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RESUMEN

La presente investigacion se realizd en los meses de abril a junio 2019, en
el Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias de la Universidad
Autonoma de Baja California en la ciudad de Mexicali, Baja California, en el
noroeste de México, con una latitud, a una altitud de 10 metros sobre el nivel del
mar y en condiciones desérticas. Se utilizaron 15 vacas Holstein en su segundo
tercio de lactacion, con una condicion corporal de 2.5 en una escala de 1-5, con un
promedio de 60 dias abiertos y con una media de 3 partos. Las vacas fueron
manejadas de la misma forma que el resto del hato ganadero, alimentadas 2
veces al dia con una dieta a base de alfalfa y concentrado comercial, agua ad
libitum, siendo ordefiadas dos veces al dia. El experimento tuvo una duracion
aproximadamente de 80 dias para la sincronizaciéon, inseminacion, toma de
muestras y diagnoéstico de prefiez por deteccion de proteinas tempranas de la
gestacion, ultrasonografia y palpacién rectal. Se utilizd un protocolo de
sincronizacion Ovsynch y un programa de inseminacion a tiempo fijo. El dia 28
post inseminacion artificial se recolectaron muestras de sangre de la vena
coccigea para la realizacion de la prueba IDEXX. El dia 38 se realizd el
diagnéstico de gestacion por ultrasonografia y el dia 48 se realizé el diagndstico
de gestacion, través de palpacion rectal. Del 100% de las vacas inseminadas solo
el 47% (7/15) de los animales fue diagnosticado como gestante, esto tomando en
cuenta que el 7% quedo gestante a la primera I.A. el 33% en la segunda I.A. y otro
7% en la tercera Inseminacion artificial. Todos los métodos diagnésticos utilizados
arrojaron como resultados los mismos animales gestantes, demostrando que la
deteccion de PAGs a los 28 dias de gestacion representa una alternativa viable
para que los productores puedan utilizarle como herramienta de diagndstico, esto
con el fin de reducir dias abiertos, intervalos entre partos, disminuir costos de

mantenimiento y aumentar el nimero de partos por afos.
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ABSTRACT

This research was conducted in the months of April to June 2019, at the
Veterinary Science Research Institute of the Universidad Autonoma de Baja
California in the city of Mexicali, Baja California, in northwestern Mexico, with
latitude of 10 meters above sea level and in desert conditions. Fifteen Holstein
cows were used in their second-third of lactation, with a body condition of 2.5 on a
scale of 1-5, with an average of 60 days open and with an average of 3 deliveries.
The cows were handled in the same way as the rest of the cattle herd, fed 2 times
a day on a diet based on alfalfa and commercial concentrate, water ad libitum,
being milked twice a day. The experiment lasted approximately 80 days for
synchronization, insemination, sampling and pregnancy diagnosis for early
gestation protein detection, ultrasonography and rectal palpation. An Ovsynch
synchronization protocol and a fixed-time (Al) insemination program were used. On
the 28th day post artificial insemination, blood samples were collected from the
coccygeal vein for the IDEXX test. On the 38th day the diagnosis of gestation by
ultrasound was made and on the 48th day the diagnosis of gestation was made,
through rectal palpation. Of the 100% of cows inseminated only 47% (7/15) of the
animals were diagnosed as pregnant, this taking into account that the 7% were
pregnant at the first Al 33% in the second Al and another 7% in the third artificial
insemination. All diagnostic methods used yielded the same pregnant animals as
results, demonstrating that the detection of PAGs at 28 days gestation represents
a viable alternative for producers to use as a tool to reducing open days, intervals
between births, lowering maintenance costs and increasing the number of births

per year.

Key words: Artificial Insemination, Synchronization, Gestation, Holstein
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INTRODUCCION

La leche es uno de los productos agricolas mas producidos y valiosos del
mundo; forma parte del 27% del valor agregado global del ganado y el 10% del de
la agricultura. Al mismo tiempo la leche y los productos lacteos son alimentos ricos
en nutrientes; es la quinta fuente de energia mas grande y la tercera fuente de

proteinas y grasas mas grande para los humanos (IDF y FAO, 2016).

En México, Al cierre de 2018, la produccion acumulada de leche de bovino
alcanz6 12 mil 008 millones de litros, es decir 2.0% mas que en 2017. Se estima
que en 2019, la produccion sera de 12 mil 279 millones de litros, lo que representa
un incremento de 271 millones de litros (2.3%) respecto del afio anterior. (SIAP;
SADER, 2018). Durante 2016, Baja California ocup6 el lugar numero 15 a nivel
nacional en produccion de leche aportando el 1.5% de la produccion nacional
(SAGARPA, 2017).

Durante 2014, el municipio de Tijuana produjo 37.4% del total de la leche
gue se produce en el estado, seguido del municipio de Tecate con 26.1 porciento.
En conjunto, estos dos municipios producen 63.5% de la produccion estatal. El
resto corresponde a los municipios de Ensenada, Rosarito y Mexicali (SIAP,
2015). La demanda de productos alimenticios para la poblacion que crece de
forma exponencial y la rica disponibilidad de nutrientes que posee la leche han

hecho de la produccién de la misma un rubro con una fuerte demanda.

La produccion de leche puede verse limitada muchas veces por el bajo
desemperio reproductivo de vacas de alta produccion; este es un problema global
caracterizado como una complicacibn que se debe abordar de forma

multidisciplinaria, debido a sus causas multifactoriales (Rivas et al., 2011); un



requisito en el desempefio de la lactancia rentable de una vaca es que tenga

intervalos de tiempo regulares de una lactancia a otra.

En la meta de lograr un ternero por vaca, cada 365 dias, encontramos que
la gestacion promedio debe durar 280 dias, hasta el parto. El puerperio y/o
periodo de recuperacion fisiologica de la hembra bovina para estar en condiciones
de ser prefiada dura 45 a 60 dias; si el ciclo estral dura en promedio 20 dias,
tenemos una o dos oportunidades de prefiarlas para lograr un ternero por afio, y
en leche acortar lo mas posible periodo de vaca seca, que la mejora genética
(Poodts, 2008).

Se implementd la Inseminacion Atrtificial (IA) con el afan de mejorar el hato
genéticamente, para lo cual es indispensable identificar los vientres que estan en
condiciones de ser cargadas. Automaticamente surgieron dos inquietudes, 1° el
escaso tiempo para lograr la fertilizaciébn dentro del tiempo pretendido, y 2° la
deteccion de celo (Poodts, 2008), como respuesta a estas se ha buscado
sincronizar el ciclo estral de las vacas, durante la busqueda se han implementado
varios protocolos que aseguran la ovulacion sin la presentacion de celo, realizando
la inseminacién y aportando una garantia sobre la concepcion de la cria esto
ayudado con técnicas de diagnéstico de gestacion que sean eficaces y den una
respuesta en el menor tiempo posible para saber si se ha dado o no la

concepcion.
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JUSTIFICACION

El control de ciclo sexual se realizaba empiricamente desde la mas remota
antigiiedad. El procedimiento consistia en la introduccion de machos en un rebafio
de hembras, durante una estacion determinada del afio, logrando que se
sincronizaran los celos y por tanto los partos. Este método tradicional de
sincronizacion se conoce con la denominacion de “efecto macho” (Palomares,
2009).

La detecciéon del estro es un factor importante que afecta el desempefio
reproductivo de un programa de Inseminacion Artificial (Ferrugem Moraes, 2008),
combinadas con indices de concepcidbn pobres hacen el manejo de la
reproduccion en vacas lecheras lactantes es un desafio en la mayoria de los

rebafios lecheros (Pursley, 1995).

La falta de deteccion del celo en vacas o diagndstico erroneo del estro
puede resultar en pérdidas econdmicas significativas. El alto rendimiento
reproductivo es especialmente importante para los sistemas de produccion lactea
de temporada (estacion) que requieren el mantenimiento de un patrén de parto por
afo - eficiencia reproductiva (Xu et al., 1998).

Los métodos empleados en la sincronizacion del celo son basicamente
tratamientos hormonales, que han ido evolucionando simultdneamente con los
avances en el conocimiento de procesos fisiolégicos que acontecen en el ovario

durante el ciclo sexual de las hembras (Palomares, 2009).
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La sincronizacion de la ovulacién por métodos hormonales en bovinos ha
presentado resultados animadores para el empleo de la I.A. a tiempo fijo. Los
protocolos de sincronizacion existentes permiten realizar la IA a tiempo fijo (en
horario predeterminado), sin la necesidad de observar el estro, facilitando el
manejo del rodeo y optimizando el empleo de esta biotecnologia a campo (Kizur,
2003).

En los ultimos afios, gracias al conocimiento de la fisiologia del ciclo estral,
asi como la incorporacion de la ultrasonografia para comprender la dinamica
folicular de los bovinos, se han desarrollado tratamientos de sincronizacion que
permiten inseminar artificialmente a las hembras bovinas sin la deteccion de los
celos y que se conocen como protocolos de inseminacién artificial a tiempo fijo
(Pefa, 2015).

Durante la década del 70, el descubrimiento de las prostaglandinas y su
aplicacion para controlar el ciclo estral significaron un gran avance en el control
reproductivo de los bovinos. Sin embargo, afios mas tarde y después de algunas
investigaciones, se hicieron evidentes las limitaciones de las prostaglandinas para

lograr la eficiente sincronizacion de los celos (Pefia, 2015).

Una de las desventajas es la falta de efectividad en la induccion de la
luteolisis en el tiempo esperado y la variabilidad en la distribucion de presentacion
de celo en un periodo hasta de 5 dias, debida al estado folicular al momento del
tratamiento (Huanca, 2001). Existen otros métodos para sincronizar la
presentacion de celos y ellos estan referidos a sincronizar el desarrollo de las

ondas foliculares (Huanca, 2001).
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La disponibilidad comercial de la Hormona Liberadora de las
Gonadotropinas (GnRH) en los afios 70, permitié su utilizacibn como tratamiento
para los quistes foliculares (DrosPand, 1992). Asi mismo, esta hormona también
es utilizada al momento del servicio como una alternativa para asegurar la

ovulacion (Huanca, 2001).

La Inseminacion artificial a Tiempo Fijo es una técnica que, mediante la
utilizacién de hormonas, permite sincronizar los celos y ovulaciones con lo cual es
posible inseminar una gran cantidad de animales en un periodo corto de tiempo
(Raso, 2012).

Los protocolos de Inseminacion a Tiempo Fijo se pueden dividir en aquellos
que utilizan combinaciones de GnRH y prostaglandina también conocidos como
protocolos Ovsynch y los que utilizan dispositivos impregnados con progesterona

junto con estradiol (B6, 2014).

También se han buscado diferentes métodos para el pronto diagndstico de
la gestacién, sobre todo para buscar los animales que no estan gestantes, esto
con el fin de tratarlos y cargarlos para mantener parametros reproductivos viables

en los hatos.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar un programa de sincronizacion de celo y tres técnicas de

diagndstico de prefiez en vacas Holstein

Objetivos especificos

Evaluar la eficiencia de un protocolo de sincronizacion de estro para la

inseminacion a tiempo fijo adicionando la hormona coriénica equina.

Evaluar la técnica de diagndéstico de prefiez temprana mediante la deteccion
de proteinas tempranas de la gestacion en comparacién con la ultrasonografia y la
palpacion rectal.
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HIPOTESIS

La adiciébn de la hormona Corionica Equina (eCG) en un protocolo

tradicional de sincronizacion mejora la tasa de concepcion en vacas Holstein.

La prueba de glicoproteinas asociadas a la gestacion presente en suero o
plasma de bovino es tan eficiente como la ultrasonografia y palpacion rectal para
la deteccion de prefiez.

15



REVISION DE LITERATURA

Ciclo estral en bovinos

Los bovinos posees periodos regulares en los cuales la receptibilidad
sexual se ve limitada al estro, donde se liberan los ovocitos caracterizado por
cambios en el comportamiento, ovarios, genitales y endocrinos, siendo asi

poliéstricas continuas, con ovulacion y formacion del cuerpo luteo (Rippe, 2009).

El ciclo estral de la vaca es un proceso dinamico, continuo y dependiente de
la interaccion de 6rganos como el cerebro y el tracto reproductivo de la vaca,
varias hormonas y efectos medioambientales; el crecimiento y desarrollo de los
foliculos y del cuerpo luteo esta regulado por la interaccion coordinada de todos

estos elementos y hormonas (Rippe, 2009).

El conocimiento del mismo es vital para mejorar los diferentes programas
de sincronizacion de celos lo cual se reflejara en un aumento de la fertilidad y

rentabilidad de las explotaciones lecheras (Rippe, 2009).

Segun (Giraldo, 2008) la eficiencia reproductiva de los hatos lecheros ha
disminuido debido principalmente a un aumento de la produccion individual de las
vacas, a un aumento del nimero de total de animales y a una intensificacion de

las medidas de manejo del hato.
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Tabla 1. Fases del ciclo estral.

Fase Dia | Duracion Evento
Estro 0 10-12 Maduracion Folicular, altos niveles de estrogeno
horas y pico de LH.

Metaestro = 1-3 5-7 dias | Ovulacién (dentro de las 12-18 horas.), formacion
del cuerpo hemorragico que no responde a la
PGF 2_

Diestro 5-18 | 10-15hrs | Maduracion del cuerpo luteo - altos niveles de
Progesterona.

Proestro | 19-21 3dias | Regresion del cuerpo Iuteo, maduracion del
foliculo e incremento de estrégenos.

(Shearer, 2003)

Esta disminucion de la eficiencia reproductiva se debe principalmente a una
disminucién en el porcentaje de deteccion de celo (disminucién de la exactitud y
en la intensidad de deteccion de celos) en dichos hatos. Los protocolos de
inseminacion artificial a tiempo fija (IATF) pueden mejorar la eficiencia
reproductiva de los hatos lecheros eliminando los errores de deteccién de celo. En
términos practicos, es importante diferenciar sincronizacion de induccion de

estros.

Sincronizacion de Estros

La sincronizacion consiste en cortar o prolongar el ciclo estral a través de la
utilizacién de hormonas o asociaciones hormonales que induzcan la lutedlisis o

prolonguen la vida del cuerpo luteo, de manera que un grupo de vacas entre en

17



estro y/o ovule durante un corto periodo de tiempo o en un mismo dia. Al contrario,
la induccion de estros consiste en inducir el estro en vacas que estan en anestro,
a través de la utilizacion de hormonas o practicas de manejo. Asi mismo la
sincronizacion y la induccion de estros son procesos distintos y aplicables a
diferentes categorias de animales (Thatcher, 2004). Si se controla la fase folicular
junto a la fase Iutea se obtiene sincronia del celo y de la ovulacién con fertilidad
normal (Gregory et al., 2009).

Protocolos de Inseminacidon a tiempo fijo (IATF)

En general, se puede dividir a los protocolos de IATF en aquellos que
utilizan combinaciones de GnRH y prostaglandina F2a (PGF), llamados protocolos
Ovsynch y los que utilizan dispositivos con progesterona (P4) y estradiol (Baruselli
et al., 2006).

Protocolo de sincronizacién Ovsynch

El Ovsynch (GnRH-PGF2a-GnRH) ampliamente usado para sincronizacién
de vacas ciclando provoca ovulacién, generalmente sin ocurrencia de celo
(Pursley et al., 1995) por esto es que después de este tratamiento se debe hacer
IATF. La GnRH provoca que el foliculo mas grande ovule o regrese, iniciando una
nueva onda folicular; 7 dias después al aplicar la PGF2a se provoca lutedlisis (del
CL formado a partir de la administracion de GnRH) y al dia 9 la segunda inyeccion

de GnRH induce la ovulacion del nuevo foliculo; 16 horas después se insemina.

La utilizacion de la PGF y sus analogos es ampliamente empleada con la
finalidad de sincronizar las manifestaciones de celo del ganado bovino (B¢ et al.,
2011). La PGF causa la regresion del CL a partir del dia 5 del ciclo estral y su
efecto luteolitico es maximo entre los dias 12 y 17. Sin embargo, el estadio del
foliculo dominante en el momento de la aplicacion de la PGF va a producir una

18



variacion del momento del celo y la ovulacién de 2 a 7 d (Kastelic and Ginther,
1991).

Al aplicar la GnRH en cualquier fase del ciclo estral ocurre un pico de LH,
induciendo la ovulacion de los foliculos que tienen un diametro superior a los 9,0
milimetros. Luego de 2 a 3 dias de iniciado el tratamiento, se presenta la
emergencia de una nueva onda folicular (B0 et al., 2011).

Si se administra GnRH durante la primera fase de crecimiento del foliculo
dominante, es posible que no se produzca la ovulacidbn en respuesta a la
liberacion de LH, por lo que no se sincronizaria la emergencia de la onda folicular.
Por otra parte, Moreira et al en el 2001, sugirieron que si se inicia el protocolo con
GnRH2 entre los dias 5 y 12 del ciclo, los bovinos responderan de manera mas
consistente a éste. Lo anterior se puede lograr con pre sincronizacion antes de la
primera inyeccion de GnRH.

Como consecuencia de la ovulacion después de la administracion de GnRH
se aprecia la formacion de un cuerpo luteo (CL) y un aumento en la concentracion
de progesterona (P4). De esta manera, a los 7 dias de iniciado el tratamiento se
aplica PGF2 a para que ocurra la lutedlisis. Para aumentar la tasa de ovulacion en
los animales sincronizados, se aplica una segunda dosis de GnRH 48 horas
después de la aplicacién de PGF2a. Esta secuencia de tratamientos con GnRH y
PGF2a recibe el nombre de Protocolo Ovsynch (Pursley et al.,1997;B6 et al.,
2011).

Variaciones del Protocolo Ovsynch

Se han probado diferentes variaciones en los tiempos de administracion de
las hormonas y la inseminacion artificial (IA) en un intento por optimizar el
protocolo (Lépez, 2017):

Cosynch
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IATF al mismo tiempo que recibian la segunda GnRH (0 h o cosynch), 8
horas, 16 horas, 24 horas, o 32 horas después de la segunda GnRH. Estudios
mostraron que las vacas inseminadas a tiempo fijo 16 h después de la segunda
GnRH obtenian la mejor Tasa de Concepcion (TC). En base a esto, la
recomendacion fue utilizar este intervalo para la IATF en el ovsynch clasico. En los
mismos estudios se observo que cuando las vacas eran inseminadas a tiempo fijo
al mismo tiempo que recibian la segunda GnRH (cosynch) o 32 horas después de

esta inyeccion, la TC era mas baja.

Cosynch de 72 horas

Este protocolo es una variacion de ovsynch desarrollado en la Universidad
Estatal de Kansas. Las vacas reciben la segunda dosis de GnRH y la IATF 72
horas (3 dias) después del tratamiento con la prostaglandina. El razonamiento de
este protocolo es dar un dia méas para el crecimiento folicular que pueda permitir

una maduracion adicional del oocito y la ovulacién de un foliculo méas grande.

Es importante considerar que las vacas que muestran celo durante el
protocolo necesitan ser identificadas e inseminadas, pues de otra manera sera
demasiado tarde para estas vacas recibir la IATF el dia siguiente. Por lo tanto este
protocolo debe servir principalmente como una inseminacion de limpieza para las

vacas cuyos estros no fueron detectados previamente

Ovsynch de 56 horas

Esta es una variacion reciente de ovsynch desarrollada en la Universidad
de Wisconsin-Madison. En este protocolo las vacas reciben la segunda GnRH 56
horas después del tratamiento de prostaglandina y la IATF 16 horas después de

esta inyeccion de GnRH. El razonamiento de este protocolo es proporcionar
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tiempo adicional para la maduracion folicular y optimizar el tiempo de la IA en
relacion al segundo tratamiento de GnRH

Las principales consideraciones para la implementacion del protocolo de 56
horas es que la segunda inyeccién de GnRH debe ser aplicada a las vacas en un
momento que posiblemente no se ajuste dentro del programa regular de manejo

reproductivo del hato

PGF2a + CIDR® Synch

Usa una serie de inyecciones de PGF2a combinados con deteccion de
celos para IA la mayoria de las vacas a celo natural. Las vacas no detectadas en
celo reciben un CIDR (progesterona) + el protocolo OvSynch para IATF. Una
semana después de la ultima PGF2a, las vacas que no han sido inseminadas
reciben un CIDR y se inicia el OvSynch. El protocolo OvSynch puede ser
OvSynch, CoSynch72 u OvSynch 56. Permite inseminar vacas en celo antes del
OvSynch. Usa un CIDR en vacas que probablemente necesiten de Progesterona

antes de |A.

ReSynch

Las vacas reciben IATF después de ser diagnosticadas “abiertas”. Hatos
con excelente deteccién de celos pueden optar por iniciar ReSynch a la palpacion.
(Recomendado para hatos que marcan cola). Siete dias antes de la palpacion, se
inyectan todas las vacas con GnRH. Vacas gestantes no reciben mas inyecciones.
Las diagnosticadas "abiertas" son inyectadas con PGF2a, a las 48 horas reciben
GnRH, y son IA 8 a 18 horas después.
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Protocolos de IATF con progesteronay estradiol

La fase latea es controlada con la progesterona, y el desarrollo folicular e
induccion de la ovulacion es controlado por el estradiol o la GnRH (Alberio and
Butler, 2001).

Progesterona y estradiol: la administracion de estradiol al principio de los
tratamientos con P4 (progesterona) produce el desarrollo de una nueva onda
folicular; si se quiere sincronizar la ovulacion de esa nueva onda (y poder realizar
IATF) se puede utilizar una segunda dosis de estradiol (Cavestany, 2010) logrando
buenos porcentajes de concepcion a la primer inseminacion (McDougall, 2001;
Rhodes et al., 2003). En general los dispositivos intravaginales son asociados con
BE o cipionato de estradiol (CPE).

Basicamente los protocolos de progesterona (P4) con estradiol son: dia 0
se inserta el dispositivo de P4 méas 1 o 2 mg de benzoato de estradiol (BE), al dia
7 u 8 se retira el dispositivo y a las 24 h del retiro se inyecta 1 mg de BE; la
ovulacién ocurrird 40 h después del BE, por lo tanto la inseminacion artificial (I1A)
deberia ser 48 - 52 horas luego de la retirada de la P4. Al provocar los sintomas
de celo, el estradiol permite la opcién de realizar la IA luego de la deteccién de

celos entre 1 - 5 dias pos tratamiento o una IATF (Thatcher et al., 2001).

Los mejores porcentajes de concepcion se logran con 7 u 8 dias de
permanencia de los dispositivos intravaginales (Burke et al., 2001; Rhodes et al.,
2003; McDougall et al., 2005) ya que se asegura que el foliculo llegue al tamafio

adecuado para ovular. Existen varios dispositivos vaginales con concentraciones
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de progesterona que van desde 0,5 g a 1,9 g pudiendo estos ultimos utilizarse
mas de una vez, si son manejados adecuadamente. Recientemente ha surgido
una formulacién de progesterona natural en vehiculo oleoso para uso parenteral.
Algunos trabajos realizados con ésta han arrojado resultados similares a las

intravaginales (Morales and Cavestany, 2012).

Para inducir la ovulacién, al final del protocolo, el momento de la inyeccion
de estradiol dependera del tipo: si se utiliza BE se recomienda hacerlo unas 50-55
horas luego de retirados los dispositivos intravaginales (Rhodes et al., 2003),
mientras que si se utiliza CPE se recomienda hacerlo al dia de retirada ya que al
liberarse mas tardiamente hara el efecto al mismo tiempo del BE dando como
ventaja la reduccién del manejo de los animales (Uslenghi et al., 2010). Se puede

remplazar el BE o CPE por GnRH en el protocolo.

Se debe tener en cuenta que los tratamientos hormonales no pueden acelerar
el proceso de recuperacion en todos los animales a la vez, por lo tanto es probable
que el estado corporal o metabdlico de la vaca inmediatamente antes del

tratamiento, mas que el tratamiento utilizado, contribuya a la fertilidad menor.

El uso de gonadotrofina coriénica equina (eCG).

La eCG es una glicoproteina de larga vida media, que en la vaca tiene un
efecto similar a la FSH y LH y podria ser utilizada para estimular el crecimiento de
los foliculos en los protocolos de sincronizacion. En Sudamérica, mdltiples
estudios han demostrado que el tratamiento con eCG incrementa el porcentaje de
prefiez en vacas con cria con alta incidencia de anestros (B6 et al., 2013). En un
estudio en vacas lecheras en anestro, la adiccion de 400 Ul de eCG en el
momento de la inyeccion de PGF, en un protocolo tipo Ovsynch, aument6 el

porcentaje de animales preflados (Bryan et al., 2010). El tratamiento con 400 Ul de
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eCG aumenté la fertilidad de vacas primiparas que no fueron pres sincronizadas,
confirmando que el tratamiento con eCG puede ser beneficioso en vacas que

estan en postparto temprano o bajo estrés nutricional.

El objetivo de un tratamiento con eCG después de un periodo de
tratamiento con P4 es el de estimular el desarrollo folicular ovérico y la produccion
de estradiol (Rhodes et al., 2003). Al administrar a las vacas eCG provoca
desarrollo y maduracion folicular, ovulacion y desarrollo viable del cuerpo lateo
(Duffy et al., 2004); ademas produce cuerpos lateos accesorios que mejorarian el
mantenimiento de la prefiez (Thatcher, 2002). Esta adicibn de eCG a los
protocolos de control de anestro basados en P4 y E2 se ha informado como una
herramienta util para mejorar la fertilidad en razas indicas con un alto porcentaje
de vacas a ciclicas antes de los 60 dias posparto (Baruselli et al., 2004), pero en

vacas Holstein hay menos trabajos publicados.

Tabla 2. Resumen de datos publicados sobre el efecto de la adicion de eCG en los
protocolos de inseminaciéon artificial a tiempo fijo (IATF) en vacas lactantes
(Traduccion). P4 (dispositivo intra vaginal de progesterona); PG (PGF2a o
analogos); GnRH (GnRH o anéalogos); E (cipionato de estradiol) (De Rensis et al.,
2014).
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Protocolos y sus efectos principales Dosis Tasa de Tasade prefiez Referencia

eCG (1.U.) | ovulacién (%, n/n)
(%, n/n)

P4(0-8)-E(0)-PG(8)-GnRH(10)-IATF 10 horas después GnRH 82.6 (19/23) 28.9 (56/194) Souza et al.
P4-(0-8)-E(0)-PG+eCG(8)-GnRH(10)-FTAI 10 horas después GnRH 400 79.2 (19/24) 33.8*(67/198)  (2009)
Vacas con una CC < 2.75 que no recibieron eCG 15.2 (12/79)
Vacas con una CC < 2.75 que recibieron eCG 38* (30/79)
El tratamiento con eCG aument6 la tasa de prefiez en vacas inducidas a ovular con GnRH y en vacas con menor CC.
GnRH(0)-PG(7)-GnRH(9)-IATF 16-18 horas después GhRH 98.3 (58/59) 39 (23/59) Pulley et al
GnRH(0)-PG+eCG(7)-GnRH(9)-IATF 16-18 horas después GnRH 400 97.1 (67/69) 35.3 (24/68) (2013)
La adicién de eCG no tuvo efecto en las vacas que recibieron un protocolo Presynch-Ovsynch
P4(0-8)-E(0)-PG(8)-GNRH(10)-FTAI 8 horas después GnRH 26.5 (44/166) Ferreira et al.
P4(0-8)-E(0)-PG+eCG(8)-GnRH(10)-FTAI 8 horas después GnRH 400 24.4 (35/145) 2013
P4(0-8)-E(0)-PG+eCG(8)-GnRH(10)-FTAI 8 horas después GnRH 600 31.7 (46/145)
La adicién de 400 o 600 Ul de eCG no tuvo efecto en hatos con un bajo porcentaje de vacas con niveles bajos de Condicion Corporal
Estro espontaneo durante la estacion fria 43.7 (715/1635) = Garcia-Ispierto
Estro espontaneo durante la estacion calida 26.6* (109/410)  etal. 2013
P4(0-9)-PG+eCG(9)-GnRH(11)-IATF 12 horas después GnRH (estacion fria ) 500 32* (161/503)
P4(0-9)-PG+eCG(9)-GnRH(11)-IATF 12 horas después GnRH (estacion calida) 500 22.3* (69/309)
P4(0-5)-PG+eCG(5)-GnRH(7)-IATF 12 horas después GnRH (estacion fria ) 500 39.7/238/600)
P4(0-5)-PG+eCG(5)-GnRH(7)-IATF 12 horas después GnRH (estacion calida) 500 43.3 (52/120)

El protocolo 5dias P4 logra resultados similares durante la estacion fria o calida a los obtenidos cuando la IA se realiza en celo espontaneo durante la

estacion fria

Dias de tratamiento entre paréntesis. *Diferencias significativas (SouzaET AL., 2009; Pulley et al., 2013; Ferreira et al.,
2013; Garcia et al., 2012)
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Importancia de la deteccion temprana de la gestacion

El propdsito de los examenes de gestacion no radican en la identificacion
de los animales que estan gestantes si no en los que no lo estan, esto con el fin de
poder servirlas nuevamente o descartarlas del hato. Para una produccion rentable,
las vacas deben parir por primera vez en aproximadamente 24 meses de edad y

entregar un ternero anualmente a partir de entonces (Youngquist, 2006).

El costo anual de mantener una vaca varia segun la region geogréfica,
finalidad y de afio en afio, pero las estimaciones varian de aproximadamente $
593.00 ($ 2.82 costo/vaca/dia) (Guthmiller, 2008); es por esta razdn que muchas
de las decisiones de los duefios de hatos radica en eliminar a las vacas que no
cumplen con estos parametros; aun asi hay otros que deciden dejar los animales
pero sin justificar econdmicamente su decision. Ademas del gasto de
mantenimiento se suman los diferentes tratamientos hormonales, inseminaciones
y manejo adicional que pueda tener el animal sin gestarse cada ciclo estral
(Youngquist, 2006).

Métodos de manejo para el diagnéstico de embarazo

Existen métodos indirectos de diagnéstico de gestacidbn que utilizan
medidas cualitativas o cuantitativas de hormonas o sustancias especificas del
concepto en los fluidos corporales maternos como indicadores de una viabilidad.
Moléculas y marcadores asociados con el embarazo en el ganado, incluido el
factor de embarazo temprano (EPF), genes estimulados por interferon (ISG),
progesterona y glucoproteinas asociadas al embarazo (PAG) se han estudiado
para el uso especifico del diagnéstico precoz del embarazo en bovinos (Pohler et
al., 2017).
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Las principales técnicas que se utilizan como herramientas para el
diagnoéstico de prefiez en el ganado Bos taurus y Bos indicus son la palpacion
rectal (PR) y la ecografia (EG) (Romano et al., 2007); sin embargo, la primera es
la mas utilizada por la mayoria de técnicos a partir del dia 40 posterior a la monta
inseminacion artificial. Asimismo, la PR tiene la limitante de que se debe hacer un
diagnéstico confirmatorio a los 60 dias de finalizado el programa de monta o
inseminacién artificial, generando informacion poco oportuna para identificar

hembras vacias (Ricke, 2002).

La palpacién rectal y la ecografia son los métodos directos mas utilizados
para la deteccion temprana. Ambas técnicas son eficientes pero requieren un
técnico calificado, instrumentos especificos en el caso de la ecografia y
proporcionan informacion estatica sobre el estado del embarazo en el momento
especifico de diagnostico. En algunas areas, el apoyo veterinario es limitado y

alternativo.

Diagnosticos de gestacion

Deteccion del ciclo estral

Los embriones bovinos sefialan su presencia alrededor del dia 15 al 17
después de la ovulacion, el cuerpo Iuteo se mantiene y se suspende el ciclo estral
materno. Por lo tanto, el fracaso de una vaca volver al estro 18 a 24 dias después

de la reproduccién sugiere que ha ocurrido la concepcion.

Algunas vacas prefladas muestran signos leves a visibles de estro y se

piensa que no estd embarazada La inseminacion artificial de vacas prefadas
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puede resultar en aborto si el instrumento de inseminaciobn se pasa
completamente a través del canal cervical y las membranas fetales se rompen
(Youngquist, 2006).

Palpacion Rectal

La palpacion del tracto reproductivo a través de la pared rectal (palpacion
rectal) ha sido la método habitual para el diagnostico del embarazo desde

principios del siglo pasado (Norman et al., 2004).

Método mas usado, efectivo y de bajo costo (Pohler et al., 2017). Esta
practica puede ser realizada a partir de los 45 dias post servicio, permitiendo la
deteccion de prefiez; la exactitud de la prueba dependera de la experiencia del
examinador. Uno de los primeros y mas utilizados métodos para el diagnéstico del

embarazo en el ganado implica

Palpaciéon rectal del tracto reproductivo. ElI examinador, a través de la
palpacion rectal, debe encontrar en al menos uno de estos cinco signos
patognomoénicos del embarazo: palpacion de la vesicula amnittica, fetal
deslizamiento de la membrana, placentomas (cotiledones y carunculas), el feto en
si mismo o la prominencia del arteria uterina media (Zemjanis, 1962). La palpacion
rectal también permite estimar la edad embrionaria/fetal y deteccion de estructuras
ovaricas como un cuerpo luteo o foliculo. Las desventajas de este método incluyen
la necesidad de técnicos calificados y la incapacidad para diagndstico inminente

fracaso del embarazo y / u otras anormalidades durante el embarazo.

Ultrasonografia

Se puede realizar desde el dia 26 post servicio, logrando mayor exactitud

entre los 30 a 75 dias de gestacion. La ecografia debe ser realizada por personal

28



capacitado ya que el manejo del equipo requiere un cuidado especial al ser el
ecografo un aparato costoso (Rodriguez-Marquez, 2005).

Actualmente la prefiez puede ser detectada mediante pruebas seroldgicas, las
cuales permiten diagnosticar vacas gestantes con una muestra ya sea de suero o
plasma sanguineo a 28 dias post inseminacion. La prueba Elisa mediante el kit
IDEXX Visual Pregnancy® facilita la deteccion temprana de prefiez detectando
glucoproteinas asociadas a la gestacion (PAGs) en el plasma sanguineo (Idexx,
2018).

Las glicoproteinas asociadas al embarazo (PAG) fueron identificadas por
investigadores que buscaban un marcador especifico del embarazo que podria
usarse para el diagnéstico del embarazo en bovinos. Mientras que los PAG han
demostrado ser un marcador confiable para el embarazo, se desconoce su papel
fisiolégico. Tiene Se ha planteado la hipotesis de que estan involucrados con el
procesamiento de los factores de crecimiento encontrados en el interfaz
placentario-uterina o ayuda con la adhesién del Gtero y la placenta (Wallace et al.,
2015). Producidos por células trofoblasticas binucleadas de la placenta, los PAG
ingresan a la madre circulacion desde el dia 22 al 24 y alcanzar niveles

actualmente aceptables para un embarazo preciso diagnéstico en el dia 28.

Estudios que comparan la eficacia de PAG ELISA, PAG RIA y la ecografia
transrectal revel6 resultados comparables para el diagnostico de prefiez en
bovinos en el dia 28 de gestacion, aunque se identificaron algunas diferencias en
la capacidad de ciertos ensayos para detectar animales no embarazados (Szenci
et al., 1998) (Karen et al., 2015). Hoy, las pruebas comerciales de PAG son
extremadamente precisas que proporciona 98 a 99% de lectura verdadera positiva
(embarazada) y falso positivo (reportado como embarazada pero no embarazada

real) tasas de 1-5%. Sin embargo, algunos falsos positivos puede deberse a
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mortalidad embrionaria. Las pruebas actualmente disponibles incluyen BioPRYN
(BioTracking LLC. Moscu, ID EE. UU.), Prueba de embarazo bovino IDEXX
(IDEXX Laboratories Inc. Westbrook, ME USA) y prueba de embarazo DG29
(Genex Cooperative Inc. Shawano, WI USA). BioPRYN acepta muestras de
sangre de vaquillas 25 dias después de la IA y vacas 28 dias después de la IA;
IDEXX recomienda muestras de sangre o leche del dia 28 y DG 29 ha sido

validado usando muestras de sangre el dia 29.

Ventajas de la deteccion temprana de proteinas asociadas a la gestacion (ldexx,
2018)

Identificacion temprana de la vaca y/o vaquilla vacia (no prefiada); al momento de
la visita veterinaria (provee un resultado en tiempo real), muestras de sangre
completa (no centrifugado de la muestra), uso de un test que no requiere equipos

de laboratorio (bajo costo).

Permite a veterinarios y ganaderos servir nuevamente y temprano lo que

incrementa los siguientes parametros:

v Disminucion de dias abiertos v Aumento de la fertilidad del
v Disminucién del intervalo entre rebafio
partos v' Mayor nimero de terneras
v' Aumento de la tasa de prefiez v' Mayor avance genético
v Aumento de la tasa de v" Aumento en la producciéon de
deteccion de celos leche
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Tabla 3. Comparacion de tres métodos de diagndstico de gestacion en vacas

Comparacion de tres métodos de diagnostico de gestacion en vacas

Ventajas y desventajas de los tres métodos de las pruebas de gestacion

Dias en que @ Edad del

se puede

detectar la

gestacion

Palpacion 35-50 dias

Ultrasonido 30 dias

Pruebas de | 28-30 dias
sangre
(PAG)

becerro

Si
Si
No

Sexo del

becerro
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No
Posible
No

Necesid
ad de

técnicos

Si
Si
No

Costo/ | Tiempo del

vaca resultado

$ 3-10 Inmediato
$ 7-15 Inmediato
$3-5 21 minutos

Karen et al., 2015



MATERIALES Y METODOS

Descripcion del area donde se llevara el proyecto

La presente investigacion se realizo en los meses de abril a junio 2019, en
el Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias de la Universidad
Autonoma de Baja California en la ciudad de Mexicali, Baja California, en el
noroeste de México, con una latitud, a una altitud de 10 metros sobre el nivel del

mar y en condiciones desérticas.

Descripcion y manejo de los animales.

Se utilizaron 15 vacas Holstein; en su segundo tercio de lactacion, con una
condicion corporal de 2.5 en una escala de 1-5, con un promedio de 60 dias
abiertos y con una media de 3 partos. Las vacas fueron manejadas de la misma
forma que el resto del hato ganadero, alimentadas 2 veces al dia con una dieta a
base de alfalfa y concentrado comercial, agua ad libitum, siendo ordefiadas dos

veces al dia.

El experimento tuvo una duracion aproximadamente de 80 dias para la
sincronizacion, inseminacion, toma de muestras y diagnostico de prefiez por
deteccién de proteinas tempranas de la gestacién, ultrasonografia y palpacién

rectal.

Sincronizacién de estro
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Se consideraron 12 dias para la sincronizacion individual de estro, tomando
como dia 0 la primera aplicacion de GnRH a razén de 200 pg/animal, via I.M; el
dia 10 se aplicé PGf2a, 25 mg por cabeza, mas 500 U.l. de GCe /animal, via .M.,
el dia 12 se aplico nuevamente GnRH a razén de 200 pg/animal, via .M,
realizando la Inseminacion Atrtificial a tiempo fijo 16 horas después de esta Ultima
aplicacion.

Tabla 4. Protocolo de Sincronizacion de estro e inseminacioén artificial a tiempo fijo,
(IATF).

Dia 0 Dia 10 Dia 12 16 horas después
dia 12

GnRH a razén de PGf2a, 25 mg por GnRH a razon de |LLAT.F.
200 Mg/animal, cabeza, mas 500 200 ug/animal, via
via LM U.l de GCe .M

/animal, via |.M

Diagnoéstico de Gestacion

Deteccion de celo visual y por marcaje de cola. Los animales que
presentaron signos de celo se re-inseminaron (del dia 18 al 23 post IATF). El dia
28 post inseminacion artificial se recolectaron muestras de sangre de la vena
coccigea, utilizando agujas vacutainer calibre 21; la muestra se depositdé en tubos
de ensayo con EDTA (4ml aproximadamente) para la realizacion de IDEXX bovine
pregnacy test® de las vacas que no presentaron celo. El dia 38 se realizé el
diagnéstico de gestacion por ultrasonografia, utilizando el equipo de
ultrasonografia con el equipo portatil EXAGO®. El dia 48 se realizé el diagnéstico

de gestacion, través de palpacion rectal.

A los 28 dias después de la segunda inseminacion a las vacas que

presentaron celo se les realizaron los diagnésticos de deteccion de proteinas
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tempranas de la gestacion, a los 38 ultrasonografia y a los 48 dias palpacion
rectal.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Sincronizacién de estro

La Inseminacion Atrtificial a tiempo Fijo (IATF) asi como los protocolos Ovsynch se
han desarrollado para disminuir la dependencia de la deteccion de estro en
programas de reproduccion (Pursley et al., 1995); Sin embargo, incluso con el
aumento de las tasas de prefiez de la Inseminacién Atrtificial, la baja fertilidad de
las vacas lecheras en lactancia sigue siendo un problema después de IATF
(Souza et al., 2007).

A la Inseminacién Artificial a Tiempo Fijo solo se logré la gestacién de uno de los
animales, esto representa solo es 7% de las vacas que entraron al programa de
sincronizacion, sin embargo esto reactivo la ciclicidad de los animales y aumento
la cantidad de animales gestantes que presentaron celo natural después de la
I.LA.T.F. representando el 33%; debemos tener en cuenta que el éxito de estos
programas va ligado a otros factores como la nutricion (condicién corporal),
manejo y ambiente, ademas de las patologias individuales que puedan presentar
los animales tomando en cuenta que los dias abiertos en promedio superaban los
90 dias.
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Tabla 5. Dias abiertos de las vacas al momento de la I.A.T.F.

N° | N° de | Dias

Vaca Abiertos
1 92 52
2 137 73
3 142 180
4 154 59
5 156 54
6 | 169 143
7 174 55
8 184 171
9 188 129
10 | 202 72
11 213 70
12 | 218 151
13 | 222 48
14 | 237 44
15 | 506 74

Promedio 91.6666667

Estudios previos (Pancarci et al. 2002;Gumen et al.,, 2003; Galvao et al.,
2004) han demostrado que las vacas con una baja condicion corporal tienen
mayor probabilidad de ser anovulares. Por ejemplo, Gumen et al. (2003)
reportaron que aproximadamente el 40% de las vacas con condicion corporal
menor o igual a < 2.5 eran anovulares, en comparacion con aproximadamente el
20% de las vacas con condicion corporal mayor que = 2.75. La variabilidad de la

tasa de prefiez observada en experimentos adicionando eCG, también demuestra
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que la tasa de ovulacion puede ser mayor indicando que aunque esta exista la

ovulacién no indica se dard o mantendra la gestacion.

Tabla 6. Resumen de datos publicados sobre el efecto de la adicion de eCG en los
protocolos de inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) en vacas lactantes,

énfasis en la tasa de prefiez y de ovulacion.

Dosis Tasa de Tasa de prefiez (%, n/n) Referencia
eCG ovulacion
(LU.) (%, n/n)
82.6 (19/23) 28.9 (56/194) Souza et al. (2009)
400 79.2 (19/24) 33.8* (67/198)
CC<2.75 15.2 (12/79)
400 38* (30/79)
98.3 (58/59) 39 (23/59) Pulley et al. (2013)
400 97.1 (67/69) 35.3 (24/68)
26.5 (44/166) Ferreira et al. (2013)
400 24.4 (35/145)
600 31.7 (46/145)
43.7 (715/1635) Garcia-Ispierto et al. (2013)
26.6* (109/410)
500 32* (161/503)
500 22.3* (69/309)
500 39.7/238/600)
500 43.3 (52/120)

Deteccién Glicoproteinas Asociadas a la Gestacion — PAGs

En el presente experimento se llevaron a cabo diferentes diagndsticos de
gestacion, en diferentes dias y con diferentes metodologias a continuacion se
detallan los resultados de cada diagnostico. Después de la realizacion de la
prueba se sometié a la lectura arrojando los siguientes resultados segun las

fechas, 28 dias después de inseminadas:
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Tabla 7. Resultado prueba de IDEXX bovine pregnacy test®

N° 15/05/2018 5/06/2018 25/06/2018
Vaca

142 Negativa N/A N/A

184 N/A Positiva N/A

218 N/A Positiva N/A

169 N/A Positiva N/A

188 Positiva N/A N/A

92 Negativa N/A Positiva
137 N/A Positiva N/A

154 Negativa N/A N/A

156 Negativa N/A N/A

174 Negativa N/A Negativa
202 Negativa N/A N/A

213 N/A Negativa Negativa
222 N/A Positiva N/A

237 Negativa N/A N/A

506 Negativa N/A N/A

N/A: No Aplica

Diagndstico de gestacion mediante palpacion rectal y ultrasonografia
Se realiz6 ultrasonografia y palpacion rectal como métodos de diagnostico a

los 38 y 48 dias después de la inseminacion artificial segun el caso de cada una

de las vacas
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Tabla 8. Tabla

de

ultrasonografia y palpacion rectal

resultado de diagnostico de gestacion a través de

PR us PR us PR usS
N° | 25/05/2018 | 05/06/2018 | 15/06/2018 @ 25/06/2018 | 5/07/2018 @ 15/07/2018
142 | Vacia Vacia N/A N/A N/A N/A
184  N/A N/A Gestante Gestante N/A N/A
218 N/A N/A Gestante Gestante N/A N/A
169  N/A N/A Gestante Gestante N/A N/A
188  Gestante Gestante N/A N/A N/A N/A
92 | Vacia Vacia N/A N/A Gestante | Gestante
137 | N/A N/A Gestante Gestante N/A N/A
154 | Vacia Vacia N/A N/A N/A N/A
156 Vacia Vacia N/A N/A N/A N/A
174 Vacia Vacia N/A N/A Vacia Vacia
202  Vacia Vacia N/A N/A N/A N/A
213  N/A N/A Vacia Vacia Vacia Vacia
222 | N/A N/A Gestante Gestante N/A N/A
237 | Vacia Vacia N/A N/A N/A N/A
506 | Vacia Vacia N/A N/A N/A N/A
Tabla 9. Comparacioén resultados de los tres métodos de diagnéstico

Método de Total

Diagnostico animales | Gestantes|Porcentaje
IDEXX Bovine
Pregnancy® 15 7 47%
Ultrasonografia
transrectal 15 7 47%
Palpacion Rectal 15 7 47%

Del 100% de las vacas inseminadas solo el 47% (7/15) de los animales fue

diagnosticado como gestante, esto tomando en cuenta que el 7% quedo gestante
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a la primera I.A. el 33% en la segunda I.A. y otro 7% en la tercera Inseminacién
artificial.

Todos los métodos diagnosticos utilizados arrojaron como resultados los
mismos animales gestantes, demostrando que la deteccion de PAGs a los 28 dias
de gestacion representa una alternativa viable para que los productores puedan
utilizarle como herramienta de diagndstico, esto con el fin de reducir dias abiertos,
intervalos entre partos, disminuir costos de mantenimiento y aumentar el nimero

de partos por afos.

Silva et al. (2007) determinaron la precision de una prueba de Elisa
(Glucoproteinas asociadas a la gestacibn) mediante la comparacion del
diagnoéstico de gestacion a través de ultrasonografia el dia 27 después de la
inseminacién artificial de los animales, la ultrasonografia fue tomada como
estandar de oro, arrojando resultados muy similares concluyendo al igual que en
nuestro estudio que la prueba de PAGs es confiable como diagndstico temprano
de la gestacion de la hembra bovina, EI PAG ELISA utlizado para la
determinacién de la concentraciéon de PAG en vacas tuvo una precision de 93.7 a
96.2% 27 dias después de Inseminacion Atrtificial a Tiempo Fijo y es similar a la

precision de la ultrasonografia (93.7 a 97.8%).
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CONCLUSIONES

La deteccién de PAGs a los 28 dias de gestacion representa una alternativa
viable para que los productores puedan utlizarle como herramienta de
diagnoéstico, esto con el fin de reducir dias abiertos, intervalos entre partos,

disminuir costos de mantenimiento y aumentar el nimero de partos por afo.

Los protocolos de sincronizacion de estro e inseminacion artificial a tiempo
fijo deben ir de la mano con la nutricion y manejo del hato para poder lograr los
objetivos, aunque la adicién de la hormona gonadotropina coridénica equina no
reflejara un impacto positivo en el presente experimento se debe tener en cuenta
que la gestacion no es un indicativo suficiente que garantice si hubo o no la

concepcion y esta no se pudo mantener hasta el dia 28.
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