE
ovularon dentro de las 60 horas posteriores al retiro del dispositivo CIDR. Este resultado es
similar a lo reportado por B0 et al. (1995; 2002). En trabajos utilizando protocolos similares
(Cutaia et al. 2003; Bo et al., 2005), utilizando fuentes exdgenas de P4 (CIDR) junto con
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benzoato de estradiol, el momento de la ovulacion luego del retiro del dispositivo CIDR, fue
en promedio a las 66 horas. B6 et al. (1995; 2002), reportan la importancia de la
administracion de benzoato de estradiol al comienzo del tratamiento con el objetivo de inducir
la atresia del foliculo mayor, y también evitar la ovulacion de un foliculo viejo que deprimiria
la fertilidad.

En el grupo GnRH, solo el 40% de los animales ovularon en un periodo similar al grupo
CIDR+BE (60 horas post retiro del CIDR), el 60% restante lo hizo a las 84 horas. Finalmente
en el grupo Control (CIDR+IATF), la distribucion observada fue de 40% a las 60 horas y
50% a las 84 horas, luego del retiro del dispositivo (1 vaca ovulo a las 120 horas del retiro del
CIDR). Estos resultados nos indican que existidé una importante concentracion de las
ovulaciones en el grupo CIDR+E2, mientras que en los otros grupos los tratamientos fueron
menos efectivos en lograr ovulaciones méas agrupadas. El benzoato de estradiol dado a las 24
horas luego del retiro del CIDR, favorece la concentracion y la sincronia de las ovulaciones
(Lane et al., 2001; BO et al. 2001) y promueve la presentacion de signos de celo, seguido de
un ciclo estral de duracién normal, cuando ademas del tratamiento con CIDR+BE se le separa
el ternero a la vaca (Makey et al., 2000). Tiene por lo tanto el objetivo de gatillar la ovulacion
a través del estimulo del pico de LH pre ovulatorio y también contribuiria a lograr una mayor
precision y concentracién de las ovulaciones.

Para obtener buenos resultados de fertilidad es importante considerar el momento en el que se
realiza la inseminacion artificial, el momento en el cual ocurre la ovulacién y la sincronia con
el que ambos ocurren. Se plantea que el momento 6ptimo para realizar la 1A y no afectar los
resultados, es entre las 8 a 12 horas antes del momento de la ovulacion. Esto permitiria la
capacitacion de los espermatozoides en el tracto femenino, logrando una mayor fertilidad. La
asincronia entre ambas, es un factor muy importante, que puede afectar los resultados de
fertilidad.

El estudio del seguimiento de la dindmica folicular entre el Dia 0 y el Dia 3 post retiro del
CIDR, permitié observar que el diametro folicular fue afectado significativamente por la
categoria (primiparas vs. multiparas, P<0.008). Las vacas multiparas presentaron un mayor
diametro folicular en el periodo estudiado que las primiparas, 11+0,4 vs 10+0,3 (P<0.008).
Esta observacion estaria explicada por la posibilidad de que las vacas multiparas tengan una
recuperacion mas rapida luego del parto a partir de un mejor balance energético. Estas
diferencias indicarian que las vacas multiparas, a igual dias posparto, tendrian un mayor
desarrollo folicular, que las primiparas. Por otra parte, en el Experimento Il no existié efecto

de los dias pos parto y del EC sobre el diametro folicular, producto en este ultimo caso de la
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utilizacion de animales muy homogéneos en EC. B4 et al. (2003) reporta, basado en un
numero muy importante de datos, la importancia del EC. Las caracteristicas de produccion de
nuestra region, pastoreo en pastizal natural y en condiciones extensivas, hacen que se
prolongue el anestro posparto, lo cual se traduce en importantes pérdidas econémicas para el
sector de produccion de carne. En ese sentido, el autor plantea que, para lograr buenos
resultados en la IATF, los animales deberian tener una condicién corporal minima al inicio de
los tratamientos de 2,5 en la escala del 1-5, que equivaldria a 4 en la escala del 1-8 utilizada
en el Uruguay (Rovira, 1996). Los resultados en prefiez reportados por este autor, siguiendo el
criterio antes enunciado, se encuentran entre el 28% (vacas con cria al pie con EC de 4) y un
méaximo de 75% (vaquillonas con un EC de 5). Por lo tanto se propone que, para obtener
resultados aceptables, las vacas tengan un EC igual a 4 al momento de iniciar un programa de
sincronizacion de celos (B6 et al., 2003). De acuerdo a esto, las diferencias obtenidas en
cuanto a didmetro folicular estarian explicadas por el mejor EC de las vacas clasificadas con
EC >a 3,5, lo cual junto con el destete precoz favorecio el desarrollo del diametro folicular.
La IATF en este experimento fue realizada entre las 48 a 50 horas de retirado el CIDR.
Aquellos animales que presentaron ovulacion en promedio a las 60 horas pos retiro del CIDR,
y que no se les administré BE (tratamientos GnRH y Control), registraron altos porcentajes de
prefiez a la IATF. En estos animales la IATF se realizdé 10-12 horas antes de la ovulacion.
Mientras que aquellos animales que ovularon a las 84 horas (la IATF se realiz6 a las 34-36
horas antes de la ocurrencia de la ovulacién), los porcentajes de prefiez obtenidos fueron
menores para el grupo GnRH y grupo Control. Estos resultados indicarian que las ovulaciones
que ocurren mas alla de las 60 horas luego del retiro del CIDR presentarian problemas de
fertilidad, los cuales posiblemente estarian relacionados con la sobrevida del espermatozoide
en el tracto femenino.

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, el momento optimo para realizar la IATF
en los protocolos GnRH y Control, seria alrededor de las 50-56 horas luego del retiro del
CIDR. Informacién similar es reportada por B6 et al. (2001) y Cutaia et al. (2003). Estas
observaciones nos permiten pensar que si el semen utilizado es de buena calidad podriamos
esperar una alta fertilizacion de los ovocitos presentes.

Contrariamente a lo observado en los grupos GnRH y Control, el grupo CIDR+E2 presento
una alta sincronia en la ovulacion (80% de los animales ovularon a las 60 horas de retirado el
CIDR), pero fueron bajos los resultados en fertilidad a la IATF. Una de las explicaciones a
estos resultados estaria dada por una posible alteracion en el transporte espermatico

provocada por la dosis de estradiol empleada, o en el origen y calidad comercial del BE
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utilizado. Otra posible explicacion seria una pobre sefial del embrion a su madre, no
produciéndose correctamente el reconocimiento materno de la prefiez en las primeras etapas
del desarrollo gestacional (Mann & Lamming, 1995; Silva et al. 2002).

Los resultados de fertilidad a la IATF (54%) obtenidos por el tratamiento GnRH son
similares a lo reportados por Caccia et al., (2003), en cual logran un 60% de prefiez, en
experimentos realizados en condiciones ecoldgicas similares a las de nuestro experimento. La
administracion de GnRH induce la liberacion de LH y estimula la ovulacion del foliculo
dominante (tamafio > 10mm), entre las 20 — 30 horas posteriores a la inyeccién (Pursley et al.,
1995). Stevenson (2000), reporta que un tratamiento previo con un progestageno antes de la
administracion de GnRH, aumenta la induccion de la ovulacion en vacas en anestro y que no
estén ciclando.

Los resultados del tratamiento GnRH muestran que en el 100% de los animales se indujo la
ovulacién. Sin embargo la GnRH no pudo lograr una ovulacion sincrénica. Un grupo de
animales (4/10) ovul6 a las 10 horas de administrada la GnRH (aquellos que ovularon a las 60
horas del retiro del CIDR). Mientras que los animales que ovularon a las 84 horas de retirado
el CIDR (6/10), lo hicieron a las 34 horas posteriores a la administracion de la GnRH. Esta
puede ser una explicacion a las diferencias en porcentajes de prefiez obtenidas en el grupo
GnRH (75% para los que ovularon a las 60 horas y 50% para los que lo hicieron a las 84
horas), si bien el nimero de animales empleados no permite tener una conclusion definitiva.
El estudio de las concentraciones de P4 circulante muestran una fuerte caida luego del retiro
del dispositivo intravaginal CIDR. Los niveles de P4 de todos los animales,
independientemente del tratamiento, comienzan a aumentar paulatinamente luego de la
ocurrencia del estro (Dia 2). En las muestras tomadas a los 9 y 16 dias del retiro del CIDR, las
concentraciones séricas llegan a niveles mas elevados (4,12 +0,3 y 6,8 £0,3 mg/ml). Este
hecho indicaria que se ha desarrollado fases luteales normales luego de los tratamientos
implementados, y por lo tanto el desarrollo de un CL funcionante del ciclo o de prefiez. Estos
resultados confirmarian la hipétesis de que, luego del retiro del CIDR, se produciria un ciclo

estral con una duracién normal.
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Experimento 1V

Lugar, animales y tratamientos

Se utilizaron 38 vacas Hereford pertenecientes al rodeo de cria de la Estacion
Experimental “Mario A. Cassinoni” Facultad de Agronomia (33° LS; Paysandt, Uruguay)
que pastaron sobre campo natural. Al inicio de los tratamientos los animales tenian un EC de
3,5 £ 0,29 (3,25-4,5) y se encontraban con 83,6 +13,7 (64-110) dias posparto. Se registro el
EC de todos los animales al parto, al inicio y al final de los tratamientos.

Los animales fueron asignados a 3 grupos segun: estado corporal al momento de la primera
ecografia previa al inicio de los tratamientos (Dia -7), fecha de parto y categoria
(primipara/multipara). Todos los animales al inicio de los experimentos se encontraban en
anestro (sin CL ni foliculos mayores a 5 mm de diametro).

Se utilizaron dos formulaciones comerciales de BE: a) BEL: Benzadiol® (benzoato de
estradiol; Universal Lab. Montevideo, Uruguay), y b) BE2 (Benzoato de estradiol;
Laboratorio Rio de Janeiro, Argentina). El Dia -8 dia se insertaron los CIDR junto con 2 mg
de BE. Ocho dias méas tarde (Dia 0) se realiz6 la remocion del CIDR y a las 24 horas
siguientes (Dia 1) se administré 1 mg de BE (BE1y BEZ2. Al dia siguiente (Dia 2), se realiz6
la IATF. Se utilizé BE1 en 13 animales (Grupo BE1) y BE2 en 12 animales (Grupo BE2).
Grupo GnRH (n=13): el Dia -8 se realizé la insercion del CIDR junto con 2 mg de BEL. El
Dia 0 se procedi6 a la remocién del CIDR. A las 48 horas del retiro del dispositivo (Dia 2) se
administré 8 ug de buserelina y se realiz6 la 1ATF.

Para la IATF se utiliz6 el método recto vaginal y fue realizada por un solo operario
debidamente entrenado. En todos los animales se utilizd semen de un mismo toro con

evaluacion de fertilidad.

Diagrama 4: Esquema de los protocolos realizados en el experimento 1V.
a) Grupo CIDR+BE1

Dia 0 Dia 8 Dia 9 Dia 10
| I | |
Insercion del CIDR Remocion del Inyeccion de IATF +2
mg de BEL1 I/M CIDR 1mg de BE1 I/M Control de
celos

40



Dr. Marcelo Rodriguez Irazoqui

b) Grupo CIDR+BE2

Manejos Farmacolégicos y su relacién con el momento de la ovulacion

Dia0 Dia 8 Dia9 Dia 10
N 0 o @
Insercion del CIDR Igién del Inyeccion de IATF +2
mg de BE2 im CIDR 1mg de BE2 I/M Control de
celos
¢) Grupo GnRH
Dia0 Dia 8 Dia9 Dia 10
A -
Insercion del CIDR Remocion del IATF + +2
mg. de BE1 im CIDR Inyeccion de 8 u de
buserelina im
Control de
celos

Seguimiento ultrasonogréafico

A partir del dia del retiro del CIDR (definido como Dia 0) y hasta el Dia 5 (120 horas post
retiro del CIDR), se determinaron las estructuras mediante ecografias diarias. Para ello se

utilizé un equipo Aloka 500 (Aloka Co., Ltd., Tokyo, Japdn) provisto de un transductor lineal

de 7,5 MHz. Se localizaron los ovarios, con movimientos transversales intrarectales de

derecha a izquierda y viceversa. Se ubicaron los foliculos superiores a 5 mm y una vez

ubicados las estructuras y determinada la mejor imagen se procedio a realizar un mapeo de

acuerdo a su ubicacion relativa dentro del ovario, junto con las mediciones obtenidas con el

calibre electronico. La presencia del foliculo pre ovulatorio se determind mediante el analisis

retrospectivo de los registros ecogréaficos. El dia de la ovulacion se determind cuando a la

siguiente ecografia el foliculo preovulatorio habia desaparecido.
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Resultados

El porcentaje de animales en celo y la cantidad de animales que ovularon se presenta en la
Tabla 4.

Tabla 4: Efecto de la fuente del benzoato de estradiol sobre la tasa de ovulacion y el

porcentaje de celos luego del retiro del CIDR.

Tasa de Ovulacion* Celo
Grupo
% %

BE L 85 (11) ® 92 (12)®
(n=13)

Bk 2 50 (6) 66 (8)
(n=12)
GnRH 85 (11) ® 77 (10)®
(n=13)

BE 1: Benzadiol (Universal Lab), BE 2: Benzoato de estradiol (Laboratorio Rio de Janeiro ®,
Argentina). Test de %2 con correccion de Fisher-Yates, P < 0,05. * Tasa de ovulacion:

ovuladas/tratadas

No se observan diferencias entre tratamientos en tasa de ovulacion y animales en celo en el
periodo estudiado (Tabla 4).

El diametro folicular estuvo afectado por los tratamientos (Figura 5), observandose
diferencias entre los grupos BE1 y GnRH (9,3 +0,5, 109+ 0,4y 9,1 £ 0,4 mm para los
grupos BE1, GnRH y BE2 respectivamente; P=0,002). El diametro folicular también fue
influenciado por la paridad (10,7 + 0,3 vs. 8,8 = 0,5 mm, para vacas multiparas y primiparas
respectivamente; P=0,002) y por el EC (9,8 £ 0,2y 10,3 = 0,4 mm, para EC menor o mayor a
3,5 respectivamente; P=0,03).
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Diametro Fol. (mm
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Tiempo en dias post retiro del CIDR-B

Figura 5: Diametro del foliculo mayor hasta la ovulacion de acuerdo al tratamiento aplicado
- : , <o

y en relacion al momento del retiro del CIDR (Dia 0). BE™1 83 +12mm,BE2 91+1,0

mm,“GnRH 12,1 £ 0,8 mm"

No se observaron diferencias significativas entre grupos en el momento de la ovulacion. A las
60 horas de retirado el CIDR ovularon el 69% (9/13), 50% (6/12) y 46% (6/13) de los
animales de los Grupos BE1, BE2 y GnRH, respectivamente (Figura 6). El 67% (6/9), 50%
(3/6) y 60% (3/5) de los animales gestantes de los grupos BE1, BE2 y GnRH ovularon a las
60 horas.
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Figura 6: Cantidad de animales que ovularon y momento de la ovulacion en relacion a las
horas pos retiro del CIDR segun tratamiento aplicado. BE1 ,B®2  GHRH. O

Los resultados de fertilidad a la IATF observados fueron: Grupo BE1 46%, prefiandose el
67% de los animales que ovularon a las 60 horas del retiro del CIDR. EI Grupo BE2 alcanz6
un porcentaje de 25%, el 50% de los animales gestantes fueron los que ovularon a las 60
horas. Finalmente el Grupo GnRH la fertilidad obtenida fue de 54%, con una distribucion de
un 60% a las 60 horas y un 66 % a las 84 horas. No existieron diferencias significativas entre

los tratamientos, en las tasas de fertilidad obtenidas en la IATF.

Discusion

El Experimento IV fue disefiado con el objetivo de evaluar formulaciones de benzoato de
estradiol elaborado por dos firmas comerciales diferentes. Este objetivo surge de lo reportado
en el experimento 11l en donde el protocolo que utiliza el BE 24 horas luego del retiro del
CIDR, fue el que obtuvo el peor resultado en prefiez a la IATF. La hipotesis planteada fue que
la formulacion de BE empleada hasta el momento en los protocolos, tendria algin grado de
incidencia en los resultados obtenidos.

El didmetro folicular observado entre el Dia 0 y el Dia 3 estuvo afectado por los tratamientos

aplicados, siendo el grupo GnRH el que logro el mayor didmetro folicular respecto a los
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tratamientos que utilizaron estrogeno luego del retiro del CIDR (P<0.002). Por otra parte, no
existieron diferencias significativas entre los protocolos que emplearon BE de distintos
origenes, respecto al nimero de animales que ovularon, al porcentaje de celos al momento de
la IATF y a la fertilidad lograda a la IATF. Sin embargo existieron diferencias entre los
tratamientos que, producto del bajo ndmero de animales por tratamiento, no alcanzaron
significacion estadistica. Esas diferencias se evidenciaron en que existié un alto nimero de
animales de los grupos con BE, que manifestaron celo y ovularon, con respecto al grupo
GnRH. En caso del grupo BE1 se observa que el 69% de los animales ovulan dentro de las 60
horas del retiro del CIDR. De ese 69% resultaron gestantes un 67% a las 60 horas y no gesto
ninguno de los animales que ovularon a las 84 horas. Este hecho estaria indicando que
existiria una fuerte asociacion entre el momento de la ovulacion, la IATF y la fertilidad (B0 et
al., 2003). En el grupo BE2 ovul6 el 50% a las 60 horas del retiro del CIDR, pero por el
contrario solo el 50% se gesta y no ovul6 ninguno a las 84 horas. Siendo la fertilidad final de
este grupo muy baja (25%). Las diferencias entre los grupos BE1 y BE tanto en animales que
ovulan (85 vs. 50%, NS) como en fertilidad (46 vs. 25%, NS), indica que podrian existir
diferencias en la formulacion de los productos de benzoato de estradiol utilizados (Mapletoft
et al., 2003). Por el contrario similar a lo ocurrido en el Experimento 11, se registra un buen
resultado en fertilidad en el tratamiento GnRH (54%). Sin embargo las diferencias
observadas, probablemente por el bajo numero de animales utilizados, no alcanzaron

significancia estadistica.

DISCUSION GENERAL

Los resultados de los Experimentos | y 11 evidencian un alto porcentaje de animales del rodeo
de cria que se encuentran en anestro al inicio de la época de servicio. En acuerdo con estos
resultados observados, el protocolo de induccion/sincronizacion de celos que mejor se
adaptaria a esas condiciones seria el que utiliza una fuente de P4 y la combinacion con
benzoato de estradiol (Alberio, 2003). Por otra parte, el protocolo GnRH/PGF/GnRH se
deberia utilizar en animales ciclando, en los cuales los porcentajes de prefiez a la IATF se
elevarian significativamente (Baruselli, et al., 2001).

Los Experimentos 111 y IV se centraron en explicar algunas de las interrogantes planteadas en
la utilizacion del protocolo CIDR-B+BE surgidas de los experimentos de campo 1y I1.
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Las observaciones de los experimentos | y Il, nos indican que el protocolo CIDR+BE
presentd una buena respuesta de animales en celo pero baja respuesta en fertilidad a la IATF.
En este sentido se podria pensar que la segunda dosis empleada en ambos experimentos (1 mg
en dosis Unica al retiro del dispositivo CIDR), podria resultar excesiva y que estariamos en
presencia de manifestaciones de celo pero sin la ocurrencia de ovulacion.
Una de las posibles explicaciones para entender los bajos resultados obtenidos en porcentajes
de fertilidad logrados por el protocolo CIDR+BE, es el EC al inicio de los tratamientos. Los
animales utilizados en estos protocolos, tanto en los trabajos preliminares de campo como en
los ensayos posteriores, se encontraban en EC medio (3,5-4, escala del 1-8), situacion muy
comun en el rodeo de cria nacional previo a la época de servicio. Trabajos nacionales de IATF
utilizando vacas con EC promedio de 4,2 +0.1, junto con destete precoz, reportan resultados
de prefiez cercanos al 60% (Menchaca, et al, 2005). Este trabajo en sus resultados establece la
importancia del EC al momento del inicio de los tratamientos y la interaccion de la IATF y el
destete precoz. Los resultados obtenidos por este autor, en similares condiciones ecolégicas,
indicarian la importancia del logro de un buen EC (promedio 4), para llevar adelante trabajos
de sincronizacion/induccion de celos para la IATF en vacas multiparas en anestro posparto.
Una alternativa a explorar para lograr mejores resultados de fertilidad en nuestras
condiciones de produccién podria ser que, cuando se utilizan vacas en condicion corporal
media (3.5-4), como las de nuestros experimentos, se utilicen suplementos energéticos de bajo
costo y en bajas cantidades por animal (por ej.: afrechillo de arroz o semilla de algodén
durante un periodo de 20-25 dias). Esta medida de manejo podria ser implementada luego de
realizada la IATF. Esta propuesta podria contribuir a una mejor nutricién del CL formado
luego de la IATF (efecto nutracéutico), aumentar la supervivencia embrionaria y como
consecuencia la fertilidad (Williams & Stanko, 2000; Funston & Filley, 2002). La
alimentacion con semillas con alto contenido de acido graso (linoleico), como el contenido en
la semilla de algoddn o el afrechillo de arroz entero, pueden disminuir la secrecion de PGF2,
complementar la accion antiluteolitica del interferon y mejorar las tasas de prefiez (Thatcher
et al., 2005). Trabajos nacionales que utilizaron suplementacion energética en combinacion
con teécnicas de control del amantamiento, reportan resultados muy positivos en fertilidad
(Rodriguez-Irazoqui et al., 2005; Soca et al., 2005). Otra alternativa para mejorar la calidad
del CL podria ser la reutilizaciéon del CIDR usado para la sincronizacion de celos. El objetivo
es generar una ambiente rico en P4 que estimule la sobrevida del embrion, inhibiendo la
formacion de receptores uterinos a la oxitocina, estimulando el reconocimiento materno de la

prefiez (Silva et al., 2002). Ambientes con baja concentracion de P4, estimulan el desarrollo
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de fuertes estimulos luteoliticos y por lo tanto la pérdida temprana de la gestacion, por esta

razon algunos autores sugieren la suplementacién con P4 para combatir la pérdida

embrionaria temprana en vacas (Mann & Lamming, 1995).

CONCLUSIONES

Los resultados observados evidenciaron que la asociacion de los protocolos de
sincronizacién de celo junto con técnicas de control del amamantamiento, en este caso
el destete precoz, reportd una buena respuesta tanto en manifestacion de celos y como

en la ovulacion.

En los experimentos 111 y IV en los cuales se determino la ocurrencia y el momento de
la ovulacion en relacion a la realizacion de la IATF, los resultados evidenciaron una
buena sincronia entre la ovulacién y la realizacion de la IATF, realizada a las 48 horas
del retiro del CIDR.

La administracion de GnRH al momento de la IATF en los protocolos que utilizan al
inicio una fuente de P4 (CIDR) y benzoato de estradiol, presenté una buena respuesta
en prefiez (60 y 54% (Experimentos Il y 1V), cuando ademés se la combind con el
destete precoz. Este protocolo tiene la ventaja de disminuir el nimero de encierres de
los animales lo cual evita un mayor stress en la realizacion de los trabajos y podria

mejorar los resultados de prefiez final.

La respuesta en fertilidad estaria estar asociada al EC de los animales al inicio de los
tratamientos: Parece existir un EC umbral que se ubicaria en el entorno de 4, en la cual
se pueden esperar buenas respuestas a los tratamientos. Esta es una de las hipdtesis

que en futuros disefios experimentales se deberia evaluar.
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ANALISIS GLOBAL DE LOS EXPERIMENTOS

En funcién de los resultados reportados en los experimentos y con el objetivo de mejorar la

respuesta a las hipdtesis planteadas, se presentan a continuacion algunos aspectos a considerar

en futuros experimentos y no debidamente contemplados en los trabajos realizados:

VI.

VII.

El EC al inicio de los trabajos parece ser determinante para el logro de altos
porcentajes de prefiez. Por otra parte pareceria existir un EC umbral que, en nuestras
condiciones de trabajo, condicionaria el logro de mejores resultados. Ese umbral de
EC, segun lo reportado por la bibliografia, dentro de la escala usada en Uruguay (1-8)
se encontraria entre 4 y 4.5 puntos, dependiendo de la categoria a utilizar. Es de
importancia el disefio de estudios que consideren animales con diferentes EC y
analizar el comportamiento de los protocolos estudiados.

El objetivo del estudio del EC deberia ser poder definir cual seria el EC objetivo para
cada categoria (primipara/multipara) al inicio de los tratamientos.

Se deberia ademas, considerar el andlisis de la evolucion del EC a lo largo del afio y su
posible repercusion al parto y en el posparto. El desbalance nutricional producido por
el pastoreo en pastizal nativo y sin uso de suplementos (situacion comdn en los rodeos
de cria nacionales), se traduce en una importante variacion en el EC entre e intra
estaciones a lo largo del afo.

Las vacas primiparas pareceria ser la categoria méas afectada y merecerian una mayor
atencion. En el disefio de los experimentos se deberia considerar especialmente los
efectos de los manejos farmacoldgicos de induccién/sintonizacién de celos y
ovulaciones en la categoria de vacas primiparas. En los trabajos antes descriptos no se
tomo una consideracion especial sobre la categoria primipara.

En los disefios se deberian incorporar un estudio ecografico méas prolongado con el
objetivo de determinar con mayor precision la evolucion previa y posterior a la IATF
en cuanto a la dinamica folicular.

El estudio hormonal complementario del punto anterior nos permitird analizar la
ocurrencia de fases luteales cortas luego de la aplicacion de los tratamientos.

Un aspecto no resuelto en los experimentos y dificultado por el material experimental
empleado, es el numero de animales por tratamiento. ES importante considerar en
nuevos experimentos el aumento significativo del numero (n) de animales
experimentales de forma de aumentar la confiabilidad de los resultados en variables

como la fertilidad.
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VIII.  Finalmente junto al disefio de trabajos experimentales en condiciones mas controladas,

se deben definir disefios de experimentos en condiciones de campo con el objetivo de

validar y difundir la informacién que se genera.
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