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PALABRAS CLAVE ADICIONALES

Fertilidad.

RESUMEN

En un total de 64 vacas de raza Frisona, se
determinaron las concentraciones plasmaticas
deureaalos 21dias de lafechade parto prevista,
el dia del parto (0+24 h) y el dia de la primera
inseminacion (0+24 h). Este seguimiento se com-
plemento con la determinacién de las concentra-
ciones de NEFA (acidos grasos no esterificados)
en plasma los dias del parto y la primera Ay el
control de la condiciéon corporal junto con la
deteccion de cuerpos ceténicos en orina en cada
visita.

Tras el analisis estadistico de los datos obte-
nidos, se comprob6 que la concentraciones de
ureaenplasmaalolargo del periodo de muestreo,
fueron significativamente inferiores (p<0,05) en
los animales que sélo necesitaron una insemina-
cion artificial (IA) para quedar gestantes
(23,81+8,01mg/dl en el preparto, 28,33+7,36 mg/
dlenelpartoy 30,02+9,61 mg/dlenlaprimeralA),
frente alos que necesitaron 20 3 (29,25+7,67 mg/
dl en el preparto, 31,04+10,61 mg/dl en el parto,
32,8349,84 mg/dl en la primera IA), independien-

ADDITIONAL KEYWORDS

Fertility.

temente de la condicion corporal, las concentra-
ciones de NEFA en plasma y de la presencia de
cuerpos cetonicos en orina. Los animales que
mostraron un equilibrio energético negativo mas
prolongado (evidenciado por un descenso en la
condicion corporal desde el parto hasta la prime-
ra |IA) presentaron mayores niveles de urea
plasmatica (p<0,05) que aquellos otros que man-
tuvieron o incrementaron su condicién corporal.
Sin embargo, no se encontraron diferencias en
las concentraciones plasmaticas de urea en fun-
cion de la duracion de los intervalos parto-celo
(<74 dias, =74 dias), parto-primerainseminacién
(<76 dias, 276 dias) y parto-gestacion (<84 dias,
=284 dias).

SUMMARY

In 64 Holstein cows, plasma urea concentra-
tions were determined at 21 days before calving
date, atcalvingday (0+24 h) and atthe first Al day.
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This determination was completed with plasma
NEFA concentrations (at calving and first Al),
body condition score and the detection of ketone
bodies in urine (in every visit).

Plasma urea concentrations were lower,
p<0.05, (from 21 days before calving date to first
Al) in cows which only need 1 Al (23.81+8.01mg/
dl 21 days before calving, 28.33+7.36 mg/d| at
calving and 30.02+9.61 mg/dl at first Al) for
conception than in cows which became pregnant
at the second or third Al (29.25+7.67 mg/dl 21
days before calving, 31.04£10.61 mg/dl atcalving
and 32.83+9.84 mg/dl at first Al) independently of
body condition score, plasma NEFA concentra-
tions and ketone bodies in urine. The cows that
showed a more extended negative energy balan-
ce (less body condition score from calving to first
Al) had higher plasma urea concentrations
(p<0.05) that cows that increased or kept their
body condition score. However, we did not find
relation between plasma urea concentrations and
lenght of pospartum intervals calving-heat (<74
days, 274 days), calving-first Al (<76 days, =276
days) and calving-conception (<84 days, =84
days).

INTRODUCCION

Las mejoras genéticas llevadas a
cabo en los ultimos afios sobre el gana-
do vacuno lechero han supuesto un
incremento sustancial de la produc-
cionlactea. Aunque, se han visto acom-
panadas de un descenso en el rendi-
miento reproductivo de las explota-
ciones (Buttler ef al., 1996; O'Calla-
ghan y Boland 1999).

Uno de los factores que se asocia
con ese descenso reproductivo es el
aumento del aporte proteico en las ra-
ciones de los animales. El exceso de
proteina se ha demostrado que provo-
ca un incremento en la concentracion
de urea en sangre y leche (Elrod y
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Butler, 1993; Elrod et al., 1993; Larson
etal., 1997). Numerosos autores rela-
cionan concentraciones de urea en san-
gre superiores a 19 o 20 mg/dl con
descensos en los porcentajes de gesta-
cion, menores tasas de concepcion, y
descensos del pH uterino durante va-
rios dias después del estro (Elrod y
Butler, 1993; Elrod et al., 1993;
Ferguson et al., 1993; Butler et al.,
1996). Sin embargo, otros no han po-
dido establecer esarelacion (Carroll ez
al., 1988; Trevaskis y Fulkerson 1999).
En aquellos casos en los que se ha
observado la existencia de una rela-
cion entre el aporte proteico y la efi-
ciencia reproductiva, los diferentes
autores establecen diferentes niveles
de proteina cruda a partir de los cuales
se entraria en una situacion de riesgo.
Por tanto, el efecto negativo sobre la
reproduccion probablemente no se
deba so6lo a un exceso proteico en la
racion, sino también a la accion de
otros factores como la produccién de
leche, el estatus energético, larelacion
energia/proteina y/o el manejo repro-
ductivo (Howard et al., 1987; Carroll
et al., 1994; Canfield et al., 1990;
O'Callahand y Boland, 1999; Butler,
2000).

Los objetivos de este trabajo han
sido tres:

El primero fue comprobar si existia
alguna diferencia en la evolucion de
las concentraciones de urea plasmatica
entre las vacas que resultaban gestantes
tras la primera inseminacion y las que
precisaban de 2 0 mas inseminaciones
para gestar, con independencia de su
situacion energética, utilizando como
indicadores de ésta las concentracio-
nes de NEFA en plasma, la presencia
de cuerpos cetonicos en orina y la
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condicion corporal.

En el segundo se pretendia probar
la existencia de alguna relacion entre
la evolucion del equilibrio energético
(evaluado mediante el control de la
condicion corporal, concentraciones de
NEFA plasmatico y la presencia de
cuerpos cetonicos en orina) y las con-
centraciones de urea plasmatica.

El tercero era comprobar la rela-
cion existente entre las concentracio-
nes de urea plasmaticay la duracion de
los intervalos parto-celo, parto-prime-
ra inseminacion y parto-gestacion.

MATERIAL Y METODOS

ANIMALES

Para el presente trabajo se han uti-
lizado 64 vacas de raza Frisona,
multiparas y con edades comprendi-
das entre los 3 y 6 afios, pertenecientes
a 15 explotaciones situadas en los ayun-
tamientos de O Corgo, Guntin, Guitiriz,
Lugo, Pol, Vilalba y Xermade, todos
ellos en la provincia de Lugo (Galicia,
Espafia). La totalidad de las ganade-
rias contaba con calificacidn sanitaria,
control lechero y programas de control
de la reproduccion. La produccion
media de leche durante el periodo de
estudio fue de 7661,6 litros por
lactacion.

ALIMENTACION

En todas las explotaciones se utili-
zaba una inica racion con las siguien-
tes caracteristicas: materia seca (MS)
variable seglin produccion, forraje 35-
40p.100 de laMS, fibra bruta (FB) 16-
18 p.100 de la MS, unidades forrajeras
leche (UFL) 09-1 UFL/kg MS, PDIN-
PDIE < 10, proteina bruta (PB) 16-18

p-100 de la MS, almidon 20-23 p.100
de laMS, grasabruta 7 p.100 de la MS,
fibra neutro detergente (FND) 26-30
p.100 de la MS, FND del forraje 75
p-100dela FND, fibra acido detergen-
te (FAD) 18-20 p.100 de la MS y
relacion FND forraje/Almidon 1.

DATOS REPRODUCTIVOS

Tomando como fuente los datos
aportados por las fichas del programa
de control de reproduccién se fueron
recogiendo las incidencias reproduc-
tivas conforme se iba desarrollando el
estudio (fechas de parto, fechas de
celo e inseminaciéon y patologias
posparto como laretencion de placenta
y la metritis). Del mismo modo tam-
bién se tomaron datos referidos a otras
alteraciones no reproductivas ocurri-
das durante el posparto (hipocalcemia,
desplazamiento de abomaso, mamitis
y problemas podales). No obstante, la
presentacion de todas estas patologias
posparto fue relativamente baja tanto
en los animales gestantes en la primera
IA (4 retenciones de placenta, 1
metritis, 1 desplazamiento de abomaso,
1 hipocalcemiay 1 cojera) como en los
gestantes en segunda o tercera 1A (3
retenciones de placenta, 1 metritis, 2
mamitis, 1 hipocalcemia y 1 cojera)
por lo que consideramos que apenas
influy6 en los resultados.

Con los datos referidos a las fechas
(partos, celos, inseminaciones y repe-
ticiones) se calcularon los intervalos
parto-celo, parto-primera insemina-
cion, e intervalo parto-gestacion.

Todas las explotaciones contaban
con un programa de control reproduc-
tivo con visitas quincenales. La detec-
cion de celo fue en todos los casos
visual y realizada por el ganadero,
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mientras que lainseminaciony el diag-
nostico de gestacion se realizd por el
veterinario encargado del control
reproductivo. El periodo de espera
voluntario era variable segtin la explo-
tacion aunque nunca inferior a los 45
dias.

DISENO EXPERIMENTAL

Los 64 animales fueron muestreados
con la siguiente pauta:

- 21 dias antes de la fecha de parto
prevista.

- el dia del parto 0+24 h.

- el dia de la primera inseminacion
0+24 h.

Los muestreos se realizaron entre
las 9:00 y las 12:00 h, para minimizar
las posibles variaciones en los niveles
plasmaticos de urea debidos al ritmo
circadiano. Los animales fueron divi-
didos en dos grupos gestantes en pri-
mera [A (G 1) (n =45) y gestantes en
segunda o tercera [A (G 2-3) (n=19).

1.- Recogida de muestras
1.1.- Sangre

Las muestras de sangre se recogie-
ron mediante puncion en los vasos
coccigeos, empleando tubos de vacio
con EDTA (Venoject-Terumo, Leuven,
Bélgica) y agujas estériles, las mues-
tras asi obtenidas fueron conveniente-
mente identificadas y transportadas en
refrigeracion hasta el laboratorio, don-
de se centrifugaron durante 20 min a
450 g. El plasma obtenido de cada
muestra de sangre se dividid en tres
alicuotas, que fueron congeladas y al-
macenadas a -20 °C hasta el momento
de su analisis. El tiempo transcurrido
desde la extraccion de sangre hasta la
congelacion del plasma nunca superd
las 2 h.
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Todas las muestras de plasma se
analizaron para la determinacion de la
concentracion de urea y las muestras
tomadas el dia del parto y de la primera
inseminacion, fueron ademas analiza-
das para determinar la concentracion
de NEFA.

1.2.- Orina

Las muestras de orina se obtuvie-
ron mediante cateterizacion vesical
utilizando una sonda metalica rigida y
una jeringuilla, o bien por recogida
directa cuando se producia la salida de
orina de forma espontanea. La muestra
fue analizada paraladeteccion de cuer-
pos cetonicos en la propia explotacion
y en todas las visitas.

2.- Condicién corporal

Para su calificacion se asignaron
los valores numéricos que se estima-
ron mas ajustados a la situacion de
cada animal, tomando como referen-
cia la escala de graduacion descrita
por Edmonson et al. (1989). La valora-
cion fue realizada siempre por el mis-
mo observador y en cada visita.

3.- Metodologia analitica

Parala determinacion de la concen-
tracion de urea en plasma se utilizo
una prueba enzimatico-cinética de ab-
sorcion ultravioleta (Gernon, Barcelo-
na, Espafia), segtn el procedimiento
descrito por Talke y Schuber (1965).
Las concentraciones de NEFA plasma-
tico se determinaron empleando un
método enzimatico-colorimétrico
(Randox, Barcelona, Espafia), segun
el procedimiento descrito por Shimizu
et al. (1980). La presencia de cuerpos
cetonicos en orina se detectd mediante
el uso de tiras reactivas Ketostix®
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(Bayer, Barcelona, Espafia). Las cla-
ves empleadas para la valoracion fue-
ron las siguientes 0 = negativo, 1 =
trazas, 2 = moderado, 3 = intensa.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos relativos a las concentra-
ciones de urea en plasma fueron anali-
zados utilizando un GLM (Modelo
Lineal General) de medidas repetidas
doblemente multivariado (Visauta
Vinacua, 1998) con el programa esta-
distico SPSS 10.1 (SPSS Inc, Chicago,
Illinois, USA). La variable dependien-
te introducida fue la concentracion de
urea en plasma sanguineo durante el
periodo de muestreo. El factor intra-
sujetos fue el tiempo y los factores
inter-sujetos los intervalos posparto
(parto-celo, parto-primera insemina-
cidon y parto gestacion), la condicion
corporal y sirepite celo tras la primera
inseminacion. Los factores inter-suje-
tos cuantitativos (intervalos posparto)

fueron transformados en variables cua-
litativas dicotémicas (tabla I), para lo
cual, se realizd una frecuencia de dis-
tribucion de forma que los dos niveles
de las variables estuviesen compues-
tos por un nimero similar de animales.
Por ultimo se han introducido como
covariables los niveles de cuerpos
cetdnicos en orina y las concentracio-
nes de NEFA en plasma sanguineo en
el momento del parto y de la primera
IA.

RESULTADOS Y DISCUSION

RELACION UREA PLASMATICA Y EQUILI-
BRIO ENERGETICO

Los valores de cuerpos cetonicos
en la primera IA mostraron una rela-
cion significativa (p<0,05) con las con-
centraciones plasmaticas de urea, de
modo que si los primeros se incremen-
taban, también lo hacia la urea. De

Tabla 1. Distribucion de los animales en funcion de los factores inter-sujetos incluidos en el
andlisis estadistico. (Animal distribution according to the Inter-subject factors included in statistical

analysis).
Parametro Valor n
Repite No 45
Si 19
Condicion corporal Disminuye 26
Aumenta o se mantiene 38
Intervalo parto-celo <74 dias 32
274 dias 32
Intervalo parto-primera inseminacion <76 dias 28
276 dias 36
Intervalo parto-gestacion <84 dias 31
>84 dias 33
Intervalo entre repeticiones 18-24 8
<18;>24 11
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Tabla II. Concentraciones plasmaticas (media = SD) de urea (mg/dl) en funcion de la
condicion corporal (C.C.) y del momento del muestreo. (Plasma urea concentratios (average+SD)

according to body condition score and the moment of sampling).

C.C. n 21 dias preparto Parto primera |A
Vacas que
disminuyen su C.C. 26 27,69+8,03¢ 30,21+9,532 32,02+10,43¢°
mantienen o incrementan su C.C. 38 23,88+8,13° 28,417,690 30,05+9,20°

| etras distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

igual forma, aquellos animales en los
que la condiciéon corporal disminuyd
desde el parto hasta la primera IA
mostraron valores significativamente
mas elevados de urea plasmatica que
aquellas vacas que mantuvieron o
incrementaron sus reservas (tabla II).

Todos estos parametros (condicion
corporal, niveles de cuerpos cetonicos
y valores de NEFA) son de un modo
indirecto indicadores del estatus ener-
gético del animal. Esto nos confirmala
existencia de unarelacion entre el equi-
librio energético y los valores plasma-
ticos de urea, que conllevaria la eleva-
cion de estos ultimos cuando la situa-
cion energética del animal empeora
(puesto de manifiesto con un descenso
de la condicién corporal y un incre-
mento en los valores plasmaticos de
NEFA). Como ya hemos mencionado,
existe unarelacion entre energia y pro-
teina. Por una parte, las elevadas con-
centraciones de urea debidas a apor-
tes excesivos de proteina bruta en la
racion tienden a incrementar el equili-
brio energético negativo como conse-
cuencia del elevado coste energético
de la eliminacion de la urea (Canfield
etal., 1990; Calsamiglia, 1998). Ade-
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mas del gasto energético asociado a su
eliminacion, el proceso de ureogénesis
que se llevaacabo en el higado supone
también un gasto energético importan-
te ya que la transformacion de 1 g de
nitrégeno en urea requiere 7,3 kcal. A
esto debemos sumar que laureogénesis
compite con la gluconeogénesis por el
oxalato, lo que incrementa el estrés
metabolico de los animales de alta pro-
duccion (Bach, 2002). Por otra parte,
raciones con deficiencias en energia
impiden la sintesis de proteina
microbiana en rumen incrementando
los niveles de amoniaco y urea en san-
gre, a pesar de que el aporte proteico
de la racion sea el adecuado (Calsa-
miglia, 1998).

RELACION ENTRE UREA PLASMATICA Y
NUMERO DE INSEMINACIONES POR GES-
TACION

Nuestros resultados muestran que
independientemente de la situacion
energética del animal (expresada atra-
vés de su condicion corporal, niveles
de NEFA y valores de cuerpos
ceténicos), las vacas que solo necesi-
taron de una [A por concepcion, mos-
traron concentraciones de urea plasma-
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ticas significativamente menores (des-
de el preparto hastala primeralA) alas
que precisaron dos o tres IA (figura 1,
tabla II).

Estos resultados se aproximan mu-
cho a los descritos por Sierra et al.
(1997), quienes observan que las va-
cas que resultaron prefiadas en prime-
ra inseminacion presentaron un valor
medio de urea de 26,40+2,44 mg/dl,
frente a los 30,17+1,43 mg/dl de las
que no resultaron prefiadas.

No obstante, Butler ez al. (1996),
observaron que concentraciones de
urea plasmatica superiores a 19 mg/dl
se asocian con un descenso de aproxi-
madamente un 20 p.100 en el porcen-

taje de concepciones tras la insemina-
cion artificial. Ferguson et al. (1988,
1993) afirman también que concentra-
ciones de urea que exceden de 20 mg/
dl se asocian con reducciones del por-
centaje de concepciones en vacas
lactantes. En el presente estudio, sin
embargo, el valor medio de urea
plasmatica en la primera A en ambos
grupos fue bastante superior a estas
cifras (30 mg/dl) y la fertilidad no se
vio disminuida ya que un 70 p.100 de
las vacas quedaron gestantes tras la
primera inseminacion.

Aquellos autores que relacionan las
elevadas concentraciones de urea en
sangre con menores rendimientos
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Figura 1. Evolucion de las concentraciones plasmaticas de urea en diferentes momentos del
estudio en funcion de la gestacion en la primera 1A (G 1) o en la segunda o tercera I4 (G 2-
3). (Evolution of plasma urea concentrations in different moments of the study depends on gestation at
first Al (G1) or at second or third Al).
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reproductivos entienden que esa ma-
yor concentracion de urea deriva de un
desequilibrio energia/proteina en la
racion (incrementos en proteina bruta
sin aumento paralelo de laenergia). La
ingesta excesiva de proteina puede
generar alcalosis ruminal que sumada
al déficit de energia supondria descen-
sos de peso en el animal, sobrecarga
hepatica, descenso en el porcentaje de
gestacion y alargamiento de los inter-
valos posparto.

Los mecanismos a través de los
cuales las excesivas concentraciones
de urea podrian interferir con la fun-
cion reproductiva son:

- Disminucion de los niveles de
progesterona durante la fase luteinica
(Sonderman y Larson, 1989; Butler et
al., 1996; Westwood et al., 1998)

- Modificacion de las condiciones

del tracto genital del hembra (Jordan
et al., 1983; Canfield et al., 1990;
Elrod y Butler, 1993; McEvoy et al.,
1997).

- Disminucién en la viabilidad y
desarrollo de ovocitos y embriones
(Gardner y Lane, 1993; Hammon et
al., 1997, Sinclair et al., 1998;
Hammon et al., 2000).

- Potenciacion de las situaciones de
equilibrio energético negativo (Calsa-
miglia, 1998).

- Inhibicion del sistema inmune
(Young, 2000).

Sin embargo, otros autores sugie-
ren que esos descensos de fertilidad
pueden ser debidos a diferencias en el
manejo reproductivo de los animales y
a la produccion de leche mas que a las
elevadas concentraciones de urea
(Howard et al., 1987; Carroll et al.,

Tabla III. Concentraciones plasmaticas (medias = SD) de urea (mg/dl) en funcion del
momento de muestreo, gestacion o no a la primera IA y de la duracion de los intervalos parto-
celo, parto-primera inseminacion y parto gestacion. (Plasma urea concentrations (average+SD)
depends on the moment of sampling, gestation or not at first Al and the length of pospartum intervals).

Parametros n 21 dias preparto Parto primera IA
Gestante en primera IA
Si 45 23,818,012 28,337,362 30,029,612
No 19 29,25+7,67° 31,04+£10,61° 32,83+9,84°
Parto-celo
<74 32 25,55+8,97 28,3+7,99 30,59+10,54
>74 32 25,31+7,58 29,28+9,03 31,12+8,91
Parto-primera inseminacion
<76 28 25,46+9,04 29,67+8,32 30,44+11,22
>76 36 25,4+7,7 28,72+8,67 31,17+8,46
Parto-gestacion
<84 31 23,92+9,32 29,41+8,75 31,45+10,27
=284 33 26,85+6,94 28,88+8,31 30,29+9,22

| etras distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).
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1988) o bien no encuentran evidencias
para relacionar elevados niveles de
urea con pobres rendimientos repro-
ductivos (Trevaskis y Fulkerson,
1999).

En la linea de estos ultimos estu-
dios se encuentra el realizado por
Shingfield et al. (1999), en este estu-
dio se examiné la relacion existente
entre los niveles de proteina en la ra-
cion y la eficacia reproductiva de mas
de 16000 explotaciones finlandesas, y
no pudo encontrar ninglin efecto evi-
dente del nivel de proteina sobre el
intervalo parto primera inseminacion,
dias abiertos, numero de insemina-
ciones por gestacion o con el intervalo
entre partos.

RELACION UREA PLASMATICA Y DURA-
CION DE LOS INTERVALOS PARTO-CELO,
PARTO-PRIMERA INSEMINACION Y PAR-
TO-GESTACION

No observamos relacion significa-
tiva entre la duracion de estos indices
reproductivosy los valores plasmaticos
de urea en ninguno de los muestreos
(tabla III), coincidimos asi con lo ob-
servado anteriormente por Shingfield
et al. (1999) y Bach (2002), quienes
tampoco encontraron ningun tipo de
relacion entre los aportes proteicos de
la racion con la duracion del intervalo
parto-primera inseminacion, el perio-
do voluntario de espera o con el inter-
valo entre partos.

Sin embargo, Mccormick et al.,
(1999) afirman que aquellos animales
que consumen dietas con un elevado
porcentaje en proteina cruda (23,1
p-100) y que presentaron valores ele-
vados de urea plasmatica (25 mg/dl)
en su primera inseminacion, incre-
mentan el intervalo parto-concepcion

un promedio de 15,1 dias con respecto
a aquellos otros que consumian racio-
nes con un menor contenido en protei-
na cruda (17,7 p.100, 17.2 p.100) y
que mostraron valores de urea plasma-
ticamenores (20,1 mg/dl, 18,5 mg/dl).
Observaciones similares fueron reali-
zadas por Jordan y Swanson (1979)
quienes describen un incremento li-
neal en el intervalo parto-concepcion
de 69 a 106 dias cuando el porcentaje
en proteina cruda de las raciones de
vacas lactantes se incrementaba de un
12,7 p.100 aun 19,3 p.100. En ambos
casos se achacaron esos incrementos a
un probable efecto negativo de las ele-
vadas concentraciones sanguineas de
urea, derivadas del consumo de racio-
nes altas en proteina, sobre la fertili-
dad de los animales.

El hecho de no haber encontrado
relacion, en nuestro trabajo, entre la
duracion de estos parametros con los
valores plasmaticos de urea puede de-
berse a que como hemos visto ante-
riormente la fertilidad de los animales
no se ha visto deteriorada por unos valo-
res de urea relativamente elevados.

A la vista de los resultados obteni-
dos podemos concluir que aquellos
animales que precisan de dos o tres [A
para gestar muestran desde el preparto
hasta la primera IA niveles de urea
superiores a los de las vacas gestantes
en primera [A, asi concentraciones de
urea en plasma 32 mg/dl pueden rela-
cionarse con fallos en la concepcion a
la primera IA. Asi mismo, aquellas
vacas que muestran un equilibrio ener-
gético negativo mas prolongado tie-
nen también valores de urea superio-
res a aquellas que compensan antes el
equilibrio energético. No obstante, a
pesar de haber encontrado en ambos
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grupos de animales valores de urea
plasmatico medios superiores a los 30
mg/dl en primera IA, no hemos obser-
vado un descenso en su fertilidad ni un
incremento en los intervalos posparto.
Seria por tanto muy recomendable que
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