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Capitulo LXXXII

Inseminacion artificial en bifalas

Nelcio Antonio Tonizza de Carvalho
Jalia G. Soares

Entre las principales biotecnologias empleadas en las especies domésticas, po-
demos mencionar la inseminacién artificial (IA) como una herramienta importante
para la difusién de material genético superior de origen paterno. Sin embargo, el uso
de esta técnica en la forma convencional, es decir, mediante la observacion del celo,
tiene dos problemas importantes en biifalos. El primero esté relacionado con el com-
portamiento del celo en si, que en esta especie es més discreto, lo que dificulta su de-
teccién. El segundo, se relaciona directamente con el primer factor y se debe a la baja
tasa de servicios obtenida en bifalas de agua sometidas a IA, lo que conlleva a que la
eficiencia reproductiva del rebafio sc vea comprometida y a que el uso de la técnica
fracase. Ademads, es importante destacar que los bufalos criados en regiones alejadas
del ecuador son estacionales y solo muestran actividad reproductiva durante los me-
ses de otofio e invierno.

Por lo tanto, el uso de programas de manejo reproductivo que no requieren la
deteccién del celo contribuye al aumento de la eficiencia de la Al, debido principal-
mente a la facilidad de implementacién de esta técnica. Los objetivos de estos progra-
mas son la sincronizacién de la fase ldtea, del crecimiento folicular y de la ovulacidn,
lo que permite que la IA se aplique a todos los animales de la finca, incluso en aquellos
que manifiestan signos de ciclicidad o de estro.

PROTOCOLOS DE SINCRONIZACION DE LA OVULACION

El estro y/o la ovulacién puede ser inducida en los bafalos por medio de un tra-
tamiento hormonal (ver revision de Baruselli et al., 2007; Campanileer al., 2010). Ante
este escenario, grupos de investigacion de todo el mundo llevaron a cabo diversos es-
tudios para evaluar la eficacia de los protocolos de sincronizacién de la ovulacién para
laIA a tiempo fijo (IATF) en biifalos (Baruselli, 1999a, 1999b; Campanile ez al., 2005;
Baruselli et a/., 2007). El uso de IATF es una ventaja, ya que la IA puede programarse
para momentos determinados del dia, lo que simplifica el manejo empleado en los
programas tradicionales de IA. Sin embargo, la cria estacional observada en los biifa-
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los puede interferir con la eficiencia de la sincronizacién de la ovulacién al utilizar los
protocolos para IATF.

Durante el periodo de anestro estacional, las btfalas no tienen comportamiento
de estro ni ovulan, y por consiguiente, el ovario no produce progesterona (P,), como
tampoco se produce crecimiento de foliculos ovulatorios. Ademads, las vacas en anes-
tro tienen insuficiente liberacién pulsatil de la hormona luteinizante (LH) como para
estimular las etapas finales del desarrollo folicular y la ovulacién (Yavas & Walton,
2000), lo que limita la eficacia de los protocolos de IATF (Baruselli et al., 2004). Por lo
tanto, es importante dominar cuales de los diferentes protocolos deben ser usados de
acuerdo con la temporada de reproduccién y con el estado de la ciclicidad de los reba-
fios bufalinos.

Sincronizacion de la ovulacion e IATF durante la temporada de reproduc-
cién (otofio e invierno)

Se han desarrollado diversos estudios para evaluar la eficacia del protocolo
Ovsynch en bafalos: dia 0, hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH); dia 7,
prostaglandina F2alfa (PGF,,); dia 9, GnRH; ¢ IATF 16 horas después de la segunda
dosis de GnRH (Baruselli ez al., 1999a, 1999b). En estos estudios, se confirmé que los
bifalos responden al tratamiento hormonal y que una nueva onda folicular emerge
debido alaovulacidn del foliculo dominante presente en el momento de aplicacion de
la primera dosis de GnRH. En el dia 7, los biifalos responden a la PGF,, (lutedlisis), y
parael dia 9, aproximadamente el 80% de los animales logran sincronizar la ovulacién
dentro de 12 h. Tasas de preficz de alrededor del 50% pueden ser obtenidas en los bu-
falas ciclicas (con presencia de cuerpo liteo, CL); sin embargo, la tasa de prefiez se ve
influenciada por la condicién corporal (CC) obteniéndose buena eficiencia con una
CC = 3,5(enunaescalade 1 a5),al igual que por la paridad, al observar que las primi-
paras son menos eficientes que las multiparas, y también por la época del afio, ya que
en este protocolo las mejores tasas de prefiez se obtienen durante en el otofno y el in-
vierno en comparacién con la primavera y el verano.

Con el objetivo de evaluar nuevas alternativas para la sincronizacién de la ovu-
lacién con gonadotropinas en bifalos, se han llevado a cabo otros estudios para estu-
diar el efecto de la sustitucién de la segunda inyeccién de GnRH del protocolo
Ovsynch por LH (Bereber et al., 2002) o por la hormona coriénica humana (hCG)
(Carvalho et al., 2004). Estas hormonas podrian mejorar la ovulacién y por lo tanto la
eficiencia del protocolo, ya que acttian directamente sobre el foliculo (GnRH estimula
a la glandula hipofisiaria para que libere LH endégena). Si hay déficit de LH en la hi-
pofisis, la GnRH no provocard la liberacién de LH y, por lo tanto, no habra ovulacién.
En estos experimentos, no hubo diferencias en las tasas de prefiez después de 1a IATF,
tanto para la LH como para la hCG, en comparacién con el tratamiento con GnRH.
Por lo tanto, no se confirmo la hipétesis inicial.

Otro estudio evalué la efectividad de un dispositivo intravaginal con P, asocia-
do con el protocolo Ovsynch (Baruselli ez al., 2003b). Se supone que el uso de P, exdge-
na podria mantener altas concentraciones plasmaticas de P, durante el tratamiento, y
por lo tanto, mejorar la sincronizacién de la ovulacién con un consiguiente aumento
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de la tasa de prefiez. No obstante, los autores encontraron que la adicién de P, al pro-
tocolo Qvsynch no aumentg la tasa de prefiez en las btifalas inseminadas, por lo cual
no fue confirmada la hipétesis inicial.

En un intento de reducir los costos de tratamiento, se realizé un estudio para
evaluar la eficacia de la aplicacién de Y2 dosis de PGF,, en el protocolo Ovsynch (Ba-
ruselli et al., 2003d). La tasa de prefiez no fue influenciada por la dosis de PGF,,, ob-
servandose que 88,6% de los bufalas del grupo que recibié ¥z dosis y 90,0% de las trata-
das con la dosis total experimentaron luteélisis. De acuerdo con estos resultados, la
dosis recomendada de PGF,, se puede reducir en un 50%, lo que disminuye los costos
del protocolo Ovsynch para IATF en bifalos. Sin embargo, el tamafio correcto de la
agujay lajeringa, asi como la precisién de la administracién de pequenas dosis de hor-
monas pueden determinar la eficiencia del protocolo.

En el mismo sentido, se reportaron mayores tasas de prefiez y nacimientos en
las bufalas que recibieron una dosis de GnRH 6 dias después de laIATF en el protoco-
lo Ovsynch (Carvalho et al., 2007a) La administracién adicional de GnRH indujo la
formacion de CL accesorios, que segliin Campanile ef al. (2010) y Marques ez al. (2012)
aumentaron la concentracién plasmatica de P, que resulté en un efecto positivo sobre
la prefiez y nacimientos. Los estudios han demostrado que la P, controla la funcién y
el sistema de secrecién glandular uterina (Spenceret al., 2004), que es importante para
la nutricién y el desarrollo del embrién (Mann ez al., 1999). Por lo tanto, la induccién
de CL accesorios en las biifalas es una alternativa para aumentar la eficiencia del pro-
tocolo Ovsynch.

Sin embargo, cuando se utilizé el protocolo Ovsynch en primavera y verano, pe-
riodo de alta incidencia de anestro en bifalas, se obtuvieron tasas de prefez entre
6,9% (Baruselliet al., 1999b) y 28,2% (Baruselli et al., 2002), lo que indica una baja efi-
ciencia del protocolo en esta época del afio. Debido a estos resultados se llevaron a
cabo otros estudios para viabilizar la utilizacién de un protocolo hormonal que au-
mente la tasa de prefiez en biifalas en anestro estacional bajo IATF (Baruselli et al.,
2002; 2003a; Bartolomeu, 2003; Porto Filho, 2004; Porto Filho et al., 2004a,b; Carval-
ho et al., 2005; 2007a,b,c,d),

Sincronizacion de la ovulacion e IATF durante la estacion reproductiva des-
favorable (primavera y verano)

El uso de progestagenos en protocolos de sincronizacién promueve un aumento
en la frecuencia de pulso de LH durante y después del tratamiento para inducir la
ovulacién (Rhodes et al., 2002). El tratamiento de vacas en anestro con P, resulté en
una mayor produccién de liquido folicular, mayores concentraciones circulantes de
estradiol (E,), incremento de la secrecién pulsitil de LH y aumento de los receptores
de LH en las células de la granulosa y una teca de foliculos preovulatorios, en compa-
racion con los animales no tratados (Rhodes et al., 2003). Ademas, conociendo que un
corto periodo con una concentracion elevada de P, durante el anestro es importante
para la expresién del estro y para logar una funcién luteal normal (McDougall et al.,
1992), se planted la hip6tesis de que la exposicién de bufalas en anestro a la P, puede
estimular el desarrollo y la maduracién de un foliculo dominante, aumentando la li-
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beracién de LH y estimulando la expresién de receptores de LH y lasecrecién de E,, y
en consecuencia, promover la ovulacion.

Existen varios dispositivos intravaginales de liberacién lenta de P,, con diferen-
tes concentraciones (0,5 a 1,9 g de P,) disponibles en el mercado. Estos dispositivos
contienen P, natural y proporcionan concentraciones sanguineas de4 a5 ng/ml. de P,
durante su uso. Dosis bajas de progestageno sintético como 3 a 6 mg norgestomet, se
han utilizado en implantes subcutdneos, siendo mds potentes que la P, natural.

No obstante, a pesar de que la P, es capaz de inducir la ciclicidad posparto, la efi-
cacia de este tratamiento puede verse comprometido en rebafios con una alta propor-
cién de vacas en anestro, con deficiente CC, o con ambas cosas. Por lo tanto, la admi-
nistracién adicional de gonadotropinas con el fin de mejorar el soporte de LH podria
incluirse en estos protocolos de sincronizacién. Por esa razén, la administracién de la
gonadotropina coriénica equina (eCG) en el momento del retiro de los dispositivos de
P, también se ha sugerido como alternativa para aumentar la tasa de prefiez en los pro-
gramas de IATF para bifalas con alta prevalencia de anestro (Baruselli et al., 2007;
Carvalho et al., 2013).

LaeCG tiene actividad tanto de FSH como de LH y su administracién parente-
ral estimula el crecimiento folicular y la ovulacién en el ganado bovino (Soumano &
Price, 1997). La insercion de implantes subcutaneos de norgestomet o de dispositivos
intravaginales de P,, combinados con eCG en el momento del retiro de los implantes o
de los dispositivos intravaginales han sido ampliamente utilizados en los rebanos Bos
indicus con alta incidencia de anestro posparto (revisado por Baruselli ez al., 2004). De
ahi que, la aplicacién de 400 UI de eCG al momento retirar la fuente exégena de P, dio
lugar a aumentos en la ovulacién y en la prefiez en vacas sin CL al inicio del protocolo
(Baruselli et al., 2003¢, 2004; Sa Filho et al., 2010).

Los protocolos desarrollados para bufalas con P, o progestidgenos consisten en
la insercién de un dispositivo intravaginal de P, o un implante auricular de norgesto-
met, asociados con la inyeccién intramuscular de benzoato de estradiol (BE) en un dia
aleatorio del ciclo estrual (dia 0). Posteriormente, el dia 9, se retira el dispositivo o im-
plante y se administran dosis intramusculares de PGF,, y eCG. Luego de 48 horas, la
ovulacién es inducida por la administracién de hCG o GnRH. La IATF se realiza 16
horas mas tarde (Baruselli et al., 2003a; Carvalho ef al., 2007b).

La combinacién de P, o progestigeno con BE el inicio del protocolo es efectivo
para inducir la emergencia de una nueva onda folicular debido a la supresién de las
hormonas FSH y LH, lo que posteriormente promoveri la atresia de todos los folicu-
los presentes en los ovarios de las vacas (revisado por Bé et al., 2003) y de las biifalas
(revisado por Baruselli et al., 2007).

Para verificar la eficiencia y la importancia del uso de la eCG en el protocolo an-
terior, se realizé un estudio con bufalas lactantes que recibieron o no una dosis de
eCG, encontrando que el tratamiento con eCG en el momento de retirar el dispositivo
intravaginal de P, proporcioné una respuesta ovulatoria satisfactoria y aument6 la efi-
ciencia reproductiva de las biifalas en anestro estacional (Carvalho et al., 2013).

En otro estudio se demostré que tanto el dispositivo intravaginal de P, como el
implante de norgestomet proporcionaron una satisfactoria respuesta folicular y de la
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tasa de prefiez en btifalas aciclicas (Carvalho et al., 2007¢). Sin embargo, la respuesta al
tratamiento parece depender de algunos factores relacionados con la “profundidad”
del anestro, como la estacionalidad, CC, edad y el intervalo entre partos.

Adicionalmente, se ha observado que las concentraciones bajas de P, en los dis-
positivos intravaginales reutilizados fueron eficaces para controlar'el crecimiento fo-
licular, al proporcionar satisfactorias tasas de prefez en las biifalas sometidas a proto-
colos de sincronizacién de la ovulacion € IATF (Carvalho et al., 2014).

Con respecto a la induccién de la ovulacién en los protocolos de IATF en biifa-
los, es conocido que el uso de GnRH reduce el costo del protocolo, en comparaciéon
con la hCG y de la misma forma, el BE lo es con respecto a la GnRH. Esa informacion,
permitié estudiar la eficiencia de diferentes inductores de la ovulacién (hCG, GnRH
o EB) sobre la dinamica folicular (Carvalho et al, 2005; 2012) y la tasa de prefiez (Car-
valho et al., 2007b; 2012). Los resultados obtenidos indicaron que el uso de GnRH
para reemplazar la hCG y de BE para sustituir la GnRH, proporcionaron satisfacto-
rias respuestas foliculares y de la tasa de prefiez, ademas de permitir reducir el costo
del protocolo para la IATF.

Sincronizacién de la ovulacién para IATF durante todo el afio en bifalos

En la actualidad, es posible sincronizar la ovulacion para IATF durante todo el
ano con una eficiencia satisfactoria, incluso en paises y regiones donde los buifalos
presentan evidente estacionalidad reproductiva. Con el uso del protocolo Ovsynch
durante la temporada reproductiva favorable y P, o progestigeno + BE + PGF2a +
¢CG + hCG o GnRH o BE como protocolo de desestacionalizacioén para la estacién re-
productiva desfavorable (anestro) es posible obtener aproximadamente el 50% de fer-
tilidad, tanto en otofio e invierno como en primavera y verano. Esta tecnologia permi-
te asociar el uso de la IA con la desestacionalizacion de los partos, lo cual contribuye a
evitar su concentracién y de la produccién de leche durante épocas determinadas, lo
que afectaria el abastecimiento de la demanda industrial de leche de btfala durante
todo el afio.

INSEMINACION ARTIFICIAL A TIEMPO FIJO EN NOVILLAS

Aun cuando se han obtenido resultados prometedores con el uso de la IATF en
bufalas adultas (primiparas y multiparas) son pocos los estudios que implican el uso
de esta biotecnologia en novillas bufalinas (buvillas). En estudios recientes en bubil-
las se utiliz6 un aplicador o pistoleta uterina desarrollada parala IA de ovejas y cabras
(Carvalho et al., 2010a). Esta adaptacion se realiz6 debido al menor grosor de este ins-
trumento en comparacion con el aplicador convencional. El didmetro del cuello del
utero de las buvillas es muy pequeiio, tanto que no permite el paso de los aplicadores
convencionales de semen utilizados para vacas y bufalas adultas, lo que impide la IA
de esta categoria de animales. Este estudio demostrd que el aplicador o pistoleta de se-
men para ovinos y caprinos fue eficaz para atravesar el conducto cervical en el 100%
de las buvillas, lo que posibilita su uso en esta especie. Asimismo, como el costo de
este instrumento no impide su uso rutinario en el campo, es posible aplicarlo a gran
escala, ampliando asi esta linea de investigacion recientemente iniciada.
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Carvalho et al. (2007a,d) evaluaron la efectividad del tratamiento con norgesto-
met + BE, seguido de eCG + PGF,, y GnRH en comparacién con el protocolo
Ovsynch, demostrando que el protocolo para inducir la ciclicidad reproductiva resul-
t6 satisfactorio en la respuesta folicular y la fertilidad en las buvillas sometidas a
IATF durante la temporada de anestro; sin embargo, también se confirmé que el pro-
tocolo Ovsynch no fue eficiente en las buvillas en esta temporada, confirmando lo ob-
servado en las bufalas adultas.

Al ser evaluada la utilizacién de un dispositivo intravaginal de P, y del implante
subcutineo de norgestomet (Carvalho et al., 2011), se encontré que ambos protocolos
hormonales proporcionaron una respuesta folicular y una tasa de prefiez satisfactorias
en las buvillas manejadas bajo un programa de IATF durante la temporada reproduc-
tiva desfavorable.

Asimismo, se evalué la eficiencia de diferentes inductores de la ovulacién (BE o
GnRH) para su uso en protocolos de IATF (Carvalho et al., 2010b; Nichi et al., 2011);
el tratamiento con P, + EB (dia 0), seguido de la administracién de eCG + PGF,, (dia
9)ylainduccién de la ovulacién con BE y GnRH en el dia 11 (Carvalho et al., 2010b) o
BEeneldia 10y GnRH en el dia 11 (Nichietal.,2011), resultaron en una satisfactoria
respuesta folicular y de la tasa de ovulacién, por lo cual su uso estd indicado en la sin-
cronizacién de la ovulacién y la IATF en buvillas durante la temporada reproductiva
desfavorable.

CONCLUSIONES

El uso de la IA hace posible la introduccién de material genético mejorador en
los rebarios bufalinos. Sin embargo, la estacionalidad reproductiva, ademas del tiem-
po y esfuerzo gastados para la deteccion del estro, limitan la aplicacién a gran escala y
el éxito de esta tecnologia. La incorporacién de técnicas concebidas para controlar la
dindmica de las ondas de crecimiento folicular y la ovulacién ha reducido los proble-
mas asociados con la deteccién del estro.

El desarrollo folicular puede ser controlado mediante tratamiento hormonal
como el Ovsynch, cuyo protocolo ha producido tasas de prefiez satisfactorias después
de la IATF en las bufalas ciclicas durante la temporada reproductiva favorable.

Los protocolos para inducir la desestacionalizacién proporcionan la oportuni-
dad para la aplicacién de la IATF en la estacién reproductiva desfavorable, promo-
viendo la ovulacién y el reinicio de los ciclos estruales en las bifalas en anestro. En la
actualidad, la IATF puede ser utilizada durante todo el ano, lo que ayuda a evitar la
concentracion de los partos y de la produccién de leche en determinados periodos, fa-
voreciendo el agronegocio con bifalos.

El uso de esta biotecnologia en buvillas aumentara el progreso genético en las
operaciones bufalinas comerciales, ya que en un proceso continuo de seleccién y me-
jora genética, las vaquillas son consideradas de gran importancia en el rebaio. Por lo
tanto, ¢l uso de laIATF en esta categoria hace posible aumentar la velocidad de la me-
jora genética, representando un avance considerable en el mejoramiento genético de
la especie, como en las operaciones comerciales bufalinas.
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