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RESUMEN

La produccion de leche en el tropico afronta el desafio de utilizar animales cruzados
(Bos taurus x Bos indicus) de comportamiento reactivo. Con el propoésito de evaluar
el temperamento, eyeccion lactea y reinicio de la actividad reproductiva en vacas
cruza y primiparas en condiciones tropicales sometidas a diferentes manejos de la
relacién humano - animal en el preparto se disefiaron dos experimentos (E). Para E1
se utilizaron 28 novillas F1 (Holstein x Brahman) prefiadas y se distribuyeron en 3
grupos para aplicar los tratamientos: SM= Sin contacto humano personalizado, PSO =
Manejo gentil sin contacto humano personalizado y CE= Manejo gentil con contacto
personalizado de cepillado corporal de 10 min/d desde + 47 d preparto; al parto se
aplicaron dos ordefios/d de forma manual, con cria al pie y amamantamiento
restringido. En el E2 (n=38) se aplicdé SM y CE desde el + 49 d preparto; al parto, el
ordefio fue mecanico, sin cria presente ni amamantamiento. Se cuantificaron variables
de temperamento (conducta y reactividad; COND y REAC respectivamente),
relacionadas a la eyeccion (tiempo de estimulacion, tiempo de ordefio, leche vendible,
leche consumida por la cria, leche residual, componentes lacteos, entre otros),
reproductivas (reinicio actividad ovarica) (RAO) y endocrinas (cortisol, oxitocina y
progesterona; CORT, OT vy P4 respectivamente). CE no evidencio (p>0,05) elevacion
de los niveles basales de OT mas si afecto CORT (p<0,05) de forma diferencial segun

el avance de la lactacion. CE afectd positivamente las relaciones epimeléticas y et-



epimeléticas (COND) y redujo la REAC (p<0,01), gradualmente en el tiempo. En El
el tiempo de ordefio (TO) matutino estuvo a favor de CE (p<0,01) para la mayor
remocion de leche vendible, en E2 se afectaron positivamente TO matutino y
vespertino (p<0,05). La cantidad de leche vendible/d y hasta 90 d de lactacion fue
afectada positivamente (p<0,05) por CE, en ambos E, al igual que se disminuyo6 la
cantidad de leche remanente en la ubre postordefio (p<0,05). El area bajo la curva de
OT fue afectada favorablemente por CE (p<0,05) en ambos E. Se presentaron
variaciones en componentes lacteos de interés debidos a CE, con distinto efecto segun

el tipo de ordefio.

En E1 el CE produjo +123 Kg leche corregida al 4% hasta 90 d lactacion que SM y
PSO (p<0,05). En E2 +178 L de leche hasta 90 dias de lactacién fueron producidos a
favor de CE (p=0,11). RAO y P4 no fueron afectados por tratamientos. Fue posible
modificar positivamente la conducta de novillas gestantes cruzadas, Bos taurus x Bos
indicus, a través del manejo gentil personalizado y con ello disminuir el estrés y
temperamento reactivo causado por el cercano manejo humano durante el ordefio de
la primera lactancia y condicionar favorablemente la mayor eyeccion lactea,
independientemente del sistema de ordefio aplicado y la presencia o no de la cria al
pie. Los beneficios de la practica preparto se extendieron hasta al menos los 90 d de

lactacion.



ABSTRACT

Milk production at tropic conditions confronts the challenge of use crossbreed cattle
(Bos taurus x Bos indicus) with reactivity behaviour. With the aim to evaluate
different human gentle handling effect in crossbred primiparous cow’s two assays (E)
were conducted. The effect of gentle handling on temperament, milk ejection and
ovarian resumption process were considered. Twenty eight pregnant heifers were
assigned at three treatments in E1: SM= non-human gentle handling, PSO= gentle
handling without human personalized contact, CE= gentle handling and human
personalized contact by corporal brushing (10 min/d); all treatments start at + 47 d
prepartum. At calving, handling milking was applied twice and with calf presence,
pre-milking and post-milking suckling. In E2, SM and CE were applied on 38
pregnant heifers; both treatments start at + 49 d pre-partum. At calving, mechanical
milking was applied twice and without calf presence or suckling. Variables related
with behaviour (conduct and reactivity; COND and REAC), milk ejection
(stimulation time, milking time, saleable milk, calf consumed milk, residual milk,
milk composition, etc.), reproduction (ovarian resumption; RAO) and endocrine
process (cortisol, oxytocin and progesterone; CORT, OT and P,) were measured. OT
basal level was equal in all animals (p>0,05) independent of treatment or E. CE
caused effect on CORT (p<0,05) depending of lactation d. CE favoured epimeletic

and et-epimeletic behaviour (p<0,05), COND relationships (p<0,05) and reduce



REAC (p<0,05). The morning milking time was longer by CE in E1; morning and
afternoon milking time were longer by CE in E2. Consequently, more saleable milk
per d (p<0,01), and at 90 d (p<0,05) were obtained. Milking efficiency was improved
in both E due to CE effect (p<0,05). The OT area under the curve was affected
positively by CE (p<0,05) in both E. Milk components were affect by CE (p<0,05)
but differentially between E. CE produce +123 milk (fat corrected at 4%) kg at 90
lactation d than SM and PSO (p<0,05) in E1, while in E2 +178 L represented only a
tendency (p=0,11). RAO or P, were not affected by treatments. Concluding, it was
possible alter the pregnant crossbred heifers behaviour though gentle handling and
human — animal personalized contact and decrease the stress caused by first lactation
milking period and conditioned better milk ejection, independently of manual or
mechanical milking system or presence or absence of the calf. The benefits of the

prepartum practice extend until almost 90 d of lactation.



l. INTRODUCCION

El conocimiento del comportamiento de una especie de interés zootécnico es
fundamental para el desarrollo de estrategias precisas de manejo productivo que
permitan satisfacer las necesidades humanas de cantidad y calidad de alimentos

protéicos, basados en principios del Bienestar Animal.

En Venezuela, a diferencia de otros paises latinoamericanos tropicales y
subtropicales (Colombia, Brasil, Uruguay, Argentina, entre otros), es muy poco lo
que se ha investigado en términos de descifrar codigos de conducta animal,
aprendizaje, entrenamiento y/o marcaje de conductas asociado a pardmetros
fisioldgicos y productivos en grandes rumiantes. Estos codigos de comportamiento
pueden ser indicadores sencillos y clave para el personal que labora a diario con los
animales y para los profesionales que persiguen resultados 6ptimos segun alternativas
tecnoldgicas implementadas (p.e. confinamiento en corrales, areas de pastoreo,
sistemas de ordefio, sistemas de apareamiento — bioestimulacién, monta natural o
artificial-, transporte, entre otras). Los desajustes fisioldgicos, disminuciéon del
consumo, inhibicién de la eyeccion lactea, retraso en reinicio de actividad ovarica,
aislamiento, agresividad, entre otros, pueden ser prevenidos con conocimiento preciso
de las conductas del animal, segun su especie y grupo racial (Bar Peled et al., 1998;

Kofman, 2002; Bruckmaier et al. 2005; Jensen, 2006: Aleman et al., 2008;



Bertenshaw et al., 2008; Bertenshaw y Rowlinson, 2009; Cooke et al. 2009;
Churchland y Winkielman, 2012; Ceballos, 2014). Novillas de produccion de carne
con bajos indices de agresividad durante el manejo rutinario han demostrado ser mas
productivas, tanto por sus mejores indices en reproduccion, como comportamiento
materno-filial al parto, habilidad para el amamantamiento de la cria y produccion de
leche (Phocas et al., 2006). Es asi, como familiarizar al animal con rutinas y mas ain
el manejo gentil humano — animal (marcaje de relaciones positivas) puede, de forma
econdmica, representar una alternativa tecnoldgica viable en los sistemas de

produccidn, con beneficios a largo plazo (Aleman et al., 2008).

Sin el conocimiento etologico y las causas y/o patrones fisiologicos especificos
que condicionan las respuestas, el desarrollo y la aplicacion de tecnologias puede ser

errado y sus consecuencias nefastas para el negocio agricola.

Asi, el presente trabajo persiguié evaluar el efecto del manejo gentil humano -
animal durante el pre-parto de hembras primiparas y cruzadas (Bos indicus x Bos
taurus) sobre el temperamento, comportamiento conductual, eyeccidn lactea y
reinicio de la actividad reproductiva en condiciones tropicales; bajo este enfoque,
cruce animal y técnicas involucradas es inexistente literatura tropical. Sin embargo,
mas que pretender cerrar un circulo en la investigacion, éste trabajo hace aportes
inéditos en la fisiologia del comportamiento y la produccion que afianza una linea de

investigacion necesaria en la ganaderia vacuna tropical.



1. OBJETIVOS

GENERAL

Efecto del manejo gentil durante el preparto sobre el temperamento de vacas F1

Holstein x Brahman en el tropico

ESPECIFICOS

Evaluar el efecto del manejo gentil humano — animal durante el preparto de la novilla

F1 Holstein x Brahman sobre:

1. La reactividad, conducta y fisiologia del comportamiento de la novilla,

la vaca de primer parto y su cria durante la primera fase de la lactancia.

2. La produccion de leche, eyeccion lactea y composicion de la leche de

la vaca de primer parto durante la primera fase de la lactancia.

3. El reinicio de la actividad ovarica de la vaca de primer parto.

4. La concentracion de cortisol, el nivel basal de oxitocina y su descarga
durante el ordefio en la vaca de primer parto durante la primera fase de la

lactancia.



1. HIPOTESIS

El manejo gentil humano — animal de la novilla prefiada elevara los niveles basales de
oxitocina y disminuira la concentracion del cortisol posterior a la implementacion de
la practica, con ello, después del parto la sociabilidad de la vaca y su cria aumentara
entre ellos y con el humano, y por la elevada y sostenida liberacion de oxitocina
durante el ordefio se optimizara la eyeccion lactea, removeran cantidades de leche de
adecuada composicion quimica y, a su vez, por via del menor estrés asociado a los
bajos niveles de cortisol, se disminuira la supresion del reinicio de la actividad
ovarica en la vaca primipara F1 Bos taurus x Bos indicus con o sin cria al pié durante

el ordefio manual o mecanizado.



IV. REVISION DE LITERATURA

ETOLOGIA, COMPORTAMIENTO Y APRENDIZAJE

Desde finales del siglo XIX ha sido sefialada la importancia del conocimiento de la
etologia como ciencia que estudia las relaciones entre los individuos y su entorno, asi
como el comportamiento que un individuo exhibe en determinadas condiciones; esto
en funcion de explorar la forma en que los individuos identifican la realidad que les
rodea y finalmente la forma en la que toman las decisiones ante determinadas

situaciones (Pelaez, 1986; Giménez, 1999).

Contrario al enfoque mecanicista que habia dominado durante varios siglos, el
interés de los et6logos fue el estudio del comportamiento instintivo o innato de los
seres vivos (Eibl-Eibesfeldt y Kramer, 1958 citado por Grandin y Deesing, 1998).
Hirsh (1963, citado por Grandin y Deesing, 1998) enfatiz6 en la importancia del
estudio de las diferencias individuales de los organismos ya que éstas diferencias son
respuestas particulares que implican el pensamiento y la resolucién de problemas en
forma flexible, similar a lo que ocurre en los seres humanos. La similitud anatomico-
funcional entre el cerebro humano y el de otros mamiferos, especificamente la
variacion de tamafio y complejidad del tronco, sistema limbico, cerebelo y corteza

cerebral permitieron esta reflexion.



Bajo la estricta vision naturalista, las descripciones de los et6logos se dirigen hacia
las capacidades conductuales en un continuo evolutivo. Sin embargo, éste continuo
evolutivo implica relaciones entre instinto, conducta innata y conducta aprendida
(Klinghammer y Fox, 1971; Broom, 2007), por lo cual durante afios existié la
confrontacién de ideas de dos escuelas. La escuela europea representada por Konrad
Lorentz, Nikolaas Tinbergen e Irendus Eibl- Eibesfeldt (Lorentz, Tinbergen y von
Frisch ganadores premio Nobel de Medicina 1973 por el descubrimiento en los
patrones de comportamiento individual y social en animales), fundamentada en la
afirmacion que el comportamiento innato ocurre s6lo en animales salvajes bajo
condiciones estrictamente naturales, y por otro lado, la escuela representada por Fox
y Klinghammer, norteamericanos, cuyo planteamiento era que un animal domesticado
puede o no manifestar comportamientos innatos en condiciones de confinamiento
(Fox, 1966; Klinghammer y Fox, 1971). Esta diatriba fue puesta de lado para avanzar
en los estudios dadas las evidencias de uno y otro lado de que no es posible separar
las relaciones causa - efecto, ya que todo comportamiento es a la vez reactivo y
espontaneo (Jensen, 2006). Las evidencias de reaccion frente a una situacion
desconocida o conocida previamente se encuentran asociadas a una condicion
evolutiva dirigida o no y que se manifiesta por las diferencias en las reacciones entre
individuos, lo cual es el fundamento de los estudios del comportamiento (Fox, 1966;

Jensen, 2006).

Hoy dia, existe consenso para considerar a la etologia como la ciencia que estudia

el comportamiento animal, sus causas (internas y externas) y la funcion bioldgica en
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relacién a una serie de comportamientos (variables) que son monitoreados en el
individuo, y que permiten inferir si éste se encuentra bajo estrés o por el contrario en
situaciones que conllevan al bienestar (Jensen, 2002; Broom, 2007), segun la funcion
adaptativa y la evolucion generacional sean ventajosas (cumplan su: para quée?)
(Tinbergen, 1964). La ciencia de la etologia incluye, como ramas a la etologia
humana, veterinaria y aplicada, entre muchas otras (Giménez, 1999) y se apoya en
disciplinas como la psicologia, sociologia, genética y fisiologia (Klinghammer y Fox,
1971; Pelédez, 1986; Natt et al., 2009). En los sistemas de produccién, la etologia
aplicada esta interrelacionada con la calidad de la relacion humano — animal y
tecnologia - animal, que pudieran ser fuente de pérdida de bienestar (por uso de
tecnologias inadecuadas) y traducirse en los consiguientes desérdenes conductuales
que reducen los indices productivos (Tancin et al., 2000b; Bruckmaier et al., 2005;
Bertenshaw et al., 2008; Bertenshaw y Rowlinson, 2009; Cooke et al., 2009; Van
Reenen et al., 2009; Churchland y Winkielman, 2012; Ceballos, 2014). La Etologia
aplicada es parte esencial del adecuado cuidado de los animales, con caracteristicas
de biologia aplicada, zootecnia, ingenieria agronémica y ciencias veterinarias para la
produccion animal. Si bien, la etologia guarda una estrecha relacién con la ecologia y
genética de poblaciones, su relacién con la fisiologia es particularmente importante
para explicar causalidad y ontogenia aplicada a la clinica veterinaria (Waiblinger et
al., 2004; Van Reenen et al., 2009). Las bases del comportamiento animal han sido
atribuidas histéricamente a genes que codifican un conjunto de caracteristicas, tales
como, docilidad, habilidad para el trabajo, disposicion o miedo ante situaciones

determinadas del manejo humano, ente otras. Particularmente, el miedo y la
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agresividad son caracteristicas indeseables en las especies domésticas, debido a la
posibilidad de causar accidentes que comprometan la integridad de los animales y del

personal que labora con ellos.

Con el desarrollo de la biotecnologia moderna se esta en la busqueda de genes
candidatos para la seleccion asistida por marcadores moleculares que permitan, a
través de la seleccion por temperamento, contribuir a seleccionar individuos para
elevar los niveles de produccion y caracteristicas de los productos obtenidos por
vacunos (Gutiérrez-Gil et al., 2008). En la actualidad, se han identificado ciertas
regiones del genoma bovino las cuales afectan algunas de las caracteristicas de
comportamiento animal; varios autores coinciden en que, similar a otras especies
(ratén y cerdo): el temperamento de los vacunos parece estar controlado por muchos
genes de pequefio efecto (Gutiérrez-Gil et al., 2008). Cabe destacar que en el primer
estudio realizado entre poblaciones divergentes de ganado vacuno (F1 entre razas de
carne y leche, F2, retrocruza) se observé asociacion entre la ubicacion (loci) de las
caracteristicas cuantitativas (QTL) de temperamento, estrés, desordenes de ansiedad y
de la personalidad, por analogias con los mapas genéticos de los modelos de humanos
y ratones; esto incluye también la ubicacion de genes relacionados con la regulacion
de niveles de hormonas del estrés, corticotropina (Sapolsky et al., 2000; Curley et al.,
2006; Kadarmideen y Janss, 2007), oxitocina (OT) (Moran et al., 2003), vias de
accion de neurotransmisores 0 neuropéptidos (Hovatta y Barlow, 2008), receptor de

prolactina (PRL-r) y comportamiento materno y social en ratones (Peninisi, 2005).
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Se ha propuesto a la Oxitocina (OT) como un integrador fisioldgico del
comportamiento individual y social, ya que estimula la interaccion materno filial,
estimula la liberacion de glucagon y movilizacion de glucosa e incrementa la
actividad del nervio vago, disminuye el estres y la ansiedad e incrementa la actividad
sexual (Bale et al., 2001; Uvnés-Moberg et al., 2001; Ross y Young, 2009). Durante
la prefiez, la OT a nivel central parece coordinar las adaptaciones necesarias durante
el parto y lactacion, esto incluye incremento en la expresion génica, cambios
morfologicos alrededor de neuronas y alteracidn electrofisiologica de las neuronas
magnocelulares; estas evidencias funcionales (Bealer et al., 2010) podrian alterarse
mediante el manejo de estrategias vinculadas a relaciones de contacto positivo entre
animales y humanos mediante la estimulacion periférica de los nervios aferentes a
través de contacto tactil (cepillado corporal en ratones elevd +181% del nivel OT

basal) (Stock y Uvnas-Moberg, 1988).

Aleman et al. (2008) y Néatt et al. (2009) han sefialado que los mecanismos de
herencia no genética cada dia tienden a explicar mejor las diferencias entre los
individuos, especialmente si son cercanos genéticamente (hermanos), esto implica
mecanismos de modificacion de la expresion gendémica dependiendo de las
variaciones del ambiente: ambiente quimico y endocrino embrional. Durante la fase
embrional las células germinales sufren modificaciones debidas a la metilacion del
ADN o variaciones en la estructura de la cromatina segin descargas de hormonas
esteroideas en antro materno, durante la fase prenatal y postnatal, es decir, durante el

crecimiento y desarrollo es posible la sensibilizacion diferencial de 6rganos blanco
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mediante la exposicion a descargas precoces vs. tardias (por ejemplo, primiparas vs.
adultas) de secreciones hormonales (Bale et al., 2001; Coulon et al., 2013; Landaeta-
Hernandez et al., 2013). Mas recientemente, estudios de factores y mecanismos
epigenéticos de potencial actuacion en procesos y expresion gendémica en animales
domeésticos tales como interaccion con humanos, aprendizaje, estrés por
confinamiento, aislamiento o densidad en grupo social, efecto macho, entre otros, que
requieren ser precisados (Aleman et al., 2008; Greene et al., 2008; Cavagnari, 2012;

De Oliveira, 2013).

Vision y distancia de fuga del vacuno al humano

El ganado vacuno presenta la capacidad visual y zona de fuga que se observa en la
Figura 1.a, b. Ambas se relacionan con la ubicacion de los ojos hacia cada lado de la
cabeza que tiene forma triangular (Grandin, 2010). Se aprecia en la Figura 1.a un
sector gris oscuro, frente a la cabeza del animal, el cual representa el campo de vision
binocular, ello permite la percepcion de profundidad en un angulo de 25 a 50°. El
area gris clara corresponde al campo de vision del animal donde no tiene percepcion
de la profundidad (340°) y en el area blanca no hay capacidad visual (15 - 30°). En
relacion a la distancia de fuga (Figura 1.b), esta representa aquella distancia que es
interpretada por el animal como violacion de su espacio de seguridad por el humano,
siendo que en consecuencia y dependiendo del temperamento, angulo visual,
velocidad, experiencia previa de interaccion con el humano y posibilidad de escape
(area circundante), la toma de decision del animal: permanecer inmavil, retirarse,

huir, atacar (Grandin, 2010).
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Figura 1. a. Capacidad visual, zona ciega. b. Diagrama de la zona de fuga en el

vacuno.

El punto de balance se encuentra en la cruz del animal. Para detener al animal el
manejador debe permanecer en el punto A (atrés y fuera del limite de la distancia de
fuga), para que el animal inicie el movimiento debe colocarse en B (atras y dentro del
limite de la distancia de fuga) y para que retroceda en cualquier posicion delante del
punto de balance hacia el animal. En razas lecheras especializadas algunos autores
han encontrado distancias de fuga menores a 5 m (Uetake et al., 2002), ya que el
animal, segun su temperamento, seleccién y manejo humano desde temprana edad,
permanecer inmutable a la presencia humana, ésto puede dificultar el manejo debido

a la falta de cooperacion en el desplazamiento del animal.
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En el extremo opuesto se encuentran animales de genotipos “temperamentales”
como los Bos indicus criados en condiciones de pastoreo, con ocasional manejo
humano o que cuando ocurre es para actividades de alto estrés (p.e. numeracion con
hierro candente o corte en oreja, castracion cruenta, aplicacion de vacunas,
colocacion de implantes, curas, entre otras), en estos casos, la distancia de fuga puede
ser superior a 50 m (Kabuga y Appiah, 1992; Grandin, 2010). El hallazgo de Uetake
et al. (2002), en el cual no encontraron efecto de genotipo mas si de la unidad de la
produccién (1,17 +0,86 contra 4,47 £2,01 m) (p<0,01) indica la posibilidad de

alterar la distancia de fuga a través del manejo gentil y calmo.

Interaccion Humano — Animal: Condicionamiento, Aprendizaje, Marcaje de
Conductas

La actitud de las personas que manipulan a los animales domésticos, y
particularmente a los vacunos, permiten marcar conductas que reducen las respuestas
debidas al miedo, esto no implica una relacion causa efecto, pero si implica su
consideracién en términos del impacto sobre la produccion (Hemsworth et al., 2000;

2002).

Para Bertenshaw et al. (2008) y Bertenshaw y Rowlinson (2009) el trato gentil por
el personal a cargo del manejo de vacas, con alta habilidad para la produccion de
leche y en ordefio, mejora el comportamiento, bienestar y produccion de leche. De
Oliveira (2013) encontr6 diferencia en el efecto de la estimulacion tactil temprana

entre ovinos y porcinos, siendo que en los primeros el cepillado corporal promovié la
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socializacion y menor distancia de fuga, mientras que en los segundos se presentaron

situaciones de habituacion y sensibilizacion a la practica.

Posterior a los clasicos trabajos de Pavlov a principios del siglo XX, relacionados
con el reflejo condicional, se desarrollaron un conjunto de teorias en funcién de la
posibilidad de respuesta esperada en animales (entrenamiento y adiestramiento), al
igual que en estudios dirigidos hacia la capacidad real de aprendizaje de distintas
especies domeésticas desde el punto de vista evolutivo (Gémez y Colmenares, 1994;
De Oliveira, 2013). Es conocido que, el cercano contacto humano para la
manipulacion individual de especies de animales no domésticos es utilizado por
algunas culturas (pe. asiatica e hindd) para convivir en condiciones particulares de
interaccion (pe. transporte por medio de elefantes). Asi entonces, los mamiferos
pudieran ser conducidos a la exhibicion de conductas deseables mediante el
condicionamiento y/o aprendizaje para la canalizacion de respuestas (Gomez y
Colmenares, 1994; Bertenshaw et al., 2008; De Oliveira, 2013, Ceballos, 2014). Es
con ello que, la modulacion de respuestas nociceptivas en el animal merece atencion
cientifico - técnica para la conduccién de los sistemas de produccion a los fines
deseados (leche, carne, cuero y lana), aplicacion de seleccién y mejoramiento
genético en condiciones en las que verdaderamente se expresen las respuestas
producto del individuo en su conjunto como ser bio — psico — social (Martini, 2008) y
manejo animal bajo preceptos deontoldgicos, éticos y bioéticos de bienestar animal,
en el contexto del mundo moderno (Kemelmajer, 2009). Ceballos (2014) encontrd

que la mayor frecuencia de manejo gentil, en potreros y corrales, de rebafios Bos
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indicus para prduccion de carne criados en la Amazonia brasilera afectd
positivamente el temperamento (p<0,01), medido a través de la velocidad de salida y

el escore de reactividad.

Para realizar el entrenamiento, condicionamiento y estimular el aprendizaje,

Grandin (2010) acota que, son importantes cuatro factores:

1. Tiempo entre el evento condicionante de la conducta y la respuesta,
este debe ser muy proximo, solo asi se logra la conexion mental entre ambos
eventos y con ello se establece un punto en el cual la mente del animal asume
gue uno es consecuencia del otro.

2. Intensidad de la satisfaccion posterior al evento condicionante, esto
juega un rol importante en la fijacion.

3. Experiencia previa, esta equivale a la espera confiada de una situacion
una vez que ha ocurrido un estimulo; con ello, se asegura una respuesta
predecible.

4. Predisposicion del animal, es el altimo factor aunque no asociado al
aprendizaje del evento en si mismo, depende de la forma en la que el animal
asume las situaciones del entorno. En este caso es un factor inherente al

temperamento - personalidad del animal, se refiere a lo interno, lo innato.

El aprendizaje asociativo (estimulo — consecuencia grata) es una herramienta
poderosa para el logro positivo del comportamiento animal. La mayor dificultad

radica en llegar de la teoria a la practica del aprendizaje en cada especie, raza o cruce
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de interés zootécnico (Grandin, 2010) por lo que la etologia de cada especie
determina su propio abordaje. ElI condicionamiento, aprendizaje y el marcaje,
“imprinting” o “moldeado” de conductas son aspectos que permiten manipular, hasta

ciertos niveles, el temperamento inherente a cada ser vivo.

Los reportes mas recientes de practicas de marcaje de conductas positivas
mediante la interaccion humano — animal indican efectos sobre la productividad,
cantidad, composicion y calidad la leche y carne (Hemsworth y Barnett, 2000;
Hemsworth et al., 2000; 2002; Waiblinger et al., 2002; Bertenshaw et al., 2008). Los
efectos del estrés sobre las caracteristicas de la carne de aves, cerdos y vacunos ha

sido documentada ampliamente (Di Marco et al., 2006).

La seleccion geneética pudiera potenciarse al aplicar un indice que involucre la
capacidad de aprendizaje. En animales de exhibicion (perros y caballos) las técnicas
de ensefianza se han desarrollado notablemente, a lo largo de los siglos, siendo
distinto en especies domésticas utilizadas para la produccién, probablemente por su

produccion a gran escala y menosprecio de la inteligencia (Harrison, 1964).

En vacunos mestizos, cruzados o de doble propésito es posible aplicar técnicas de
marcaje o “imprinting” que permitan conducir con seguridad al animal a una reaccioén
de alerta no estresante, es decir, que con rapidez pueda superar la dificultad o
situacion ambiental sin desmedro de la homeostasis y en consecuencia de los indices
reproductivos y productivos deseables en el sistema de produccion, todo ello en

consonancia con la Declaracion Universal de los Derechos de los Animales (LIDA,
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1977) (“Articulo 9. Aquellos animales criados para la alimentacion humana deben ser
nutridos, instalados, transportados y sacrificados de manera tal que no se cause
ansiedad o dolor”) y cinco libertades (no sufrir hambre o sed prolongada; comodidad,
especialmente en zonas de descanso, temperatura ambiental adecuada , disponer de
espacio para moverse con libertad, no sufrir lesiones fisicas, enfermedades o dolor
por manejo inadecuado; manifestar comportamientos naturales, no dafiinos y sociales,
que sean intuitivos y deseables (exploracion y juego), ausencia de emociones
negativas -miedo, angustia, frustracion o apatia- y buenas relaciones entre humanos y

animales) (FAWC, 2009).

Becker y Lobato (1997) evaluaron la importancia del precondicionamiento al
manejo humano en crias vacunas cruzadas (Bos taurus x Bos indicus) para
produccién de carne, siendo que aquellos (hembras o machos) que recibieron 90
segundos de manejo gentil por tres semanas en un brete, escaparon menos (30%) o0 no
mostraron comportamiento agresivo (atacar a humanos) (p<0,05). En 2009,
Bertenshaw y Rowlinson mostraron evidencias estadisticas (p<0,05) de los efectos
del buen trato sobre la reactividad (pateo en sala de ordefio) de vacas de primera
lactancia. En la experiencia el condicionamiento positivo preparto con cepillado de
cuello, extremidades delanteras y traseras y lomo disminuyé el nmero de reacciones
negativas durante el ordefio (p<0,05), increment6 la produccion de leche (p<0,01) y
su contenido graso (p<0,05). Evaluar éstos hallazgos en animales cruzados o mestizos
de temperamento altamente variable y generalmente nerviosos como los Bos taurus x

Bos indicus es de gran importancia para la ganaderia tropical.
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Etograma

Para el estudio sistematizado del comportamiento, animal o humano (natural,
aprendido o aun en enfermedades conductuales), los etdlogos han disefiado los
Ilamados etogramas. El etograma es una herramienta que surge de la Psicologia
humana y ha sido aplicado conjuntamente en la Educacion humana (evaluacion de

cambios en la conducta debidos al aprendizaje), Antropologia y Biologia.

Los etogramas son inventarios de las conductas en estudio. EI Etograma desglosa
el continuo que aquella conducta representa (objetivo de la conducta) en piezas
observables y con algun tipo de nexo. Asi, el etograma permite realizar muestreos
puntuales de las distintas conductas en las diferentes condiciones de observacion.
Esta es la base o punto de partida para la observacion sistematica y analisis

estadistico del comportamiento de los sujetos de trabajo (Lahitte et al., 2002; 2003).

Los primeros escritos, que pudieran relacionarse con la elaboracién descriptiva, de
un etograma datan del siglo XVIII; estos fueron realizados por Leroy (1723 - 1789)

(13

quien cita en dichos escritos “...me gustaria tener la biografia completa de cada
animal. Mi deseo es, que después de estudiar su caracter individual, apetitos naturales
y modo de vida, el observador procurase verlo en todas las situaciones que puedan
oponerse a la satisfaccion inmediata de sus necesidades — situaciones cuya naturaleza
variable rompe la regularidad de su proceder cotidiano y le fuerza a recurrir a nuevos

ingenios...” (Thorpe, 1982). Técnicamente, Eibl-Eibesfeldt (1979; citado por Thorpe,

1982) indica que el etograma es el catadlogo exacto de todas las formas de
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comportamiento propias del animal, las cuales pertenecen a un repertorio conductual
de un conjunto de actos. En sentido estricto, el investigador se limita a describir en
forma completa, exacta y su contexto las actividades; aunque puede parecer
imposible separar o aislar un acto particular de un flujo continuo de acciones que
estin enmarcadas en un objetivo (pe. vocalizacion de la madre previa al
amamantamiento de la cria) esto es necesario para la digitalizacion del proceso y la
busqueda de las diferencias entre individuos debidas a mdaltiples factores de
influencia (Lahitte et al., 2002). Sin la sistematizacion cientifica en etologia,
mediante la definicion del acto y su cuantificacion, el analisis seria meramente
descriptivo (Tinbergen, 1964), en tal sentido, el etograma resulta del constructo acto,
tiempo, contexto de lo observable: cambio postural, movimiento, cantidad, duracion,
entre otras (Lahitte et al., 2002). El conjunto de esquemas de accion con un propdsito
particular englobaria una conducta que manifiesta la calidad de relacion
organismo/entorno. El propdsito es elucubrado por el observador, ya que la

significacion propia para el organismo es indeterminable.

La construccién de un lenguaje del etograma mediante la secuencia de acciones
enmarcadas en la(s) conducta(s) del(os) individuo(s) constituye una entidad semidtica
que otorga codigos explicitos a los fines de comprension/interpretacion/accion
(Lahitte et al., 2002; 2003). La descripcién de un acto de la conducta se hace en
términos de desplazamiento de las partes del cuerpo, es decir, cambio en las
posiciones del sujeto, orientado hacia el entorno en el cual esta incluido el objeto de

la conducta. Para esto se requiere elaborar una descripcion de ese sujeto tal que
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permita reconocer en él partes que cambian su posicion respecto de otras, y del
entorno (Lahitte et al., 2002). Una de las formas de especificar esta segmentacion, es
codificando los rasgos de cada uno de los actos involucrados en la descripcion, asi la
sintaxis de este sistema es peculiar: no solo por el tipo de funcidn que se espera del
etograma entendido como lenguaje, sino también por los signos ya que no deben
entrar en conexion por suponerse excluyentes (Lahitte et al., 2002). Asi, el texto del
etograma pasa a ser el vehiculo para transmitir el lenguaje, cuantificar descriptiva o
experimentalmente y acoplar al marco conceptual del lector; para cada territorio

existen multiples mapas (Lahitte et al., 2003).

Existen avances en la técnicas de descripcién del comportamiento y en la
comprension de la organizacion en funcion de procesos evolutivos y fisioldgicos
(Broom, 2007; De Oliveira, 2013), por ejemplo, el control sensorial y motor,
variaciones en los patrones hormonales, motivacion para el mantenimiento corporal
segun las condiciones, comportamiento reproductivo, estructura social, lo cual
implica la necesidad de actualizar la informacién preexistente y analizar de forma

holistica (Broom, 2007; Landaeta-Hernandez et al., 2013).

FISIOLOGIA DEL COMPORTAMIENTO ANIMAL

Docilidad, ansiedad, socializacion

Fisiologicamente, se ha observado que el grado de docilidad o ansiedad esta
relacionado con un nivel basal, mayor o menor respectivamente, de la hormona

Oxitocina (OT) (Churchland y Winkielman, 2012) y expresion de su receptor (OT-r)
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(Creswell et al., 2014). La alta y normal concentracion de cortisol (materno y fetal)
durante el parto de la hembra mamifera provoca la expresion de receptores de OT en
el hipotalamo y en el 16bulo del hipocampo (sistema limbico) (Liberzon y Young,
1997), en forma simultanea se presenta una caida de la progesterona, incremento del
17-p estradiol y elevada liberacion de OT debido a la estimulacion mecanica del feto
a nivel vagino-cervical (Kendrick, et al., 1991). A su vez, la frecuencia previa de
descargas pulsatiles de OT a nivel del sistema limbico parece intervenir en la
expresion de la memoria social y sexual, asi como en la agresividad de la hembra y de
la propia cria para su proteccion y sobrevivencia (Nissen et al., 1998; Neumann et al.,
2005; Lee et al., 2009; Paranhos da Costa et al., 2008). En ratas, se ha observado que
la inyeccién de OT en las crias recién nacidas produce un efecto anti-estrés que
permanece a lo largo de la vida del animal y, adicionalmente, estimula el crecimiento
hasta aun después de la pubertad, pareciera que por mejor uso de la energia
disponible; sin embargo, los circuitos neuroendocrinos implicados aun permanecen

sin dilucidar (Uvnas-Moberg et al., 2001).

La asociacién entre condiciones humanas con dificultades para la socializacion
(caso extremo en autismo), rechazo a contacto tactil y bajo nivel basal de OT
(Campbell, 2010; Shkurko, 2012) han desencadenado la basqueda de terapias y
protocolos médicos de suministro de minimas dosis de OT, via aerosol nasal, (Palgi
et al., 2015). Feldman et al. (2013) encontraron asociacion de relacion humana madre
— hijo debida a OT y su receptor (OT-r). En roedores se ha apreciado el efecto de la

noradrenalina sobre la OT, debido a su intervencién en el reconocimiento olfativo de
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la madre (Kendrick, 2013). En vacunos no existe informacion del efecto
neuromodulador de la OT sobre el comportamiento social y/o materno - filial. En la
actualidad, se propone que el comportamiento conciente es un proceso integrado
consistente de procesos psicofisicos, sensoriales, de percepcién, cognicion,

aprendizaje, memoria y accion (Martini, 2008).

Miedo, estrés, comportamiento defensivo

El sistema neuroendocrino es el mayor responsable de las respuestas frente a las
amenazas percibidas por el individuo. La respuesta implica al Sistema Nervioso
Central y organos periféricos. Los efectores centrales del sistema incluyen OT,
vasopresina, hormona adrenocorticotropica (ACTH) y péptidos derivados de la pro-
opiomelanocortina, locus ceroleus y centros de norepinefrina autondmica en el
cerebro. El éptimo funcionamiento basal del sistema es necesario para las respuestas
al estrés, reajustes, respuestas exitosas e interacciones sociales apropiadas (Chrouso,

2009).

El cortisol es un buen indicador de estrés en vacunos (Saco et al., 2008). Animales
Bos taurus carnicos a pastoreo presentan menores concentraciones de corticosterona
cuando reciben frecuente y gentil manejo humano, por su parte vacunos Bos indicus
presentan valores mas elevados que en los Bos taurus (Rushen et al., 1999; Negréao y
Marnet, 2006). Burdick et al. (2011) encontraron que en vacunos (Brahman), con
temperamento mas reactivo que otros, los niveles sanguineos cortisol y epinefrina, asi

como de frecuencia cardiaca, siempre fueron superiores. En otro trabajo, Sanchez-
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Rodriguez et al. (2013) observaron niveles superiores de cortisol y de temperatura en

becerros Angus de temperamento reactivo.

Recientes, neuroimagenes halladas por Dedovic et al. (2009) muestran al cortisol
involucrado en la percepcién y modulacion psicoldgica del estrés debido a su accion
en las regiones prefrontal y limbica del cerebro. La red de estructuras neurales
interconectadas del cortex prefrontal permiten ejercer una influencia inhibitoria
flexible sobre las estructuras subcorticales asociadas al comportamiento defensivo
pelea: huida segun las demandas ambientales; es asi como se presenta desinhibicion o
inhibicién simpética (tonica) (adrenalina, noradrenalina y dopamina) para la
sobrevivencia; sin embargo, al interrumpirse la red ténica surge el patron de
comportamiento asociado a la atencion, emocion e inflexibilidad autonémica (Thayer
y Lane, 2002; Brosschot et al., 2006; Martini, 2008). Tratamientos farmacoldgicos
experimentales (Van Reenen et al., 2009) con ansioliticos has mostrado beneficios
sobre los resultados a los test de reactividad, dada, conjuntamente, la menor elevacion
de los valores plasmaticos de cortisol y nivelacion mas rapida a valores normales, sin
embargo, a nivel de campo el alto riesgo por efecto diferencial a las respuestas entre
los individuos, sensibilidad a las dosis y residuos en productos contravienen normas

internacionales alimentarias (inocuidad) y de bienestar animal.

FISIOLOGIA DE LA EYECCION LACTEA

Una vez desencadenado el parto y nacida la cria, deben sincronizarse dos procesos

bioldgicos: sintesis y eyeccion lactea. Ambos estan estrechamente interrelacionados,
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ya que de no removerse la leche mediante el ordefio, se disparan mecanismos
inhibitorios de la sintesis lactea para salvaguardar la integridad de la glandula
mamaria. Desde el punto de vista del manejo, satisfechos los requerimientos
nutricionales para la sintesis, es la remocion eficaz de la leche el factor mas

importante para alcanzar el pico y garantizar la persistencia acorde al potencial.

Neuroendocrinologia de la eyeccion lactea y factores que afectan la eyeccion

lactea en vacunos mestizos en el tropico

Wakerley et al. (1994) refieren los trabajos pioneros realizados por Cross y
colaboradores, en la década de los cincuenta, basados en lo que previamente Ott y
Scott en 1910 no habian lograron precisar cudndo inyectaron cabras, via endovenosa,
con un extracto de neurohipoéfisis y causaron drenaje de la leche. Asi, la eyeccion
lactea es un reflejo innato de todas las hembras mamiferas, éste no se encuentra sujeto
al control conciente pero si a estimulos condicionados de diversa indole. En
contraposicion a los mecanismos desencadenantes o facilitatorios de la eyeccion,
existen factores que pueden impedir o interrumpir dicho proceso en forma temporal o

aun permanente (Wakerley et al., 1994; Vaccaro y Florio, 2002).

La OT especificamente es la hormona responsable de desencadenar la bajada de la
leche (Smith, 1959). En forma natural, la cria estimula las abundantes terminaciones
nerviosas del pezén previo y durante al amamantamiento. Estos estimulos viajan a
través del corddn espinal y llegan al hipotalamo donde a través de los axones
terminales la OT es liberada desde la neurohipéfisis hacia el sistema circulatorio en

elevadas concentraciones. Cuando dicha hormona llega a la ubre, distribuida por el
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sistema de vasos sanguineos, los receptores permiten su entrada a las células
mioepiteliales que rodean a los alvéolos, asi éstas se contraen y la leche es expulsada
hacia los conductos galactéforos (Schmidt, 1971; Bar Peled et al., 1998; Bruckmaier,
2005; Bruckmaier y Hilger, 2001; Bruckmaier et al., 1994; Uvnas-Moberg et al.,

2001).

Este reflejo es condicionado y muchas vacas solo son capaces de exhibirlo cuando
su propia cria esta presente, por el contrario otras vacas pueden iniciarlo simplemente
con un ambiente favorable de rutina, que condiciona al ordefio de forma inminente.
En cruces raciales, especialmente aquellos de alto componente Bos indicus, la
presencia de la cria en el ordefio es esencial para iniciar la bajada de la leche (Negrdo
y Marnet, 2006), especialmente cuando los niveles de produccién son bajos (Narvaez
et al., 2006a), debido a la necesidad de una alta cantidad de OT circulante

(Bruckmaier et al., 1994; Bruckmaier y Hilger, 2001).

El Unico trabajo que se ha reportado, cuantificando OT vy cortisol en vacas Gir
(Bos indicus) (G), Holstein brasilero (Bos taurus) (H) y sus cruces, todas sometidas a
ordefio mecénico sin presencia del becerro o amamantamiento restringido posterior al
mismo, indica que todos los grupos presentaron similares niveles de OT, a pesar que
la curva de liberacion fue mas pronunciada en las H y G x H; en el caso de cortisol
los niveles fueron mas altos en el grupo G (Negrdo y Marnet, 2006). En
consecuencia, no existen referencias en cuanto a éstos aspectos para el sistema de

ganaderia vacuna dominante en el tropico bajo.
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Durante el amamantamiento, la cria vacuna usualmente se coloca en posicion polar
opuesta a la de su madre, con ello logra tener mejor acceso a la ubre debido a su toma
frontal. El ternero es capaz de estimular la eyeccion lactea y seguidamente remover
rapidamente la leche de la cisterna del pezon mediante la aplicacion de presion

positiva y negativa (Smith, 1959).

En el ganado vacuno especializado en produccion de leche (Bos taurus), a traves
de la seleccion y estrategias de manejo de separacion de la cria a las 72 horas después
de su nacimiento y el ordefio sin su presencia, se ha buscado suprimir tal aprehension,
es decir, la fuerte union o relacion madre — cria. Sin embargo, en la ganaderia
tropical, la evolucién de los Bos taurus, traidos al continente americano por los
espafoles o portugueses, fueron los formadores de las razas criollas que garantizaron
su sobrevivencia por adaptacion a recursos, clima, enfermedades, ente otros (Nowak
et al.,, 2000); el fuerte nexo materno-filial se conservd y, es por ello que,
generalmente se ambos se continGan manejado como una unidad, a pesar de las
implicaciones de ineficiencia de mano de obra, dificultades de manejo del ordefio,

consecuencias reproductivas, entre otras.

Cuando la cria no esta presente durante el ordefio, en los Bos taurus criollos o los
mestizos Bos indicus x Bos taurus es practicamente imposible desencadenar la
eyeccion lactea. Debido a ello, en el corto plazo se presenta el cese de la produccién
de leche (lactancias cortas) con problemas sobre indices de produccion de leche e
indices de crecimiento temprano de las crias, bien sea para su destino a reemplazo o

produccion de carne (Vaccaro y Florio, 2002).
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Trabajos publicados en el tropico (Bar Peled et al., 1998; Combellas y Tesorero,
2003; Tesorero et al., 2001; Narvéez et al., 2006b) han mostrado que aquellas vacas
que han tenido presencia del becerro durante el ordefio y/o amamantamiento de sus
crias ademas del ordefio mecanico, incrementan los niveles de produccién de leche de
vacas provenientes de cruces Bos taurus X Bos indicus. Aun mas, en vacas
especializadas en produccion de leche también se ha observado éste efecto (Everitt y
Phillips, 1971), siendo también atribuido al efecto del ternero mejoras en la
persistencia de la lactancia (Das et al., 1999), no solo por el mejor vaciado de la ubre
y en consecuencia estimulacién de la sintesis, sino que descartando éste efecto,
porque se liberan mayor cantidad de hormonas estimuladoras de la sintesis lactea,
entre ellas, insulina, hormona de crecimiento (GH), gastrina, somatostatina,

colecistoquinina (CCK), entre otras (Johansson, 2000).

Sin embargo, en un trabajo realizado por Drescher (2003) el efecto estimulador de
la presencia del becerro en el ordefio sobre la eyeccion lactea present6d ciertas
contradicciones. Asi, al aplicar cuatro tratamientos, cuando simultdneamente se
inyect6 OT y se le coloco el becerro a la vaca, la produccion de leche no se
incrementd (p>0,05) comparado con aquella cuando sélo se inyecté OT sin la
presencia del becerro. Es decir, pareciera existir un efecto de relacion estrés —

antiestrés provocado por la cria el cual requiere ser precisado.

La vaca de primera lactancia presenta fallas en la eyeccion lactea debido al
inexistente periodo de acostumbramiento del animal a nuevas rutinas con manejo

humano muy cercano, instalaciones, sonidos, manipulacion de la ubre y la cria, entre
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otros (Wakerley et al., 1994; Bruckmaier, 2005; Tancin et al., 20003, b; Kraetzl et al.,
1999; 2001). Por su parte, Negrdo y Marnet (2006) y Paranhos da Costa et al. (2006;
2008) indican que tanto el temperamento como la fuerte aprehension a la cria de la
vaca de mayor grado de herencia Bos indicus induce efectos inhibitorios sobre la

expresion de potencial genético de producciéon de leche.

Bertenshaw y Rowlinson (2009) mostraron evidencias estadisticas de los efectos
del buen trato o manejo gentil y personalizado, mediante el condicionamiento
positivo de novillas Holstein prefiadas con cepillado de cuello, extremidades
delanteras y traseras y dorso, sobre la produccion de leche de su posterior primera
lactancia. Estos investigadores demostraron que apenas cinco minutos diarios, para
un total de 30 por semana, y durante las seis semanas previas al parto, fue suficiente
para incrementar la produccion de leche (L/d) en forma altamente significativa (+258
L leche/lactancia; p<0,001) en vacas de primer parto, asi mismo indican cambios
importantes en el flujo de leche (L/s) (p<0,001) a favor del trato “personalizado” y de
la eyeccion lactea (menor tiempo para el inicio de bajada de la leche) (Bertenshaw et

al., 2008).

Evaluar éstos hallazgos en animales cruzados o mestizos de temperamento
altamente variable y generalmente nerviosos como los Bos indicus x Bos taurus es de
gran importancia para la ganaderia tropical. Finalmente, y tal como indican
Waiblinger et al. (2004), cualquier reduccion del estrés durante procedimientos
veterinarios o rutinarios en un rebafio se expresara en efectos positivos sobre el

bienestar humano, animal y niveles de produccion.
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FISIOLOGIA DEL REINICIO DE LA ACTIVIDAD OVARICA

Neuroendocrinologia y factores que afecta el reinicio de la actividad ovarica en

vacunos mestizos en el tropico

Después del parto, las vacas en el trépico muestran una limitada capacidad para la
concepcién durante un tiempo variable, esta capacidad depende de la involucion
uterina, anestro postparto, dindmica del crecimiento de foliculos y cuerpos lGteos de
vida media corta (Martinez et al., 1998b; Dominguez et al., 2007). En vacunos
lecheros, se presentan problemas de fertilidad aproximadamente hasta los 90 6 120 d
postparto, ya que a pesar que el animal haya llegado al parto con muy buen estado de
reservas corporales, la movilizacién de nutrientes propias de los genotipos lecheros,
vuelcan los nutrientes disponibles (de la dieta y de las reservas corporales) hacia
dicho producto, asi entran en el Ilamado balance energético negativo (-BE) y hasta
tanto éste no cambie de signo (+BE), es decir, se produzca el viraje del punto mas
bajo de la curva (NADIR) , no cesa anestro nutricional (Broster y Broster, 1998),
debido al bloqueo neuroendocrino (Lucy et al., 1991; 1992). En vacunos, cruzados o
mestizos, para produccion de leche y carne, esto es ligeramente distinto. Inicialmente,
no se alcanzan los niveles de produccion de leche de los vacunos especializados, por
lo tanto esto supone una menor exigencia de movilizacién de nutrientes no aportados
por la dieta y seguidamente porque su particion de nutrientes puede ser distinta
(Cronjé, 2000; Pinto-Santini et al., 2009; 2014; Ruiz et al., 2010). En tal, sentido, una
vaca que llegue al parto con buen estado de reservas corporales, es decir, una

condicion corporal, entre 3 y 3,5 (NIRD 1-5) (Fattet y Jaurena, 1988; Bewley y
32


http://pas.fass.org/search?author1=J.+M.+Bewley&sortspec=date&submit=Submit
http://pas.fass.org/search?author1=M.+M.+Schutz&sortspec=date&submit=Submit

Schutz, 2008) no deberia tener mayores problemas para reiniciar su actividad
reproductiva en el postparto temprano (Ruiz-Cortes y Olivera- Angel, 1999;
Dominguez et al., 2008; Ruiz et al., 2010), ya que aun disminuyendo a 2,5 la CC,
éste valor es suficiente para no limitar la secrecién de hormonas reproductivas
(Martinez et al., 1998b; Pinto-Santini et al., 2009). La expresion de Factor de
Crecimiento parecido a la Insulina Tipo 1 (IGF-1) a nivel hepético y ovarico esta
asociada de manera determinante sobre el temprano reinicio de actividad ovarica

postparto (Ruiz et al., 2010).

Seguido del factor nutricional, se encuentra el efecto de la presencia de la cria en
el ordefio y amamantamiento, este factor afecta el reinicio de la actividad
reproductiva postparto en vacas Cebu y Bos taurus x Bos indicus debido a su uso
como productoras de leche y carne en los tropicos (Martinez et al., 1998a; Das et al.,
1999; Galina et al., 2001). En aquellas vacas donde se retira la cria finalizado el
consumo de calostro, aproximadamente a los 5 d, los ciclos estrales se reinician entre
la segunda y tercera semana postparto (Henao et al., 2000); comparado con aquellas
gue amamantan a su cria, en la cual se han reportado reinicios ente los 35 y 60 d
postparto (Gazal et al., 1999). Ruiz-Cortes y Olivera-Angel (1999), en Méjico,
reportan valores de hasta 150 d para el reinicio de la actividad ovarica cuando la cria
esta presente en el ordefio y se realiza amamantamiento restringido, aunque este
retardo puede ser debido a la combinacion con otros multiples factores y no debe ser
atribuido exclusivamente al efecto de la cria (Martinez et al., 1998a, b; Brook y

Marshall, 1999; Yavas y Walton, 2000). Las vacas cuyos becerros se destetan o que
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amamantan a un ternero ajeno, ovulan mas pronto que aquellas con ternero propio
(Silveira et al., 1993). Asi también, la sola presencia del becerro sin mamar, retrasa la
primera ovulacion postparto (Hoffman et al., 1996), al igual que la presencia del
becerro propio sin mamar, cuando otro becerro ajeno se alimenta de la misma vaca
(Lamb et al., 1997). Segun Viker et al. (1993) un periodo de 24 horas de contacto
entre vaca y cria después del parto es suficiente para que se establezca la union vaca-
becerro, y con ello exista el reconocimiento de la cria como propia 0 ajena para

restringir, en este Ultimo caso, la posibilidad de amamantar voluntariamente.

Una caracteristica particular de los sistemas que emplean animales cruzados Bos
taurus x Bos indicus, para la produccion de leche y carne simultaneamente, es que la
cria amamanta a la vaca despueés del ordefio por lapsos de tiempo variables (de 1 a 8
h/d) y por una longitud de dias de lactancia altamente variable segun la modalidad (2
a 7 meses) (Drescher, 2000). En la mayoria de los mamiferos, después del parto, el
estimulo del amamantamiento de la cria induce un periodo sin ciclos estrales, cuya
finalidad es que la madre garantice la supervivencia de la cria existente (McNeilly,
1997). Durante este periodo, el eje hipotalamo-hipdfisis-gonadas-Utero debe
recuperarse en su total funcionamiento, para que se instale una nueva gestacion. La
extension de este periodo resulta en pérdidas econémicas para los productores y es
responsable, en parte, de la baja eficiencia reproductiva y productiva de las vacas
mestizas en el tropico (Williams et al., 1996); en vacas de primer parto, con
demandas fisiologicas superiores, el problema es mayor. Siendo que los niveles de

produccion de leche en los vacunos tropicales no pueden competir con aquellos
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niveles producidos por las vacas con alta aptitud lechera, es en el aseguramiento de
una lactancia y cria viva por afio, sobre la base de pastos y forrajes de baja a mediana
calidad, con suplementacion estratégica, donde los vacunos cruzados tropicales

expresan ventajas sustentables, comparativas y competitivas (Ordofiez, 1998).

El crecimiento de foliculos hasta el tamafio de ovulatorio se inicia poco después
del parto con la formacion del primer foliculo dominante, el cual ha sido observado
por ultrasonografia, entre 7 y 10 d postparto en vacas productoras de leche (Savio et
al., 1990), entre 10 y 15 d en vacas productoras de carne (Kamimura et al., 1994;
Stagg et al., 1998), entre 6 y 10 d en vacas cebl con becerro destetado al parto
(Toribio et al., 1995) y entre 26 y 78 d en vacas cebl manejadas de manera extensiva
en la zona tropical (Ruiz-Cortes y Olivera-Angel, 1999) respectivamente. Un bajo
porcentaje (11 a 50%) de estos primeros foliculos dominantes ovulan en vacas
productoras de carne, contrapuesto a que cerca de un 70 % lo hacen en aquellas de
mayor habilidad lechera (Savio et al., 1990). Kamimura et al. (1994) estiman que,
antes de la primera ovulacién postparto, se presentan en promedio de 2,7 a 3,4
foliculos dominantes en vacas de carne y que se requieren entonces de 6,8 a 10,6
ondas de crecimiento folicular para cada ovulacion (Stagg et al., 1998). Estos
resultados indican que el extenso periodo desde el parto hasta la primera ovulacién
pareciera deberse a fallos en la ovulacion de los primeros foliculos dominantes
(Kamimura et al., 1994; Ruiz-Cortes y Olivera-Angel, 1999; Henao et al., 2000;
Dominguez et al., 2007). La ovulacion del primer foliculo dominante puede inducirse

mediante la administracion de un analogo de Hormona Liberadora de las
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Gonadotropinas (GnRH) (Crowe et al., 1993), el destete del becerro luego del periodo
de consumo de calostro (Henao et al., 2000) o con destete temporal (Mukasa-
Mugerwa et al., 1991), debido a que se incrementa casi de inmediato la liberacion de
GnRH (Gazal et al., 1999) y ocurre el restablecimiento de los pulsos (amplitud y
frecuencia) de la hormona Luteinizante (LH) (Connor et al., 1990; Williams vy
Griffith, 1995; Griffith y Williams, 1996; Stagg et al., 1998; Yavas y Walton, 2000).
Un menor flujo sanguineo al ovario producto del estrés del ordefio sin becerro ha sido
reportado como probable causa de anestro en vacas lactantes de alta produccion
(Lucy et al., 1992); sin embargo, los resultados anteriormente sefialados indican

resultados a favor de la ausencia de relacion vaca — cria sobre la foliculogénesis.

La administracion de naloxone (antagonista de opioides) al principio del periodo
postparto, incrementa la frecuencia de pulsos de LH (Ahmadzadeh et al., 1998) y
disminuye la duracion del anestro postparto (Stevenson et al., 1997). La respuesta a la
administracion de nalaxone, varia en vacas con o sin becerros; a su vez la remocion
del becerro, por 48 h en el dia 30 del postparto, disminuye la concentracion de [3-
endorfinas en hipotdlamo (Connor et al., 1990). Las anteriores observaciones aunadas
a que se ha reportado una correlacion negativa entre la concentracion de B-endorfinas
con la concentracién de LH del parto a la primera ovulacion, y una correlacion
positiva con el intervalo postparto (Osawa et al., 1998), sugieren que los opioides
actian de manera directa en las neuronas productoras de GnRH, afectando la
liberacion de GnRH y de esta manera en forma indirecta regulan la secrecién LH.

Naloxone no tiene efecto al principio del periodo postparto, y esto no se debe a la
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falta de receptores para opioides (De Rensis et al., 1999), lo cual sugiere que vias
independientes a los opioides participan en la inhibicion de la secrecion de GnRH y
LH. Algunas de estas vias potenciales pueden ser los sistemas de neurotransmisores,
como GABA, catecolaminas, OT y vasopresina (Wakerley et al., 1994), entre otras.
La OT, que se libera durante el proceso del amamantamiento, se aumenta con el solo
contacto animal (Stevenson et al., 1997), y se libera en mayor cantidad cuando el
becerro que mama es propio becerro con respecto a si el becerro es ajeno (Silveira et
al., 1993). Sin embargo, no se conoce el efecto de esta secrecion diferencial de OT en

vacas con becerro propio o ajeno sobre la reproduccion.

Por otra parte, y debido a que el cortisol disminuye la secrecion de LH, se ha
sugerido que esta hormona participa en la inhibicion de la secrecion de LH durante el
periodo postparto en vacas con becerro. Sin embargo, algunos autores han concluido
que la modulacién negativa de LH por el amamantamiento no es regulada por cortisol

(Yavas y Walton, 2000).

Pérez et al. (2001) indican que para que fisiolégicamente la vaca presente su
primera ovulacién postparto, es necesario que esta recupere la funcionalidad total de
su eje reproductivo (hipotalamo-hipofisis-gonadas-Utero), esto implica una
importante secrecion de LH en adenohipdfisis, para que seguidamente se culmine la
involucion uterina y ocurra el reinicio del crecimiento folicular. Estos ultimos
requisitos se cumplen en las primeras 3-4 semanas postparto; sin embargo, el
estimulo del amamantamiento del becerro incrementa la sensibilidad del hipotalamo a

la retroalimentacion negativa del estradiol, lo que causa una baja frecuencia en la
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secrecion de GnRH y LH. La mayoria de la evidencia indica que esto se realiza via
los opioides endogenos; sin embargo, puede involucrar la participacion de neuronas
dopaminérgicas en hipotdlamo y la secrecion de OT; éste ultimo efecto aun poco
precisado, pero se presume es debido a su accion antiestrés o ansiedad, socializante y

estimuladora sexual (Bale et al., 2001).

En vacas cruzadas y mestizas tropicales, durante el ordefio se presentan diversos
manejos dependientes del cruzamiento genético, localidad, infraestructura y
conocimiento técnico propio o por asistencia (Galina et al., 2001). Sin embargo,
desde finales de los 70" Ugarte y Preston iniciaron trabajos de investigacion en vacas
cruzadas Bos taurus x Bos indicus, debido al interés creciente en el momento de
introducir genes de razas nobles lecheras en otras de mayor resistencia al trépico y
potencial carnico; en éstos sistemas se caracterizd, que de no estar presentes los
becerros durante el ordefio, se dejaban de extraer cantidades importantes de leche
durante el ordefio (hasta 30%), con el subsecuente secado de la vaca antes de lo
previsto debido al potencial genético de produccién (Preston, 1976). Esto ha hecho
practicamente obligante, hasta nuestros dias, el uso del becerro para desencadenar la
bajada de la leche (presencia y mamado antes y después del ordefio), interfiriendo

como fue descrito anteriormente con el proceso reproductivo.

Una publicacion de Cooke et al. (2009) revela los beneficios del
acostumbramiento al manejo sobre la edad a la pubertad y la prefiez de novillas
cruzadas Brahman x Angus y Brahman x Hereford. En éste trabajo se reporta que

aquellas novillas marcadas con un manejo de hacerlas pasar tres veces por semana a
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instalaciones y corrales, en ciertos periodos del postdestete, (alcanzaron la pubertad
(p=0,02) y se prefiaron (p=0,04) antes que aquellas que solo permanecieron a
pastoreo hasta antes de la temporada de servicio. Asi mismo, los valores de cortisol
resultaron menores (p<0,01) y los de progesterona (P4) mayores (p<0,05) en el grupo
tratado, estando a su vez correlacionados (p<0,01) con la puntuacién de conducta
referida por los autores. No se han encontrado trabajos que refieran efectos del
manejo personalizado sobre las variables de indole reproductiva, es de esperar que
todo manejo conducente a la disminucion del estrés y sus efectos neurohormonales
permitan mejoras. En tal sentido, los resultados aca obtenidos seran de valor por el

aporte al conocimiento.
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V. MATERIALES Y METODOS

V. 1. EFECTO DE TRES DIFERENTES TIPOS DE MANEJO GENTIL
DURANTE EL PREPARTO SOBRE EL TEMPERAMENTO, EYECCION Y
REINICIO DE LA ACTIVIDAD OVARICA DE VACAS PRIMIPARAS EN
ORDENO MANUAL Y CON CRIA AL PIE.

Ubicacion

El experimento se realizd en una unidad de produccion comercial ubicada en la
poblacion de Barrera, municipio Libertador, centro oriente del estado Carabobo,
Venezuela, a 10°07°N, 68°12°0 y a 358 msnm. La temperatura media se ubicé en
25,3°C, con registro de precipitacion media anual de 1190 mm, concentrada, en un

80%, entre los meses de mayo a noviembre, época del ensayo.
Animales y manejo

Un total de 28 novillas F; (Holstein x Brahman), producidas mediante el cruce de
vacas Brahman puras inseminadas a 18 meses y 320 Kg de peso vivo con semen
comercial de Holstein y de 27 + 2 meses de edad, ingresaron con 8 £ 1 meses de
prefiez segun fecha de servicio y revision ginecoldgica, por via transrectal, post
inseminacién. Todas las novillas prefiadas fueron mantenidas a pastoreo continuo de
Brachiaria brizantha cv. Toledo (8,4 % proteina cruda) hasta el parto; agua fresca y

limpia y minerales a voluntad estuvieron siempre disponibles en los potreros.

Los partos se concentraron entre los meses de junio y agosto. Todas las vacas

parieron en condicién natural de potrero, sin asistencia o vigilancia humana,
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generalmente los partos se presentaron al final del dia 0 muy temprano en la mafana,
verificado dos veces por dia. EI binomio madre-cria fue trasladado a corrales
cercanos a la sala de ordefio. La cria se pesd, recibio cura del ombligo con tintura de
iodo al 5% vy, verificado el sexo, se identificé al animal (tatuaje en oreja izquierda con
el afio de nacimiento y nimero correlativo y tatuaje en oreja derecha con el nimero

de la madre) para llevar a cabo el registro.

Madre y cria permanecieron juntos las primeras 24 h posteriores al traslado a
corral y recibieron revisién frecuente de consumo de calostro. A las 48 h, la vaca se
incorpor6 al rebafio de ordefio para realizar las rutinas diarias del rebafio en
produccidn de leche, es decir, pastoreo rotacional de Brachiaria brizantha cv. Toledo
(2 d de ocupacién y 28 d de descanso) y traslado a corral de ordefio en horas de la
mafiana (02:00) y la tarde (14:00), para ordefio manual en corral colectivo con la cria
al pié.

Entre los dias 2 y 7 del postparto, las vacas fueron ordefiadas para disminuir la
presion intramamaria debida a la alta secrecion y produccién del calostro,
estimulacion de la secrecion lactea y acostumbramiento a la labor; seguidamente, la
cria recibié amamantamiento restringido por aproximadamente una hora y la vaca se
incorporoé al rebafio de ordefio como rutina. Finalizada la produccion de calostro, se
inicio el ordefio a fondo de todas las vacas, permitiendo a las crias 30 min para el
amamantamiento postordefio (Drescher, 2003). Las primiparas fueron ordefiadas a

final de cada ordefio (04:00 y 17:00), por rutina de la unidad de produccion.
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En la experiencia se aplicaron los principios contemplados en el Codigo de

Bioética y Bioseguridad de Venezuela (MPPCyTII, 2008).
Duracion del estudio

El estudio se inici6 durante el periodo preparto considerando el dia de inicio aquel
en el que se realizé la primera toma de muestra sanguinea y sin ningin manejo previo
de aplicacion de tratamientos (-43 + 13 d). Al dia siguiente del muestreo, se inicio la
aplicacion de los tratamientos experimentales y luego de ocurrido el parto se realizo
la evaluacion hasta los 90 + 4 d, con ello se totalizaron aproximadamente 135 d de

evaluacion por cada animal.
Disefio experimental

Se aplicd un disefio completamente aleatorizado para evaluar el efecto de tres
tratamientos sobre distintas variables relacionadas con comportamiento, reproduccion
y eyeccion lactea. Sobre la base de investigaciones previas (Drescher, 2003; Narvaez,
2006a, b; Bertenshaw et al., 2008; Bertenshaw y Rowlinson, 2009), se fijaron
periodos de muestreo postparto, estos fueron: -43 (preparto; promedio de todos los

animales), 5, 15, 30, 45, 60, 75y 90 d.
El modelo estadistico aplicado fue:
Yij = 1+ ai + B + ol + &jja con gij ~ NID (0, %)
Donde:

Yij« = valor de la observacion del i-ésimo tratamiento en el j-ésimo periodo
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u = Media

o = Efecto del i-ésimo tratamiento (i=1, 2, 3)

R; = Efecto del k-ésimo periodo (j =1, 2...8)

aldjj = Efecto del i-ésimo tratamiento en el j-ésimo periodo

&ijk = Efecto aleatorio del i-ésimo tratamiento en el j-ésimo periodo
Tratamientos

Se aplicaron tratamientos basados en el marcaje de conductas debidas a la

implementacidn de manejo gentil o no, a saber:

= Sin manejo gentil humano (SM) (n=9). Las vacas de éste grupo iniciaron el
ordefio sin marcaje de manejo humano gentil, es decir, permanecieron en potreros
durante la gestacion con minimo contacto humano. Manejo habitual en la unidad de

produccién.

= Manejo gentil sin contacto humano (PSO) (n=8). Las novillas gestantes de
este grupo pasaron por una manga de conduccidn contigua al area de la sala de
ordefio, todas las mafanas, de lunes a sabado, para familiarizarse con el lugar
(Bruckmaier, 2005; Bertenshaw y Rowlinson, 2009). Esto ocurri6 desde los 47 + 10 d
preparto. El paso de los animales fue realizado en forma pausada, sin gritos, ruidos o
golpes a las instalaciones o animales; se aplicaron los principios de distancia de fuga

(Grandin, 2010).
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= Manejo gentil con contacto humano positivo (CE) (n=11). El lote de animales
fue colocado en una manga de conduccion contigua al area de ordefio desde el 43 +
13 d preparto con iguales criterio a PSO para el trato animal y lugar. Cada novilla fue
cepillada en el dorso, extremidades (delanteras y traseras) y cuello durante un periodo
total de 10 min, una vez por dia y entre los dias lunes a sabado (Bertenshaw et al.,
2008; Bertenshaw y Rowlinson, 2009). El cepillado corporal se realizé en sentido

craneo — caudal del cuerpo y de cada extremidad.
Variables evaluadas
1. Control

Se monitore0 a partir del 35 + 12; 47 + 10 y 49 + 13 d del preparto para SM, PSO
y CE respectivamente (valor inicial) y a los 5, 15, 30, 45, 60, 75y 90 = 4 d del
postparto la condicién corporal (CC). Para cuantificar la CC se hizo uso de la Escala
del National Institute Research of Dairy, la cual varia en nimeros del 1 al 5 segln el
grado de reservas corporales, siendo el valor minimo correspondiente al animal
emaciado y el maximo al animal obeso (Fattet y Jaurena, 1998). El porcentaje de
hematocritos (Hto) (%) como indicador de salud también fue monitoreado, para ello
se realiz6 la toma de muestra de sangre de la vena coccigea, mediante el uso de una
aguja vacutainer de 217 y en un tubo con heparina; esto se realiz6 a los 35 + 12; 47 +
10 y 49 £ 13 d del preparto para SM, PSO y CE respectivamente (valor inicial) y a los
21, 34, 47, 60, 73, 86 y 99 + 4 d postparto. Tales muestras fueron colocadas en cava
refrigerada para mantener la temperatura en 10°C hasta su andlisis, en un lapso de
tiempo inferior a 2 h posterior a la recoleccion de las muestras de sangre
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heparinizada. En un cuarto limpio, fresco e iluminado dentro de la unidad de
produccién, fueron tomadas alicuotas en tubos capilares para la medicion del Hto

mediante su colocacion en microcentrifuga durante 15 min (Camus, 1983).

2. Temperamento

a. Prueba de Reactividad en Brete (REAC). EI 35 + 12; 47 + 10 y 49 + 13 d
preparto para SM, PSO y CE respectivamente, y a los 5, 15, 30, 45,60, 75y 90+ 4d
postparto se evalu6 REAC a todos los animales (Grandin et al., 1993; Halloway y
Johnston, 2003; Hoppe et al., 2010). El brete utilizado fue de contencion y metalico.
La REAC asigna un valor minimo al animal mas calmo y maximo al animal mas
nervioso (Grandin et al., 1993; Voisinet et al., 1997; Halloway y Johnston, 2003;
Hoppe et al., 2010). La calificacion se otorga en funcién de la respuesta al
aislamiento, separacion del resto, y restriccién de espacio en el brete de contencién
(Grandin et al., 1993). La prueba ha demostrado ser una herramienta contundente en
programas de seleccion y mejoramiento genético por temperamento (Grandin et al.,
1993; Voisinet et al., 1997; Halloway y Johnston, 2003; Hoppe et al., 2010;
Magolski, 2012). Es una herramienta sencilla, rapida (4 segundos por animal) y
segura para los involucrados en el proceso de la medicién (animal, observador y
personal de manejo de los animales). La escala utilizada definio los valores como: 1 =
calmo: corresponde al animal que entra lentamente al brete desde la manga, se ubica
en el interior del brete sin ofrecer resistencia. Pocos movimientos. 2 = atento: animal
que entra al brete a velocidad media y explorando todo a su alrededor mediante

olfato, vista, tacto con hocico. Movimientos moderados de las extremidades y tronco.
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3 = nervioso/irritable/agresivo: animal que se resiste a entrar y/o cuando lo hace es
forma violenta intentando continuar hacia la salida, una vez dentro del brete realiza
movimientos fuertes, bruscos, intenta salir, empuja, patea.

e Conducta en ordefio (COND): Cuantificacion del acto, tiempo y
contexto (Lahitte et al., 2002; 2003). Se cuantifico y describio la cantidad de
acciones (Grandin et al., 1993; Lahitte et al., 2002; 2003; Narvéez et al.,
2006b; Froberg et al., 2008) de la vaca y su cria durante el ordefio (matutino y
vespertino), en los periodos antes indicados y por un dia (Narvéez, 2005;
Narvéez et al., 2006b). El procedimiento rutinario de los ordefiadores
consistié en seleccionar una vaca, la cual fue conducida hacia un poste de la
sala de ordefio mediante captura a través de una cuerda resistente a nivel del
cuello. En paralelo, otro miembro del personal de ordefio liberd a la cria
respectiva desde la becerrera contigua al corral de ordefio. Al encuentro de la
vaca con su cria, el ordefiador procedi6 a sujetar con firmeza la vaca a la
estructura (poste) (Figura 2) mediante la cuerda resistente, luego de aplicada
una corta succion de la cria a la ubre de la madre, para estimular y
desencadenar la eyeccion lactea, el ordefiador sujetd a la cria mediante otra

cuerda a la misma estructura.
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Figura 2. Sujecidn de la vaca y su cria en el corral de ordefio

b. Se cuantificaron las siguientes acciones de comportamiento (si =1, no = 0):

eEn la vaca.

Vocalizacion: bramidos manifiestos por la hembra lactante

Olfateo: hace contacto con su nariz sobre otros animales

Mira a la cria: la vaca mantiene la visién en su cria

Mira ordefiador: la vaca ubica su mirada hacia el ordefiador

Mira alrededor: la vaca gira la cabeza hacia distintas direcciones

Miccion: Evacuacion de orina

Defeca: Evacuacion del material del tracto digestivo

Lame cria: Mediante la extension de la lengua frota cualquier porcion del cuerpo
de la cria

Hociquea cria. Mediante el hocico se hace contacto con distintas partes del cuerpo

de la cria.
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Movimiento de los ojos. Cambio de la focalizacion de la vision de un lugar a otro

sin movimiento de la cabeza.

Patea. El animal mueve alguna extremidad posterior hacia otro animal o hacia el

ordefiador de manera violenta.
Brinca. El animal eleva de ambas extremidades posteriores.

Tumbada en el piso. Se mantiene postrada en el suelo de la sala de ordefio sin

sufrir de patologia asociada.
Orejas erectas. Ambas orejas permanecen erguidas.
Dorso arqueado. Vertebras de la region dorsal ubicada en forma de arco
Cabeza erguida sobre la linea media horizontal del cuerpo

Huye. Avanza con fuerza y velocidad en direccién contraria a la ubicacién del

ordefiador

Bufar. Expulsa aire por las fosas nasales con fuerza y frecuencia ritmica dirigiendo

cabeza al ordefiador
Embiste. Se dirige con fuerza y velocidad hacia el ordefiador

o En la cria (durante el ordefio de la madre mientras permanece

amarrado al lado de ella).
Olfateo: mantiene la nariz en elevacion y con evidentes inspiraciones
Vocaliza: bramidos manifiestos

Succidn: Aplica succion sobre la piel de la madre.
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Movimientos activos. Realiza movimientos de desplazamiento corporal
Brinca. Eleva ambas patas traseras

Mueve cola: durante el mamado agita la cola de lado a lado con energia
3. Eyeccion Léactea

Dos dias por semana y en cada periodo preestablecido a partir de iniciada la

produccién de leche (5, 15, 30, 45, 60, 75y 90 + 4 d), se registraron:

a. Tiempos. Se registraron, mediante crondmetro, los siguientes tiempos:

e Estimulacion (TE). Tiempo (s) durante el cual la cria estuvo en
contacto con su madre aplicando estimulos visuales, olfativos y tactiles,
adicionalmente realiza succion del pezon y extrae pequefias cantidades de
leche (Tesorero et al., 2001). Este tiempo finaliza a criterio del ordefiador,
segun se haya iniciado la eyeccion lactea (“apoyo”) por lo que el ordefo es
inminente.

e Ordefio (TO). Tiempo (min) durante el cual el ordefiador extrae la
leche de la glandula mamaria de manera ininterrumpida.

¢ Intervalo estimulo-ordefio (tiempo muerto = TM). Por diferencia entre
tiempo de inicio del ordefio y tiempo final de la estimulacion (s). EI TM
corresponde a un tiempo sin ordefio ni estimulacion debido a que el
ordefador retira la cria y la sujeta en la misma estructura del corral de
ordefio donde se encuentra amarrada la vaca.

b. Fracciones de Leche
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eVendible total: cantidad de leche obtenida durante el ordefio (LVT)
(Kg leche/vaca/d), registrada como peso en balanza electrénica. Se registrd
tanto para el ordefio matutino (LVA) (05:00) como para el vespertino
(LVP) (16:30) por lo cual la LVT constituy6 la sumatoria de ambas.

eConsumida por la cria (LCB) (Kg leche vaca/d). Las crias
correspondientes a cada vaca del ensayo se pesaron antes y después del
amamantamiento restringido (30 min). Este amamantamiento se realizo
inmediatamente finalizado el ordefio de cada vaca. Por diferencia del doble
pesaje se estimo la produccidn leche de la vaca capaz de ser extraida por la
cria (LCBA, LCBP durante amamantamiento de la mafiana o tarde
respectivamente). LCB constituyo la sumatoria de LCBA y LCBP.

eTotal (LT) (Kg leche/vaca/dia). La sumatoria de las fracciones LVT y
LCB representa el valor diario de produccidon de leche total por cada vaca.

eTotal corregida al 4% de grasa (LT4%) (Kg leche/vaca/d) (LT4%) =
(LVT x 0,4) + (LVT x %GLV/100) x 15 + (LCB x 0,4) + (LCB X
%GLCB/100) x 15

e Acumulada a 90 dias (LAC90): LAC90 = LT (Kg leche/vaca/d) x 90

eAcumulada a 90 dias corregida al 4% de grasa LAC904% (Kg
leche/vaca/90 d): LAC904% = [(LVT x 0,4) + (LVT x %G LV/100) x 15 +
(LCB x 0,4) + (LCB X %G LCB/100) x 15] x 90.

eEficiencia del ordefio (EO). Mediante la ecuacion (LCB/LT)*100 se

obtuvo la eficiencia del ordefio en cuanto a la remociéon de la leche
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contenida en la glandula mamaria posterior a cada ordefio (mafiana —~EOA-
o tarde -EOP-).

c. Composicién de la leche (%). Del total de LV individualizada por animal y en
cada ordefio, se recolectd una muestra homogeneizada (posterior a un minuto de
agitacion del fondo a la superficie y en forma circular); para la fraccion LCB el
procedimiento de la toma de muestra se realizé simultaneamente al amamantamiento
restringido postordefio, asi, el ordefiador extrajo leche de cada cuarto que la cria
succiono durante los primeros cinco minutos del amamantamiento. Cada muestra se
colocé en un recipiente plastico de 50 mL, previamente higienizado, e identificado
con el numero de la vaca. Las muestras se colocaron en cava con geles refrigerante
para disminuir la temperatura a unos 25°C aproximadamente. La evaluacion de la
composicion lactea (LVA, LVP, LCBA, LCBP) de las muestras de leche se realizo
mediante el equipo MilkAnalyzer® y en un tiempo no mayor a 2 h después de
recolectadas. Este equipo permiti6 estimar la composicién proporcional (%) de grasa
(G), s6lidos no grasos (SNG), proteina (P), lactosa (L) y sales (S) mediante un
sistema de ultrasonido (Baeten et al., 2010), configurado para un amplio rango de
valores en cada parametro y con elevada precision y repetibilidad; el equipo fue
calibrado para las muestras previo al inicio del ensayo (Anexo 1). Como propiedad
fisica de la leche, el equipo, cuantifica el valor de densidad de la misma (D) (g/L) y el
punto crioscopico.

4. Reinicio de Actividad Ovérica (RAO)
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Quincenalmente y a partir del dia 21 postparto, se realizd una revision
ginecologica mediante palpacion transrectal y aplicacion de ultrasonografia (Sonoace
Pico ®, con sonda lineal de 5 MHz) (21, 34, 47, 60, 73, 86 y 99 + 4 d postparto). Con
ello, se evalud la salud del tracto genital femenino en regresion postparto. Para el
caso de los foliculos, estos se clasificaron segun: Clase 1 (FC1) (< 5 mm), Clase 2
(FC2) (6-9 mm) o Clase 3 (FC3) (= 10 mm) (Diaz et al., 1998; Rodgers e Irving-
Rodgers, 2010) y en los cuerpos lateos (CL) se registrd largo, ancho (mm) y
presencia de cavidad. Observaciones asociadas a la salud del tracto reproductivo o a
los signos de la actividad reproductiva (presencia de limo, enrojecimiento de la vulva)

también fueron consideradas.
5. Hormonas

Se recolectaron muestras de sangre o leche en los animales (novillas prefiadas o
vacas en ordefio) sujetas a tratamiento. Esto se realiz6 a los fines de determinar
hormonas asociadas a la fisiologia del comportamiento, reproduccion y eyeccion

lactea. A continuacion se detallan las hormonas y procedimientos.

a. Cortisol (COR) (pg/mL). Se colectaron muestras de sangre a los 43 + 13 d
preparto del lote de novillas gestantes y a los 21, 34, 47, 60, 73, 86 y 99 + 4 d
posteriores al parto. Para ello, se introdujeron los animales en el brete y previa a la
palpacion y ultrasonido, se colectd un tubo de sangre en la vena coccigea de cada
vaca mediante aguja vacutainer de 21”; el tubo no contenia aditivo anticoagulante ya
que el propdsito fue obtener suero. Todas las muestras fueron colectadas a la misma
hora, con un intervalo minimo de tiempo entre animales, esto para minimizar el
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efecto de la conocida circadianidad del CORT y posterior a la evaluacion
reproductiva para, de igual forma, minimizar este efecto de manejo. Los tubos
colectados fueron colocados de forma inclinada en un angulo de 30° y a la sombra.
Una vez formado el coagulo (£10 min) fueron colocados en cava refrigerada para
mantener las muestras entre 8 y 10°C. En un tiempo inferior a 2 h los tubos con
muestras de sangre coagulada y refrigerada fueron centrifugadas por 20 min a 3000
rpm (IEC HN-SII®) (Vahdat et al., 1979; Pulido et al., 1991). Las alicuotas de suero
sobrenadantes fueron retiradas, mediante el uso de puntas de pipeta descartables, en
microviales eppendorf de 1,5 cc de capacidad y por duplicado. Inmediatamente, se
procedio a su congelacién a -20°C hasta su traslado al Laboratorio de Reproduccion
del Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA-CENIAP) y donde
permanecieron, igualmente, a -20°C hasta el procesamiento.

Para la determinacion del COR contenido en las muestras de suero de cada vaca se
aplicé el protocolo del kit comercial de ELISA (Cortisol EIA kit, Catalogo No. ADI-
900-071; ENZO ®). Se utiliz6 una pipeta multicanal y equipo de lavado automatico
para 8 pozos en simultdneo (succionador y aplicador de solucion de lavado). El
protocolo incluye la preparacion de la curva estandar para COR (n=7; 1=10.000,
2=5.000, 3=2.500, 4=1250, 5=625, 6=313 y 7=156 pg/mL) a partir del estdndar de
COR de 100.000 pg/mL, adicionalmente otros componentes del kit promueven o
paralizan la union del COR de la muestras con el anticuerpo, mediante una reaccion
colorimétrica el espectrofotometro (Multiskan Plus 1.4, ajustado a 405 nm) determina

la densidad oOptica (DO); conocida la DO y concentracion de COR en las muestras de
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la curva estandar se obtiene la ecuacién (regresion logistica con R? de ajuste)
correspondiente a cada corrida.

La validacion del kit contemplo la evaluacion de los parametros exigidos por la
prueba (Anexo 2). Se verificd la calidad de la prueba segun las especificaciones en
términos de Actividad Total (AT) (%), Unidn no especifica (NSB) (%), Valor Cero
(Bo) (%), calidad de la pendiente y valores de concentracion (pg/mL) al 20, 50 y 80%
del intercepto en la curva estandar. Posteriormente, se procedié a interpolar cada
valor de DO correspondiente a las muestras de campo de las vacas, con ello se obtuvo
su valor respectivo de concentracion de COR (pg/mL). Adicionalmente, se colocaron
muestras de presunto valor alto y bajo de COR al inicio y final de cada corrida
(siempre las mismas muestras), estas sirvieron como controles de calidad intra e
interensayo (Jacobson, 1998; FAO/AIEA, 1999). Con dichos valores de
concentracion se calculé la Precision de la prueba a través del coeficiente de
variacion (CV=%) respectivo, siendo 9,6% el valor correspondiente a la variacion
intraensayo (< 10%) y 13,2% para el interensayo (< 15%) (Jacobson, 1998;
FAO/AIEA, 1999); por otro lado, la prueba presentdé una sensibilidad de 61,16
pag/mL. Valores de concentracion por encima de 300 pg/mL pueden estar asociados a
mayor nivel de estrés, sin embargo, el contexto (grupo racial, manejo, estado
fisioloégico, momento del dia en la toma de la muestra debido al ritmo circadiano) de
cada animal es determinante en el analisis y comparacion e interpretacion biologica
de los resultados entre grupos de animales en estudio (Trevisi et al., 2005; Negrao y

Marnet, 2006).
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b. Okxitocina (OT) (pg/mL). Se colectaron muestras de LV, de cada vaca, y cada
ordefio (matutino y vespertino). Esto se realizd durante el segundo dia de evaluacion
de la produccion de leche, segun los periodos de evaluacion predefinidos (5, 15, 30,
45, 60, 75y 90 £ 4 d postparto). Las alicuotas de LV se recolectaron de la glandula
mamaria trasera derecha. Dentro de cada ordefio, se recolectd un nimero de muestras
variable segun el tiempo de ordefio de cada vaca. La primera muestra fue recolectada
al amarrar la vaca al puesto de ordefio y eliminar por compresién manual un chorro
de leche de la cisterna del pezon (despunte para eliminar suciedad y bacterias) esta
muestra se denomind -t1 (-1 min). Inmediatamente después, se inicio la estimulacion
preordefio mediante el traslado de la cria hacia la madre (estimulo materno natural -
“apoyo”- para desencadenar eyeccion lactea), finalizada la estimulacion se colectd
una muestra de leche, la cual se considerd igual al tiempo cero de ordefio (t0 = 0
min), a partir de alli, se colectaron muestras cada minuto (t1 = 1 min, t2 =2 min...)
hasta el tiempo final (tf) del ordefio segun cada animal (Bruckmaier et al., 1994;
Samuelsson, 1996; Johansson, 2000; Negrdo y Marnet, 2006).

Para la toma de muestra se utilizaron viales estériles de 5 mL en los cuales se
coloco la leche ordefiada directamente de la glandula mamaria en ordefio. Las
muestras fueron refrigeradas en cava para disminuir la temperatura a 4°C de forma
inmediata. Las muestras de leche fueron centrifugadas a 3000 rpm (IEC HN-SII) por
15 min, en un lapso no mayor a 2 h posterior a la recoleccion. Mediante una pipeta
descartable se atraveso la capa de grasa sobrenadante de cada muestra y se procedio a

aspirar y trasvasar la porcion intermedia (fase liquida) hacia un nuevo vial
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(eppendorf, 2 cc) destinado a almacenamiento a -20 °C, hasta su procesamiento en el
Laboratorio de Fisiologia de la Reproduccién (INIA-CENIAP).

En el laboratorio, las muestras fueron descongeladas, a temperatura ambiente, y
centrifugadas nuevamente a 10000 rcf (6600 rpm; rotor 20 cm) en centrifuga
refrigerada (IEC CL31R Multispeed Thermo). Se retir0 la porcion intermedia para el
trasvasado y procesamiento, segun las especificaciones del kit EIA (ADI-900153;
ENZO Life Science®) de inmunoensayo competitivo. Se verificaron los pardmetros
del kit comercial: Actividad Total (AT) (%), Union No Especifica (NSB) (%), Valor
Cero (Bo) (%), calidad de la pendiente y valores de concentracion (pg/mL) al 20,50 y
80% del intercepto en la curva estandar y se realizo la regresion logistica (DO vs.
OT) en cada corrida con su valor R? de ajuste. Se determinaron los valores de OT
(pg/mL) en las muestras.

Con el valor basal de OT, el pico y la persistencia (durante el tiempo que ocurre la
extraccion de leche mediante el ordefio) se calcula el area bajo la curva (AUC)
(pg/mL®); el AUC es el resultado de la integral de los valores de OT en cada punto, es
decir, desde —t1 hasta tf (Negréo y Marnet, 2003; Weis, 2004).

c. Progesterona (P4) (ng/mL). El dia de la evaluacion ginecoldgica y evaluacion
de las estructuras ovéricas por ultrasonografia (21, 34, 47, 60, 73, 86 y 99 + 4 d), se
recolectd una muestra de sangre por animal en tubo sin anticoagulante. Cada tubo fue
colocado con inclinacién de 30° y a la sombra, para la formacion del coagulo;
después de aproximadamente 10 min los tubos fueron colocados en cava refrigerada a
10°C (DSI, 2008). En un tiempo inferior a las 2 h de almacenamiento en frio las

muestras fueron centrifugadas (IEC HN-SII®) por 20 min a 3000 rpm (Vahdat et al.,
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1979; Pulido et al., 1991), para trasvasar el suero sobrenadante. Mediante el uso de
puntas de pipeta descartables, a microviales eppendorf de 1,5 mL de capacidad. Se
procedio a la congelacion de los viales a temperatura de -20°C hasta su traslado al
Laboratorio de Reproduccion (INIA-CENIAP). A igual temperatura permanecieron
almacenadas hasta la determinacion de Py.

La concentracion de P, se determind mediante la técnica de ELISA del kit
comercial DS-EIA-Steroid-Progesterone (DSI, SRL ®), para ello, se procedio, tal
como indica las instrucciones del kit. Un pool de tres muestras de suero de novillas
gestantes fue utilizado como valor alto de P4, asi mismo, una muestra tomada en una
vaca de cinco d de parida sirvio de valor minimo. Estos se incluyeron a inicio y final
de todas las corridas para servir de controles de calidad intra e interensayo igual al
caso de COR (FAO/AIEA, 1999). El lector de placas de ELISA (Multiskan Plus 1.4)
fue ajustado a lectura en absorbancia de 450 nm.

Los valores de DO fueron tabulados y asociados a la concentracion de P4 de los
estandares disponibles en el kit segun el fabricante. Mediante la regresion logistica se
hallé la ecuacién que definié cada corrida, con su respectivo R?, ellas permitieron,
por interpolacion hallar la concentracién de P4 (ng/mL) de cada muestra. Valores de
P, por encima de 2,5 ng/mL se asocian a la presencia de cuerpos luteos funcionales

(DSI, SRL®; Roa et al., 1997a, b; FAO/AIEA, 1999).

V. 2. EFECTO DE DOS DIFERENTES TIPOS DE MANEJO GENTIL
DURANTE EL PREPARTO SOBRE EL TEMPERAMENTO, EYECCION Y
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REINICIO DE LA ACTIVIDAD OVARICA DE VACAS PRIMIPARAS EN
ORDENO MECANIZADO Y SIN CRIA AL PIE.

Ubicacion

El experimento se realizd en la misma unidad comercial de produccién descrita
anteriormente. La experiencia se llevo a cabo durante los meses de febrero a julio. La
temperatura media fue de 24,6°C, con un 33% del volumen total de precipitacion de

ese afo (1057 mm).

Animales y manejo

Iguales criterios al experimentos anterior fueron aplicados a un total de 38 novillas
F1 (Holstein x Brahman), producidas mediante el cruce de vacas Brahman puras
inseminadas a 18 meses y 380 Kg de peso vivo con semen comercial de Holstein); la
edad aproximada fue de 27 + 2 meses de edad. Todas las novillas ingresaron
gestantes a la experiencia con 7,5 = 1 mes de prefiez, verificado la posible fecha de
parto en funcion de fecha de servicio por control de inseminacion artificial y posterior
revision ginecologica mediante palpacién transrectal. Todas las novillas prefiadas
fueron mantenidas a potrero, durante el dia y la noche, para el pastoreo de Brachiaria
brizantha cv. Toledo (5,3% proteina cruda) en forma continua; agua fresca y limpia y

minerales a voluntad estuvieron siempre disponibles en los potreros.

Una vez ocurridos los partos, concentrados entre los meses de abril y mayo, y en
condicion natural de potrero, sin asistencia o vigilancia humana, el binomio madre-

cria fue trasladado, a un corral cercano a la sala de ordefio. La cria recibié cuidados
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primarios; pesaje, cura del ombligo (iodo al 5%), identificacion del sexo y registro
para la identificacion del animal (tatuaje en oreja izquierda con el afio de nacimiento
y numero correlativo y tatuaje en oreja derecha con el niumero de la madre). El
binomio permanecié en un corral individual las primeras 24 h post traslado del
potrero y recibio revision frecuente de consumo de calostro. A las 48 h la vaca fue
incorporada al rebafio de vacas en ordefio, con ello inici¢ las rutinas diarias de dicho
rebafio en produccion de leche: pastoreo rotacional de Brachiaria brizantha cv.
Toledo (2 d de ocupacion y 28 d de descanso) durante el dia y la noche y traslado a
corral de ordefio en horas de la mafiana (06:00) y la tarde (17:00) para ordefio

mecanizado en sala espina de pescado sin cria al pié.

Todas las vacas de primer parto recibieron 3 Kg de un concentrado comercial con
18% de proteina; agua y minerales estuvo disponible ad libitum en potreros y agua
adicional en corral de recepcién. Entre el dia 2 y 7 postparto la vaca fue ordefiada
como medida de disminucion de la presién intramamaria debida a la secrecion del
calostro, estimulacion para la secrecion lactea y acostumbramiento a la labor.
Finalizada, la produccion de calostro se inici6 el ordefio a fondo de todas las vacas.
Las primiparas fueron ordefiadas al principio de cada horario de ordefio. El lote total
de vacas en ordefio se separd en grupos que ingresaron a corral de alimentacién pre-
ordefio (Figura 3). Este lote seria posteriormente introducido, total o parcialmente en
cada pasillo lateral de ubicacion de los animales para el ordefio segun la capacidad de

los mismos y la cantidad de animales.
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Puestos de ordefio

Corral llegada
de campo
(hidratacion)

~Corral
Preordefio

(alimentacién)

Pasillo lateral
de puestos de
ordefio

Figura 3. Detalle de entrada a sala de ordefio mecanizada contigua a corral de

alimentacién pre-ordefio.

La sala de ordefio esta conformada por 12 puestos de ordefio a cada lado de eje
central (fosa), en un disefio de espina de pescado. El sistema de ordefio mecanizado
comercial es de linea de leche alta y graduado, para el momento del ensayo, en ciclos
de pulsacion/descanso 55:45; mediante medidores digitales se registra la cantidad

acumulada de la leche que fluye durante el ordefio de cada animal.

En la experiencia, se aplicaron los principios contemplados en el Cédigo de

Bioética y Bioseguridad de Venezuela (MPPCyTII, 2008).
Duracién del estudio

El estudio se inicio durante el periodo preparto (-49 + 23 d) ya que ese dia fueron
seleccionadas las novillas gestantes y recolectadas muestras sanguineas previa

aplicacion de los tratamientos. Inmediatamente, los animales fueron aleatorizados
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para la distribucion homogenea. A partir del siguiente dia se inicio con la aplicacion
de los tratamientos, asi como el seguimiento, control y evaluacion hasta los 90 + 4 d

postparto, para un total de 184 d (+ 23 d) de evaluacion.
Disefio experimental

Se aplicd un disefio completamente aleatorizado para evaluar el efecto de dos
tratamientos sobre distintas variables relacionadas con comportamiento, reproduccion
y eyeccion lactea. Sobre la base de investigaciones previas (Drescher, 2003; Narvaez,
2006 a, b; Bertenshaw et al., 2008; Bertenshaw y Rowlinson, 2009) se fijaron
periodos de muestreo postparto, los cuales fueron: -49 (preparto), 5, 15, 30, 45, 60, 75

y 90 d.
El modelo estadistico aplicado fue:
Yiju = p+ ai + B + ol + &jja con eij ~ NID (0, 62)
Donde:
Yij = valor de la observacion del i-ésimo tratamiento en el j-ésimo periodo
u = Media
a; = Efecto del i-ésimo tratamiento (i =1, 2)
R; = Efecto del j-ésimo periodo (j =1, 2...8)
aldjj = Efecto del i-ésimo tratamiento en el j-ésimo periodo
&ijk = Efecto aleatorio del i-esimo tratamiento en el j-ésimo periodo

Tratamientos
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Se aplicaron tratamientos basados en el marcaje de conductas debidas a la

implementacidn de manejo gentil o no, a saber:

= Sin manejo gentil humano (SM) (n=19). Las vacas de éste grupo iniciaron el
ordefio sin marcaje de manejo humano gentil preparto, es decir, permanecieron en
potreros durante la gestacion, el contacto humano diario y cercano inicié acontecido

el parto y durante la labor de ordefio.

= Manejo gentil con contacto humano positivo (CE) (n=19). El dia 68 + 22 el
lote de novillas gestantes inicié el paso por los puestos de ordefio de la sala. Esto se
realizd de manera lenta, sin gritos, ruidos o golpes a animales e instalaciones y bajo
principios de distancia de fuga (Grandin, 2010) y bienestar. En cada puesto de
ordefio, las novillas gestantes fueron cepilladas (Bertenshaw et al., 2008; Bertenshaw
y Rowlinson, 2009), por 10 min de lunes a sabado, en ambas extremidades traseras,
ingle, abdomen y glandula mamaria. El tratador estuvo ubicado dentro de la fosa de la

sala de ordefio.
Variables evaluadas
1. Control

Se cuantificaron la condicion corporal (CC) bajo iguales criterios y metodologia
que en el experimento anterior (NIRD 1 al 5, Fattet y Jaurena, 1998), asi como el
porcentaje de hematocritos (Hto) (%) (Camus, 1983); indicadores de grado de
reservas corporales y salud respectivamente. Ambas mediciones se realizaron el dia

42 + 16 y 69 + 22 preparto para las novillas de SM y CE respectivamente, siendo
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éstos los valores iniciales y previos a la aplicacion de los tratamientos, posteriormente

se monitorearon a los 5, 15, 30, 45, 60, 75y 90 * 4 del postparto.

2. Temperamento

a. Prueba de Reactividad en Brete (REAC). El 42 £ 16 y 69 + 22 d
preparto para SM y CE, respectivamente, y a los 5, 15, 30, 45, 60, 75y 90 £ 4 d
postparto se evalu6 REAC a todos los animales (Grandin et al., 1993; Halloway
y Johnston, 2003; Hoppe et al., 2010).

b. Conducta en ordefio (COND): Cuantificacién del acto, tiempo y
contexto (Lahitte et al., 2002; 2003). Se cuantificd y describio la cantidad de
acciones (Grandin et al., 1993; Lahitte et al., 2002; 2003; Narvéez et al., 2006b;
Froberg et al., 2008) de la vaca durante el ordefio (matutino y vespertino) en los
periodos antes indicados y por un dia (Narvaez, 2005; Narvéaez et al., 2006b). Se
cuantificaron las siguientes acciones de comportamiento (si =1, no = 0):

e Enlavaca.
Miccion: Evacuacion de orina

Defeca: Evacuacion del material no digerido por el tracto digestivo

Patea. El animal mueve alguna extremidad posterior hacia otro animal o hacia el

ordefiador de manera violenta.
Brinca. El animal eleva de ambas extremidades posteriores.

3. Eyeccion Lactea
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Dos dias por semana y en cada periodo preestablecido a partir de iniciada la

produccién de leche (5, 15, 30, 45, 60, 75y 90 + 4 d), se registraron:

a. Tiempos. Mediante el uso de cronémetro, se cuantificaron los siguientes
tiempos:

e Intervalo llegada al puesto - estimulacion (tiempo muerto = TM). Por
diferencia entre tiempo de llegada del animal a su puesto y el inicio de la
estimulacion por el ordefiador (s).

e Estimulacion (TE). Tiempo (s) durante el cual el ordefiador realizo el
lavado y secado de los pezones conjuntamente con el despunte de los
primeros chorros de leche (dos por cada cuarto). Este tiempo finaliza a
criterio del ordefador segin se haya iniciado la eyeccion lactea (“apoyo”),
por lo que el ordefio es inminente.

¢ Ordefio (TO). Tiempo (min) que se inicia al colocar cada pezonera en
el respectivo pezon, (desde la primera) y culmina al retirarlas (todas), y
durante el cual el equipo de ordefio mecanizado extrae la leche mediante
presion de vacio sobre cada glandula mamaria y de forma ininterrumpida.

b. Fracciones de Leche

eVendible a los 2 min (LV2) (L). Cantidad de leche registrada en el

medidor automatico digital (L) una vez transcurridos dos (2) min de

iniciado el ordefio de la vaca.
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eVendible a los 5 min (LV5) (L). Cantidad de leche registrada en el
medidor automatico digital (L) una vez transcurridos cinco (5) min de
iniciado el ordefio de la vaca.

eVendible del ordefio de la mafiana (LVA) (L leche/vaca/d) o la tarde
(LVP) (L leche/vaca/d). Cantidad de leche registrada en el medidor
automatico digital (L) una vez transcurrido el ordefio de la mafiana o la
tarde para cada vaca.

eVendible del ordefio de la mafiana (LVA4%) (L) o la tarde (LVP4%)
(L) corregida al 4% de grasa = {[(LV2 x 0,4) + (LV2 x %GLV
cisternal/100)] x 15} x 0,30 + [(LVT-LV2) x 0,4 + (LVT-LV2) x %GLV
alveolar/100) x 15] x 0,70

Yconsiderando que la fraccion de leche cisternal representa 30% vy la
alveolar el 70% del total de la leche contenida en la glandula mamaria
(Ayadi et al., 2004; Bruckmaier, 2005).

eVendible total (L leche/vaca/d) LVT: cantidad de leche resultante de la
sumatoria de las fracciones parciales LVA 'y LVP.

eVendible total corregida al 4% de grasa (LVT4%) (L leche/vaca/d) =
LVA4% + LVP4%

e Acumulada a 90 dias (LAC90): LAC90 = LVT (L leche/vaca/d) x 90

eAcumulada a 90 dias corregida al 4% de grasa LAC904% (L

leche/vaca/90 d) = LVT4% x 90.
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eCantidad de Leche Residual (LR) (L). Finalizado el ordefio natural y
mediante la administracion intramuscular de oxitocina sintética comercial
(1 mL = 10 UI) (Drescher, 2003) se forzé a la eyeccion de aquella cantidad
de leche (L) no ordefiada. Fueron recolocadas las pezoneras para su
extraccion y medicion automatizada.

eEficiencia del ordefio (EO) (%). Mediante la ecuacion
EO=(LR/LVT)*100 se obtuvo un valor correspondiente a la fraccion
proporcional de leche no extraida.

c. Composicién de la leche (%). De la fraccion de leche al inicio del ordefio
(fraccion cisternal) y de aquella al final del ordefio (fraccion alveolar) se tomaron 50
mL (Ayadi et al., 2004) directamente en un recipiente plastico con tapa, previamente
higienizado. Las muestras fueron colocadas en cava con geles refrigerantes para
reducir la temperatura a +25°C hasta su procesamiento, lo cual ocurrio en un lapso
inferior a 2 h posteriores a la recoleccion. Las variables evaluadas fueron:
composicion proporcional (%) de grasa (G), sélidos no grasos (SNG), proteina (P),
lactosa (L) y sales (S) mediante un sistema de ultrasonido (Baeten et al., 2010)
(MilkAnalyzer®) calibrado (Anexo 1). Como propiedad fisica el equipo arroja el
valor de densidad de la leche (D) (g/L). El procedimiento se repitié para cada ordefio
y en los periodos previamente fijados para cuantificacion de fracciones de leche.

4. Reinicio de Actividad Ovarica (RAO)

Iguales consideraciones en cuanto al equipo, procedimientos y periodos que en

Experimento 1 fueron aplicadas.

66



5. Hormonas

Se siguieron los mismos procedimientos para recoleccion de muestras y

procesamiento en el caso del CORT y P4 que en el experimento anterior.

En el caso de la Oxitocina (OT), las consideraciones de envasado, conservacion y
procedimiento a campo Y laboratorio fueron las mismas que en el Experimento 1. Sin
embargo, hubo consideraciones especiales para la recoleccion de las muestras, debido
a las particularidades del Experimento 2: ausencia de la cria y uso de sistema
mecanizado de ordefio. En este sentido, las alicuotas de LV para evaluar la

concentracion de OT correspondieron a los tiempos definidos segun:

-t1 (-1 min) = muestra de leche preordefio. Una vez que la vaca estuvo ubicada en
puesto de ordefio y fue realizada la eliminacion manual del contenido de leche de la
cisterna del pezon (despunte), e inmediatamente se llend un vial de vidrio de 10 mL y

tapa de rosca.

t0 (0 min) = inmediatamente después del lavado y secado de los pezones, masaje

de la ubre y pezones.

tl atf (1,2, ... n) = se recolectaron muestras directamente de la glandula mamaria,
iniciado el ordefio, durante cada min sucesivo (Bruckmaier et al., 1994; Samuelsson,

1996; Johansson, 2000; Negrdo y Marnet, 2006).

Analisis Estadistico
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Para las variables control (CC y Hto) se aplicd estadistica descriptiva de media,
valor maximo, minimo y desviacion estandar desde el inicio de ensayo y monitoreo

durante el mismo, hasta el final.

La REAC de la novilla gestante y de la vaca primipara durante su postparto fue
analizada por varias vias. Se analizan las diferencias estadisticas obtenidas por ji-
cuadrada para las frecuencias de los rangos considerados en el estudio (REAC =1, 2,
3), segun los tratamientos (Ceballos, 2014), y finalmente, dada la necesidad de
analisis en funcion de los periodos de tiempo evaluados y los tratamientos, se aplicd
la Prueba de Sobrevivencia (supervivencia, mortalidad) de Kaplan-Meyer; para ello
hubo que reducir las respuestas a (1, 0) en los animales sometidos al manejo de los
tratamientos en funcién de los tiempos de evaluacion (Marqués de Sa, 2007). Se
asumid como “cero” (muere) al valor de REAC =1 y como el valor “uno” (vive) de la
prueba a los valores de REAC 2 y 3 asumiendo distintos grados de nerviosismo del
animal debido a la manipulacion humana en instalaciones (Grandin et al., 1993;

Voisinet et al., 1997; Halloway y Jhonston, 2003; Hoppe et al, 2010).

En el caso del COND se aplicaron criterios de Lahitte et al. (2002; 2003), Narvéez
(2005) y Villarifio (1997) y se aplico un anélisis estadistico de ji-cuadrada para las
frecuencias dicotémicas (no = 0; si = 1) de los comportamientos. Se correlacionaron
los comportamientos de la vaca, de la cria y entre ambos a través de Prueba de

Correlacion de Spearman.

Para aquellas variables relacionadas con el proceso fisiologico de la eyeccion
lactea (TE, TO, TM, LVA, LVP, LV2, LV5, LCB, LT, LT4%, LAC90, LAC904%,
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EOA, EOP, G, SNG, P, L, S, D -en cada ordefio y fraccién-), todas de caracter
continuo y correlacionadas en los sucesivos periodos (5, 15, 30, 45, 60, 75y 90 + 4),
verificados los supuestos del modelo estadistico, se realizé un analisis a través del
modelo mixto para medidas repetidas en el tiempo, con criterios de maxima
verosimilituid restringida (REML). En aquellas variables donde se encontré efecto
del tratamiento y/o periodo de evaluacion, se muestran las diferencias estadisticas
(p<0,05) y medias ajustadas (Media de minimos cuadrados = MMC) (Gomez et al.,
2012).

Mediante MANOVA se analizaron las estructuras ovaricas presentes: nimero de
foliculos (segun su clases: FC1, FC2, FC3 y totales = NFT) y de CL, hasta los 90 d
postparto (Gémez et al., 2012). Se presentan los valores como medias de minimos
cuadrados (MMC) por tratamiento. Se aplicd andlisis de Sobrevivencia Kaplan-
Meyer (Si = 1; No = 0) para cada estructura segun tiempo y tratamientos (SM, PSO,
CE) (Marqués de S&, 2007; Pinto-Santini et al., 2009). Los estadisticos de Gehan-
Wilcoxon, Logrank Test y Peto-Wilcoxon determinan el valor de probabilidad de la
ji-cuadrada para los tratamientos. La grafica de la funcion de Hazard permitio la

mejor interpretacion.

En el caso de CORT, Py, Nivel Basal de OT (-t1 = -1min) y AUC para OT de cada
ordefio se aplic6 MANOVA para medidas repetidas en el tiempo segun los

tratamientos.

Se aplico Prueba de Correlacion (R) a los fines de determinar el grado de
asociacion (p<0,05) entre variables. En el caso de variables discretas fue utilizada la
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prueba de correlacién de Rango de Spearman y en el caso de aquellas variables

continuas se aplicé prueba de correlacion de Pearson.

El paguete estadistico Statistical (IBM® SPSS 21®) sirvio de apoyo para todos los

analisis expuestos.
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VI. RESULTADOS

VI. 1. EFECTO DE TRES DIFERENTES TIPOS DE MANEJO GENTIL
DURANTE EL PREPARTO SOBRE EL TEMPERAMENTO, EYECCION Y
REINICIO DE LA ACTIVIDAD OVARICA DE VACAS PRIMIPARAS EN
ORDENO MANUAL Y CON CRIA AL PIE.

1. Control
La CC (NIRD 1-5) disminuyd progresivamente a lo largo de la experiencia en
todos los animales evaluados. El valor inicial del grupo de novillas gestantes fue de
3,0 £ 0,2, sin diferencia entre grupos por tratamientos (p=0,30). Al 90 d postparto se
encontré en 2,5 = 0,2; representando un 20% de pérdida de grado de reservas
corporales. En cuanto a la proporcion (%) de Hto en sangre, el valor promedio inicial
fue de 32 £ 3,7 % y a los 90 d postparto se ubico en 29 + 2,6, equivalente a menos de

un 10%.

2. Temperamento

a. Reactividad en el Brete (REAC). Fueron analizados 224 registros. La Prueba
de Correlacién de Rango de Sperman mostré la asociacion (R=-0,38; p<0,01) entre
los tratamientos. REAC y tiempo también mostraron asociacion (R = -0,65; P <0,01).
En ambos casos, las correlaciones resultaron negativas lo cual indica que a mayor
interaccidén gentil humano — animal y mayor transcurrir del tiempo la REAC es
menor.
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En términos generales, la practica del cepillado corporal de la novilla gestante
disminuy6 la REAC (p<0,01) de la vaca F1 primipara, en relacion a cualquiera de los
otros dos tratamientos aplicados (Figura 4). La Figura 5 muestra la frecuencia en la

que se observaron los valores de la escala de REAC (1, 2, 3), segun cada tratamiento.

Reactividad (1-3)

2.50

2,04 +0,09 a

200 1,77 +0,09 a

1,35+ 0,08 b

1.50

1.00

0.50

0.00

SM PSO CE

Tratamiento

Figura 4. Reactividad en el Brete (REAC) segun el tratamiento aplicado a las novillas

gestantes.

SM = Sin manejo; PSO= paso por manga de conduccion; CE = cepillado corporal. Distintas letras

corresponden a diferencias estadisticas entre tratamientos dentro de periodo (p<0,01).
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Figura 5. Frecuencia de la prueba de Reactividad en el Brete (REAC) segun el

tratamiento considerado.

SM = Sin manejo; PSO= paso por manga de conduccion; CE = cepillado corporal. REAC 1=

calmo, 2 = atento, 3 = nervioso/irritable/agresivo.

En el Cuadro 1 se detallan los cambios en el tiempo, tal como media y desviacion

estdndar de la media para la Reactividad en Brete (REAC) cuantificada en hembras

vacunas segun los dias aplicacion o no del tratamiento de manejo gentil (cepillado

corporal y paso por manga) desde el preparto, esto con fines descriptivos y de

apreciacion cualitativa de los cambios sucesivos que surgen.
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Cuadro 1. Valores de la prueba de Reactividad en el Brete para hembras vacunas

cruzadas segun el periodo evaluado y tratamiento considerado

Dia de muestreo

Reactividad (1 - 3)

(d) SM PSO CE

Preparto: - 43 + 13 28204 2,8+0,5 2,6 £0,7
5t4 2,7 0,5 25+0,8 16+0,7

15+4 2,7 0,5 21+0,8 1,3+0,5

o 304 22+04 1,8+0,5 1,2+04
E;_ 45+ 4 21+0,3 1,8+0,5 1,1+0,3
é 60+4 1,2+0,4 1,0+£0,0 1,0+£0,0
75+4 1,3+0,7 1,0+£0,0 1,2+04

90+4 1,3+0,7 1,0+ 0,0 1,00 £0,0

SM = sin manejo; PSO = paso por manga de conduccién; CE = cepillado corporal; ¥ 24 + 22;

43 £ 17; 43 + 14 para SM, PSO, CE, respectivamente.

La Figura 6 muestra el anlisis grafico arrojado por la Prueba de Sobrevivencia

para REAC (0 = calmo; 1 = nervioso) segun los tratamientos preparto aplicados. El

tiempo 0 se hizo equivalente al valor preparto de las novillas gestantes (inicial o

pretratamientos), los sucesivos valores corresponden a aquellos posteriores al parto

(5, 15, 30, 45, 60, 75 y 90 d). Las pruebas de criterios de Gehan-Wilcoxon, Logrank y

Peto-Wilcoxon indicaron la diferencia estadistica (p<0,01) de PSO contra CE hasta el

60 y 75 d postparto, respectivamente.
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Sobrevivencia de la Reactividad

w0 _'-o—l_e_:é_'—eﬁ_e_
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Parto 0 .

~ ¢ CE
0,50 - 9 g PSO
Lo _ SM
0,25 X
|+.

0,00

0 30 60 90

Dias posparto
Figura 6. Curva de Sobrevivencia para la Prueba de Reactividad en el Brete de

hembras vacunas sometidas a tratamientos de manejo gentil humano — animal.

SM = Sin manejo; PSO= paso por manga de conduccidn; CE = cepillado corporal durante el

periodo de evaluacion.

En CE, desde el 5 d postparto se hallaron diferencias estadisticas (p<0,05) con

respecto a PSO y SM; PSO se igual6 a CE a partir de dia 60 d postparto.

b. Etograma
e Primeras 48 horas. El parto ocurrio en el potrero, por lo que una vez
trasladado el binomio madre-cria al corral contiguo a la sala de ordefio se

procedio a observar las actividades de interaccion epimelética y et-epimelética
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durante las primeras 48 h. La Figura 7 muestra los acontecimientos

generalizados.
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Figura 7. Secuencia de actividades comportamentales de la vaca y su cria en las
primeras 48 horas postparto.

(@) Llegada de la vaca al corral desde el potrero. Madre con la mirada en direccion al
movimiento del personal que manipula a la cria (b) La vaca observa a la cria y al personal
humano que la manipula (c) Retirado el personal la vaca inicia la inspeccion del area con un
movimiento circular, donde la cria es el punto central (d) Se dirige hacia la cria (¢) Hace
contacto téctil mediante hocico e inicia a lamer a la cria en diferentes partes del cuerpo,
especialmente en el lomo. Se encuentran en posicion bipolar. (f) Inicia el amamantamiento.
(9) Se separa de la cria posterior al mamado ininterrumpido (+ 10 - 15 min). (h) La vaca hace
recorridos alrededor y se mantiene atenta a ruidos y movimientos.

Ninguna vaca o cria presentd rechazo o falta de empatia en la relacion

inicial de establecimiento del vinculo materno filial.

e Durante el ordefio (COND)

Una vez que inici6 el ordefio diario y de acuerdo a los muestreos
establecidos, se recabaron 3398 registros de comportamiento animal de 28
hembras vacunas durante cada ordefio y periodo. En el Cuadro 2, se muestran
los resultados de las actividades registradas y que manifestaron diferencias
estadisticas entre los tratamientos. Las actividades de la vaca definidas como:

mira al ordefiador, mira a la cria, mira alrededor, movimiento de los 0jos,
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orejas erectas y cabeza erguida presentaron igual frecuencia estadistica entre

los tratamientos (p>0,05).

Cuadro 2. Frecuencia (%) de actividades realizadas por las vacas durante el ordefio y
de acuerdo a los tratamientos de manejo gentil humano - animal durante el preparto

de las novillas

Frecuencia (%)
Actividades
SM PSO CE
Brinca 80,4 b 19,6 a 0,0a
Bufa 55,1b 449 b 0,0a
Defeca 64,8 b 352b 0,0a
Miccién 27,7¢ 199D 52,4 a
Dorso arqueado 410D 459D 13,1a
Embiste 100,0 b 0,0a 0,0a
Hociquea 49,4 a 0,0b 50,6 a
Huye 476 Db 23,2a 29,2 a
Lame 36,8 ab 18,0b 452 a
Patea 100,0 b 0,0a 0,0a
Se tumba 338b 66,2 C 0,0a
Vocaliza 36,6 b 44,7 b 18,7 a

SM = Sin manejo; PSO= paso por manga de conduccion; CE = cepillado corporal. Letras

distintas dentro de la misma fila corresponden a diferencias estadisticas (p<0,05).
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De la misma forma, se presentan las actividades realizadas por la cria hacia

la madre en el Cuadro 3. Estas actividades contemplan aquellas realizadas

durante el tiempo de ordefio (TO), posterior al apoyo de la cria. En el Cuadro

4, se encuentran las correlaciones significativas para las actividades realizadas

por la vaca, realizadas por las crias y aquellas que vinculan a ambas (madre-

cria).

Cuadro 3. Frecuencia (%) de actividades realizadas por la cria inmovilizada a un lado

de su madre y durante el ordefio segin los tratamientos de manejo gentil humano -

animal durante el preparto aplicado a las novillas.

Frecuencia (%)

Actividades
SM PSO CE

Movimientos activos 0,0b 150b 85,0a
Mueve cola 0,0c 389b 6l,1a
Quieta 0,0a 100,0 b 0,0a
Reflejo de succién 12,2 a 65,4 b 22,4 a
Salta 0,0b 20,3b 79,7 a
Vocaliza 19,4 a 56,8 b 238a

SM = Sin manejo; PSO= paso por manga de conduccion; CE = cepillado corporal. Letras

distintas dentro de la misma fila corresponden a diferencias estadisticas (p<0,05).
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Cuadro 4. Correlacion de actividades realizadas por la madre, la cria y en interaccion

durante el ordefio (posterior a la eyeccion lactea)

Variable Correlacion p
Brinca — Dorso arqueado 0,31 <0,01
Brinca — Se tumba 0,41 <0,01
Embiste — Bufa 0,74 <0,01
Lame — Busca la cria 0,43 <0,01
Patea — Dorso arqueado 0,26 <0,01
Se Tumba — Patea 0,22 <0,01
En lavaca | Ver a la cria— Mirar al ordefiador 0,43 <0,01
Ver a la cria — Mirar alrededor 0,46 <0,01
Vocalizacién — Busca a la cria 0,43 <0,01
Vocalizacién - Embiste 0,43 <0,01
Vocalizacién— Dorso arqueado 0,22 <0,01
Vocalizacién — Bufar 0,59 <0,01
Vocalizacion — Huye 0,30 <0,01
Movimientos activos - Salta 0,34 <0,01
En la cria
Salta — Mueve la cola 0,35 <0,01
Movimiento de los ojos madre - 0,20 <0,02
Entre o i
Vocalizaciones cria
madre y i
] Se Tumba — Quieta 0,34 <0,01
cria

Vocalizacién — saltos de la cria 0,29 <0,01

3. Eyeccion lactea

a. Tiempos: estimulacion (TE), ordefio (TO) y muerto (TM)
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Verificada la normalidad e independencia de las variables de los tiempos
evaluados, expresados en minutos y segundos, se aprecia que el tiempo para la
eyeccion estuvo influenciado (p<0,01) por el tratamiento preparto de la novilla,
independiente del momento de la lactancia considerado. Es asi que los promedios por

tratamiento se muestran en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Tiempo promedio (MMC + EE) de actividades durante la labor del ordefio,
matutino y vespertino, y segun los tratamientos a que fueron sometidas las vacas

primiparas en su preparto.

Tratamiento
Variable (min:s)
SM PSO CE
TE matutino 00:55 + 0:13 00:54 + 0:13 00:52 +0:11
TM1 matutino 00:33 +0:14 00:31 + 0:08 00:35 +0:13
TO matutino 03:37£0:42Db 04:31+1:09a | 04:54%+1:39a
TE vespertino 00:59 £ 0:14 00:53 £0:18 00:54 £0:13
TM1 vespertino 00:36 + 0:23 00:33 + 0:09 00:33 + 0:08
TO vespertino 03:10+0:46 ¢ 03:55+0:51 b 04:31+1:31a

MMC= Media de minimos cuadrados; EE = Error estandar. TE= tiempo de estimulacién para
iniciar la eyeccion lactea (apoyo); TM = tiempo empleado en retirar y sujetar a la cria al lado
de la madre. TO = tiempo de ordefio efectivo. SM = Sin manejo; PSO= paso por manga de
conduccion; CE = cepillado corporal. Letras diferentes en la misma fila corresponden a

diferencias estadisticas (p<0,01).
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En el caso de TO, se encontré diferencias debidas al tratamiento (p<0,01), asi, el
tiempo total de ordefio para CE fue superior tanto en la mafiana como en la tarde. Los
TE resultaron iguales en ambos ordefios al igual que el tiempo empleado por el
ordefiador en sujetar firmemente a la cria una vez retirada de la corta succién

estimuladora de la eyeccion lactea (apoyo).

b. Fracciones de leche
Se presento efecto de tratamiento y los dias postparto pero no de la interaccion, es
decir, tanto el condicionamiento gentil preparto de la novilla gestante como la propia
curva de lactancia produjeron diferencias estadisticas (p<0,05) en los valores de las

variables de leche evaluadas.

El Cuadro 6 muestra el efecto de tratamiento para cada una de las variables
consideradas. La covariable corresponde al wvalor inicial de la variable
correspondiente la cual resulté altamente significativa (p<0,01) en todos los casos que
se indican, y por tanto fue introducida en el modelo para la correccion de los valores
respectivos.

La Figura 8 muestra las variaciones para LT a lo largo de la lactancia y segun los
tratamientos evaluados y periodos considerados. Los cambios eran esperables debido
a las caracteristicas fisioldgicas propias de la curva de lactancia, mas aun cuando a 90
dias se espera alcanzar el pico de produccion. Hasta 90 d postparto todas las curvas

tendieron al ascenso
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Cuadro 6. Valores promedio (MMC * EE) para las fracciones de leche evaluadas
hasta los 90 dias de lactancia de acuerdo a los tratamientos implementados durante el

preparto de hembras vacunas F1.

Tratamiento
Fraccion de leche | Covariable
SM PSO CE
LVA (Kg/d) 3,65 347+£0,10Db 407+0,12 a 423+0,12a
LCBA (Kg/d) 1,11+0,12a 0,74+0,15b 092+0,16 a
LVP (Kg/d) 2,87 3,25+0,08 ¢c 3,43+0,09b 3,81+0,10a
LCBP (Kg/d) 0,68 + 0,08 0,49+0,1 0,75+0,1
LVT (Kg/d) 6,77 6,9+0,17b 7,35+0,19b 7,95+0,21a
LCB (Kg/d) 1,79+£0,15b 1,23+0,18a 168+0,19a
LT (Kg/d) 7,96 8,68+0,23b 8,68 +0,27 b 9,52+0,29 a

LCB/LT (%) 20,81 £1,34b 1415+ 1,66 a 16,43+ 1,754
LAC90 (Kg) 740,19+ 43,92b | 720,6 +46,59b | 913,90+ 39,73 a

MMC= Media de minimos cuadrados; EE = Error estdndar. SM = Sin manejo; PSO= paso
por manga de conduccion; CE = cepillado corporal. Letras diferentes en la misma fila
corresponden a diferencias estadisticas (p<0,05). LVA = leche vendible matutina; LCBA =
leche consumida por la cria en la mafiana; LVP = leche vendible vespertina; LCBP = leche
consumida por la cria en la tarde; LVT= leche vendible diaria; LCB = leche consumida por
la cria diaria; LT = leche total diaria; LCB/LT = eficiencia de ordefip; LAC90 = leche total

acumulada a 90 dias de lactacion
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Leche Total (kg/d)

5 15 30 45 60 75 90

Dias en lactacion

Figura 8. Produccion promedio de leche total (Kg/dia) (fracciones de leche vendible
+ leche consumida por la cria en cada ordefio) hasta 90 dias de lactacion y segun los

tratamientos preparto de las vacas.

SM = Sin manejo; PSO= paso por manga de conduccién; CE = cepillado corporal.

Los valores de la composicion fisico quimica en las distintas fracciones de
leche evaluadas en cada ordefio (leche vendible y leche consumida por la cria) de
mayor interés para este estudio, se observan expresadas como media de minimos

cuadrados (MMC) y su error estandar (EE) en el Cuadro 7.

No se encontraron diferencias estadisticas (p>0,05) en el contenido de los
componentes de la leche, descritos en el Cuadro 7, que pudiesen estar asociados a la

aplicacion de los tratamientos preparto (SM, PSO, CE).
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Cuadro 7. Valores relacionados a la composicion de la leche (%) (MMC + EE) para las fracciones muestreadas y segun los tratamientos

aplicados a las hembras F1 de primera lactancia.

Tratamientos
Componente | Ordefio SM PSO CE
LVT LCB LVT LCB LVT LCB
Grasa (%) am 3,94 +0,08 7,57 £0,22 3,95+ 0,09 7,85+ 0,25 4,05+ 0,09 7,35+0,25
pm 3,83+0,09 6,84 +0,19 3,95+0,10 7,32+0,21 3,97 +£0,11 6,83 £0,22
Proteina (%) am 3,10+ 0,02 3,08 £0,02 3,13+ 0,02 3,11 +£0,02 3,08 £ 0,02 3,08 £ 0,02
pm 3,14 £ 0,03 3,14 £0,03 3,18 £ 0,03 3,16 £ 0,03 3,08 +0,03 3,11+ 0,03
Total solidos | am 8,42 + 0,09 8,50 + 0,05 8,59 + 0,10 8,59 + 0,06 8,54 + 0,10 8,55 + 0,06
no grasos (%) pm 8,60 + 0,07 8,59 + 0,08 8,74 + 0,08 8,70+ 0,09 8,57 + 0,08 8,60 + 0,09
Lactosa (%) am 4,66 £ 0,03 4,65+ 0,03 4,71 +£0,03 4,71 £ 0,04 4,63 £0,04 4,66 + 0,04
pm 4,71 £0,04 4,68 £ 0,07 4,77 £0,04 4,75+ 0,08 4,67 £0,04 4,74 +£ 0,08
Sales (%) am 0,67 +0,01 0,70+ 0,01 0,70+0,01 0,70+ 0,01 0,68 + 0,01 0,70+ 0,01
pm 0,68 £0,01 0,70+£0,01 0,70+ 0,01 0,70+ 0,01 0,68 £ 0,01 0,68 £ 0,01

MMC = media de minimos cuadrados EE = Error estandar; SM = Sin manejo; PSO= paso por manga de conduccion; CE = cepillado

corporal. am = ordefio matutino; pm = ordefio vespertino; LVT= leche vendible; LCB = Leche consumida por la cria.
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El contenido de grasa en LVT fue equivalente al 50% de LCB en todos los tratamientos y

periodos de la lactancia considerados.

La fraccion grasa LVA resultd diferente segin los dias de lactacién (p < 0,05). Los

valores de grasa en LVA y sus diferencias estadisticas se aprecian en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Contenido de grasa (%) en la leche vendible de la mafiana (MMC + EE) segun los dias

postparto evaluados.

Contenido Dia de evaluacion (d)
de grasa 15 30 45 60 75 90
(%) en
32+0,1c | 3,7+0,1c | 40+£0,1c | 41+0,1bc | 44+£02b | 45+£0.2a
LVA

MMC= Media de minimos cuadrados; EE = Error estandar. Letras diferentes en la misma fila

corresponden a diferencias a p<0,05.

LVP, LCBA y LCBP presentaron algunas diferencias (p<0,05) pero no fueron continuas por lo

que se dificulta su interpretacion bioldgica.

Los s6lidos totales no grasos de LCBA y la lactosa de LCBA y LVP también presentaron

efecto en algunos dias de la evaluacion predefinida para la lactacion.

Al realizar la correccion de LT por grasa al 4% las diferencias absolutas entre

tratamientos se acortan pero se mantienen las diferencias estadisticas (p<0,05) (Figura 9).
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Figura 9. Produccion total de leche corregida por grasa (4%) (LT4%) hasta 90 dias de lactancia y
segun los tratamientos aplicados a las vacas en el preparto.

SM = Sin manejo; PSO= paso por manga de conduccién; CE = cepillado corporal.

4. Reinicio de actividad ovarica

La cantidad promedio (MMC * EE) de foliculos segln su clase y por tratamiento se observan
en el Cuadro 9. Los tratamientos no causaron diferencias estadisticas (p>0,05) sobre las
cantidades de foliculos presentes segun su clase (FC1, FC2 y FC3) o como cantidad total (NTF).

A 10s90 d postparto no se detectaron estructuras ovaricas correspondientes a CL.
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Cuadro 9. Cantidad promedio (MMC + EE) de foliculos presentes a los 90 d postparto segln su

clase y de acuerdo a los tratamientos evaluados.

Cantidad de foliculos presentes (n)

Tratamiento FC1 FC2 FC3 NTF
SM 75+05 1,5+0,2 04+0,1 94+05
PSO 56+0,7 1,2+0,3 09+0,1 7,7+0,6
CE 74+0,7 16+0,2 0,6+0,1 10,0+ 0,6

MMC= Media de minimos cuadrados; EE = Error estandar. SM = Sin manejo; PSO= paso por manga de
conduccion; CE = cepillado corporal. FC1 = Foliculo clase 1 (< 5 mm); FC2 = Foliculo clase 2 (6 - 9

mm); FC3 = Foliculo clase 3 (>10 mm).

La cantidad de FC1 fue constante entre los diferentes periodos, no encontrandose asi
diferencias debidas a los dias del postparto (p>0,05) (Cuadro 10). Para el caso de los FC2 se
presentaron fluctuaciones en las cantidades debido a la dindmica de los d postparto (p<0,05), al
igual que ocurrié para los FC3 (p<0,05). El estadistico de la Prueba de Peto-Wilcoxon mostrd
diferencias sobre los FC2 (0,02) y en el caso de FC3 las tres pruebas aplicadas, arrojaron
diferencias (Gehan-Wilcoxon =0,03; Logrank Test = 0,04; Peto-Wilcoxon = 0,01) segun los

tratamientos.
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Cuadro 10. Cantidad promedio de foliculos (MMC + EE) de acuerdo a los dias postparto (DPP).

Cantidad de Foliculos (n)
DPP
FC1 FC2 FC3

21+4 6,7+0,8 1,1+0,3 0,0+£0,1
34+4 7,7+0,7 0,9+0,3 02+0,1
47+ 4 6,9+0,7 1,7+0,3 04+0,1
60+4 6,9+0,7 2,0+0,3 05+0,1
734 8,6 +0,8 19+0,3 0,7+0,1
86+4 48+13 20+0,5 0,9+0,2
99+4 6,2+1,3 1,0+0,5 16+0,2

MMC= Media de minimos cuadrados; EE = Error estdndar; DPP= Dias postparto; FC1 = Foliculo clase 1 (<5 mm);

FC2 = Foliculo clase 2 (6 - 9 mm); FC3 = Foliculo clase 3 (> 10 mm).

La Figura 10 muestra la grafica de la funcién de Hazard para la prueba de sobrevivencia de
Kaplan-Meyer en FC2 y FC3. Los FC3 aparecen a partir del 47 d postparto en todos los
tratamientos. A 90 d postparto es igualmente probable (p < 0,05) encontrar FC2 y FC3 en vacas

de PSOy CE.
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Figura 10. Gréfica de la funcion de Hazard para la Prueba de Sobrevivencia de Kaplan-Meir de
los Foliculos clase 2 (FC2=6 -9 mm) y clase 3 (FC3>10 mm) en funcion de los dias postparto y

segun los tratamientos.
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5. Hormonas
a. Cortisol

El periodo de evaluacion mostro efecto (p<0,05) sobre la concentracion de Cortisol (pg/mL)
de las vacas de primer parto segun los tratamientos aplicados durante la fase final de la gestacion,

los resultados se aprecian en el Cuadro 11.

Cuadro 11. Valores promedio (MMC + EE) de la concentracion de Cortisol (pg/mL) para

hembras vacunas sometidas a tratamiento gentil preparto segln los periodos de muestreo pre y

postparto

Dia (d) de Cortisol (pg/mL)

muestreo SM PSO CE i

43 +13Y 578,27 + 115,83 596,57 + 94,58 558,62 + 87,56 0,95
5+47 570,62 +86,40ab | 632,77+78,87b | 357,33+68,30a 0,04
21+4 556,54 + 114,28 643,89 + 93,31 414,44 + 86,39 0,22
34+4 603,40 + 101,51 726,80 + 101,51 578,30 + 76,73 0,51
AT £ 4 513,58 + 260,43 616,26 + 184,15 627,75 + 138,75 0,91

MMC= Media de minimos cuadrados; EE = Error estandar; * preparto;  postparto; Letras distintas en la misma fila
corresponden a diferencias estadisticas al nivel p indicado; SM = tratamiento sin manejo preparto; PSO = tratamiento

paso por manga de conduccién; CE= tratamiento de manejo gentil con cepillado corporal preparto

La concentracién promedio de CORT en las vacas primiparas en CE en el 5 d postparto fue

43% menor a aquella de SM o PSO (p<0,05).
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b. Oxitocina (OT)

El periodo de evaluacién no mostro efecto (p>0,05) sobre el nivel basal de OT o el &rea bajo la
curva, debido a ello en el Cuadro 12 se muestran los valores correspondientes a las media y error
estandar segun los tratamientos aplicados a las novillas en el preparto. La hora de toma de la
muestra, ordefio matutino o vespertino manifesté tendencia (p=0,06) para el nivel basal de OT,

mas no (p=0,89) para area bajo la curva.

Cuadro 12. Concentracion promedio (MMC + EE) de oxitocina (pg/mL) basal o como &rea bajo

la curva segun los tratamientos preparto de las vacas.

Oxitocina (pg/mL)
Variable p
SM PSO CE

BAmM 351+4,1 33,3+6,0 36,3+5,0 0,93
(pg/mL) (n=10) (n=7) (n=15)

BPm 334+4,72 20,0+7,0 26,9+4)9 0,25
(pg/mL) (n=14) (n=5) (n=10)
AUCAM 1170+ 129 100,6 + 17,3 1490+ 194 0,20
(pg/mL) (n=9) (n=5) (n=4)
AUCPmM 75,1+342 101,8 +40,5 179,8+ 32,0 0,09
(pg/mL) (n=8) (n=5) (n=7)

AUC 98,7+175B 101,2+ 22,1 AB 169,5+20,2 A 0,02
(pg/mL) (n=17) (n=10) (n=12)

MMC= Media de minimos cuadrados; EE = Error estandar. BAm = Nivel basal de oxitocina en la mafiana; AUCAm
= Area bajo la curva de OT liberada durante el ordefio de la mafiana; BPm = Nivel basal de oxitocina en la tarde;
AUCPm = Area bajo la curva de OT liberada durante el ordefio de la tarde. Letras distintas en la misma fila

corresponden a diferencias estadisticas (p<0,05)
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Al graficar los valores promedio de la concentracion de oxitocina (pg/mL) durante la actividad

del ordefio (Figura 11), se aprecia la tendencia de las curvas por tratamiento.
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Figura 11. Concentracion de oxitocina (pg/mL) en muestras de leche de vacas primiparas bajo
ordefio manual con cria al pié y aplicacion de tratamientos preparto de manejo gentil humano —

animal.

SM = Sin manejo preparto, PSO = paso por manga de conduccion, CE = cepillado corporal. -1 (min) =
Inicio de la estimulacion preordefio mediante succion de la cria (“apoyo”); 0 (min) = Inicio del ordefio

manual; 1...n (min) = Tiempo final de ordefio manual

Las vacas del tratamiento SM culminaron el ordefio antes de los 4 min (Cuadro 5) con lo cual no
pudieron recolectarse mayor cantidad de muestras de leche para cuantificar la concentracion de

oxitocina (pg/mL), asimismo, en aquellas vacas que continuaron en ordefio (CE) se presentd una
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alta variabilidad (EE=17,7) para los valores de concentracion. Es notorio, de acuerdo a la Figura
11, que las vacas CE contintian en ordefio y con valores de concentracion de oxitocina elevada y

sostenida hasta el final del ordefio (04:54 £ 1:39 min; Cuadro 5).

c. Progesterona

En el Cuadro 13 se muestran las concentraciones promedio de progesterona sérica segun los

periodos evaluados.

Cuadro 13. Concentraciones de Progesterona (P,4) sérica (ng/mL) en vacas primiparas sometidas o

no a manejo gentil preparto y ordefio manual con presencia de la cria al pie.

Concentracion de P4 (ng/mL)
Dia de muestreo (media £ desviacion estandar)
-43+ 13" 31,85 + 14,04

21+ 4 0,64 + 0,28
3414 0,77 £ 0,25
47 £ 4 0,83 £ 0,57
60+4 0,63 +0,17
734 0,56 +0,1
86+4 0,43+0,14

Y Muestreo preparto; novillas gestantes
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No se presentaron diferencias estadisticas entre periodos (p>0,05), asi mismo, todos los
animales en todos los periodos, independientemente del tratamiento preparto aplicado mostraron
inactividad ovérica desde el punto de vista ciclico. Aun a los 86 d postparto no se determinaron
concentraciones plasmaéticas por encima de 2,5 ng/mL indicativas de la presencia de un cuerpo
luteo funcional, segun las especificaciones del fabricante del kit DSI ® (0,5 — 6,5 nmol/L 6 0,2 —
2 ng/mL en fase folicular; 8 — 87 nmol/L ¢ 2,5 — 27 ng/mL en fase luteal); esto se corrobord con
la inexistencia, en la evaluacion ultrasonografia, de tales estructuras (Cuadro 13). Los

coeficientes de variacion intra e interensayo fueron 8,8% 7,1%, respectivamente.

VI. 2. EFECTO DE DOS DIFERENTES TIPOS DE MANEJO DURANTE EL
PREPARTO SOBRE EL TEMPERAMENTO, EYECCION LACTEA Y REINICIO DE
ACTIVIDAD OVARICA DE VACAS PRIMIPARAS EN ORDENO MECANIZADO Y

SIN CRIA AL PIE.

1. Control

La CC disminuyé progresivamente a lo largo de la experiencia y en todos los animales
evaluados. El valor de CC de las novillas gestantes previo a la aplicacién de los tratamientos
(preparto), fue de 3,6 £ 0,6 (NIRD 1-5); se tom6 como valor inicial y no manifesté diferencia
entre animales de cada tratamientos (p=0,48). Al 45 d postparto se present6 el minimo valor del
grupo de animales (CC = 2,9 + 0,3) sin diferencias entre tratamientos (p=0,23), manteniéndose
hasta finalizar el experimento a los 90 d postparto. La pérdida CC correspondio a un 19,4% de los
tejidos de reserva presentes en el preparto y hasta el final del experimento. La proporcion (%) de

Hto en sangre presento un valor promedio global de 33 + 3,6 %.
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2. Temperamento

a. Reactividad en el Brete (REAC). Fueron analizados 205 registros. La Prueba de
Correlacion de Rango de Sperman mostro la asociacion (R = -0,24; p<0,01) entre los tratamientos
(SM=1, CE=2; donde 1= minima vs. 2 = maxima interaccion gentil humano/animal) y REAC (1
= calmo, 2 = atento, 3 = nervioso/ irritable/ agresivo). REAC y d también mostraron asociacion
(R =-0,68; p <0,01). En ambos casos, las correlaciones resultaron negativas lo cual indica que a
mayor interaccion gentil humano — animal y mayor transcurrir del tiempo (d postparto) se
presentaron menores valores de REAC. La practica del cepillado corporal preparto de la novilla

gestante causd efecto sobre la REAC, (p<0,01) de la vaca F1 primipara en lactacion (Figura 12).

REAC (1-3)
2.70

2,59+0,09a

260 ——
2.50 -

2.40 -

2,28+£0,06b

2.30 -
2.20 -

2.10 -

Tratamiento

Figura 12. Promedio general = SE de los valores de Reactividad en el Brete (REAC) en hembras

F1 segun el tratamiento aplicado en el preparto.

SM = Sin manejo; CE = cepillado de corporal. Distintas letras corresponden a diferencias estadisticas entre

tratamientos dentro de periodo (p<0,01).
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La Figura 13 muestra la frecuencia de los valores en la escala de REAC segln cada tratamiento,
se observa que segun el tratamiento preparto aplicado se presentaron distintas proporciones en los

indices encontrados.
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Figura 13. Frecuencia de valores de la escala de medicion de la prueba de Reactividad en el Brete

(REAC) segun el tratamiento considerado.

SM = Sin manejo; CE = cepillado corporal. REAC 1= calmo, 2 = atento, 3 = nervioso/irritable/agresivo.

En el Cuadro 14 se detallan los cambios en el tiempo, tal como media de minimos cuadrados
(MMC) vy error estandar (EE) de la media para la Reactividad en Brete (REAC) aplicada en

hembras vacunas segun los tratamientos y DPP.
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Al aplicar el andlisis estadistico de la Prueba de Sobrevivencia para REAC (0 = calmo; 1 =
nervioso) segun los tratamientos preparto aplicados, puede observarse graficamente (Figura 14)
que siendo igual la sobrevivencia al tiempo O (preparto = 49 + 23 d; p>0,05), a partir de los 5 d
postparto el tratamiento CE expresa una caida superior (p<0,01) (Gehan-Wilcoxon, Logrank y
Peto-Wilcoxon) de la REAC en todos los periodos posteriores al parto (5, 15, 30, 45, 60, 75y 90

d); es decir, se presentaron diferencias estadistica (p<0,01) de la REAC de SM contra CE.

Cuadro 14. Valores de la prueba de Reactividad (MMC + EE) en el Brete para hembras vacunas

cruzadas segun el periodo evaluado y tratamiento considerado

Reactividad (1 — 3)
Dia de muestreo (d)
SM CE
Preparto: -49 + 23 3,0+0,03 2,9+0,03
5+4 3001 2,4+0,1
15+4 3001 25101
9 30+4 2,7£0,1 1,9+0,1
S
= 45+ 4 22%0,1 1,3+£0,1
g
60+ 4 1,9+0,1 20£0,1
754 1,3+0,2 1,0+£0,2
90+4 1,3+0,3 1,0+£0,3

SM = sin manejo; CE = cepillado corporal
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Sobrevivencia de REAC
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Figura 14. Curva de Sobrevivencia para la Prueba de Reactividad en hembras vacunas sometidas

a tratamientos de manejo gentil humano — animal (SM = Sin manejo; CE = cepillado corporal).

b. Etograma

Ninguna vaca o cria presento problemas de rechazo, falta de empatia o debilidad corporal. La
expresion de la conducta epimelética y et-epimelética, durante las primeras 48 h se desarrollo tal

como en el Experimento 1.

Debido a que para esta experiencia fue premisa el retiro de la cria posterior a las 48 horas de
consumo de calostro, en adelante, s6lo se presentan los resultados correspondientes al

comportamiento de la vaca primipara en ordefio mecanizado. Segun los muestreos establecidos,
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se recabaron 1216 registros de comportamiento animal de las 38 hembras vacas en ordefio. En el
Cuadro 15 se muestran los resultados de las actividades registradas y que manifestaron

diferencias estadisticas entre los tratamientos.

Cuadro 15. Frecuencia (%) de actividades realizadas por la cria inmovilizada a un lado de su
madre y durante el ordefio segun los tratamientos de manejo gentil preparto aplicado a las

novillas gestantes.

Frecuencia (%)
Actividades p
SM CE
Brinca 52,9 47,1 >0,05
Defeca 52,1 46,5 >0,05
Miccion 47,4 52,6 >0,05
Patea 59,7 35,1 >0,05

SM = sin manejo; CE = cepillado corporal
3. Eyeccion lactea
a. Tiempos: estimulacion (TE), ordefio (TO) y muerto (TM)

Verificada la normalidad e independencia de los tiempos evaluados, expresados en segundos,
en el Cuadro 16, se aprecia que solo el tiempo de ordefio matutino estuvo influenciado por el
tratamiento preparto de la novilla. El resto de los tiempos evaluados no fue afectado por el

tratamiento preparto de la novilla (p>0,05) o el momento de la lactancia (p>0,05).
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Cuadro 16. Tiempo promedio (MMC = EE) de actividades durante la labor del ordefio, matutino

y vespertino, y segun los tratamientos a que fueron sometidas las vacas primiparas en su preparto.

Variable Tratamiento

(min:s) SM CE P
TE matutino 01:21 + 0:09 01:02 + 0:08 0,37
TM matutino 00:35 £ 0:05 00:34 £ 0:06 0,41
TO matutino 05:22+0:10b 06:06 +0:19 a 0,04
TE vespertino 00:51+£0:04 b 01:02+0:05a 0,02
TM vespertino 00:31 £ 0:04 00:38 £ 0:05 0,28
TO vespertino 04:47 £0:17 04:59 £ 0:19 0,77

MMC= Media de minimos cuadrados; EE = Error estandar. TE= tiempo de estimulacién para iniciar la
eyeccion lactea; TM = tiempo empleado entre el inicio de la eyeccién lactea y la colocacion de pezoneras;
TO = tiempo de ordefio efectivo. SM = Sin manejo; CE = cepillado corporal. Letras diferentes en la

misma fila corresponden a diferencias estadisticas al nivel de probabilidad especificado.

b. Fracciones de leche

Se presentd efecto de tratamiento y dias postparto pero no de la interaccion, es decir, tanto el
condicionamiento gentil preparto de la novilla gestante como la propia curva de lactancia
produjeron diferencias estadisticas (p<0,05) en los valores de las variables de leche evaluadas. El
Cuadro 17 muestra el efecto de tratamiento para cada una de las variables consideradas. La

covariable corresponde al valor inicial de la variable correspondiente la cual resulté altamente
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significativa (p<0,01) en todos los casos que se indican, y por tanto fue introducida en el modelo

para la correccion de los valores respectivos.

Cuadro 17. Valores promedio (MMC + EE) para las fracciones de leche evaluadas hasta los 90

dias de lactancia de acuerdo a los tratamientos implementados durante el preparto de hembras

vacunas F1 bajo ordefio mecanizado sin cria al pié.

Fraccion de Tratamiento
leche SM CE P

LVA2 (L/d) 1,64+ 0,17a 2,87+0,20b 0,01
LVAS (L/d) 6,18 + 0,51 5,64 + 0,37 0,40
LVA (L/d) 4,86+ 0,33a 6,60+ 0,30 b 0,01
LVP2 (L/d) 158+0,17b 2,/13%+0,23 a 0,01
LVP5 (L/d) 5,94 + 0,67 4,12 + 0,61 0,07
LVP (L/d) 447+0,31b 5,24+0,29 a 0,05
LVT (L/d) 9,33 £0,64Db 11,84+ 0,54 a 0,01

MMC= Media de minimos cuadrados; EE = Error estandar. SM = Sin manejo; CE = cepillado corporal.

Letras diferentes en la misma fila corresponden a diferencias estadisticas al valor de p indicado. LVA2 =

leche vendible matutina a 2 min de iniciado el ordefio; LVA5 = leche vendible matutina a 5 min de

iniciado el ordefio; LVA = leche vendible matutina; LVP2 = leche vendible vespertina a 2 min de iniciado

el ordefio; LVP5 = leche vendible vespertina a 5 min de iniciado el ordefio; LVP = leche vendible

vespertima; LVT= leche vendible diaria
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La Figura 15 muestra la variacion de la para LVT a lo largo de la lactancia y segun los
tratamientos evaluados y periodos considerados. No se detectaron diferencias en los valores
(LVT) debidas al periodo de muestreo (p>0,05). Sin embargo, se observa una tendencia al

incremento de la produccion, con el transcurrir del tiempo.
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Figura 15. Produccion promedio de leche vendible total (L/dia) segun los periodos de lactancia y

los tratamientos preparto aplicados a las vacas (SM = Sin manejo; CE = cepillado corporal).

En relacion al total de leche vendible acumulada al 90 d postparto se observo una tendencia

(p=0,11) para CE de +178 L (Figura 16).
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Figura 16. Produccion total de leche hasta 90 dias de lactancia y segun los tratamientos preparto

aplicados a las vacas (SM = Sin manejo; CE = cepillado corporal).

Valores relacionados con la eficiencia del ordefio (EO) muestran que CE mejor6 (p<0,01) los
problemas de eyeccidn lactea en las vacas debido a las menores proporciones de leche residual.

Los valores de EO para el CE oscilaron entre 10,5 y 20%, mientras que para SM el valor
minimo observado fue de 23,4 y el maximo 76,5%. La media de minimos cuadrados y su

respectivo error estandar fue de 15% + 8% Yy 47% * 5% para CE y SM, respectivamente.

c. Composicion de la leche (%)

Los valores de la composicién fisico quimica en las distintas fracciones de leche evaluadas en
cada ordefio (leche cisternal - y leche alveolar) con mayor impacto para la produccion, se
observan expresadas como media de minimos cuadrados (MMC) y su error estandar (EE) en el

Cuadro 18, asi mismo se acotan con las diferencias estadisticas donde corresponden.
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Cuadro 18. Valores relacionados a la composicion de la leche (%) (MMC + EE) para las fracciones muestreadas y segun los tratamientos

aplicados a las hembras F1 de primera lactancia.

Tratamientos

Componente Ordefio CE
Cisternal Alveolar Cisternal Alveolar
am 1,08 + 0,06 a 9,21+0,34 146+0,12b 9,47 £ 0,42
Grasa (%)
pm 1,38+ 0,20 a 9,72 £0,03 298+0,32b 9,55 + 0,55
am 3,11+0,03 3,19£0,02 3,19 £ 0,04 3,18 £ 0,04
Proteina (%)
pm 3,16 £ 0,04 3,13+0,02a 3,27 £ 0,04 3,29+0,04b
am 8,56 £ 0,07 8,78 £ 0,06 8,71+0,11 8,78 £ 0,09
Total sélidos no grasos (%)
pm 8,61+ 0,05 8,58 +£0,09 a 8,96 £ 0,10 8,96 £ 0,07 b
am 4,67 £ 0,04 4,81 +0,03 4,74 £ 0,06 4,84 +0,55
Lactosa (%)
pm 4,69+0,04a 4,71+0,40a 5,02+0,05b 4,94+0,04b
am 0,67 £0,01 0,70 £ 0,01 0,66 £ 0,01 0,67 £0,01
Sales (%)
pm 0,66 £0,11 0,70 £ 0,01 0,68 £ 0,01 0,68+ 0,01

MMC = Media de minimos cuadrados EE = Error estandar; SM = Sin manejo; CE = cepillado corporal. am = ordefio matutino; pm = ordefio vespertino. Distintas letras

dentro de fila corresponden a diferencias estadisticas (p<0,01) entre tratamientos para la misma variable.
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El contenido de grasa en fracciéon de leche cisternal fue aproximadamente equivalente al
10% de aquella leche alveolar. Las variaciones observadas en algunas variables durante el
periodo en estudio fueron no significativas estadisticamente (p<0,05) y propias del periodo

inicial de la lactancia.

Una vez obtenidos los valores de grasa en la leche y realizar los calculos para LVA4%,
LVP4% y LVT4% destaca en el analisis estadistico que si bien en el caso de LVA4% el
tratamiento y los periodos correspondientes a los d postparto causaron efecto (p=0,01), para
LVP4% y LVT4% sélo lo hizo el tratamiento (p=0,01 y p=0,004 respectivamente; d postparto
p= 0,30 y p=0,07, respectivamente). El efecto del CE sobre la LVA y TO matutino, ya
discutido, se corresponde con LVA4%, con lo cual la ponderacion debida a la grasa en la
leche mantuvo el efecto de CE (13,5 £ 1 contra 10,0 = 0,8 L/vaca/d para CE y SM,
respectivamente). Parece evidente que el mayor intervalo entre ordefios posibilita incremento

en la sintesis lactea y del efecto evaluado.

4. Reinicio de actividad ovarica

La cantidad promedio (MMC + EE) de foliculos segun su clase y por tratamiento se
observan en el Cuadro 19. Los tratamientos no causaron diferencias estadisticas (p>0,05)
sobre las cantidades de foliculos presentes segun su clase (FC1, FC2 y FC3) o como cantidad
total (NTF), al igual que no hubo efecto (p>0,05) sobre el nimero total de CL detectados.
Tampoco se detectaron diferencias estadisticas (p>0,05) debidas a los d postparto y/o su

interaccion con los tratamientos preparto aplicados.
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Cuadro 19. Cantidad promedio (MMC + EE) de foliculos presentes seglin su clase y de

acuerdo a los tratamientos evaluados.

Tratamiento
Variable
SM CE
Foliculos Clase 1 (FC1) 517 +0,91 6,31 + 0,69
Foliculos Clase 2 (FC2) 2,96 + 0,73 2,36 + 0,55
Foliculos Clase 3 (FC3) 0,42 +£0,28 0,81+£0,21
Numero Total de Foliculos (NTF) 8,49 £ 0,88 9,42 £ 0,66
Numero Total de Cuerpos Luteos 0,54 +0,10 0,38 +£0,10

MMC= Media de minimos cuadrados; EE = Error estandar. SM = Sin manejo; CE = cepillado de
dorso, extremidades y cuello. FC1 = Foliculo clase 1 (< 5 mm); FC2 = Foliculo clase 2 (6 - 9 mm);

FC3 = Foliculo clase 3 (=10 mm).

La cantidad de FC1 mostro fluctuaciones bioldgicas entre los diferentes periodos, siendo
maximo su valor en el primer muestreo (21 d postparto), de forma progresiva se observaron
incrementos los FC2, FC3 y CL. En ningun caso las diferencias fueron estadisticas debidas a

los d postparto (p>0,05) (Cuadro 20).
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Cuadro 20. Cantidad promedio de foliculos (MMC + EE) de acuerdo a los dias postparto

Cantidad de Foliculos (n) Cantidad de cuerpos
DPP

FC1 FC2 FC3 Iuteos (n)
21+4 105+2,1 20+2,8 0,0+0,0 0,0+0,0
3414 3,8+£2,6 10+1.2 1,2+0,5 05+0,1
47+ 4 7,0+£20 13+23 1,0+1,0 0,3+0,1
60+4 5,7+0,6 33+1,2 0,7+0,6 05+0,2
734 70+14 25+0,7 0,5+0,7 05+0,2
86+4 70+14 35+21 0,5+0,7 0,5+0,3
9+4 35+£0,7 40+x14 0,5+0,7 1,0+0,3

DPP = dias postparto; “ Muestreo preparto en las vacas (gestantes); MMC= Media de minimos

cuadrados; EE = Error estandar; DPP= Dias postparto; FC1 = Foliculo clase 1 (<5 mm); FC2 =

Foliculo clase 2 (6 - 9 mm); FC3 = Foliculo clase 3 (> 10 mm).

Los indicadores de la prueba de sobrevivencia indicaron la igual probabilidad de encontrar

FC3 y CL en ambos tratamientos, esto se comprob6 a partir del valor p de los estadisticos

Gehan-Wilcoxon (0,62; 0,87), Logrank Test (0,38; 0,54) y Peto-Wilcoxon (0,64; 0,62)

respectivamente.

La Figura 17 muestran el incremento progresivo y uniforme de los FC3 y CL. Los FC3

aparecieron en el ultrasonido a partir del 34 d postparto, mientras que los CL a partir del 47 d

postparto, segun la frecuencia de muestreo aplicada.
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Figura 17. Gréfica de la funcion de Hazard para la Prueba de Sobrevivencia de Kaplan-Meir
para los foliculos clase 3 (FC3>10 mm) y cuerpos lateos (CL) en funcion de los dias postparto

y segun los tratamientos.

5. Hormonas
a. Cortisol

El periodo de evaluacion mostrd efecto (p<0,05) sobre la concentracion de Cortisol

(pg/mL) de las vacas de primer parto segun los tratamientos aplicados durante la fase final de
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la gestacion, igualmente el tratamiento y la interaccion tratamiento y dia de muestreo, por ello

los resultados se aprecian en el Cuadro 21.

Cuadro 21. Valores promedio (MMC + EE) de la concentraciéon de Cortisol (pg/mL) para

hembras vacunas sometidas a tratamiento gentil preparto segun los periodos de muestreo pre

y postparto.
Dia (d) de Cortisol (pg/mL)
muestreo SM CE i
49 +23d Y 904,8 + 47,2 1011,9 + 61,5 0,80
5+47 975,5 + 68,5 901,0 +221,6 0,52
21+4 1046,1+70,1a 7852 +78,3b 0,01
34+4 802,2+64,0a 594,4 + 90,5 b 0,01
47 4 862,4+783a 649,5+838b 0,01
60 +4 645,8 + 66,3 592,9 + 90,5 0,60
73+4 613,9 + 78,4 458,8 + 110,8 0,57
86 +4 585,3 + 110,8 5456 + 127,9 0,73

MMC= Media de minimos cuadrados; EE = Error estandar; 1’preparto; 2’postparto; Letras distintas en
la misma fila corresponden a diferencias estadisticas al nivel de p indicado; SM = tratamiento sin

manejo preparto; CE= tratamiento de manejo gentil con cepillado corporal preparto

La concentracion promedio de CORT en las vacas primiparas en CE en el 5 d postparto fue
igual a (p<0,05) aquella de SM. El promedio global para SM fue de 780,08 + 28,7 y para CE

692,43 + 41,7 (p<0,01).
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b. Oxitocina (OT)

El periodo de evaluacion y la hora del ordefio no mostraron efecto (p>0,05) sobre el nivel

basal de OT o el area bajo la curva.

En el Cuadro 22 se muestran los valores correspondientes a las media y error estandar,

segun los tratamientos aplicados a las novillas en el preparto.

Cuadro 22. Concentracion promedio (MMC + EE) de oxitocina (pg/mL) basal o como &rea

bajo la curva segun los tratamientos preparto de las vacas.

Oxitocina (pg/mL)
Variable p
SM CE
BA 23,1+3,6 29,1+ 3,6 0,25
(pg/mL) (n=11) (n=12)
AUC 62,4 + 26,6 128,5+ 22,3 0,07
(pg/mL) (n=17) (n=12)

MMC= Media de minimos cuadrados; EE = Error estandar. BA = Nivel basal de oxitocina; AUC =
Area bajo la curva de OT liberada durante el ordefio de la mafiana; BA = Nivel basal de oxitocina; p =
valor de probabilidad para diferencias estadisticas; SM = tratamiento sin manejo preparto; CE=

tratamiento de manejo gentil con cepillado corporal preparto

Al graficar los valores promedio de la concentracion de OT (pg/mL) durante la actividad
del ordefio (Figura 18), se aprecia la tendencia de las curvas de liberacion de OT segun los
tratamientos, asi como los valores del AUC (pg/mL) correspondientes, fueron encontradas
diferencias a (p=0,07). En general, las vacas del tratamiento SM culminaron el ordefio poco

antes de los 5 min, siendo que las de CE lo hicieron pasado tal tiempo (Cuadro 16).
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Figura 18. Concentracion de oxitocina (pg/mL) en muestras de leche de vacas primiparas bajo
ordefio mecanizado sin cria al pie y previa aplicacién de tratamientos de manejo gentil

preparto.

SM = Sin manejo preparto; CE = manejo gentil a través de cepillado corporal preparto; -1 (min) =
Inicio de la estimulacion preordefio mediante limpieza, masaje y descarte de los primeros chorros de
leche; 0 (min) = Inicio del ordefio mecanizado; 1...n (min) = Tiempos transcurridos durante el ordefio

hasta finalizar

c. Progesterona (P4)

No se determinaron diferencias estadisticas debidas a los tratamientos aplicados (p>0,05).
Sin embargo, el transcurrir de los d postparto considerados en las evaluaciones de la

concentracion sérica de P, (p<0,05). En el Cuadro 23, se observan los valores de
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concentracion promedio de acuerdo a los d postparto. En promedio, se observd reinicio de la
ciclicidad ovarica de grupo animal a partir del 34 d postparto, esto segun concentraciones de
P4 > 2,5 ng/mL. Si bien los CL detectados por ultrasonido (Figura 17) se hicieron evidentes a
partir del 47 d postparto, concentraciones de P, indicativas de inicio de descargas hormonales
correspondientes con el reinicio de la cicliclidad, fueron detectadas precozmente, ya que para
el 21 d postparto un 14,3% de los animales mostraron valores superiores a 2,5 ng/mL. A los
60 y 73 d postparto se observaron las mayores frecuencias de animales ciclicos (50 y 81,8%

respectivamente).

Cuadro 23. Concentraciones de Progesterona (P,) sérica (ng/mL) en vacas primiparas

sometidas 0 no a manejo gentil preparto y ordefio mecanizado sin presencia de la cria

Concentracion de P4 (ng/mL)

DPP (media £ desviacion estandar)
-49+23d"Y 25,99 + 5,63
214 1,38 +1,49
34+ 4 6,24 £ 1,55
47 £ 4 3,78 £ 1,77
604 8,78 £ 1,41
73x4 9,79+1,69
86+4 2,21 +2,13

DPP = dias postparto; ~ Muestreo preparto en las novillas (gestantes)

113



VII. DISCUSION

VIl. 1. EFECTO DE TRES DIFERENTES TIPOS DE MANEJO GENTIL DURANTE
EL PREPARTO SOBRE EL TEMPERAMENTO, EYECCION LACTEA Y REINICIO
DE ACTIVIDAD OVARICA DE VACAS PRIMIPARAS EN ORDENO MANUAL Y
CON CRIA AL PIE

1. Control

La CC al parto es determinante sobre la expresion del potencial de produccion de leche,
temprana involucion uterina y adecuado reinicio de actividad ovarica postparto (Martinez et
al., 1998b; Dominguez et al., 2007; 2008). Un valor de CC al parto superior o igual a 2,5
parece ser el limite para no afectar detrimentalmente la reproduccion (Ruiz et al., 2010; Pinto-
Santini et al., 2009); mientras que en relacion a la expresion del potencial para produccion de
leche el valor sugerido es igual o por encima de 3 (Gallo et al., 1996). Ambos criterios
parecen haber sido satisfechos por la CC inicial de los animales al entrar al ensayo. Durante el
postparto ocurrié una disminucion de los valores de CC, esperable debido a movilizacion de
reservas para produccion de leche (Broster y Broster, 1998; Bewley y Schutz, 2008). En la
experiencia, las vacas de primer parto y cruzadas (Bos indicus x Bos taurus) manifestaron
ligeras pérdidas de CC en comparacion con vacas adultas y altamente especializadas (Gallo et

al., 1996; Pinto-Santini et al., 2009), similar a lo aca ocurrido, 20% es una pérdida ligera.

La variable de control relacionada con la proporcién de células sanguineas, Hto (%),
presento valores dentro de rango (27 — 46 %) para ganado vacuno (Camus, 1983; Calzada et
al., 2002; Morales et al., 2006), por lo cual se presumidé un adecuado estado de salud,
adicional a los signos clinicos evidenciados. Las ligeras variaciones observadas son parte de

la dindmica metabdlica de alta demanda de nutrientes en la fase inicial de la lactacion.
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2. Temperamento

Se evidencio el impacto positivo del marcaje de conductas mediante el manejo gentil por
humanos en novillas gestantes debido a la disminucion progresiva de los valores de REAC, en
los periodos evaluados, promedio general y frecuencia de valores seglin los tratamientos
(Figura 2, 3; Cuadro 1). Los resultados de Bertenshaw et al. (2009), Hild et al., (2011) en
Europa y con ganado especializado en produccion de leche y ovejas coinciden con estos

hallazgos, siendo los primeros en la region tropical.

En sistemas de produccion con alta interaccion humano — animal, caracteristicos de la
produccion de leche especializada, se han propuesto metodologias para la cuantificacion de
REAC que consideran una corta distancia entre dichos individuos (Rushen et al., 1999;
Waiblinger et al., 2006; Bertenshaw et al., 2008; Bertenshaw y Rowlinson, 2009). Sin
embargo, en aquellos individuos de presunta y/o manifiesta indocilidad, intranquilidad y
nerviosismo (definida por grupo racial) (Phocas et al., 2006; Landaeta-Hernandez et al., 2005;
Negréo y Marnet, 2006) debida a la distancia de fuga al humano y alta resistencia a ser atado
(Grandin, 1997), tal como en esta experiencia, es necesario considerar otras opciones de
menor estrés y riesgo para el animal y el trabajador (Waiblinger et al., 2002). ElI método
aplicado para la determinacién de REAC, Brete de Contencion (Grandin et al., 1993;
Halloway y Johnston, 2003), permitio alcanzar el objetivo en éstos animales de temperamento

nervioso, agresivo o huidizo en las instalaciones (Fell et al., 1999).

El hecho que REAC mantuviese un continuo descenso en todos los tratamientos (Cuadro
1), hasta los 90 d postparto, evidencia que todas las vacas primiparas se habituaron a la labor
de ordefio, tanto a la rutina como al personal de trabajo (Hemsworth et al., 1989; Bertenshaw
et al., 2008; Waiblinger et al., 2002), con diferencias (p<0,05) en la pendiente de la curva,

segun el condicionamiento preparto (Figura 4).
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Las primeras 48 h de monitoreo de la relacion madre cria transcurrieron sin evidencia de
problemas para la vaca primipara o su cria (Paranhos da Costa et al., 2006; 2008). El
establecimiento natural del vinculo sin perturbacion aparente, asi como el estado de salud de

la vaca y su cria permitieron el seguimiento y anélisis de las siguientes variables.

TEM de CE estuvo definida con los valores méas bajos (Cuadro 2) para conductas
relacionadas al nerviosismo, irritabilidad y agresividad (Lahitte et al., 2002; 2003), mientras
que, para SM se exhibieron altos valores de frecuencia en dichas conductas (p<0,05). Las
vacas de PSO presentaron conductas intermedias entre ambos tratamientos. El hecho de las
elevada frecuencia en Huye, Embiste, Patea y Se Tumba implica violacién del espacio vital
por el personal de trabajo (Grandin, 1997; Hild et al., 2011); expresion del instinto inflexible
de resguardo por la presion ejercida del que se asume como depredador (Thayer y Lane, 2002;

Jensen, 2002; 2006; Brosschot et al., 2006; Martini, 2008).

Los cambios hormonales y metabdlicos naturales y de manejo mediante la intervencién
humana (cercania del trabajador, rutinas en ambientes desconocidos —sala de ordefio-,
reorganizacion del grupo animal, retiro/presencia temporal con la cria y contacto cercano con
seres humanos - sujecion, manipulacion de la ubre- entre otros) que ocurren en el periparto y
los dias posteriores en animales destinados a la produccion, son desencadenantes de ajustes
fisiologicos adaptativos mediados por el eje adenocorticotrépico (Tancin et al., 2000b;
Kraetzl et al., 2001; Trevisi et al., 2005; Negréo y Marnet, 2006); asi, CORT es una variable
de importancia desde el punto de vista de la manifestacion de situaciones adaptativas
consideradas como estrés (Rushen et al., 1999; Negrdo y Marnet, 2006; Saco et al. 2008;

Burdick et al., 2011; Sanchez- Rodriguez et al., 2013).

Los resultados (Cuadro 11) muestran que el grupo de novillas gestantes (animales en el -43

+ 13 d preparto) presentd valores de CORT sin diferencia (p=0,95) entre grupos al iniciar la
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experiencia. En el 5 + 4 d postparto, el CORT de las hembras de CE mostrd un valor de
concentracion inferior (p=0,04), en un 40% (357 pg/mL) al de aquellas vacas primiparas de

SM y PSO (media de medias = 601 pg/mL).

Esta evidencia permitio evidenciar la asociacion entre el efecto benéfico de la practica de
marcaje de manejo gentil mediante el cepillado corporal preparto (CE) y la reduccién de un
indicador del nivel de estrés de la hembra primipara, inmediatamente después del parto y en
inicio de lactancia. Esto ocurre debido a que las novillas manifiestan una adaptacién cognitiva
a la presencia humana cercana y a la préactica de manipulacion por contacto tactil (Van
Reenen et al., 2002). La variacion del CORT muestra ser una respuesta, a los estimulos
exteroceptivos, del eje adenocorticotropico (hipotdlamo - hipdfisis - adrenal) la cual
desencaden6 (Smith et al., 1972) la una menor elevacion del CORT circulante en aquellas
hembras vacunas manipuladas de forma personalizada durante el preparto (CE) y sometidas, a
partir de las 48 h postparto, al inicio de una practica novedosa: ordefio de tipo manual (con
alta interaccion humano — animal) y contacto cria por lapsos cortos (Smith et al., 1972;

Hemsworth y Barnett, 2000; Drescher, 2000; Van Reenen et al., 2002; Drescher et al., 2006).

Sin embargo, todas las vacas fueron igualando, estadisticamente, los niveles de CORT
sérico durante el transcurso de la lactacion (Van Reenen et al., 2002). Esto pudiera ser
explicado, debido a que las adaptaciones al medio ambiente, por desafios a nivel del eje
hipdfisis — adrenal, son flexibles y dinamicas en el tiempo; éstas adaptaciones pueden
implicar la sensibilizacién y desensibilizacion, por ejemplo, debido a cambios reversibles en
la densidad y sensibilidad de ACTH vy los receptores de CORT, ello habria que ser precisado.
La ausencia de diferencias estadisticas en el preparto era esperable debido a que todos los
animales presentaron iguales manejos desde la crianza, el levante y a la primera prefiez por

inseminacidn artificial. Si bien, desde el punto de vista fisiologico el CORT aumenta durante
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el periparto, debido a que éste es el detonante fisioldgico para el inicio de la expulsion del feto
(Brook y Marshall, 1999), el valor de concentracién a los 5 + 4 d postparto mostré diferencias
significativas (p<0,04) que coinciden exactamente con la hipotesis planteada y con recientes
resultados de Sutherland y Huddart (2012). No se considera que ésta disminucion en los
valores de CORT en las vacas primiparas sometidas a CE pudo interferir negativamente con
el CORT fisioldgico necesario para la ocurrencia normal del parto debido a la ausencia de
trastornos patoldgicos de algun tipo. Por lo tanto, el factor novedoso del momento inicial de la
lactacion, tal como resulta la alta interaccién humano animal debida a la rutina de pastoreo
(traslado dos veces por dia a potreros) y ordefio, fue asumido sin estrés por aquellos animales
con previo marcaje de contacto positivo (CE). Por otro lado, para aquellos animales de los
tratamientos SM y PSO los niveles séricos se mantuvieron practicamente invariables desde el
preparto y a todo lo largo del estudio. Es claro, que la reactividad del sistema pituitario-
adrenal puede ser de aumento, sin cambios o de disminucion segun las situaciones que afronta

el individuo (Smith et al., 1972; Toates, 1997; Neumann et al., 2005; Mormeéde et al., 2007).

Animales no acostumbrados a la presencia humana cercana y rutinas de manejo, caso
comun en los sistemas de produccién no intensivos con vacunos en los tropicos y que poseen
mediana habilidad para la produccion de leche por un componente Bos indicus importante
(1/2 de herencia cebuina) para rusticidad y habilidad de amamantar y proteger a la cria, se
manejan bajo el criterio del tratamiento SM, donde la novilla gestante permanece en potrero
con animales no lactantes hasta llegado el inminente momento del parto u ocurrido el mismo
(Drescher, 2000). Seguidamente, el hecho de ser sometidos a una rutina desconocida, muchas
veces con un trato de forma no gentil, caracterizado por la sujecion con cuerdas resistentes
(cabeza y extremidades traseras), gritos, movimientos bruscos y con caballos, golpes con
objetos contundentes y encierro en corrales, desencadena y mantiene elevados niveles de
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CORT circulante (Grandin, 1997; Hild et al., 2011; Curley et al., 2006). De alli la
importancia fisiologica de estos hallazgos para Venezuela y otros sistemas tropicales
manejados de forma similar, ya que un manejo calmo parece reducir, al menos temporalmente

dicho estrés crénico.

Hemsworth et al. (1989) sefiala que a través de la lactacion ocurre una disminucion
progresiva de los niveles de CORT circulantes debido a la adaptacion de los animales a las
rutinarias y presencia humana, los resultados de este experimento mostraron que tales niveles
se mantuvieron estables en las hembras de SM y PSO hasta el final de la experiencia y en el
caso de CE los valores de CORT se incrementaron progresivamente después del 5 d
postparto; para el 21 d postparto se observd apenas una tendencia (p=0,22) hacia la diferencia
y a partir del 34 d postparto la concentracion de CORT quedd igualada entre tratamientos

(p>0,05).

Dos condiciones de manejo pueden haber influido en la respuesta fisioldgica caracteristica
de situaciones de estrés agudo o crénico donde CORT es indicador (Salposky et al., 2000). En
primera instancia, el efecto de la presencia de la cria con la madre durante dos ordefios diarios
después de lo cual es separada, produce un efecto estrés — anti-estrés, especialmente en estos
animales cruzados con elevada aprehensién a la cria debida el componente Bos indicus
(Hoffman et al., 1996; Stevenson et al., 1997; Yavas y Walton, 2000; Galina et al., 2001,
Kraetzl et al., 2001; Drescher, 2003; Negrdo y Marnet, 2006). En la experiencia, el uso de la
cria para la estimulacion preordefio, su presencia inmovilizada al lado de la vaca durante el
ordefio y el amamantamiento postordefio dos veces por dia, pudo mantener elevados los
niveles sanguineos de CORT (Kraetzl et al., 2001). Por otro lado, el animal de primer parto -
lactancia debe establecer un conjunto de relaciones de jerarquia en un rebafio de animales

adultos, que hasta ese momento eran desconocidas; para ello, los primeros dias se presentan
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interacciones agonisticas, especialmente en momentos de competencia por recursos (acceso
potrero, acceso a agua, encuentro con la cria, espacio vital en corral de ordefio, entre otros),
hasta que se logra la estabilidad del rebafio (Kondo y Hurnick, 1990). La vaca de primer parto
tiende a ocupar posiciones de menor rango social, por lo cual se ubica en la base de la
pirdmide de jerarquia con los individuos denominados “Subordinados” esto debido a que,
edad, tamafio, peso y nivel de produccién, entre otros, influyen (Reinhardt y Reinhardt, 1975;
Landaeta-Hernandez et al., 2005; 2013; Val-Laillet et al., 2009). La tension social genera
elevacion en los niveles de CORT (Grandin, 1997; Trevisi et al., 2005; Neumann et al., 2005;
Curley et al., 2006). Por otro lado, el incremento de las deyecciones (Defeca) ha sido
reportado cuando el animal ingresa o permanece en un lugar desconocido (Sirvén, 2015), en
la cual no solo CORT puede ser parte de la respuesta sino posiblemente la activacion del eje
ACTH con consecuente liberacion de catecolaminas, epinefrina y norepinefrina (Fukudo y
Suzuki, 1987). Las manifestaciones de Dorso Arqueado y Vocalizaciones (frecuencia e
intensidad) han sido reportadas como signos asociados al dolor y ansiedad respectivamente,
asi, segun, el Cuadro 3, las vacas de SM expresaron limitaciones en su bienestar (Grandin,
1997; Broom y Fraser, 2007). En el caso de la actividad denominada Miccion, ésta ha sido
relacionada al posible efecto contractil de la OT liberada durante la eyeccion lactea para el
ordefio y amamantamiento; cuyos receptores en el tracto genital femenino son estimulados de
forma simultanea (Kraetzl et al., 2001). El tratamiento CE present6 la mayor liberacion
(AUC) y nivel circulante de OT en el tiempo de ordefio (Cuadro 12; Figura 8), con lo cual la

conexion fisiologica pudiera ser explicada (Gimpl y Fahrenholz, 2001).

Las actividades de Hociquea y Lame a la cria (Cuadro 3) representan particular interés
debido a que se han asociado a estereotipias en animales bajo estrés (p.e. acicalamiento en
roedores) (Garcia-Cairasco, 1989; Saco et al., 2008) y/o sociabilidad (Fox, 1966; Nowak et
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al., 2000; Gimpl y Fahrenholz, 2001; Paranhos da Costa et al., 2006; 2008), lo cual explicaria
elevadas frecuencia en SM y CE, respectivamente. Tal como sefiala Lahitte et al. (2002;
2003), el etograma considera acto, tiempo y contexto, por lo que el conjunto de acciones —
reacciones definen a la conducta. Es asi, como al observar los resultados del Cuadro 3, donde
se encuentra la frecuencia de las actividades realizadas por las crias, se percibe la
correspondencia para CE en cuanto a los movimientos activos, saltos y movimientos de la
cola, mientras la cria permanece atada al lado de su madre; esto indica la mayor capacidad de
interaccion del tipo comportamiento normal (Jensen y Kyhn, 2000) asociada a la sociabilidad
y docilidad, y debida al efecto de la estimulacion humana gentil de la madre sobre la cria, ya
demostrado que existe una asociacion entre la elevada OT basal en ratones y humanos
ejercida a nivel central (Hovatta y Barlow, 2008; Petrovic et al., 2008; Palgi et al., 2015). La
igualdad en los niveles de OT basal entre tratamientos (Cuadro 12) pudiera ser indicador de
ausencia de estrés prenatal (Kofman, 2002; Yang et al., 2013). Sin embargo, los menores
valores de CORT en el 5y 21 d postparto, concomitantemente con un nivel similar de OT
basal podrian actuar de manera diferencial y sinérgica sobre la percepcion y modulacion
psicoldgica positiva ante la misma situacion: contacto humano rutinario debido al ordefio.
Esto ocurre debido a la accion combinada de CORT y OT en las regiones prefrontal y limbica
del cerebro relacionadas a la percepcion y emociones (Damasio, 2003; Dedovic et al., 2009).
Los mecanismos a través de los cuales el receptor de oxitocina es estimulado durante la
gestacion y la forma en como actua en la posterior respuesta de amamantamiento/eyeccion

lactea, son aun desconocidos (Bealer et al., 2010).

En humanos y ratones, la OT puede ser liberada al torrente sanguineo y fluido
cerebroespinal mediante estimulos anti-ansiedad, tales como contacto tactil gentil (caricias) y
la temperatura célida (Braastad, 1998; Uvnas-Moberg et al., 2001). Es aqui donde el CE,
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desde el inicio de la aplicacion en el -43 + 13 d preparto, pudo causar esas descargas de OT
anti-ansiedad que a su vez fueron sensibilizando positivamente areas del cerebro posiblemente
controladoras de las emociones (Damasio, 2003; Aleman et al., 2008; Gutiérrez et al., 2008;
Charil et al., 2010). Ya en pequefios rumiantes, trabajos recientes, han demostrado el mayor
desarrollo sinaptico en animales sometidos a trato gentil de sus madres durante el preparto y
comienzan a presentarse hallazgos de la mejora de la interaccion madre - cria (Coulon et al.,
2011; 2013; Hild et al., 2011). Por lo antes descrito, es que el presente trabajo hace un aporte

y abre un area de investigacion en vacunos cruzados en el tropico.

Las crias de las vacas de PSO se diferenciaron (p<0,05) y con respuestas inesperadas en
actividades tales como Quieta y Succion (definida en materiales y métodos como aplicacion
del reflejo sobre tejido no glandular de la madre: pe. piel); la primera actividad, puede
corresponderse con el término “freezing”, de uso frecuente en comportamiento y evaluaciones
de temperamento, y el cual estd definido como aquel individuo paralizado debido a una
respuesta de estrés agudo (Branddo et al., 2008). Ambas actividades podrian ser consideradas
estereotipias propias de animales bajo estrés (Garcia-Cairasco, 1989). Estudios fisiol6gicos en

las crias deberan precisar la naturaleza del signo observado.

Por ultimo, las correlaciones significativas entre actividades de la vaca, de la cria y del
binomio (Cuadro 4) puede contribuir a la comprension del lenguaje de la unidad madre — cria
sometida a manejo humano de ordefio. Si bien, se muestran todas aquellas asociaciones que
fueron altamente significativas (p<0,01), casi todas resultaron bajas, exceptuando las
actividades de Embiste — Bufa (C=0,74). Explorar dentro de cada actividad, a traves de
escalas cualitativas pudiera permitir hallar relaciones precisas, asi como la inclusion del
humano en las evaluaciones del conjunto vaca — cria - ordefiador (Waiblinger et al., 2002;

Bertenshaw et al., 2008; Bertenshaw y Rowlinson, 2009).
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En conclusion, la hembra primipara F1 (Bos taurus x Bos indicus) condicionada con
manejo gentil durante el preparto presenta ventajas conductuales y fisiolégicas durante la
labor de ordefio, y este animal presenta un menor riesgo a sufrir y causar accidentes (caidas,
golpes y ataques) (Fell et al., 1999; Waiblinger et al. 2004; 2006). La ventaja adicional sobre
la vivacidad y vitalidad de las cria (Petrovic et al., 2008; Coulon et al., 2011; 2013; Hild et
al., 2011; Palgi et al., 2015) merece atencion de estudio. Si bien, Narvéez et al. (2006b)
habian encontrado beneficios conductuales de la presencia de la cria durante el ordefio (menor
frecuencia de pateo y tumbado de pezoneras en sistema de ordefio mecanizado), lo cual
representa el tipico manejo de los sistemas de produccion de doble propoésito en el trépico
bajo, estos hallazgos demuestran posibilidades de impacto benéfico mediante préacticas
adicionales que pudieran permitir una mayor eficiencia y menor riesgo para la mano de obra,

aun bajo ordefio manual.
3. Eyeccion lactea

La informacion del Cuadro 5 muestra que el condicionamiento gentil preparto no causo
efectos sobre TE (p<0,05) debido a los tratamientos, asi como tampoco se observé (p>0,05)
en el intervalo de tiempo entre la dicha estimulacion y la sujecién de la cria por el ordefiador
(TM). Las diferencias encontradas (p<0,05) se hallaron en el tiempo efectivo para la
extraccion de la leche (TO). Esto guarda relacion con los resultados cuantitativos del impacto
positivo del condicionamiento sobre la produccion de leche, ya que el CE causé una mayor
(p<0,05) cantidad de leche vendible en la mafiana (LVA), tarde (LVP) y sumatoria diaria
(LV), asi como también, en la leche total producida por la vaca durante cada dia (LT)
(resultante de la sumatoria de la fraccion vendible —LV- y la leche que es estima consume la
cria mediante el amamantamiento restringido posterior a cada ordefio -LCB = LCBA +

LCBP-) (Cuadro 6, Figura 7). Los beneficios de la aplicacién de la préactica del CE
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comprueban la hipotesis esperable y coincide con trabajos de Hemsworth et al. (2000; 2002),
Bertenshaw y Rowlinson (2009) y Bertenshaw et al. (2008) en relacion al potencial del
condicionamiento favorable a través de manejo humano gentil de los vacunos en fases
sensibles (Hemsworth et al., 2000; 2002; Brosschot et al., 2006; Martini, 2008; Campbel,
2010; Grandin, 2010) para elevar las respuestas productivas, en este caso, remover cantidades

de leche significativas de la glandula mamaria.

Los hallazgos de TO y LV, en ordefio manual, demuestran que se presenté una mayor
disponibilidad de leche a nivel de la cisterna de la glandula mamaria para las vacas de CE.
Esta sefial permitio al personal de ordefio continuar con la extraccion de leche hasta el vaciado

completo (TO mayor en CE vs. SM de la mafiana y la tarde).

Solo es posible extraer cantidades de leche sintetizadas y almacenadas en los alvéolos de la
glandula mamaria de la vaca mediante una descarga elevada y continua de la cantidad de OT
circulante (Bruckmaier et al., 1994; Samuelsson, 1996; Johansson, 2000; Tancin et al.,
2000a,b; Bruckmaier, 2005), sea en animales Bos taurus especializados (Bruckmaier et al.,
1994; Bruckmaier y Hilger, 2001; Negrdo y Marnet, 2006) o en Bos taurus x Bos indicus
(Negrdo y Marnet, 2006). Asi, la Figura 8 proporciona el nexo fisioldgico directo a este hecho
productivo, ya que las vacas CE presentaron mayores valores de AUC para OT (Cuadro 12),
con un pico elevado vy, especialmente, una persistencia mas prolongada (Bruckmaier et al.,
1994; Bruckmaier y Hilger, 2001; Weis, 2004) el patron de la curva individual por animal
(valor basal, pico y persistencia) permite interpretar los ajustes fisioldgicos propios del
individuo a las condiciones intrinsecas y/o ambientales que lo afectan (Carter y Altemus,
1997; Uvnés-Moberg et al., 2001; Negrdo y Marnet, 2006; Campbell, 2010; Churchland y
Winkielman, 2012). La descarga inicial de OT en los tres tratamientos evaluados (SM, PSO,

CE) es a su vez la explicacion fisioldgica de los resultados en los valores encontrados en TE,
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ya que todas las vacas manifestaron una descarga inicial igual en tiempo y valor (pg/mL)
debida a que la presencia y estimulaciéon condicionada de la cria en todos los tratamientos es
el estimulo natural méas potente (Wakerley et al, 1994; Bar Peled et al., 1995). La Figura 8
muestra que aun transcurridos 4 min después de iniciado el ordefio las cantidades de OT

siguen siendo més elevadas en CE, aunque todos contintan con la cria al pie.

Es conocido, que la degradacion de la OT, péptido de nueve aminoécidos, mediante las
enzimas proteoliticas sanguineas es muy rapida, por ello, si la préactica de CE fue capaz
incrementar las posibilidades de descarga de OT de la neurohipofisis o disminuir la inhibicién
de la misma, por los inferiores valores iniciales de CORT hasta los 21 d postparto, pudieron
desencadenarse mecanismos locales de crecimiento del tejido alveolar en la fase inicial de la
lactancia (Wakerley et al., 1994); esto tendria una oportunidad de expresion adicional sobre la
produccion de leche hasta el final de la misma (Schams et al., 1984). En el caso del
experimento esto se observdO mediante la LAC90 (Cuadro 6). Aunque, Bertenshaw y
Rowlinson (2009) no cuantificaron perfiles hormonales obtuvieron resultados similares en
vacas primiparas especializadas en el Reino Unido, asi el presente trabajo se encuentra un
paso adelante. La informacion obtenida por este estudio es inédita para este tipo de

planteamiento de manejo humano gentil preparto y sistema de ordefio en el tropico.

En esta experiencia, todos los animales estuvieron sometidos al mismo manejo del ordefio,
siendo atribuible la variacion de LCB y LCB/LT solo a la aplicacion de los tratamientos de
manejo humano gentil; asi CE produjo un efecto de mayor eficiencia en la remocién que SM
(p<0,05). Si bien es conocido que la ausencia de la cria en el ordefio de animales cruzados ha
manifestado maximos niveles de LCB y baja eficiencia en vacunos cruzados (Bar Peled et al.,
1995; Combellas y Tesorero, 2003, Drescher, 2003), cuando se incrementan los valores de LV

en vacas con presencia de la cria se compensa el total por la menor cantidad absoluta de LCB
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(Combellas y Tesorero, 2003). Sin embargo, y debido a que la mayor remocion total de leche
de la glandula mamaria puede disminuir el efecto de retroalimentacion negativa sobre los
lactocitos alveolares, por via de la menor secrecion del Factor Inhibidor de la Lactancia (FIL)
(Wilde y Peaker, 1990; Wilde et al., 1995) y de la menor presién fisica que activa los nervios
simpaticos de la glandula mamaria y hace decrecer el flujo sanguineo periférico y la
disponibilidad de nutrientes (Wakerley et al. 1994), el condicionamiento preparto, del manejo
humano gentil, favoreceria la eficiencia de remocion de leche de la glandula mamaria y la
sintesis total. Esta practica merece una consideracion tecnoldgica para los sistemas de ganado

vacuno cruzado en el tropico.

Narvéez et al. (2006a), evaluaron diferentes modalidades de estimulacion de vacas adultas
para iniciar y mantener la eyeccion lactea a través del uso de la cria en ordefio mecénico y en
condiciones tropicales y encontraron rangos de entre 10 a 50 s de estimulacion preordefio para
alcanzar la eyeccién y tiempos de ordefio que variaron entre 4,9 a 12,5 min, la amplitud del
rango de valores viene dada por la presencia/ausencia de la cria en los tratamientos aplicados
y los diferenciales intervalos entre ordefios (10 y 14 h). Asi, las todas las variables descritas
son altamente susceptibles a cambios en el manejo, por lo cual los resultados aca obtenidos

resultan alin més convincentes.

En relacion a la composicion fisico — quimica de la leche en sus diferentes fracciones no se
evidenciaron efectos de los tratamientos (p>0,05). Los valores encontrados estan acordes a
promedios reportados por la literatura y norma de exigencia nacional (Wakerley et al., 1994;
Ayadi et al., 2004; COVENIN 798, 1994), aunque superiores a otros trabajos en condiciones
tropicales con manejo de uso de la cria (Combellas y Tesorero, 2003; Drescher, 2003).
Debido a la menor densidad de la grasa y la forma de emulsion, en la cual se almacena en la

leche en la glandula mamaria, se requiere la activa compresion del alvéolo para su expulsién
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(Bruckmaier et al., 1994; Bruckmaier y Hilger, 2001), por lo cual se esperaria el reflejo en
mayores tenores de grasa en CE, debido a mayor LV (Bertenshaw y Rowlinson, 2009). Sin
embargo, todos los trabajos que citan que el mayor contenido graso de la leche fueron a causa
de la mayor remocién de LV en vacas de herencia indicus (30 — 50%) comparaciones de la
presencia contra la ausencia, total o parcial, de la cria (Combellas et al., 2003; Drescher,
2003; Pérez et al., 2006). Tal como sefiala Drescher (2003), la sola presencia de la cria al lado
de la madre es tan potente como la administracion (i.m) de 30 Ul OT exdgena para
desencadenar la eyeccion lactea y no afectar diferencialmente (p>0,05) el contenido de grasa
de la LV. Esto coincide con que el contenido graso de la LCB en ningln trabajo ha mostrado

diferencias estadisticas (p>0,05) bajo la misma premisa.

Las diferencias acotadas para LAC90 (+173 Kg/90 d), disminuyeron ligeramente al aplicar
la correccidn al 4% en grasa (+124 Kg/90 d) debido a que los valores parciales LT4% (Kg/d)
se ajustaron segun la variaciéon de la misma durante el transcurso de los dias de lactancia
(Figura 7). Este hecho revela una posible eficiencia de conversion alimenticia superior a favor
de CE que requiere ser evaluada, considerando que la CC disminuy6 en todos los tratamientos

sin diferencia entre ellos (p>0,05).

Debido a la constante elevacién del contenido de grasa en la LVA de todos los
tratamientos durante los 90 d de lactancia y conjuntamente con la tendencia de las curvas de
LT en los tres tratamientos (Figura 5) es posible que al final de la experiencia no se haya

alcanzado el pico de la lactancia en este grupo animal (Botero y Vertel, 2006).

El ordefio de vacas de primera lactancia es un reto en las unidades de produccion de
cualquier nivel de intensidad debido a que la hembra primipara llega a esta etapa fisioldgica
sin conocimiento previo de la experiencia (instalaciones, rutinas y personal). No sélo es un

asunto de bienestar animal, que exige garantizar un manejo libre de estrés psicolégico para el



animal (Broom y Fraser, 2007; FAWC, 2009), es proporcionar condiciones en las que el
comportamiento natural pueda expresarse (p.e. relacion materno filial) sin detrimento del
potencial de produccién biolégico de aquellos individuos implicados en el sistema de
produccion. A esto se afiade, la exigencia que se le impone a la vaca de primer parto a
expresar un nivel de produccion que justifique su permanencia en la unidad de produccién en

el tiempo.

Por mucho tiempo la seleccion por temperamento y recomendacion de eliminacion de
animales nerviosos y temerosos ha sido una premisa aceptada debido al detrimento de los
niveles de produccion y riesgo de pérdidas por lesiones al propio animal o a los trabajadores
(Phocas et al., 2006; Gutiérrez-Gil et al., 2008). Sin embargo, la sensibilizacién positiva del
sistema nervioso central mediante sustancias quimicas enddgenas (hormonas,
neurotransmisores y otros compuestos) ha sido estudiada en humanos con propdésitos de

investigacion de patologias del comportamiento y terapias de salud mental.

En el mundo animal estas investigaciones se ha realizado con miras a aplicar como
modelos de experimentacion que aporten soluciones a los humanos, solo en la Gltima década
se han iniciado trabajos cientificos con el propdésito de estudiar la influencia de la condicion
psicoldgica de los animales sobre sus niveles de socializacion y produccion (Bertenshaw y
Rowlinson, 2008; Bertenshaw et al., 2009; Hild et al., 2011; Ross y Young, 2009; De
Oliveira, 2013). El estudio de Coulon et al. (2013) es la primera demostracion que
experiencias negativas tempranas con humanos causan alteracion neuronal de profundo
impacto en el la morfologia cortico limbica en animales domesticados hace mas de 12 mil
afios (ovejas), asi este trabajo, coadyuva a abrir un camino en la psico-neuro-zootecno-

endocrinologia para la ganaderia vacuna tropical.

3. Reinicio de la actividad ovarica
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La inexistencia de cuerpos lUteos y niveles elevados de P, (Cuadro 13) es determinante
para aseverar que las hembras vacunas F1 de primer parto no reiniciaron la actividad ovarica

funcional de manera ciclica hasta el 90 d postparto.

La condicion corporal al parto y durante el postparto pareciera no haber limitado el
crecimiento folicular (Dominguez et al., 2007; 2008; Ruiz et al., 2010), lo cual ocurre
inicialmente debido a la regulacion por secrecién de factores autocrinos del ovario (IGF-1) y
hormonas metabolicas (Insulina) (Lucy et al., 1991; Pinto-Santini et al., 2009; Ruiz et al.,
2010). El inicio del aparecimiento de FC3 a los 47 d postparto concuerda con la esperable
culminacion de la involucion uterina al 45 d postparto (Landaeta-Hernandez et al., 2004;
Drescher et al., 2014) con lo cual se garantiza que todas las estructuras del tracto genital
respondan anatémica y fisiologicamente a la ciclicidad del eje gonadotrépico (Dominguez et
al., 2008; Ruiz et al., 2010). El inicio de la deteccién de FC3, concuerda con el previo
incremento y reclutamiento de los FC2 (Figura 7), a partir del 21 d postparto para FC2 y 47
para FC3 (Ruiz-Cortes y Olivera-Angel, 1999); el desarrollo de receptores para hormonas
gonadotropicas (FSH y LH) en los FC3 permite el crecimiento y desarrollo funcional
(secrecién Ey), con la consecuente ovulacion y formacion de CL (Lucy et al., 1992;
Kamimura et al., 1994; Roa et al., 2006). La fase de evolucion de los FC3 no fue detectada en
la experiencia, por ello se presume un bloqueo en todos los animales considerados en el
estudio. Si bien es claro que el temperamento excitable, la reactividad (Rueda, 2012) y el
estrés son capaces de elevar el CORT (Curley et al., 2006; Saco et al., 2008) y disminuir la
amplitud de los pulsos de GnRH a nivel central (hipotalamico) (Breen y Karsch, 2006; Breen
et al., 2008; Wagenmaker et al., 2009) era esperable que la hipotesis de la influencia del
manejo humano gentil sobre el temprano reinicio de la actividad ovéarica pudiera causar una
disminucion de esta supresion (Cooke et al., 2009).
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Ha sido discutido previamente que los resultados de los niveles de CORT fueron bajos a
inicio de la lactancia solo en CE, pero se equipararon al resto de los tratamientos a partir del
34 d postparto (Cuadro 11), que es cuando inicia el aparecimiento de los FC3. También, ha
sido documentado que la presencia de la cria es suficiente para mantener elevados los niveles
de CORT. Adicionalmente, la presencia de la cria y el amamantamiento retrasan el reinicio de
la actividad ovérica (Mukasa-Mugerwa et al., 1991; Ruiz-Cortes y Olivera-Angel, 1999;
Galina et al., 2001) y consecuentemente ovulacion debido a la falta de pulsos de LH generada
su deplecion en adenohipdfisis; esto ocurre por la continua sensibilidad del pulso generador
de GnRH proveniente del efecto de retroalimentacion negativa del 17p—estradiol ovarico
modulado por la liberacion enddgena de péptidos opioides del hipotalamo (Connor et al.,
1990; Williams y Griffith, 1995; Griffith y Williams, 1996; Stagg et al., 1998; Yavas y
Walton, 2000). Asi, como en vacas de carne la permanente presencia de la cria puede
mantener elevada cantidad de FC3 (10,6 + 1,2) con retrasos de la ovulacion (Hoffman et al.,
19964, b) hasta cerca del 100 d postparto en vacas adultas (Mukasa-Mugerwa et al., 1991,
Silveira et al., 1993; Lamb et al., 1997) estos hallazgos (Cuadro 9) en vacas primiparas F1
con dos ordefios por dia, cria al pie y amamantamiento restringido post cada ordefio,
alimentadas sobre la base de pasturas y suplementacion mineral parecen coincidir

parcialmente.

Por ultimo, un factor adicional y no menos importante en la dinamica del eje
gonadotrépico pudiera haber sido limitante: la ausencia de machos en el rebafio de ordefio. La
Bioestimulacion por presencia de macho, fértil o recelador, en los rebafios de vacas con
amamantamiento ha demostrado acelerar el reinicio de la ciclicidad ovarica, asi como el
mayor tamafio de los foliculos, mayores niveles de P, y mayor longitud en la duracion del
primer estro (Landaeta-Hernandez et al., 2004, 2008; 2013). Landaeta-Hernandez et al.
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(2013) sefala que este efecto de retraso en los dias para el reinicio de la actividad ovarica es
aln mas mas critico en los animales subordinados del rebafio (60,2 + 6,4 contra 26,3 + 8,2 d
en las subordinadas y no expuestas a toro contra las dominantes y expuestas a toro
respectivamente). Si bien, no se realizaron estudios de jerarquia, fue acotado que las vacas
primiparas en el rebafio tienden a ocupar la base de la piramide (Reinhardt y Reinhardt, 1975).
Asi, mayor investigacion es necesaria en este grupo etario con miras a esclarecer el
comportamiento jerarquico y su influencia sobre los mecanismos fisioldgicos involucrados en
la reproduccion de vacas cruzadas de primera lactacion; con ello se permitird afinar

estrategias de manejo en la ganaderia tropical.

VIl1.2. EFECTO DE DOS DIFERENTES TIPOS DE MANEJO GENTIL DURANTE
EL PREPARTO SOBRE EL TEMPERAMENTO, EYECCION LACTEA Y REINICIO
DE ACTIVIDAD OVARICA DE VACAS PRIMIPARAS EN ORDENO

MECANIZADO Y SIN CRIA AL PIE
1. Control

Valores de 3,5 (NIRD 1-5) para CC al parto, tales como los obtenidos en el experimento,
son los mas recomendados por diversos autores (Fattet y Jaurena, 1988; Gallo et al., 1996;
Broster y Broster, 1998; Bewley y Schutz, 2008). Ello, con el propésito de garantizar la
expresion del potencial genético en animales seleccionados para habilidad lechera y, propio
de la elevada movilizacion de reservas corporales para secrecion lactea, minimizar la longitud
del anestro debido a escasas reservas de tejido graso (CC > 2,5), leptina, insulina, entre otros
metabolitos (Martinez et al., 1998b; Galvis y Correa, 2002; Dominguez et al., 2007; 2008;
Pinto-Santini et al., 2009). De acuerdo a los resultados, la pérdida de 0,7 unidades de CC
hasta el 45 d postparto evidencia la activa movilizacion de reservas corporales para garantizar

la secrecion y produccion lactea conforme al potencial (Broster y Broster, 1998; Bewley y
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Schutz, 2008), sin que ello, potencialmente pudiere afectar, culminada la involucion uterina,
el reinicio de la actividad ovéarica postparto debido al valor minimo alcanzado (2,9) (Connor
et al., 1990). El grupo de vacas primiparas y cruzadas (Bos indicus x Bos taurus) evidencid
pérdidas importantes de CC durante los primero 45 d postparto, equivalente a de vacas de alta
habilidad para produccion de leche (Gallo et al., 1996; Galvis y Correa, 2002; Campos et al.,

2007; Pinto-Santini et al., 2009).

La variable de control relacionada con la proporcion de células sanguineas, Hto (%),
presentd valores dentro de rango (27 — 46 %) para ganado vacuno (Camus, 1983; Calzada et
al., 2002; Morales et al., 2006) coincidentes con el valor maximo hallado por Campos et al.
(2007) con diversos grupos genéticos en Colombia (24,2 -32,6%) y bajo condiciones similares
de manejo (pastoreo). Por lo anteriormente descrito, y los signos clinicos evidenciados en los
animales es posible asegurar el adecuado estado de salud general de las vacas en

experimentacion.

2. Temperamento

La practica del CE preparto mostro ser efectiva en términos de reducir los valores de
REAC, indicativos de comportamiento nervioso o de miedo, en vacas cruzadas F1 cuando
fueron sometidas a un manejo novedoso de alta interaccion humano - animal durante la rutina
del ordefio mecanizado y sin la presencia de la cria una vez que se produjo el primer parto.
Esta reduccion de la REAC se manifestdé tempranamente (5 d postparto en CE) (Cuadro 1,
Figura 6), a pesar que este periodo es reconocido como de cambios neuropsicofisiologicos
debidos a las adaptaciones que debe sufrir la hembra vacuna cuando pasa de ser una novilla
gestante a vaca de primer parto y posterior e inmediatamente a vaca en produccién de leche

por primera vez (Neumann et al., 2005; Rueda, 2012; Shkurko, 2012).
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La importancia de éste resultado en la REAC radica en que con vacas cruzadas en
condiciones tropicales (clima, sistema de alimentacion, ente otras), manejadas en
instalaciones de alta inversion monetaria y disefiadas para minimizar la interaccion humano —
animal, en términos de visualizacion, posibilidad de embestida y menor riesgo laboral, y que a
su vez mejoran la eficiencia de la mano de obra debido a que el animal es conducido por
pasillos para entrar y salir con relativa naturalidad debido a que perciben un &rea de escape 0
salida (Grandin, 1997; Grandin y Deesing, 1998). EI CE preparto puede hacer sinergia y
favorecer tempranamente las adaptaciones a las rutinas de manejo en inicio de lactacion

(Rushen et al., 1999; Bertenshaw y Rowlinson, 2009; Rueda, 2012).

Veintitn por ciento de las vacas primiparas de SM no disminuyeron los valores de REAC,
hasta el ultimo periodo considerado en la evaluacion (90 d postparto); Van Reenen et al.

(2002) atribuyen estas respuestas a la variacion individual de los animales.

Debido a que pruebas como el Test de Reactividad se aplican para determinar indices de
heredabilidad del temperamento, sobre los cuales es posible ejercer seleccién, descarte y
establecer planes de mejoramiento (Halloway y Johnston, 2003; Curley et al., 2006; Phocas et
al., 2006), animales no condicionados favorablemente, por practicas similares al CE, pudieran
ser eliminados de programas de seleccién y mejoramiento por ausencia de oportunidad de
condicionamiento positivo para la expresion del mismo. Debido a que el procesamiento
afectivo progresa lateralmente en cadenas paralelas de acontecimientos que se amplifican
rememorando estimulos asociados, de forma que se elimina, mitiga, mantiene o incluso se
amplifica el estimulo (Toates, 1997; Damasio, 2003; Martini, 2008; De Oliveira, 2013) es el
flujo de los contenidos mentales del individuo el que particularmente prepara a los

desencadenantes para las respuestas emocionales, por ello los eventuales cambios en el modo
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cognitivo y mapas somaticos de las respuestas pueden ser alterados (Toates, 1997; Damasio,
2003; De Oliveira, 2013), por ejemplo, mediante la accién combinada y relacion CORT/OT-
influyendo en la percepcion y expresion de las emociones (Damasio, 2003; Dedovic et al.,

2009).

Este trabajo es evidencia de ello, sin embargo, la cuantificacion de los valores de OT
basales, una vez sefialado su rol sobre los posibles efectos en diferencias afectivo — sociales
(Uvnas-Moberg et al., 2001; Petrovic et al., 2008; Ross y Young, 2009; Campbell, 2010), tal
como lo viene a ser la interaccion entre vacas primiparas en produccion y personal de ordefio,

no fue determinado.

En la literatura, la OT ha sido evaluada en muestras de sangre, saliva (Yang et al., 2013) y
fluido cerebro espinal (Parker et al., 2010), los reportes de OT en leche solo han sido
realizados en humanos con éstos fines (Mishra et al., 2014). De acuerdo a la metodologia
aplicada, la OT basal en leche no fue capaz de arrojar diferencias debidas a los tratamientos
aplicados. Asi, se requiere profundizar la investigacion en este aspecto, con técnicas de mayor
precision, tales como cuantificacion en sangre, aplicacion de inmunohistoquimica para
identificacion de receptores y areas cerebrales de accidn, entre otras) (Bale et al., 2001;
Aleman et al., 2008; Dedovic et al., 2009); asi mismo, mediciones sobre la cria, esté o no
presente en el ordefio son de interés cientifico y tecnoldgico (Johansson, 2000; Coulon et al.,
2011; 2013). Para las metodologias anteriormente indicadas se requiere de procedimientos

invasivos.

En el caso de la variedad de actitudes apreciadas en los animales dentro de la sala de
ordefio mecanizada, éstas fueron escasas. El tipo de sala de ordefio, espina de pescado, limitd

el contacto humano - animal. Narvéaez (2005) reporta la atencién de la vaca hacia el personal
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de ordefio (movimientos oculares y espera por la colocacién de alimento) cuando las vacas
fueron ordefiadas en una sala mecanizada del tipo tandem. La sala de ordefio tipo espina de
pescado reduce las actitudes y reacciones que la vaca puede exhibir y/o las que pueden ser
detectadas por el ordefiador desde la fosa, esto debido a la minimizacion de interaccion entre
el campo visual del animal y el humano. El ordefiador dentro de la fosa de ordefio queda
ubicado hacia el area de la zona ciega de la vaca (Grandin, 2010) y, debido a que el lote de
vacas a ordefiar se ajusta de forma lateral y continua entre si, existe una minima distancia
entre animales que coadyuva a impedir al animal a girar la cabeza y/o el cuerpo hacia el
mismo. Por otro lado, no es posible visualizar el movimiento de los 0jos, orejas o cabeza del
animal, vocalizaciones, arqueado del lomo, entre otras, una vez que el animal es ubicado en el
puesto de ordefio; la vaca y el ordefiador se mantienen con nulas posibilidades de interaccién
visual frontal durante la extraccion de la leche. Asi, el area de interaccion entre el ordefiador y
la vaca queda reducida al tren posterior, extremidades traseras y zona de la glandula mamaria,

es decir, el area de trabajo.

No es posible definir un continuo de actitudes que pudieren significar una conducta
reiterativa y caracteristica en los animales (TEM) (Lahitte et al., 2002; 2003) en ordefio
mecanizado debido al efecto SM o CE. Las actividades de excrecion (orinar y defecar), pateo
o0 brincar, son de tipo genérico y estan influenciadas por multiples factores (p.e. consumo de
agua, alimento, sonido del equipo de ordefio 0 metélicos sobre la estructura, presencia de
algun animal dominante o subordinado contiguo al animal en observacion, celo, entre otras),
los cuales no permiten su asociacion exclusiva con la relacion humano — animal durante el
ordefio. La conducta natural del animal es minimizada dentro de la sala de ordefio tipo espina

de pescado.
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Es probable que la falta de marcadas diferencias individuales en la conducta de las vacas
se haya debido al manejo de pequefios lotes (Van Reenen et al., 2002). EI manejo de
pequefios lotes de animales en el corral de alimentacion, ubicado previo a la sala de ordefio
(Figura 3), vision de tanel de salida (Grandin, 1997; Grandin y Deesing, 1998) y posibilidad
de las vacas de avanzar en grupo hacia la entrada a los puestos de ordefio (lado derecho o
izquierdo de la fosa central) debido a la presencia del ordefiador en un angulo de 60° (Figura
1; posicion A y B) del punto de balance (cruz del animal), sin presion excesiva sobre la
distancia de fuga (Grandin, 2010), pudieran haber evitado la manifestacion de conductas
asociadas al miedo en el animal (p.e. huida, embestida y bufar) (Rushen et al., 1999; Grandin,

2010).

Por su parte, la diferencia en los niveles circulantes de CORT entre tratamientos en todos
los periodos de muestreo, excepto el inicial (pretratamiento) y recién postparto (5 d postparto)
(Cuadro 21), evidenciaron la potencia en la reduccion de éste indicador de estrés durante el
inicio de la lactacion (Fell et al., 1999), al aplicar el CE durante el final del ultimo tercio de la
gestacion (Rushen et al., 1999; Waiblinger et al., 2002; 2004; Bertenshaw y Rowlinson,

2009).

La tendencia en el tiempo a la disminucién de los valores de REAC fue observada en
ambos grupos de vacas primiparas, sin embargo, se mantuvieron ciertas distancias en los
valores de concentracion promedio de CORT vy éstas determinaron diferencias entre
tratamientos (Cuadro 21) durante varios periodos consecutivos. La significancia de la
interaccion tratamiento y dias (p<0,05) muestra la respuesta diferencial en cada periodo
evaluado. A inicio de la experiencia (-49 + 23 d preparto), se esperaban concentraciones de

CORT similares en cada uno de los grupos experimentales debido a que ain no habian
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iniciado los tratamientos y efectivamente asi fue (p>0,05). El valor de CORT a los 5 d
postparto muestra que la dindmica del parto causante de situaciones metabdlicas y fisioldgicas
que involucran la normal variacion en los niveles de CORT (Brook y Marshall, 1999) deben
haber sido superiores al efecto que la practica de manejo gentil en la interaccion humano —
animal pudo causar (Hemsworth et al., 1989). A partir de los 21 d postparto fue posible
atribuir la respuesta diferencial (p<0,05) en el CORT circulante al manejo gentil humano —
animal del preparto (CE) (Hemsworth et al., 1989; Bertenshaw y Rowlinson, 2009; Rueda,
2012). Sin embargo, hacia el final de la etapa evaluado y coincidiendo el comportamiento de
los valores de la curva de sobrevivencia para la REAC (Figura 14), los animales de SM fueron
disminuyendo brecha con respecto a aquellos de CE, por lo cual la adaptacion del animal a las

rutinas del ordefio causé un gradual paso de distres a eutres.

La ausencia de la presencia de la cria con su madre posterior a las 48 h postparto pareciera
haber minimizado la dualidad referida por Drescher (2003), Drescher et al. (2006), Kendrick
(2013), Wellnitz y Bruckmaier (2014) en cuanto a que actia como factor estimulador -
estresor de la vaca en el ordefio y/o en amamantamiento restringido postordefio y hasta
pudiera haber sido causa de la no diferencia de CORT entre tratamientos a los 5 dias postparto
debido a su temprana separacién (Narvéez et al., 2006b). Asi, aun es necesario precisar las
mejores respuestas a la interaccion gentil humano - animal en vacas de primera y sucesivas

lactancias en el tropico y bajo distintas modalidades de ordefio.

3. Eyeccion lactea

Cuando el intervalo ente ordefios es regular, aproximadamente cada 12 horas, es esperable
que los TE y TO entre ordefios no se encuentren afectados debido a que la presion

intramamaria causada por la acumulacion de leche sintetizada es equiparable (Bruckmaier y
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Hilger, 2001; Bruckmaier y Wellnitz, 2014). Asi, para el siguiente ordefio se condiciona la
similitud de respuesta en cuanto al requerimiento de estimulos neuroendocrinos rutinarios,
indispensables para el nuevo inicio de una eyeccion lactea (Bruckmaier y Hilger, 2001;
Bruckmaier y Wellnitz, 2014). Sin embargo, intervalos de 10 y 14 horas, tales como los que
se presentaron en la experiencia, condicionan un distinto grado de llenado de la ubre y en
consecuencia diferente presion intramamaria entre los ordefios (Bruckmaier y Hilger, 2001;
Bruckmaier y Wellnitz, 2014). EI mayor intervalo entre ordefios determina la mayor presion
intramamaria debido a la acumulacién de mayor cantidad leche en la glandula, asi, es
esperable que con ligeros estimulos de preparaciéon de la glandula mamaria para el ordefio
(entrada a la sala, limpieza de pezones y masaje) la vaca inicie rapidamente la eyeccion. Ya
que esto es aplicable a ambos tratamientos, las diferencias observada a favor de CE sobre el
TO permiten evidenciar, que si bien los intervalos no incidieron sobre el TE matutino porque
para ambos grupos el efecto de los estimulos fue del ordefio inminente (alta presion por mayor
intervalo), es probable que existiesen mayores cantidades de leche alveolar, con lo cual se
requiere mayor tiempo para el vaciado de dicha leche sintetizada y acumulada. Cuando ocurre
el mayor vaciado de leche de la glandula, ordefio a fondo, reduce al minimo la presion
intramamaria, se evitan los efectos del Factor Inhibidor de la Sintesis Lactea (FIL) (Weis,
2004) por lo que al ser estimulada se la activa la sintesis de leche. En el caso de SM el menor
TO puede estar asociado a la mayor REAC vy al estrés evidenciado por los valores de CORT
(Hemsworth, 1989; Liberzon y Young, 1997; Hemswort et al., 2000; Lee et al., 2009), asi
como por la menor liberacion OT (Negrdo y Marnet, 2003) y/o menor sintesis lactea

(Hemsworth et al., 2000; 2002).

La aplicacion de estrategias de seleccion y cruzamiento de vacunos, por rapido ordefio y

elevado nivel productivo, ha sido implementada en rebafios especializados en leche, debido a
138



los altos indices de heredabilidad observados y a las posibilidades de mejorar la eficiencia de
extraccion, menor permanencia de los animales en la sala, disefio apropiado de equipos
(Laureano et al., 2012). El interés de la cuantificacion de la leche en los tiempos especificados
durante esta experiencia fue concebido desde la perspectiva del posible impacto de la practica

de CE hacia la eficiencia en el uso tiempo, recoleccion de leche en menos tiempo.

Debido a que LVA2 y LVP2, LVA y LVP y finalmente LVT fueron afectados por CE, la
interaccion gentil humano — animal preparto mostré un efecto benéfico cuantificable en el
manejo animal y la eficiencia del tiempo de ordefio de vacunos cruzados en condiciones
tropicales (Sapolsky et al., 2000; Bertenshaw y Rowlinson, 2009; Laureano et al., 2012). El
beneficio del CE sobre la velocidad de ordefio es de consideracién especial en sistemas de
alimentacion basados en el pastoreo, ya que menor tiempo en la sala de ordefio implica la
maximizacion del uso del tiempo del animal en el consumo de alimentos fibrosos, con lo cual
se optimiza el desempefio global del sistema, es por ello que la velocidad de ordefio ha sido
una variable a considerar en programas de seleccion y mejoramiento genético (Laureano et

al., 2012).

El efecto de CE sobre la fraccion de leche LVAM se corresponde con lo ocurrido en el TO
matutino (Bertenshaw y Rowlinson, 2009). El valor de LVA a los 2 min de haber iniciado el
ordefio también muestra el impacto de la practica, es decir, en el inicio del pronto vaciado de
la leche de la glandula. Si bien, la LV5 matutina y vespertina no mostraron efecto (p>0,05),
esto puede ser debido a la alta variabilidad expresada en el lote de vacas de ambos
tratamientos y a que en la mafiana y tarde solo el 41% 6 20% respectivamente de los animales
de SM lograron alcanzar los 5 min en ordefio, mientras que en CE lo hicieron 68% y 30%,

respectivamente; las diferencias entre el ordefio de la mafiana y la tarde para los animales que
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alcanzaron 5 0 mas min en ordefio también se corresponde con el menor intervalo entre
ordefios, la respectiva leche sintetizada y presion intramamaria (Bruckmaier y Hilger, 2001;
Lollivier et al., 2002; Bruckmaier y Wellnitz, 2014). Narvéez et al. (2006) encontraron
tiempos de ordefio mecanizado entre 7 y hasta 8 min cuando la cria estuvo presente, es decir,

los tiempos son susceptibles a maltiples factores.

En relacion a la tendencia de la curva de la lactancia, esta se mantuvo en direccion
ascendente para ambos casos, SM y CE. Esto indicaria que ain no se culminé la primera fase
de la lactancia para las condiciones de manejo de este grupo animal (Garcia-Mufiiz et al.,
2008). Sin embargo, para CE la diferencia de leche en L/d entre el 5y el 90 d postparto fue de
+36%, mientras que para SM fue de +18%. Entre los factores implicados y necesarios para la
galactopoyesis se encuentra la remocién de la leche de la glandula mamaria (Lollivier et al.,
2002), ya que aquellas cantidades remanentes auto-inhiben la secrecion lactea debido a la
liberacion del factor inhibidor de la lactancia (FIL) (Wilde y Peaker, 1990; Wilde et al., 1995;
Weis, 2004). Al cuantificar la fraccion de leche remanente en la ubre (LR), posterior al
ordefio, y seguidamente calcular la EO la contundencia de la practica de CE muestra mayores
evidencias del beneficio (Bruckmaier et al., 2004; Bar Peled et al., 1995; Tesorero et al. 2001;
Drescher, 2003; Ayadi et al., 2004; Bruckmaier, 2005; Negrdo y Marnet, 2006; Bertensaw y
Rowlinson, 2009). La tendencia estadistica de CE a superar en produccion de leche
acumulada a los 90 d postparto es un signo positivo de impacto de la practica preparto en el

sistema de produccion (Waiblinger et al., 2002; Bertenshaw y Rowlinson, 2009).

Desde el punto de vista de la produccion de los componentes lacteos, la grasa es la
fraccion mas sensible al manejo de la alimentacion y ordefio (Bar Peled et al., 1995;

Samuelsson, 1996; Johansson, 2000; Tesorero et al., 2001; Drescher, 2003; Drescher et al.,
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2009). CE favoreci6 la cantidad de grasa determinada en la cisterna; sin embargo, la mayor
importancia comercial del componente radica en su proporcion en la fraccion alveolar (70 -
80% del total de la leche) (Drescher, 2003; Ayadi et al., 2004; Bruckmaier, 2005). Asi,
aparentemente la mayor cantidad de LVT y su Optima remocion durante el ordefio no estuvo
correspondida con la composicién grasa, que de aparecer seria un indicativo contundente de
baja eficiencia en el retiro de la fraccion alveolar, es decir, el hecho de no variar la
composicion grasa de las fracciones alveolares orienta a considerar la paulatina merma en la

sintesis (Lollivier et al., 2002).

El hallazgo de alteracion de lactosa en la leche cisternal y alveolar sustenta quimicamente
la elucubracién anterior, ya que es lactosa un componente determinante en el equilibrio de
potenciales entre lo sintetizado hacia el lumen del alvéolo y los componentes de la sangre
contenida en capilares; por ello se asocia la lactosa como el componente quimico
determinante de la activacion - detencion de la sintesis lactea (Wilde y Peaker, 1990; Wilde et
al., 1995). La variacién de lactosa es clave para complementar el ciclo explicativo que

entreteje la relacién de menor REAC, mayor TO y mayor sintesis — eyeccion lactea para CE.

Por otro lado, el ligero pero significativo aumento (p<0,05) de la proporcion de proteina
en leche alveolar a favor de CE coincide con el reporte de Bertenshaw y Rowlinson (2009);
sus implicaciones para mejorar la aptitud industrial de la leche incrementan la significancia
bioldgica del CE preparto en animales bajo ordefio mecanizado. El posible apropiado balance
energia: proteina de la racion (Pinto-Santini et al., 2011), permitio alcanzar la optimizacion de
respuestas productivas (nivel de produccion y contenido de grasa), ya que los animales no
perdieron CC de manera excesiva (de Vries y Veerkamp, 2000; Menzies et al., 2009; Pinto-

Santini et al., 2009; 2011), lo cual es determinante del nivel de insulina circulante (Pinto-
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Santini et al., 2009; 2011) y a su vez fuerte determinante de la sintesis de proteinas lacteas
(Menzies et al., 2009). Finalmente, las fracciones LVA4%, LVP4% y LVT4% mostraron
mantener los beneficios a favor de CE (p<0,01), lo cual muestra correspondencia con los

planteamientos anteriores.

El condicionamiento a ambientales estimulantes (lugar conocido, suministro de alimentos,
presencia de la cria, entre otros) incrementa la secrecion y liberacion de oxitocina en vacas

durante ordefio (Samuelsson, 1996; Johansson, 2000; Bruckmaier y Wellnitz, 2014).

A pesar de aplicar las mismas y rutinarias técnicas de estimulacion preordefio en todos los
animales, la liberacion de OT fue inferior en SM que en CE (p=0,07). El rango AUC en SM
varié entre 35,8 a 91,9 pg/mL, mientras que en CE fue de 62,7 pg/mL, para corresponder a
una vaca con pobre liberacion, hasta el extraordinario valor de 371 pg/mL en un animal. La
variacion individual siempre estuvo presente, pero, en ausencia de la cria, y dados los valores
de las fracciones de leche (LV, EO) descritos en puntos anteriores es razonable pensar que los
factores de estrés en la vaca primipara en ordefio fueron minimizados (Bar Peled et al., 1995;
Kraetzl et al., 2001; Drescher, 2003; Negréo y Marnet, 2006; Bruckmaier y Wellnitz, 2014)
ya que ningun animal presentd bloqueo total de la eyeccion lactea a pesar de la probable
insuficiente cantidad y tiempo (AUC) de vacas SM, lo cual se reflejo en tiempos de ordefio y

niveles de produccion.

Si bien, las vacas de SM liberaron precozmente OT, esta decayd rapidamente. Sin
embargo, en las primiparas de CE la elevacion del nivel de OT circulante fue gradual y
sostenido en nivel y tiempo (AUC), dos factores determinantes para la mayor remocion de la
leche durante el ordefio (Schams et al., 1984; Bruckmaier et al., 1994; Bruckmaier y Wellnitz,

2014; Negrédo y Marnet, 2003; 2006).
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La principal significacion bioldgica de esta caracterizacion, inédita en el pais, radica en su
vinculacion con la eyeccion lactea, donde todos los resultados descritos en puntos previos

(tiempos, fracciones de leche y composicion) coinciden con perfiles de OT circulante.

4. Reinicio de actividad ovarica

El pronto reinicio de la actividad ovérica en hembras vacunas en lactancia bajo ordefio ha
sido documentado cuando la cria esta ausente (Silveira et al., 1993; Viker et al., 1993; Toribio
et al., 1995; Williams y Griffith. 1995; Hoffman et al., 1996; Lamb et al., 1997; Stagg et al.,

1998; Yavas y Walton. 2000; Wagenmaker et al., 2009).

El efecto de la presencia de la cria y el grado de reservas energéticas, expresado por la CC
son los dos principales, y mas fuertes efectos, causantes del anestro postparto (Lucy et al.,
1991; 1992; Pérez et al., 2001; Dominguez et al., 2004; Pinto-Santini et al., 2009; Ruiz et al.,
2010). Los animales de ambos tratamientos, SM y CE, se comportaron de igual forma, siendo
que ningun efecto sobre las estructuras ovaricas puede atribuirse a la interaccion humano —
animal preparto, tal como pudiera haberse esperado motivado al estrés (Breen y Karsch,

2006).

La correspondencia entre las estructuras ovaricas evaluadas, cantidad y calidad de
foliculos y cuerpos luteos, acontecio de manera bioldgicamente esperable (Lucy et al., 1992),
la alta CC promueve, proporcionalmente, menores cantidades de Foliculos Tipo Il y mayores
de Tipo Il (Dominguez et al., 2008; Pinto-Santini et al., 2009). La vaca primipara en Optima
condicion corporal al parto durante la lactancia recobra su aptitud ginecoldgica (Drescher et

al., 2014) vy reinicia tempranamente (34 -47 d postparto) la ciclicidad ovérica debido al
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desbloqueo central de GnRH (Lucy et al., 1991; Yavas y Walton, 2000) y efectos centrales y

locales de naturaleza metabdlica (Dominguez et al., 2008; Pinto Santini et al., 2009).

En condiciones de seguimiento diario de hembras vacunas cruzadas Bos indicus x Bos
taurus durante el ciclo estral y aplicando programa de sincronizacion y transferencia de
embriones, Roa et al. (1997 b) encontraron correspondencia entre estructuras ovaricas y
valores de concentracion P, mediante la técnica de ELISA. Los valores de P4 obtenidos
muestran una correspondencia esperable cuando la condicion del animal fue gestante, inicio
preparto de la aplicacion de los tratamientos, y cuando inicid el restablecimiento gradual de la

funcion gonadal durante el postparto.

La ausencia de la cria permitid el restablecimiento temprano de la ciclicidad (Viker et al.,
1993; Toribio et al., 1995; Williams y Griffith, 1995; Hoffman et al., 1996b; Williams et al.,
1996). En la presente experiencia la estructura ovarica secretora de progesterona, cuerpo
luteo, fue capaz de producir cantidades correspondientes a niveles asociados a funcionalidad
de dicha estructura y, en consecuencia de las génadas, a los 34 d postparto. Los valores de
concentracion de P, se corresponden con lo observado anatomicamente en estructuras
ovaricas mediante la técnica de ultrasonido (Lucy et al., 1991; Ruiz-Cortes y Olivera-Angel,
1999; Dominguez et al., 2008; DEnjoy et al., 2012). Los valores preparto fueron
especialmente elevados debido a la secrecion conjunta del cuerpo luteo y la placenta (Brook y

Marshall, 1999).
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VIIl. DISCUSION GENERAL

Una préactica de manejo de manejo gentil humano — animal previa a la conocida situacion
estresante, correspondiente al primer parto y la primera lactancia de la hembra vacuna, sirvio,
mediante dos experiencias, para dilucidar aspectos neuroendocrinos implicados en animales
caracteristicamente utilizados para la produccion de leche en la condicién de clima tropical,
todo esto de un Optica integral.

Posiblemente, la metodologia aplicada, no permitio detectar variaciones en el nivel basal
de OT de los animales segun los tratamientos; pero su importancia en el comportamiento
individual y social ha sido documentada ampliamente (Carter y Altemus, 1997; Uvnés-
Moberg et al., 2001; Lee et al., 2009; Campbell, 2010; Churchland y Winkielman, 2012;
Feldman et al., 2013; Yang et al., 2013; Palgi et al., 2015) y los contrastes entre tratamientos
en el AUC de OT detectados durante el ordefio pudieran estar relacionados con ella, debido a
la posibilidad de mayor secrecion del péptido por la neurohipoéfisis (Bealer et al., 2010), a
pesar de actuar sobre la base de mecanismos y lugares completamente distintos:
neuropéptido/cerebro vs. neurohomona/células mioepiteliales de la glandula mamaria. En el
cerebro la actuacion es en multiples regiones que incluyen el hipocampo, amigdala, cuerpo
calloso, comisura anterior, cortex cerebral, cerebelo e hipotdlamo, y hasta su propio desarrollo
dendritico (Charil et al., 2010; Coulon et al., 2013); por ello, los conceptos y modelos sobre
consecuencias fisioldgicas (Chousos, 2009). Los indicadores relacionados con la REAC y
etologia (madre y cria, cuando estuvo presente), cobraron importancia por las sensibles
respuestas observadas en ambas experiencias, las cuales fueron coincidentes con diversos

autores (Kabuga y Appiah, 1992; Becker y Lobato, 1997; Hemsworth et al., 1989;
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Hemsworth y Barnett, 2000; Lim y Young, 2006), por ello, es deseable precisar el/los
mecanismos implicados bien mediante estudios a nivel de receptores cerebrales (Bale et al.,
2001), determinaciones de OT basal en muestras en sangre o fluido espinal (Kendrick et al.,
1991) o identificacion molecular de locus que afectan temperamento (Gutiérrez et al., 2008;
Magolski, 2012). En el caso del CORT, también relacionado con la REAC y miedo (Petrovic
et al., 2008) mas no como inhibidor de la liberacion de OT (Tancin et al., 2000a), resulta
normal la expresion de elevados valores dada la sensibilidad del eje adrenocorticotropico para
enfrentar el estrés y reajustar la homeostasis del individuo en hembras primiparas
(Hemsworth et al., 1989; Negrdo y Marnet, 2003); sin embargo, es el estrés prenatal y
situaciones novedosas (parto/ordefio) cobran importancia por la asociacion a anormalidades
cognitivas, comportamentales y psicosociales tanto en animales y humanos (Toates, 1997;
Sapolsky et al., 2000; Lim y Young, 2006; Chrousos, 2009; Charil et al., 2010). Las
concentraciones de CORT observadas en ambas experiencias, se comportaron
cualitativamente de manera distinta segun los d postparto. Sin embargo, aunque la modalidad
de ordefio y presencia o ausencia de la cria pudieron influenciar esas diferencias, el objetivo
de contrastar el efecto de la interaccion humano — animal fue demostrado por las diferencias
entre grupos tratados de cada una de las experiencias. La préactica de manejo preparto altero la
REAC animal en el postparto. Mas alla de un asunto de bienestar y derechos animales (libre
de miedo, dolor vy estrés; expresion de comportamiento normal), estd documentado el impacto
de la interaccion humano — animal sobre las emociones (miedo, interacciones), fisiologia y
respuestas biologicas en especies domésticas (Liberzon y Young, 1997; Nissen et al., 1998;
Wellnitz y Bruckmaier, 2001; Damasio, 2003; Waiblinger et al., 2002; 2004; Neumann et al.,
2005; Lim y Young, 2006; Broom y Fraser, 2007; Mormede et al., 2007; Bertenshaw et al.,

2008; Bertenshaw y Rowlinson, 2009; Paranhos da Costa et al., 2006; Toates, 1997; Petrovic
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et al., 2008; Natt et al., 2009; Grandin, 2010; Burdick et al., 2011; Coulon et al., 2011; Hild
etal., 2011; Yang et al., 2013).

En relacion a las variables productivas, y sobre la base de una adecuada condicion corporal
al parto, un balance energético que no parecié mostrar mayor compromiso nutricional y el
Optimo estado de salud, el efecto de la interacciéon humano — animal gentil durante la fase
altamente sensible del preparto impact6 sobre la eyeccion y sintesis lactea (> 100 Kg leche a
90 d de lactancia, independientemente de la modalidad de ordefio: manual — mecanico; con o
sin cria), coincidiendo con trabajos de referencia en vacas de primer parto de alta aptitud para
leche bajo ordefio mecanizado (Hemsworth et al., 1989; Bertenshaw et al., 2008; Bertenshaw
y Rowinson, 2009). Esta respuesta se debié a la verificada activacion del mecanismo
neuroendocrino donde la continua y elevada concentracion de OT durante el ordefio (AUC)
garantizé la méxima remocion de la leche (Bruckmaier et al., 1994; Bar Peled et al., 1995;
Samuelsson, 1996; Johansson, 2000; Lollivier et al., 2002; Combellas y Tesorero, 2003;
Drescher, 2003; Negrédo y Marnet, 2003; Negrdo y Marnet, 2006) y posiblemente por la
minimizacién de la liberacion del factor inhibitor de la sintesis lactea (Wilde y Peaker, 1990;
Wilde et al., 1995). En la experiencia con ordefio manual y su cria (Experimento 1) se
observd la potencia de la succién preordefio (“apoyo”) para desencadenar la eyeccion lactea
(TE) y liberacion de OT (AUC) (Bar Peled et al., 1995; Wellnitz y Bruckmaier, 2001;
Drescher, 2003). Si bien, la ausencia de la cria en el ordefio ha sido reportada como fuerte
disruptor de la eyeccion lactea en vacas cruzadas, esta ausencia en el ordefio combinada con
interaccion postordefio debido al amamantamiento restringido ha caracterizado los reportes en
el tropico (Bar Peled et al., 1995; Tesorero et al., 2001; Combellas y Tesorero, 2003;
Drescher, 2003; Pérez et al., 2006). Cuando la cria se retira definitivamente del contacto con

la madre (destete), la produccion de leche cae y posterior se recupera, aunque esto dependera
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del momento de la curva de la lactancia en el cual se aplica el destete (Pifia et al., 2001)
debido a la fuerte dependencia materno — filial esta implicada (Paranhos da Costa et al., 2006;
2008), el nivel de produccion de leche de la vaca y la intensidad de estimulos que se ofrezcan
al animal para dicha remocion. En el caso de la separacion madre — cria muy temprana (£ 48 —
72 h) se minimiza en vinculo (Nowak et al., 2000) y las complicaciones de ordefio en sala
mecanizada y con animales seleccionados para alta habilidad de produccion de leche y baja
habilidad materna son préacticamente inexistentes (Kraetzl et al., 2001; Negrdo y Marnet,
2006; Bruckmiaer y Wellnitz, 2014); sin embargo, reportes en animales cruzados Bos taurus
con Bos indicus indican alta frecuencia de lactancias cortas por ausencia de la cria (Vaccaro et
al., 1999). Es claro que la cria es el mas potente desencadenador de la eyeccion lactea en
todas las hembras mamiferas acostumbradas a su presencia (Bar Peled et al., 1995; Kraetzl et
al., 2001; Combellas y Tesorero, 2003; Drescher, 2003), pero el escaso conocimiento y la
reducida capacitacion del personal de ordefio en materia de comportamiento animal y
neurofisiologia de la eyeccidn lactea (estimulos medio ambientales, rutina, trato calmo y
basado en vision y area de fuga del animal, ausencia total de situaciones inesperadas durante
el ordefio y todos los dias del ordefio) pudieran estar confundiendo las respuestas (Uetake et
al., 2002). Son necesarios estudios detallados de la influencia del trato del personal de ordefio
(6ptima estimulacion, ambiente enriquecido y estricto cumplimiento de las rutinas) a hembras
vacunas en el preparto, inicio y plena produccion de leche, tanto del primer como sucesivos
partos, sobre variables relacionadas al comportamiento animal, respuestas fisioldgicas y

productivas que garanticen la atribucion correcta del efecto del factor en medicion.

Desde el punto de vista reproductivo, Cooke et al. (2009) observaron efectos de la
aclimatacién al manejo humano — animal sobre los niveles de Py, inicio de la pubertad y

prefiez en novillas cruzadas Brahman. En el presente estudio, se analizd solamente la
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actividad ovarica (estructuras y cantidad de P, circulante) hasta los 90 d postparto,
posiblemente otras variables de mayor plazo de medicion, tales como fertilidad y prefiez,
pudieran haber estado asociadas (Cooke et al., 2009; Rueda, 2012), esto debera ser precisado
en futuros estudios. Si bien, el contraste entre el experimento con la cria presente en el ordefio
y amamantamiento restringido postordefio contra aquel sin contacto con la cria durante la
lactancia fue apreciable en cuanto a la precocidad del reinicio de la actividad ovérica de éste
ultimo, esto ha sido documentado ampliamente por la literatura (Williams y Griffith, 1995;
Williams et al., 1996; Yavas y Walton, 2000; Galina et al., 2001; Fréberg et al., 2008). Sin
embargo, la hipétesis del CORT como supresor del eje gonadotropico no fue posible
verificarla (Mukasa-Mugerwa et al., 1991; Viker et al., 1993; Breen y Karsch, 2006; Breen et
al., 2008). Wagenmaker et al. (2009) reportan que el mecanismo por el cual el estrés
psicosocial es inhibidor de la liberacién, pulsos y amplitud, de GnRH es dependiente del

receptor tipo 11 de glucocorticoides no de CORT.

Drescher et al. (2013) plantearon un modelo de la interaccion vaca - cria, interaccion
humano - animal, modalidad de ordefio, cuya integracion se observa en la Figura 19. Los
resultados expuestos en el presente trabajo permiten ir alimentando cualitativamente dicho
modelo y a futuro es necesario ir planteando ecuaciones que permitan cuantificar el impacto
de éstos y otros efectos, en diversas condiciones de manejo, para la obtencion de productos
finales. La construccion de ecuaciones que permitan alimentar un modelo animal de
temperamento, eyeccion lactea y reinicio de actividad ovarica en hembras vacunas tropicales
de diferentes edades, en el cual se contemple el potencial cuantitativo mejora o
empeoramiento del bienestar animal mendiante la practica de manejo gentil de la interaccion
humano animal y otras tantas estrategias de manejo segun grupo racial seria de gran utilidad

para estudios in silica. EI modelo planteado muestra efectos en el animal y en el humano.
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Figura 19. Modelo para las interacciones humano animal relacionadas con el preparto, parto y postparto reciente en la vaca y su cria y sus
relaciones de temperamento, eyeccion lactea y restablecimiento de la actividad reproductiva.

Drescher et al. (2013) modificado
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Hallazgos en relacion a la modificacion positiva de la conducta animal y a la disminucion
del estrés por manejo humano en vacas de primera lactancia, asi como el beneficio de la
practica de manejo con contacto personalizado, gentil, racional y bioético fueron concluyentes

con los experimentos desarrollados.

El manejo gentil preparto, acorde a paradigmas actuales del bienestar animal y en una fase

sensible del animal, es consono con la tendencia internacional actual.

Los resultados de la investigacion mostraron las alteraciones fisioldgicas sobre dos
hormonas altamente sensibles a las practicas de manejo y de amplio espectro de accién:
cortisol y oxitocina. Los anterior permite esclarecer incdgnitas en la ganaderia tropical y
venezolana y, partiendo de la vision holistica, alimenta un constructo continuo de un modelo
psico-neuro-endocrino-zootécnico para las relaciones ser humano - vaca — cria en estos

sistemas de produccion.
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IX. CONCLUSIONES

El manejo gentil con contacto personalizado en la interaccion humano — animal durante las
seis Ultimas semanas de gestacion de novillas F1 (Holstein x Brahman) manejadas a pastoreo

afecto positivamente la conducta epimelética y et-epimelética.

En presencia o ausencia de la cria durante el ordefio, la vaca de primer parto disminuyo la
reactividad durante la rutina de ordefio e incrementd la produccién de leche vendible diaria y
hasta 90 d de lactacion por la mayor eyeccion lactea debido al manejo gentil con contacto

personalizado en la interaccion humano — animal.

No se evidenciaron cambios en el nivel basal de oxitocina, segin el manejo gentil preparto,

asociados a las mejoras en el temperamento y sociabilidad de la vaca y su cria.

La concentracion de cortisol varid notablemente antes y después de la aplicacion del manejo

gentil y segun el avance de la lactacion de la vaca.

Los resultados sobre las variables relacionadas a la eyeccion lactea asi como aquellos
correspondientes a la variacion quimica de los componentes lacteos de mayor interés (grasa,
proteina y lactosa) fueron influenciados diferencialmente segin manejo gentil preparto de la
vaca; adicionalmente, los resultados en presencia o no de la cria durante el ordefio o la

tecnologia de ordefio empleada: manual vs. mecanizada, también modularon las respuestas.

La descarga de oxitocina durante el ordefio fue notable, en amplitud y persistencia, cuando la
vaca fue sometida a manejo gentil mediante el cepillado corporal personalizado en la fase de

novilla gestante.
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En relacién a las variables reproductivas no se evidenciaron mejoras a favor del manejo

gentil preparto humano - animal.
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X. RECOMENDACIONES

El uso de técnicas no invasivas deben privilegiar estudios de comportamiento; sin embargo,
tal como en la cuantificacion de oxitocina animales tropicales, requieren precisar tanto en
vacas primiparas como adultas (lactancias sucesivas) y sus crias los perfiles de indicadores
adicionales del estrés (hormonas y metabolitos) y/o con mayor frecuencia (durante el dia,
diaria y semanal) para lo cual podrian, bajo condiciones muy controladas, seleccionarse
animales dentro del manejo general de rebafios sometidos a las précticas antes citadas. El
aplicar técnicas de imagenologia e inmunohistoquimica cerebral son altamente deseables

debido a la profundizacién de hallazgos de mecanismos neuroendocrinos implicados.

Establecer protocolos y manuales deontoldgicos para el mejoramiento de la produccién
nacional y tropical basada en el bienestar animal parece una necesidad derivada de este

estudio.

La sensibilidad del equipo de estimacion de los componentes lacteos permitié detectar
variaciones e incluso elucubrar coherentemente las posibles causas bioldgicas que sustentan
tales respuestas segun los tratamientos. Estos resultados y el amplio uso que se le ha dado a
los analizadores de leche por ultrasonografia en Europa pueden favorecer, previa calibracion
de las particularidades de especie, grupo racial y manejo (alimenticio, de ordefio) in situ, la
difusion como herramienta de avance en la caracterizacion, monitoreo y variabilidad de los
componentes lacteos paraser incorporados en indices de programas de seleccion,

mejoramiento animal e impacto de practicas de manejo.
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XIl.  ANEXOS
ANEXO 1
CALIBRACION DE EQUIPO MILKOTESTER®
INTRODUCCION
A pesar de la alta confiabilidad de la técnica de ultrasonido para cuantificar los valores de
temperatura, grasa, sélidos no grasos, densidad, proteinas, lactosa, agua afadida, punto de
congelacién es recomendable la calibracion previa de uso con muestras de valores conocidos

y extremos (Kaylegian et al., 2006; Kohler et al., 2010; www.milkotester.com). EI uso de

equipos portatiles de medicion de los componentes lacteos mediante la técnica del ultrasonido
fue desarrollado debido a la aplicabilidad practica en condiciones de campo en tiempo real,
economicidad y confiabilidad (Baeten et al., 2010) hoy son de uso oficial en paises europeos,
avalados por toda la comunidad de usuarios (gobiernos, cientificos, asociaciones de
productores y de industriales). Las pruebas oficiales de otros paises, incluyendo Venezuela,
resultan altamente costosas en equipos, reactivos y personal especializado para la realizacién
por lo que adicionalmente requieren de laboratorios consolidados, estos generalmente distan
de las zonas de produccion (Baeten et al., 2010). Asi las condiciones de almacenamiento y
transporte de la leche se convierten en un eslabdn muy importante para afectar la calidad y
composicidn evaluada; en tal sentido, los métodos oficiales no siempre resultan, a pesar de la
potencia y exactitud de las metodologias, ajustados al valor de la leche recién ordefiada. Asi,
se procedid a calibrar equipo analizador de componentes de la leche para cuantificacion
confiable de los componentes en condiciones de campo y de forma masiva.
METODOLOGIA

El manual del equipo MilkoTester ® contiene informacion precisa de los pasos a seguir

para la correccién y calibracion del equipo. A continuacion se detallan.
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1. Muestreo. Es necesario considerar que debe disponerse de valores extremos en aquel
tipo de leche (vaca, cabra, UTH) a utilizar para la calibracion del equipo. Asi mismo, es
conocido que dentro de los multiples factores que afectan la composicién de la leche existen
marcadas diferencias en el contenido de grasa y sélidos de la fraccion de leche
correspondiente a la cisterna y a aquella contenida en los alvéolos; este fue el criterio para
recolectar muestras diferenciadas en su contenido de grasa y sélidos totales (Drescher, 2003).
La leche de la cisterna se obtiene al principio del ordefio y la alveolar al final del ordefio a
fondo (Bruckmaier y Hilger, 2001). Se procedié a realizar la escogencia y posterior
preparacion de tres vacas al azar para ser ordefiadas. Esta preparacion contempld los
rutinarios pasos del ordefio. Se inici6 con la entrada de la vaca al corral de ordefio, tal como es
habitual en la unidad de produccién comercial. La vaca fue colocada en su respectivo puesto
de ordefio y previa limpieza de los pezones y descarte, por extraccion manual de dos chorros
de leche del cuarto trasero derecho, se procedid a llenar con la leche correspondiente a la
muestra a evaluar. Esta muestra fue recolectada directamente en un envase plastico
previamente higienizado y con capacidad para 50 mL. Este procedimiento fue aplicado para la
recoleccion de la fraccion de leche correspondiente a la cisterna (CIS) y nimero de la vaca.
Una segunda muestra fue recabada al final del mismo ordefio, sobre la misma vaca vy el
mismo cuarto. Esta fraccion fue identificada como fraccion alveolar (ALV).

2. Analisis mediante equipo de ultrasonido.

Se realizaron tres mediciones consecutivas de las muestras tomadas en campo. Los valores
fueron registrados en una planilla para tal fin.

3. Andlisis en laboratorio por norma COVENIN.

Las muestras de leche fueron trasladas el mismo dia al Laboratorio de Lacteos de la

Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Central de Venezuela. Las muestras
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permanecieron en cava con temperatura aproximada entre 8 — 10°C hasta llegar al
mencionado laboratorio y los componentes fueron analizados segin la noma COVENIN
correspondiente.

4. Correccion y calibracion.

Los resultados obtenidos se aprecian en la Tabla 1.

Tabla 1. Valores de la composicion de la leche segin Milkotester y métodos COVENIN

Milkotester COVENIN Diferencia

Muestra| Gra | Prot | Snf St | Sal |Gra | Pro St Cen |Gra | Pro | St | Cen

1ALV |11 | 28 | 76 |186 |06 | 9 |491 | 20 (062 | 2 |-2,11 |-1,4 |-0,02

2ALV |71 | 36 | 75 |146 (06 | 7 |3,84 138 [0,64 |01 [-0,24 |0,8 |-0,04

3CIs |08 |28 |78 |86 |06 03 |409 |1168]|0,72 |05 |-1,29 |-3,1 |-0,12

ACIS | 1 3 83 | 93 |06 | 1 |382 |10,72| 0,7 | O |-0,82 |-14 ]| -0,1

Sobre la base de las diferencias observadas en la Tabla 1 para los componentes evaluados y
las recomendaciones del fabricante en cuanto a la necesidad de calibracion debido a que éstas
superan el rango de variabilidad y no son constantes para las diferentes variables evaluadas, se
procedid a aplicar el método sefialado en el manual del Milkotester. Se aprecia que el equipo
y la norma coinciden en dar a la leche con mayor contenido graso los mayores valores, sin
embargo, el Milkotester sobre estimé en 2% dicho contenido. En el caso del valor minimo de
grasa ocurrio exactamente igual, fue sobreestimado. Los valores intermedios, pero en un
rango amplio (1 a 7,1 %) resultaron con minimas diferencias. En proteina la variabilidad
resultdé mayor, siendo que este componente y de acuerdo a la norma COVENIN siempre fue
subestimado por el método de ultrasonido. Desde el punto de vista de valoracion de la leche
para aptitud industrial esta seria una gran debilidad del equipo en caso de no calibrarse

(Kohler et al., 2010).
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El procedimiento para la calibracion contemplé ingresar al sistema “correccion” de leche
de “vaca” por cada “componente”. El procedimiento es sencillo ya que se introduce el valor
reportado por la norma COVENIN para cada muestra individualizada, inmediatamente se
colocada la muestra de leche fresca correspondiente a ese valor se realizan cinco lecturas y se
guardar la informacion mediante el boton ENTER. Este procedimiento se repite con cada
muestra y componente que se haya determinado. Finalmente el equipo queda calibrado para
los rangos posibles de determinar.

CONCLUSIONES

Es posible calibrar el equipo electrénico para cuantificacion por ultrasonido de componentes
de la leche de forma sencilla y con ello estimar con alta precision muestras a nivel de
unidades de produccién
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ANEXO 2

VALIDACION DEL KIT PARA LA DETERMINACION DE CORTISOL EN
HUMANOS Y CERDOS PARA EL USO EN VACUNOS
INTRODUCCION

El kit comercial (ENZO ®) para la determinacion de Cortisol por método
inmunoenzimatico (ELISA) denominado Cortisol EIA kit, Catalogo No. ADI-900-071 esta
validado para cuantificacion de la hormona en humanos y cerdos en varios distintos tipos de
muestras (saliva y orina humana, suero y plasma porcino). El interés validar el kit comercial
Cortisol EIA kit, Catdlogo No. ADI-900-071 (ENZO ®) (Jacobson, 1998) para su uso en
vacunos con fines de investigacion viene dado por la posibilidad de valorar la respuesta del
eje adenocoticotropico en el mantenimiento de la homeostasis interna ante situaciones de
manejo animal que pueden desencadenar efectos neuroendocrinos asociados al estrés. Valores
elevados de cortisol han sido reportados en individuos sometidos a tension emocional (social
— cambio de rebafio-, de manejo — transporte, cambio de instalaciones, aplicacion de
tratamientos médicos-, enfermedad) (Curley et al., 2006; Saco et al., 2008; Burdick et al.,
2011). Asi, la valoracién del cortisol en vacunos sometidos a diferentes practicas de manejo
en las unidades de produccion de distinto nivel de intensidad tecnolégica, permitirian precisar
el impacto sobre el bienestar animal y capacidad de respuesta ante determinadas situaciones.
El cortisol, no solo es una respuesta metabolica sino que implica alteraciones fisioldgicas ya
gue impacta el metabolismo de la glucosa y sistema inmunoldgico, entre otras (Sapolsky et
al., 2000). Sin embargo, algunas consideraciones, entre ellas, el ritmo circadiano (Neuffer et
al., 2006), es necesaria que sea tomada en cuenta para evitar interpretaciones erroneas. En
vacunos ha sido documentada la asociacion de situaciones de tension social, manejo no gentil,
estrés, dolor, con elevados valores de cortisol relativos a otros grupos que recibieron el

manejo opuesto. Es asi como,
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MATERIALES Y METODOS
Muestreo y procesamiento hasta almacenaje

Se recolectaron 254 muestras de sangre de novillas gestantes y vacas de primer parto, a
tempranas hora de la mafiana (07:00 - 09:00), en la vena coxigea mediante agujas vacutainer y
en tubos sin aditivo y con EDTA para obtencion de suero y plasma respectivamente. Los
tubos fueron colocados a la sombra y de forma de inclinada (30°) para promover la formacion
del codgulo e inmediatamente después de formado el codgulo (x10 min), el tubo fue
introducido en cava con hielo para disminuir y mantener la temperatura de las muestras entre
8 y 10°C. En el caso de los tubos con EDTA, y posterior a ligera agitacion para el mezclado
con el aditivo, se colocaron directamente en iguales condiciones de cava de refrigeracion
(INSAI, 2012). Finalizada la recoleccion las muestras, y en un lapso inferior a dos horas, éstas
fueron centrifugadas (IEC HN-SII®) (Vahdat et al., 1979; Pulido et al., 1991) a 3000 rpm

por 20 min (http://orgal.net/uploads_productos/51e5d6494e176906ae9d5bcaed76ba78.pdf.

Mediante una pipeta descartable para cada muestra se retir6 el sobrenadante, suero o plasma,
y se colocaron alicuotas duplicadas para ser congeladas y almacenadas a -20 °C (INSAI,
2012). En el laboratorio de Reproduccion del Instituto de Investigaciones Agricolas del
Centro Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIA-CENIAP), las muestras fueron

descongeladas, a temperatura ambiente para su analisis.

Determinacion del Cortisol en las muestras

Se aplico rigurosamente el procedimiento que indica el protocolo disponible por el
fabricante del kit a validar (Jacobson, 1998). Cada reactivo fue preparado conforme a las
directrices especificadas en el instructivo del kit de Cortisol Catalogo No. ADI-900-071. Los
procedimientos se realizaron bajo condiciones controladas de campana, temperatura estable y

normas de bioseguridad.
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El kit utiliza un anticuerpo monoclonal adherido a los pocillos de la placa, éste unira al
Cortisol de la muestras (estdndar o desconocida) (antigeno) de forma competitiva (anticuerpo
- antigeno) apoyado mediante una molécula de fosfatasa alcalina transportadora del Cortisol
covalente. El procedimiento contempla un periodo de incubacion y el lavado de los pozos
(Well Wash 4MK 2, Fisher Scientific Thermo ®) se coloca un substrato (pNpp) indicativo de
la intensidad de la reaccion por cambio de coloracion (amarillo). Al agregar una solucion de
trisodio-fosfato se detiene la reaccion y se procede a determinar la intensidad de la coloracion
amarillenta (Fotocolorimetro; Labsystem Multiskan 352 ®; 405 nm), siendo esta,
inversamente proporcional a la concentracion de cortisol en cada estandar colocado o muestra
desconocida, asi, densidad Optica es utilizada para calcular la concentracién de Cortisol.

Se realizé una primera corrida con la curva estandar cuyos siete (7) puntos especificos de
concentracion conocida (n=7; 1=10.000, 2=5.000, 3=2.500, 4=1250, 5=625, 6=313 y 7=156
pg/mL) fueron preparados a partir del Cortisol concentrado (100.000 pg/mL) suministrado por
el kit. Adicionalmente, se colocaron muestras de suero y plasma de dos vacas con presumible
valor alto y bajo de acuerdo a resultados de prueba de reactividad al manejo humano (Grandin
et al., 1993; Halloway y Johnston, 2003; Hoppe et al., 2010). Asimismo, éstas muestras se
colocaron en diferentes diluciones, a saber: 0, 1:1, 1:4, 1:8, 1:10; 1:12; 1:20; 1:50; 1:100,
mediante la adicion del buffer estandar contenido en el kit (debido a la recomendacion del
fabricante del kit) y para determinar la mejor de las diluciones a utilizar. El kit también
recomienda agregar una gota de un aditivo (steroid displacement reagent) inhibidor de la
union de proteinas indeseables.

Para verificar el funcionamiento optimo del kit es necesario cuantificar: la Actividad Total
(%), Union no Especifica (%) y el Valor Cero (Bo) (%). Estos se obtuvieron mediante el

cociente de la densidad Optica de cada uno y el valor para el Blanco. Asimismo, al graficar los
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valores de Cortisol de la curva estdndar (eje X de las abscisas en funcién logaritmica) y su
porcentaje de unién (eje Y de las ordenadas) se obtuvo una curva cuya regresion logistica que
quedé definida para cada corrida; se calculé el R? de ajuste para garantizar la confiabilidad de
la prueba.

Por otro lado, se calculé el indice de Sensibilidad (pg/ml), el cual es indicativo del valor
minimo detectable por el inmunoensayo. Para el mismo, se aplico:

S = (2DS de DOgy) / X (DOg, — DOsy7)
Siendo S=Sensibilidad, DS=desviacion estandar, DO=densidad 6ptica y X (DOg, — DOs7) =
diferencia de la densidad Optica entre el valor cero y la densidad dptica del estandar menor de
la prueba.

Siempre que un grupo de muestras con valores desconocidos de Cortisol fue procesado se
realiz6 el montaje previo de la curva estandar e igual verificacion, regresiéon logistica y
célculo de R? y sensibilidad. Controles de calidad altos y bajos fueron incorporados partiendo
de los resultados de la primera corrida y con ellos se determind la Precision de la prueba. Esta
Precision se calcula a través de los coeficientes de variacion (%) intra ensayo e inter ensayos.
Estos céalculos son necesarios debido a la alta influencia del ambiente del laboratorio,
manipulacion de las muestras y reactivos durante los procedimientos, asi como la vida util
prevista en la fecha del kit. Con los valores de Precision obtenidos se asegura, a los niveles de
variacion maximos permitidos, que los valores obtenidos en un ensayo sean confiables en
relacion a si se hubiesen cuantificado en otra corrida en otro momento (Jacobson, 1998;
FAO/AIEA, 1999).

Verificado el funcionamiento de kit, material bioldégico de mejor resultado y mejor
dilucion se procedi6 al procesamiento de 254 muestras desconocidas.

RESULTADOS Y DISCUSION
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En el Cuadro 1 se observan los pardmetros considerados para validar la curva estandar de
cada corrida y garantizar la funcionalidad del kit para la deteccion del cortisol y en
consecuencia la confiabilidad del mismo (Borromeo et al., 2005). Reactivos, equipos y
procedimientos incidieron sobre los resultados esperados.

Cuadro 1. Pardmetros de validacion del kit para la determinacion de cortisol en suero vacuno.

Parémetro Referencia kit Curvas
1 2 3 4

Actividad Total (%) 3,07 2,38 2,2 2,42 2,2
Union no Especifica (%) 0,03 0,99 1,05 1,02 1,06
Bo/Ta (%) 26,58 29,82 33,55 25,17 33,55
Calidad de ajuste (R°-Adj) 1 0,94 0,91 0,97 0,97
Sensibilidad (pg/mL) 56,72 61,16
Precision
CV intra ensayo (%) <13 11,1 13,51 5,37 8,6
CV inter ensayos (5) <15 13,2

Los resultados obtenidos en el procesamiento de las muestras problema variaron desde el
valor minimo 18 pg/mL (fuera de la curva) de hasta el maximo de 2035 pg/mL, esto puede ser
considerado como el intervalo o rango cuantificado en las diferentes corridas (Jacobson,
1998;); el valor promedio general se ubicé en 1034 pg/mL y la desviacion estdndar de las
muestras problema de 532,7 pg/mL. Con esto se aprecia el rango de valores existentes en las
muestras problema y la capacidad del kit para la cuantificacion de dicho amplio rango de
valores. El procesamiento en suero resultd mejor que en plasma debido a que en éste Gltimo
no parece haber habido union antigeno — anticuerpo ya que todas las concentraciones
estuvieron por debajo del limite de deteccion independientemente de la dilucion aplicada, es
decir, indetectables (< 61,16 pg/mL) segun la Sensibilidad calculada. Posiblemente, el EDTA

presento interferencia con el Cortisol contenido en la sangre dentro del sedimento, mientras
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que no ocurrio asi para el caso del suero obtenido sin aditivo en el tubo (Tate y Ward, 2004;
Burtis et al., 2012; Burnett et al., 2014). En consecuencia sélo fueron procesadas muestras de
suero. En relacion a la dilucién, el laboratorio fabricante del kit recomienda que ésta sea > 8
(1:8), sin embargo, en el caso del suero bovino los resultados mostraron que la mejor dilucién
fue 1:1 ya que el porcentaje de recuperacion fue el mas elevado (Cuadro 2).

Cuadro 2. Proporcion de recuperacion del Cortisol en funcion de las diluciones aplicadas v el

valor de concentracion inicial.

Dilucion Concentracion Cortisol Rech;J:eorggirg:]é(rl /S )een la Observacion
(pg/mL) dilucion
0 319,7
11 370,4 115,88
1:4 268,6 84,03
1:8 275,5 86,19
1:10 189,7 59,36 Vaca baja Reactividad®
1:12 213,6 66,83
1:20 173,4 54,25
1:50 78,1 24,42
1:100 105,6 33,05
0 793,4
1:1 687,6 86,67
1:4 286,1 36,07
1:8 282,2 35,56
1:10 326,2 41,11 Vaca alta Reactividad®
1:12 333,1 41,98
1:20 253,3 31,93
1:50 207,1 26,10
1:100 140,3 17,69
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Las curvas de regresion resultantes de las corridas de cada una de las curvas estandar se
observan en la Figura 1. Estas muestran la importancia de que cada prueba tenga su propia
curva, ya que a pesar de la cercania y tendencia, existe entre ellas un desplazamiento producto
de la sensibilidad de cada reactivo a pesar que todos se encontraron dentro de margenes de

tiempo recomendados por el fabricante.
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Para la determinacion, por interpolacién, de las concentraciones de las muestras problema se
utilizo6 su respectiva ecuacion de la curva estandar (y1 = 8,97078 — 9,44642X; y2 = 8,26702 —
9,46869X; y3 = 8,29218 — 10,85024X; y4 = 8,44979 — 9,91729X)
CONCLUSIONES

El kit de Cortisol para cuantificacién en materiales biolégicos de humanos y cerdos resulta
valido para uso en suero vacuno en una dilucion 1:1 con fines de investigacion de acuerdo a

los procedimientos y condiciones experimentales de campo y laboratorio.
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ANEXO 3

VALIDACION DE KIT ELISA PARA LA CUANTIFICACION DE OXITOCINA EN
LECHE DE VACA
INTRODUCCION

La oxitocina es un neuropéptido de amplia gama de accién en el organismo de los
mamiferos. Su produccion en la neurohipdfisis, nucleos supra Optico y paraventricular, se
conoce desde 1953, sin embargo, ain hoy dia se siguen dilucidando mecanismos de accion
sobre diversidad de tejidos y procesos, bien sea como neurohormona o neurotransmisor, entre
ellos: eyeccion lactea, parto, apareamiento, sociabilidad, vinculo madre cria (Viero et al.,
2010).

En el caso de las hembras mamiferas en fase de lactancia la caracterizacion de su
liberacion ha sido ampliamente estudiada en humanos, roedores, vacunos de alta habilidad
para produccién de leche y rumiantes menores. En lapsos muy cortos de tiempo, inferior a 6
min, bajo amamantamiento u ordefio, se liberan cantidades hasta cuatro veces superiores al
nivel basal de concentracion (Higuchi et al., 1986; Bruckmaier et al., 1993).

En el caso de hembras vacunas en produccién de leche su estudio se ha fundamentado en la
caracterizacion de patrones de liberacion debido a los efectos de factores estimulantes o
inhibidores del mecanismo de la eyeccidn lactea, mecanismo que resulta determinante para la
remocién de la mayor cantidad de leche contenida en la glandula mamaria previa sintesis
(Bruckmaier y Hilger, 2001; Drescher, 2003; Drescher et al., 2006; 2009). Debido a ello, el
logro de la mayor eficiencia en remocién de la leche de la glandula mamaria durante el
ordefio representa una practica critica para la 6ptima rentabilidad de la actividad productiva e
incluso de la industria de productos lacteos debido a las implicaciones de la remocion total de

la leche sobre el contenido de la fraccion lipidica.
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Asi, caracterizar la curva de liberacion de oxitocina en vacas lactantes mestizas tropicales
podria dilucidar algunas interrogantes vinculadas a las practicas de manejo idoneas durante el
ordefio, lo cual serd4 variable segin los diferentes grupos genéticos utilizados para la
produccion del sistema méas difundido en el tropico bajo (Kaskous et al., 2006; Negréo, 2008).

Hasta hace poco los métodos para cuantificacion de oxitocina se habian desarrollado para
muestras sanguineas de las cuales se extrae plasma con EDTA y se agrega un componente
inhibidor de la destruccion de las proteinas debido al activo mecanismo de protedlisis en
sangre (Schams et al., 1984). Seguidamente, se debe realizar una extracciéon del péptido
mediante un laborioso procesamiento de laboratorio (Schams et al., 1984). Una de las
implicaciones del método de recoleccién de muestras de sangre es que se requiere aplicar un
procedimiento invasivo para la colocacion de un catéter en vena yugular para el retiro de
muestras cada minuto con minima perturbacion del animal. Hoy dia, en el marco de las
estrictas normas de Bienestar Animal promovidas en Europa y EEUU en el marco de la
Declaracion UNESCO (1978) se ha impulsado el desarrollado de métodos alternativos de
cuantificacion de fluidos corporales a través de metodologias no invasivas, tal es el caso del
desarrollo de técnicas para determinacion de oxitocina en leche (Mishra et al., 2013) y mas
recientemente saliva (Carter et al., 2007). Por lo antes expuesto, este trabajo busco validar un
kit comercial para la cuantificacion de oxitocina en leche de vaca en condiciones tropicales
con mira a profundizar estudios fisioldgicos en condiciones tropicales.

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron 300 muestras de leche en campo provenientes de vacas sanas de un rebafio
vacuno en Venezuela sometido a diferentes estrategias de manejo del ordefio (manual,
mecanico) y con uso o no de la cria al pie durante el ordefio. Para ello se dispuso de envases

estériles de 5 ml de capacidad colocados en cava con geles congelados para su enfriamiento
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previo a la toma de muestra. Inmediatamente después de recolectadas las muestras de leche
directamente del cuarto trasero derecho de la ubre de la vaca, los envases estériles
identificados fueron reintroducidas en la cava para disminuir la temperaturaa 4 - 6 °C.

En un lapso no mayor a dos horas post recoleccion las muestras fueron centrifugadas a
10000 fuerza centrifuga relativa (rcf) (9000 rpm; rotor 10 cm; IEC HN-SII) por 15 min.
Mediante una pipeta descartable para cada muestra se atraveso la capa de grasa sobrenadante
y se procedié a aspirar y trasvasar la fase liquida bajo dicho sobrenadante (porcion
intermedia) hacia un nuevo vial para ser congeladas a -20 °C hasta su procesamiento. En el
laboratorio, las muestras fueron descongeladas, a temperatura ambiente, y centrifugadas
nuevamente a 10000 rcf (6600 rpm; rotor 20 cm) en centrifuga refrigerada (IEC CL31R
Multispeed Thermo). Se retird la porcion intermedia para el trasvasado y ulterior
determinacion de la concentracion de oxitocina en muestras de leche de vaca.

Para la determinacién cuantitativa de oxitocina se utiliz6 el kit EIA de oxitocina (ENZO
Life Science, ADI-900153®) de inmunoensayo competitivo. El kit utiliza un anticuerpo
policlonal de oxitocina para unir, de forma competitiva, la cantidad de oxitocina suministrada
por el estandar o la muestra contra una molécula de fosfatasa alcalina transportadora de la
oxitocina covalente. Segun el desplazamiento de una por otra siguiendo el procedimiento de
incubacion de los reactivos a 4°C por 24 horas, posterior lavado de los pozos (Well Wash
4MK 2, Fisher Scientific Thermo ®) y colocacion de un substrato (pNpp) capaz de tornarse
de color amarillo debido a la intensidad de la reaccion prevista. Mediante un Fotocolorimetro
(Labsystem Multiskan 352 ®; 405 nm) se determind la intensidad de la coloracion
amarillenta, siendo esta, inversamente proporcional a la concentracion de oxitocina en cada
estandar colocado o muestra desconocida, asi, densidad Optica es utilizada para calcular la

concentracion de oxitocina. Segun el fabricante la proporcion de recuperacion en leche
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humana es de 95%, por lo cual resulta confiable en relacion a los valores de oxitocina
detectables.

Las mediciones proporcionales de Actividad Total (%), Union no Especifica (%) y Valor
Cero (Bo) (%) se obtienen mediante el cociente de la densidad Optica de cada uno y el valor
para el Blanco.

Al graficar los valores de oxitocina (eje X de las abscisas en funcion logaritmica) y su
porcentaje de union (eje Y de las ordenadas) se obtiene una curva cuya regresion logistica
queda definida para cada corrida de cada ensayo y a la cual se le calcula matematicamente el
R? de ajuste para satisfacer, entre otros, la interpolacién de los valores problema o muestras
desconocidas.

En el caso de los valores conocidos como Control de Calidad (pg/ml), estos expresan
valores que el fabricante determind bajo sus condiciones de prueba, encontrando que aquellos
de cada corrida deben coincidir. Estos se calculan en tres diferentes lugares de la recta (20%,
50 % y 80%) a los fines de garantizar valores a baja, media y alta concentraciones segun el
lugar de la curva.

El indice de Sensibilidad (pg/ml) indica el valor minimo detectable por el inmunoensayo.
Para su célculo, se aplica:

S = (2DS de DOgy) / X (DOg, — DOs7)

Siendo S=Sensibilidad, DS=desviacion estandar, DO=densidad optica y X (DOg, — DOs7)
= diferencia de la densidad dptica entre el valor cero y la densidad Optica del estandar menor
de la prueba.

El parametro de precision se mide a través de los coeficientes de variacion intra ensayo
(%) e inter ensayos (%) debido a la alta influencia del ambiente del laboratorio y la

manipulacion de los diferentes reactivos en el procedimiento de cada corrida. Asi se asegura,
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a los niveles de variacion méaximos permitidos, que los valores obtenidos en un ensayo son tan
precisos y confiables como si se hubiesen medido en alguna otra corrida (FAO/AIEA, 1999).
RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados mostraron desplazamiento de la curva estdndar tal como se esperaba de
acuerdo a las especificaciones de la casa comercial y las distintas concentraciones de
oxitocina segun el estandar utilizado (Figura 1).
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Figura 1. Regresiones para las concentraciones de oxitocina segun el desplazamiento de los

valores de la curva estandar y su densidad Optica

En el Cuadro 1 se muestran los resultados de las cuatro curvas realizadas de acuerdo a los
procedimientos convencionales. Los resultados sobre los parametros especificos a utilizar en
una prueba de validacion de un kit diagnéstico, en comparacion con la referencia del

fabricante para su validacion.
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En relacion a la validacion del kit para determinacion de oxitocina en leche de vaca todos
los parametros evaluados indican su confiabilidad de uso (Borromeo et al., 2005), lo cual era
esperable de acuerdo a la estabilidad molecular del péptido de oxitocina en animales
superiores, especificidad del kit (reaccion cruzada menor al 0,2%), calidad de los materiales y
equipos utilizados.

Cuadro 1. Pardmetros considerados para la validacion de un kit comercial de determinacion

de oxitocina en leche de vaca en condiciones tropicales

Parimetro Referencia kit Curva
1 2 3 4

Actividad Total (%) 9,3 13,3 14,5 11,4 9,5
Union no Especifica (%) 0 1,1 1,2 1,3 1,1
Bo/Ta (%) 53 4,1 3,3 4,3 5,2
Calidad de ajuste (R°-Adj) 1 0,98 0,97 0,97 0,97
Controles de Calidad
20 % intercepto (pg/ml) 519 471 548 559 497
50 % intercepto (pg/ml) 123 161 156 128 145
80 % intercepto (pg/ml) 34 26 42 35 23
Sensibilidad (pg/ml) 11,7 13,4
Precision
CV intra ensayo (%) <1 156 | 86 | 43 | 43
CV inter ensayos (5) <15 13,6

Los resultados muestran que los valores de oxitocina en leche resultaron similares a
aquellos reportados por la literatura y que se encuentran contenidos en muestras de plasma
(Tancin et al., 1993; Johansson, 2000; Lupoli et al., 2001; Macuhova et al., 2004). Con lo
cual el porcentaje de recuperacion que se indica por la casa comercial (95%) es consono a la
realidad encontrada.

La variabilidad en el contenido de oxitocina en las muestras fue garantizado a traves de las
distintas practicas de manejo de estimulos durante el ordefio, ya que como sefialan Tancin et
al. (1993) y Bar-Pelled et al. (1995) el amamantamiento produce una mayor liberacion de la

neurohormona por el conjunto de estimulos condicionantes (visuales, olfativos y tactiles) a
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que es sometida la hembra lactante (Higuchi et al., 1986; Bruckmaier et al., 1993; Drescher,
2003).
CONCLUSIONES

La determinacion de oxitocina en muestras de leche de vaca resultd especifica, sensible,
precisa y reproducible a través del kit comercial para leche humana; asi, este procedimiento
puede abrir un horizonte en la investigacion tropical acorde a declaraciones mundiales
mediante métodos no invasivos.
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ANEXO 4

VALIDACION DE KIT ELISA DE PROGESTERONA EN SUERO HUMANO PARA
USO EN VACUNOS
INTRODUCCION

La determinacion precisa del estado reproductivo en la hembra vacuna, asi como la
evaluacion del pronto del reinicio de la actividad ovérica postparto son aspectos de interés en
una ganaderia bajo controles de produccion. El seguimiento diario de los signos reproductivos
que indican al personal técnico de una unidad de produccion con vacunos debe ser sistematico
y rutinario, al menos, dos veces al dia todos los dias, con sus correspondientes registros y
procesamiento a los fines de planificar la éptima entrada a servicio de la hembra y calculos de
indices. Este procedimiento de determinacién visual humana no siempre resulta preciso o
efectivo ademés que pueden omitirse los denominados celos silentes. Es por ello, que se han
desarrollado métodos automatizados (podometros) o de cuantificacion de progesterona en
leche o sangre que determinan con alta confiabilidad parametros relacionados al proceso
reproductivo.

La capacitacion del personal de la unidad de produccion para la toma de una muestra
semanal (un dia fijo) de sangre de cada vaca en ordefio puede generar informacién confiable y
valiosa para la toma de decisiones oportunas, siempre que esta sea procesada en un
laboratorio cercano, confiable y expedito, adicional al registro y verificacion diaria de
conductas animales asociadas al celo.

La progesterona es una hormona esteroidea secretada por el cuerpo lateo del ovario,
estructura que aparece posterior a la ovulacion de la hembra; su concentracion es minima el
dia del estro y se incrementa paulatinamente hasta ser maxima desde el dia 11
aproximadamente hasta el 18 aproximadamente. Asi, su determinacion es signo claro de

actividad funcional del ovario (Munro y Stabenfeldt, 1984). De permanecer altos los valores,
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transcurrido el dia 21 postcelo y haber sido aplicada previamente inseminacion artificial u
observada la monta natura, no habria duda de prefiez en la hembra. Los cambios en los
valores de concentracion de la progesterona pueden ser detectados tanto en plasma y leche,
siendo mas complicado el proceso en leche y mas elevados los valores debido al caracter
lipofilico de los esteroides (Simersky et al., 2007).

Existe una amplia distribucién de pruebas inmunoenziméaticas para deteccion de
progesterona en suero o plasma humano, mas en vacunos no son abundantes. Desde finales de
la década de 1980 las técnicas basadas en reacciones inmunoenzimaticas (ELISA) han sido las
mas ampliamente utilizadas debido a su bajo potencial de contaminacion y menor riesgo y
costo (Roa et al., 1997), en relacion a otras de alta precision como el radioinmunoanalisis
(RIA) (Munro y Stabenfeldt, 1984; Ochoa, 2012) pero altamente correlacionadas (Roa et al.,
1997). Debido a la estabilidad quimica de la progesterona es posible su medicion a través de
kits comerciales para humanos, sin embargo, su validacion con material bioldgico de otras
especies, en este caso vacunos, siempre debe ser realizada previa a cualquier determinacion e
interpretacion confiable; este fue el objetivo del presente trabajo.

MATERIALES Y METODOS

Animales y material bioldgico

Se colectaron muestras de sangre de vacas, adultas y sanas, mediante aguja y tubo para
vacio a nivel de los vasos sanguineos coccigeos. Las vacas utilizadas para el muestreo fueron
seleccionadas especificamente por: vaca con menos de 72 horas de transcurrido el parto (RP)
y otra en el dltimo mes de gestacion (GE), en este caso garantizado por el tiempo de la

inseminacion previo.
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Se obtuvo suero por coagulacion en reposo del tubo sin aditivo, a la sombra y con
inclinacion de 30°. Seguido a la formacion del coagulo los tubos fueron refrigerados en cava
con hielo durante 30 min, para su centrifugacion (IEC HN-SII) a 2600 rpm por 25 min. El
suero se trasvaso con pipeta desechable y por duplicado hacia viales de 1,5 mL; las muestras
se almacenaron a -20°C hasta su andlisis en el Laboratorio.

Procedimiento

Para verificar el funcionamiento adecuado del Kit comercial DS-EIA Steroid-Progesterone
de DSI ® de determinacion de concentracion de progesterona en suero humano mediante
ensayo inmunoenzimatico en microplaca y todos sus componentes, se montd una prueba
inicial utilizando por triplicado cada estandar comercial (C0, C1, C2, C3, C4, C5) (N=18)
para la construccion de la curva respectiva (CE) y un control progesterona en suero (CS),
propio del kit, al final de la curva estandar (N = 3). Asi este primer protocolo incluy6 21
muestras en total.

Nuevamente, se procedio a utilizar el Kit comercial DS-EIA Steroid-Progesterone de DSI
®. Se evaluaron las siguientes muestras por triplicado: cada estandar comercial (CO0, C1, C2,
C3, C4, C5) (N=18), control progesterona en suero (CSi) (N = 3), muestras de suero puro de
vaca recién parida (RP) (N = 3) y dilucién 1: 1 de cada estandar con suero RP (N = 18), suero
sin diluir de vaca gestante (GE) (N = 3) y dilucion 1:1 de cada estandar (CO0...C5) con suero
de GE (N = 18). Se repitié CSf (N = 3) al final de la muestras. Asi el protocolo incluy6 66
muestras en total. El control de progesterona en suero (CS) es propio del Kit y permite la
cuantificacion de la variacion intraensayo, por ello fue colocado al final de la curva estandar
equivalente al inicio de las muestras desconocidas y al final de todas las muestras

desconocidas.
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Se utilizd agua destilada de alta pureza segun los parametros de conductividad eléctrica
(5,5 x 10° Siemens/m) y pH (6,9) verificados para preparacién de solucién de lavado y
requeridos por el Kit. Adicionalmente, se aplicaron cada una de las especificaciones del
manual el fabricante en cuanto al procedimiento a seguir, ademas del uso de pipeta multicanal
y lavador automatico de pozos (Well Wash 4MK 2, Fisher Scientific Thermo ®) para
minimizar interferencia diferencial del tiempo entre los reactivos y cada muestra.

La cantidad de progesterona que se detecta en la muestra es inversamente proporcional a la
union entre ella y el conjugado enzimético colocado en los micropozos recubiertos
internamente con anticuerpo antiprogesterona (especifico para la molécula). El kit ofrece un
rango de medicién de 0 a 100 nmol/L equivalente a 0 — 31 ng/mL respectivamente. El limite
minimo de deteccidn es de 0,5 nmol/L segun el fabricante y tampoco existe reaccion cruzada
con otras hormonas esteroideas.

La lectura de la densidad dptica (DO) de cada muestra en la placa se realizé en un
fotocolorimetro Multiskan Labsystem 352® con un filtro de 405 nm de Absorbancia.

Andlisis estadisticos

Los datos fueron analizados mediante la Prueba de Correlacién para determinar el grado de
asociacion entre el valor de la CE y la DO cuantificada. EI analisis de regresion lineal verifico
el grado de prediccion de las concentraciones de P4 de cada vaca segun su estado fisiologico
(postparto reciente 0 gestante).

Los valores de densidad optica (DO) obtenidos para cada muestra fueron promediados para
realizar el grafico correspondiente y hallar la ecuacion de regresion lineal (Linealidad) que
expresase la concentracion de progesterona segun la DO obtenida. Para hallar los valores de
concentracion de las muestras desconocidas se interpolaron los valores en la ecuacion de

regresion obtenida para la curva estandar respectiva. El Kit garantiza la medicion en nmoles/L
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por lo que para comparar con valores de la literatura los mismos fueron transformados a
ng/mL segun la equivalencia en la que 1 ng P4/mL es igual a 3,18 nmol/L o 1 nmol/L equivale

a 0,3145 ng/mL de P4; esto debido al peso molecular de la hormona en estudio.

Se calcularon los coeficientes de variacion intra e interensayo para determinar la Precision
0 Reproducibilidad de la corrida de muestras, éstos deben ser menores a 15y 10 (%) en el
caso de la intra e interensayo respectivamente (Roa et al., 1997; FAO/AIEA, 1999; Borromeo

et al., 2005).

Para comparar estadisticamente el Paralelismo de las curvas obtenidas: CE, dilucion 1:1
con RP vy dilucion 1:1 con GE se aplicé un analisis de varianza para comparar la
homogeneidad de pendientes.

RESULTADOS Y DISCUSION

El Cuadro 1 muestra los resultados para a concentracién de progesterona en la curva
estandar y en las muestras de la vaca RP y GE solas o segun las diluciones aplicadas para la
prueba de paralelismo respectiva. El rango de valor minimo y maximo para las muestras

evaluadas estuvo entre 0,38 nmoles/L y 87,86 nmoles/L respectivamente.

El paralelismo entre las curvas de concentracién de progesterona estandares de kit
comercial (CE) y su dilucion 1:1 con suero de vaca en ultimo mes gestacion (GE) o en
postparto reciente (RP) se aprecian en la Figura 1. Conjuntamente, se muestran las ecuaciones
de prediccién y su valor de R En el nivel més alto de concentracién encontrada y esperada

para la dilucién con GE se aprecia que el valor es practicamente el mismo
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Cuadro 1. Valores de concentracion de progesterona (nmoles/L y ng/L) para la curva estandar

del kit y segun la mezcla con suero de vaca recién parida (RP) o gestante (GE)

Muestra Concentracién (nmoles/L) | Concentracion (ng/mL)
Estandar CO 0,29 0,09
Estandar C1 1,58 0,50
Estandar C2 8,77 2,16
Estandar C3 26,59 8,36
Estandar C4 56,93 17,90
Estandar C5 89,58 28,17

Control Suero 30,69 9,65
Recién parida (RP) 0,38 0,12

RP + CO 0,39 0,12

RP +C1 1,16 0,36

RP +C2 5,42 1,70

RP + C3 22,62 7,11

RP +C4 43,68 13,75

RP + C5 78,20 24,59

Gestante (GE) 59,03 18,56

GE +CO0 16,45 5,17

GE+C1 20,35 6,40

GE +C2 34,83 10,95

GE + C3 52,16 16,40

GE +C4 73,49 23,11

GE +C5 87,86 27,63

Control Suero 36,80 11,57
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Figura 1. Concentracion segun cada muestra del estandar comercial (CE) y con dilucién 1:1
en suero de vaca recién parida (RP) o gestante (G) y curva de regresion lineal

La prueba de paralelismo con suero de vaca RP y de vaca GE arrojé un desplazamiento de
la curva consono con el suero diluente aplicado, es decir, aquella vaca con valores minimos de
progesterona circulante debido a la reciente destruccion del cuerpo liteo y ausencia de
ciclicidad ovarica (RP, postparto reciente) sirvié de diluyente hacia menores valores de
concentracion de los estandares comerciales suministrados, debido a ello desplazé hacia
valores inferiores a aquellos originales de la casa comercial. En el caso del paralelismo
observado en las muestras de la dilucion 1:1 con suero de vaca de esperables altos niveles de
progesterona en sangre debido a cuerpo Iateo funcional y produccion de progesterona
placentaria (GE) los valores fueron marcadamente superiores a los de la CE.

El acercamiento de la CE y la curva de RP a bajos niveles de concentracion al igual que

CE con GE a altos valores se deben a imposibilidad de deteccion por el kit. El valor més bajo
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observado fue similar al reportado por Roa et al. (1997) quien muestre6 vacas en el dia del
celo que se espera sea similar al valor encontrado en el suero de la vaca RP.

Al comparar estadisticamente las pendientes de las curvas de regresion no se encontraron
diferencias (P > 0,05) por lo que las tres curvas resultaron iguales.

La reproducibilidad se midi6 a traves del coeficiente de variacion intraensayo e
interensayo. En ambos casos se utilizé una muestra denominada Control Suero suministrada
por el fabricante del Kit comercial. La variabilidad intraensayo resultd, en promedio, de
14,6% (11,5 y 5,4 % para cada una de las corridas respectivamente) y el valor del coeficiente
de variacion interensayos resulto de 6,5 %. Dado que la tolerancia méxima es de 15% y 10 %
respectivamente, ambos estuvieron ajustados a los rangos maximos permisibles (Roa et al.,
1997; FAO/AIEA, 1999; Borromeo et al., 2005).

CONCLUSIONES

Es posible cuantificar progesterona en suero bovino a través de una prueba de
inmunoenzimatica disefiada para humanos con valores de variabilidad dentro de lo aceptable
para pruebas de referencia, no diagnosticas. La utilidad practica de la cuantificacion de
progesterona circulante en los sistemas de produccion que aplican seguimiento y control de
variables reproductivas permite mejorar la eficiencia del manejo reproductivo y detectar
posibles fallas a nivel neuroendocrino.
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