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Abstract

El objetivo fue evaluar tres formulaciones de estradiol
(E,) [5 mg de 17B (E17), 1 mg de benzoato (EB) y 1 mg
de cipionato (ECP)] y dos presentaciones de la proges-
terona (P,) - dispositivo intravaginal (DIV) con 558 mg
de P,y 200 mg de P, parenteral (MAD-4) - en un proto-
colo de sincronizacion de la ovulacion. Se seleccionaron
30 vacas Holando en ordefie que fueron presincronizadas
con una combinacién de GnRH y prostaglandina (PG) ad-
ministradas con siete dias de intervalo y que manifestaron
celo en el mismo dia; a los 10 dias de éste se formaron 6
grupos (n=5 c/u): 1) DIV + EB: dia 0: DIV + EB; Dia 8:
PG y retiro del DIV; Dia 9: EB. 2) DIV + E17: dia 0: DIV
+ E17; Dia 8: PG y retiro del DIV; Dia 9: E17. 3) DIV
+ ECP: dia 0: DIV + ECP; Dia 8: PG y retiro del DIV +
ECP. 4) MAD-4 + EB: dia 0: MAD-4 + EB; Dia 8: PG;
Dia 9: EB. 5) MAD-4 + E17: dia 0: MAD-4 + E17; Dia
8: PG; Dia 9: E17. 6) MAD-4 + ECP: dia 0: MAD-4 +
ECP; Dia 8: PG + ECP. La respuesta fue evaluada por

los niveles plasmaticos de E , P

,» P,y ecografia ovarica. Las

concentraciones maximas de P, se registraron una hora
después del tratamiento (7,3+0,7 ng/mL DIV y 16,1+0,7
ng/mL. MAD-4; P<0,0001); seis horas mas tarde se re-
dujeron a 5,7+0,7 ng/mL DIV y 11,240,7 ng/mL MAD-4
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The objective was to evaluate three estradiol (E,) formula-
tions [5 mg of 173 (E17), 1 mg of benzoate (EB) and 1 mg
of cypionate (ECP)] and two presentations of progesterone
(P,) - intravaginal device (DIV) with 558 mg of P, 200 mg
of P, parenteral (MAD-4) - in an ovulation synchroniza-
tion protocol. Thirty lactating Holstein cows were presyn-
chronized with a combination of GnRH and Prostaglandin
(PG) given seven days apart and responding with a stand-
ing heat on the same day were selected; 10 days 6 groups
were formed (n=5 each): 1) DIV+EB: Day 0: DIV + EB;
Day 8: PG and DIV withdraw; Day 9: EB. 2) DIV+E17:
Day 0: DIV + E17; Day 8: PG and DIV withdraw; Day 9:
E17. 3) DIV+ECP: Day 0: DIV + ECP; Day 8: PG, DIV
withdraw + ECP. 4) MAD-4+EB: Day 0: MAD-4 + EB;
Day 8: PG; Day 9: EB. 5) MAD-4 + E17: Day 0: MAD-4
+E17; Day 8: PG; Day 9: E17. 6) MAD-4 + ECP: Day 0:
MAD-4 + ECP; Day 8: PG + ECP. The response was eval-
uated by plasma levels of E, and P, and ovarian ultraso-
nography. The maximum average P, concentrations were
reached one hour after the treatment (7.3+0.7 ng/mL DIV
and 16.1+0.7 ng/mL MAD-4; P<0.0001); six hours lat-
er were reduced to 11.2+0.7 ng/mL DIV and 5.7+0.7 ng/
mL MAD-4 respectively (P<0.0001). E, concentrations



respectivamente (P<0.0001). Las concentraciones de E,
alcanzaron un maximo 4 horas después del tratamien-
to para grupos E17 y EB y 28 h después del tratamiento
para grupos de ECP. Las concentraciones maximas fueron
E17: 641,5¢11,5 pg/mL, EB: 166,5+11,5 pg/mL y ECP:
45,6+10,9 pg/mL (P<0,0001). E, volvié a los niveles ini-
ciales 40 horas mas tarde en grupos E17 y EB y 80 horas
en grupos de ECP. Los diametros foliculares en el dia 8,
fueron 14,9+1,4 y 14,4+1,3 mm para las vacas EB y E17
y 10,9+1,4 para los animales ECP (P<0,05). La ovulacion
ocurrié mas temprano en los grupos EB y el porcentaje de
vacas ovulando fue 88,9% en E17, 66,7% en EB y 30,0%
en ECP (P<0,05).

Palabras clave: vacas lecheras, sincronizacion de

celo, ovulacidn, estradiol, progesterona

Introduccion

La disminucién en la eficiencia reproductiva en vacas
Holando de alta produccioén es un problema ampliamen-
te reconocido y entre las razones se mencionan cambios
hormonales que afectan la endocrinologia reproductiva
tales como reduccion en niveles de insulina e IGF-I, que
comprometen la funcion ovarica (Macmillan, 2010). En
estos animales un aumento del metabolismo que incluye
un incremento en la funcion hepatica induce una degrada-
cioén mas rapida del estradiol que resulta en una reduccion
en la intensidad del celo (Lépez y col. 2004, Wiltbank y
col., 20006), lo que dificulta su deteccion. Es por eso que
desde que se demostrd que la ovulacion se podia progra-
mar manipulando hormonalmente el eje hipdfiso-gonadal
(Pursley y col., 1995) una gran cantidad de protocolos que
incluyen inseminacion artificial a tiempo fijo (FTIA) han
sido desarrollados en los cuales el control de la dindmica
folicular y la ovulacion han representado un avance fun-
damental en el desarrollo de tratamientos de sincronizaci-

on de celos y de ovulacion (Lucy y col., 2001).

Los primeros protocolos disefiados para sincronizar las
ondas foliculares se basaban en el uso de GnRH (Purs-
ley y col., 1995), el cual fue posteriormente sustituido por
Estradiol (Colazo y col., 2003). Estos protocolos estimu-
lan un celo natural cuando los estrogenos se aplican luego
de la regresion luteal inducida por Prostaglandinas (PG)

(Vynckier y col., 1990). Existe una amplia gama de prepa-
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reached a maximum 4 hours after treatment for E17 and
EB groups and 28 h after treatment for ECP groups. Max-
imum average concentrations were E17: 641.5+£11.5 pg/
mL, EB: 166.5+11.5 pg/mL and ECP: 45.6+10.9 pg/mL
(P<0.0001). E, returned to baseline levels 40 hours later
in E17 and EB groups and 80 hours in ECP groups. The
average follicular diameters at the Day § were 14.9+1.4
and 14.4+1.3 mm for the EB and E17 cows and 10.9+1.4
for the ECP animals (P<0.05). Ovulation occurred earlier
in E17 and was 88.9% in EB, 66.7% in E17 and 30.0% to
ECP (P<0.05).

Keywords: dairy cows, estrus synchronization, ovula-

tion, estradiol, progesterone

rados a base de estrogenos naturales o en sales sintéticas;
éstas poseen absorcion retardada desde el lugar de inyec-
cion y el estradiol 178 (E,) activo es liberado después de
la hidrolisis. Cuanto mas larga es la cadena del éster mas
baja es su solubilidad y mas demora la absorcion de la do-
sis completa. Por consiguiente, la vida media de las sales
difiere acorde a su estructura (Souza y col., 2005); es asi
que el benzoato de estradiol (EB) tiene una vida media
mas corta que el cipionato de estradiol (ECP) (Bo y col.,
2000).

En muchos protocolos de sincronizaciéon se emplea pro-
gesterona (P,) en forma de dispositivos intravaginales
(DIV) con la finalidad de mantener exdégenamente los
niveles sanguineos controlados y estables de esta hormo-
na durante un tiempo determinados hasta su extraccion
(Colazo y col., 2002; Martinez y col., 2005) lo que ha
resultado en una mejora en la fertilidad, tanto en vacas
ciclicas como en anestro (Murugavel y col., 2003; Ste-
venson y col., 2006; Chebel y col., 2010). Sin embargo, el
problema de la contaminacion ambiental ocasionada por
el deshecho de dispositivos de silicona con la mayor parte
de la P, luego de su utilizacion ha llevado al desarrollo de
nuevas presentaciones de progesterona natural inyectable
(Cavestany y col., 2008).

Se han evaluado varias sales de estradiol administradas

al inicio de los tratamientos juntamente con dispositivos



de progesterona, al dia de la retirada de éstos o al dia
siguiente, con resultados variables (Burke y col., 2003;
Souza y col., 2005). Sin embargo, no se han estudiado las
correlaciones entre los niveles plasmaticos obtenidos con
las diferentes drogas con el comportamiento reproductivo
obtenido en los animales. Asimismo no se han presentado
reportes que combinen diferentes sales de estradiol con
diferentes formulaciones de progesterona. Por lo tanto, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la de
dos presentaciones de progesterona y tres formulaciones
de estradiol sobre los perfiles plasmaticos hormonales de
E, y P,, el desarrollo folicular y la ocurrencia de celos y
ovulaciones en vacas lecheras presincronizadas con una
combinacion de GnRH y PG.

Materiales y métodos

Animales y tratamientos

Los procedimientos con animales fueron previamente
aprobados por la Comision de Etica en Uso de Animales
(CEUA) de la Universidad de la Republica, Montevideo,
Uruguay. El experimento se realizé en la Unidad de Le-
cheria del Instituto Nacional de Investigacion Agropecu-
aria (INIA) (La Estanzuela, Colonia, Uruguay). De 280
animales en ordefie se seleccionaron 54 vacas multiparas,
vacias y ciclando, en lactancia tardia (224+64 dias), de
condicion corporal de 2,5+0,3 (escala de 1 a 5, Edmon-
son y col., 1989), con una produccion diaria de leche de
12,542,4 L. La alimentacion consistid en pastoreo de me-
zcla de gramineas y leguminosas complementada con silo
de maiz (12 kg/MF/vaca/dia) y 2 kg de concentrado co-
mercial (19% PC y 1,7 Mcal/kg NEL) administrado en el
momento de cada ordefie.

Diez dias antes del comienzo de los tratamientos las vacas
se presincronizaron con GnRH (0,25 mg de Gonadoreli-
na; Fertagyl, MSD Salud Animal, Sinervia, Montevideo,
Uruguay)y, siete dias mas tarde, con 150 mcg de un ana-
logo de PG (Prostaglandina, Laboratorio Rio de Janeiro,
Santa Fe, Argentina). Se colocaron parches para ayudar
a la deteccion de celo (Estrotect, Gensur, Uruguay) y se
realizo deteccion visual de celo durante media hora tres
veces por dia. Se seleccionaron 30 vacas que mostraron
celo en un mismo dia (48 horas luego de la administracion

de PQ). El disefio experimental consistié en una combi-
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nacion de las tres formulaciones de E, y dos de P,. Para
el tratamiento los animales se distribuyeron en 6 grupos
equilibrados en base a DPP, CC y produccion de leche
(n=5 cada uno) y se utilizaron dispositivos intravaginales
(DIV) de 558 mg de P, natural (Cronipres M-24, Labo-
ratorio Biogénesis-Bago, Montevideo, Uruguay) o 200
mg de P, natural inyectable (MAD-4, Laboratorio Rio de
Janeiro, Santa Fe, Argentina). Se utilizaron ademas tres
formulaciones de estradiol: 1 mg de benzoato de estradiol
(EB, Estradiol 10 Benzoato, Laboratorio Rio de Janeiro,
Santa Fe, Argentina), 5 mg de estradiol 178 (E17, Estra-
diol 17B Laboratorio Rio de Janeiro, Santa Fe, Argentina)
o | mg de cipionato de estradiol (ECP, ECP Estradiol,
Laboratorios Konig, Montevideo, Uruguay) todos admi-
nistrados via intramuscular en el Dia 0. La PG fue 150 pg
de d-cloprostenol (PG; Prostaglandina, Laboratorio Rio
de Janeiro, Santa Fe, Argentina), por via intramuscular.
Los grupos experimentales quedaron formados de la si-

guiente manera:

1. DIV+EB (n=5): Dia 0: DIV + EB; Dia 8: PG y
retiro del DIV; Dia 9: EB.

2. DIV+E17 (n=5): Dia 0: DIV + E17; Dia 8: PG y
retiro del DIV, Dia 9: E17.

3. DIV+ECP (n=5): Dia 0: DIV + ECP; Dia 8: PG
+ retiro del DIV + ECP.

4. MAD-4+EB (n=5): Dia 0: MAD-4 + EB; Dia 8:
PG; Dia 9: EB.

5. MAD-4 +E17 (n=5): Dia 0: MAD-4 + E17; Dia
8: PG; Dia 9 E17.

6. MAD-4 + ECP (n=5): Dia 0: MAD-4 + ECP;
Dia 8: PG + ECP.

Se obtuvo sangre por puncién yugular en tubos hepari-
nizados al inicio del tratamiento de sincronizacion, hora
0y alas horas 1, 6, 24, 48, 96, 144, 192, 196, 199 y 202
posteriores para determinar niveles plasmaticos de P, (a
la hora 192 se retiraron los DIV). Se realizaron sangrados
adicionales cada 4 horas para determinar niveles plasma-
ticos de E,, desde el momento previo a la administracion
de los tratamientos hasta 68 horas para el E17 y EB y
hasta 92 horas para ECP. La sangre fue centrifugada den-
tro de las dos horas de obtenida y el plasma separado y

conservado a -20 °C hasta su analisis.



Determinaciones hormonales

Las determinaciones hormonales se realizaron en el Labo-
ratorio de Técnicas Nucleares de la Facultad de Veterina-
ria. La progesterona se analiz6 por RIA en fase solida (1
Progesterona CAC, Siemens SA, Montevideo, Uruguay).
La sensibilidad del ensayo fue de 0,02 ng/mL y los coefi-
cientes de variacion intraensayo para controles bajo (0,8
ng/mL), medio (8,0 ng/mL) y alto (15 ng/mL) fueron de
7,6%, 10,3% y 5,9%, respectivamente. La variacion inte-
rensayo fue de 9,3%, 11,8% y 6,3% para los mismos con-
troles. Para la determinacion de estradiol se empled RIA
en fase liquida ('*I Estradiol DA, Siemens SA, Montevi-
deo, Uruguay) de acuerdo al método descripto por Meikle
y col., (2001). La sensibilidad del ensayo fue de 1,4 pg/
mL. Los coeficientes de variacion interensayo fueron de
25,5%, 20,3% y 21,6% e intraensayo de 16,4%, 15,7% y
16,7% para controles bajos (7,8 pg/mL), medios (62,5 pg/
mL) y altos (250 pg/mL), respectivamente.

Ultrasonografia

Desde el comienzo de los tratamientos de sincroniza-
cion se realizd diariamente ultrasonografia ovarica por
via transrectal (Aloka SSD-500, Tokio, Japon) Utlizande yp
transductor de 5 MHz para determinacion del crecimiento
folicular y presencia de cuerpo lateo. A partir del D9 se
realizo ecografia cada 4 horas para determinar el didmetro

folicular méximo y el momento de la ovulacion.

Deteccion de celo

Desde el D7 y durante 15 minutos cada 4 horas se realizo
deteccion visual de celo. Asimismo se volvieron a colo-
car dispositivos de ayuda de deteccion de celos (Estrotect,

Gensur SRL, Uruguay).

Analisis estadistico

Para el analisis de variables continuas con mas de una
medicion durante el transcurso del experimento (concen-
traciones hormonales y crecimiento folicular) se utilizo
un modelo mixto: PROC MIXED del SAS (Littell y col.,
1998), que incluyo como efectos fijos: tratamiento, dia e
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interacciones. La estructura de covarianza utilizada fue
AR (1) y las medidas repetidas se realizaron sobre la uni-
dad vaca anidada dentro de tratamiento por dia. La ocur-
rencia de la ovulacion se analiz6 por el PROC GENMOD
de SAS (SAS Institute Inc., Cary NC, USA). El area bajo
la curva, como medida global de los perfiles de liberacion
plasmatica de las formulaciones evaluadas, se calculd por
el método de trapezoides (Matthews y col., 1990). Se de-

termino el nivel de significancia en 5%.

Resultados

Estradiol

La concentracion de E, a la segunda dosis (D9 en E17 y
EB, D8 en ECP) fue en promedio de 11,6+6,6, similar
para todos los grupos (P>0,1). El pico de E, se detecto
a las 4 horas luego del tratamiento para los grupos E17
y EB y a las 32 horas para los grupos ECP (P<0,0001).
Los valores maximos en la concentracion también fueron
distintos para las tres formulaciones de E, ya que se reg-
istraron valores promedio de 652,6+66,1 pg/mL para los
grupos E17, 169,8+72,3 pg/mL para EB y para los grupos
ECP de 45,6+22,6 pg/mL (P<0,001). Luego del pico las
concentraciones en los grupos E17 regresaron a los va-
lores iniciales a las 16 horas manteniéndose asi hasta el
final del periodo. En los grupos ECP el pico fue menos
pronunciado y las concentraciones descendieron 8 horas

después (Cuadro 1 y Figura 1).

Progesterona

Las caracteristicas de los perfiles plasmaticos de P, entre
los dias 0 y 8 se presentan en el Cuadro 2 y la Figura 2.
Los niveles plasmaticos al comienzo del tratamiento fue-
ron de 4,4+0,3 y 5,2+0,3 ng/mL para DIV y MAD-4 res-
pectivamente (P>0,1). Las concentraciones maximas se
detectaron una hora después del tratamiento en los grupos
con progesterona inyectable y seis horas después en los
grupos con DIV. El valor de P, al pico fue de 7,3+0,7 para
DIV y 16,1+0,7 para MAD-4, (P<0,0001) y seis horas
mas tarde se redujeron a 5,7+0,7 y 11,24+0,7 ng/mL para
DIV y MAD-4 respectivamente (P<0,0001), posterior-



Cuadro 1. Caracteristicas de los perfiles plasmaticos de estradiol (E,) (media + e.e.m) segun los distintos tratamientos

DIV+EB DIV+E17 DIV+ECP MAD4+EB MAD4+E17 MAD4+ECP
Vacas (n) 5 5 5 5 5 5
Conc. D0 (pg/mL)! 16,1+3,22 11,5£3,9° 11,4+3,9° 12,442,320 12,3+5,12 7,2+2,0°
Pico (h) 4,0£0,1¢ 4,0£0,1¢ 32,0+14,7¢ 4,0£0,1¢ 4,0+0,1¢ 32,8+5,2¢
Conc Max. (pg/mL) 183,1£94,6 551,7£154,8 49,6120,1 153,3146,4 753,6+73,4 41,6124,1
Vida media (h)? 35,1%5,12 40,1+£22,6° 89,6%3,6 39,2+15,8° 41,0£17,1° 84,0%9,4°
ABC? (pg) 2095,4+138,6° 5545,8+539,3¢  2486,8+36,4°  2021,9+123,7° 6703,6£669.1¢°  1874,9+37,1°

! Concentracion inicial; 2 Regreso a basal; ABC: *Area bajo la curva.

b Diferentes letras en la misma linea difieren (P<0,05); ©¢: Diferentes letras en la misma linea difieren (P<0,01)
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Figura 1: Niveles de estradiol luego de la administracion de Estradiol 178 (E17), Benzoato de estradiol
(EB) o Cipionato de Estradiol (ECP).
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Cuadro II: Caracteristicas de los perfiles plasmaticos de progesterona (P,) (mediate.e.m) de acuerdo a los diferentes
tratamientos

DIV+EB DIV+E17 DIV+ECP  MAD4+EB  MAD4+E17  MAD4+ECP
Vacas (n) 5 5 5 5 5 5
Niveles de P, al DO 5,041 ,0% 6,542,5 4,4+0,7% 4,9+1,2% 3,043,6" 5,0+0,6
(ng/mL)
Cone. Max. 6,0+1,20 9,8+1,2° 6,1+1,20 10,4+1,20 1514100 22,5+
(ng/mL)
Conc. Media DO-D8 (ng/mL) ~ 4,8+1,3 5.942,0° 5.9+0,5° 6.142,9b 6.244.1" 8.447.1¢

Area bajo la curva

827,245,8% 1064,7+36,0°  1193,4+40,9°  935,3+27,7*  881,0+28,0®°  1034,14+28,0°
(ng/mL)

ab¢: Diferentes letras en la misma linea difieren (P<0,05)
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~ <
2 3 - "6 4
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0 w 0
0 1 6 24 48 72 96 120 144 172
Horas
Figura 2: Concentraciones plasmaticas de progesterona (P,) luego de la administracion parenteral (MAD-4) o insercion
de un dispositivo DIV).
mente manteniéndose en niveles similares hasta D8. Los Desarrollo folicular, ovulacion y manifestacion estral

niveles plasmaticos de P, descendieron hasta niveles basa-

les mas rapidamente en las vacas tratadas con MAD-4 que Las caracteristicas de crecimiento folicular, celo y ovu-
con DIV, con un promedio entre grupos de 164,4+56,4 h lacion se presentan en el Cuadro 3. El diametro folicular
para MAD-4 y 178,3+46,4 h para DIV. al inicio de los tratamientos de P, fue de 14,9+1,4 mm

y 14,4£1,3 mm para EB y E17, y de 10,9+1,4 para los
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Cuadro III: Diametro del foliculo dominante (FD) en los dias 0 y 8 del protocolo e intervalos de la administracion de

Prostaglandina al dia 8 a la ovulacion (mediate.e.m)

DIV+EB DIV+E17 DIV+ECP MAD4+EB MAD4+E17 MAD4+ECP

Vacas (n) 5 5 5 5 5 5
Diametro del

+2 32 +2.12 +2 12 +2.1° +2 3¢ +2 12
FD' a DO 13,8+2,3 12,7+2,1 12,942,1 15,8+2,1 8,942.3 16,0+2,1
Diametro del

+ a + a 4+ b + a + ab + b
FD! al DS: 11,3£2,2 11,52,0 8,8+2,0 11,342,0 10,342,2 9,3+2,0
Diametro del

+ a + a + a + a + a + a
FD' al DO: 12,1+2,2 13,0+1,8 10,3+1,8 11,7£1,7 11,5+2,0 11,1+1,8
Horas PG? (D8)
a:
Ovulacion: 65,3+7,1° 60,8+5,52 69,3+7,1° 67,2+5,5° 44,0+8,6% 80,0+8,6°
Ovulan: 5/5 4/5 2/5 4/5 2/5 1/5
Estro’: 64,0+10,1? 41,8+6,4% 45,3+8,3%® 51,2+6,4% 35,0+7,2° 46,7+8,3%®
Celo*: 2/5 5/5 3/5 5/5 4/5 3/5

I: FDF: Foliculo Dominante (mm); *: PG: Prostaglandina; *°: Diferentes letras entre columnas difieenr (P<0,05); *Determi-

nadio por ultrasonido; *: Manifestaciones clinicas;

animales ECP (P<0,05). El diametro folicular al momento
del tratamiento con PG (D8) fue en promedio de 10,4+0,9
mm sin diferencias entre grupos y para el D9 (tratamien-
tos E17 y EB) fue de 12,8+1,5 mm, 11,0+1,4 mm y 10,7
para EB, E17 y ECP respectivamente (P>0,1).

La lutedlisis se determiné por la caida de P, a los niveles
previos a la administracion o colocacion de los dispositi-
vos y ocurrio en el 77,8% de las vacas del grupo EB (7/9),
en el 33,3% de las del grupo E17 (3/9) y en el 20% de las
del ECP (2/10) (P> 0,1).

La ovulacion (desaparicion del foliculo dominante a la
ecografia) se detectd en el 9/10 de las vacas EB, 6/10 de
las E17 y 3/10 de las ECP (P<0,05) y se produjo a las 60
horas después del tratamiento con PG, siendo de 6343,7
h, 52442 h y 66,6+6,0 h para las vacas en los grupos
EB, E17 y ECP respectivamente (P>0,05). El tamafio del
foliculo dominante al momento de la PG fue significati-
vamente mas grande (P<0,05) en aquellos animales que

ovularon, 10,8+2,3 mm vs. 8,84+2,5 en los animales en los
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que no desaparecio el FD.

El comportamiento estral se manifest6 en el 70% de las
vacas del grupo EB, el 100% de las del E17 y el 60% de
las vacas del ECP (P>0,1).

Discusion

La adiciéon de E, en tratamientos de induccion de ovu-
lacion produce un aumento rapido de la circulacion de
E17 con lo que se inhibe de la liberacion prematura de PG
y por lo tanto la expectativa del mantenimiento normal
en la vida del cuerpo lateo en protocolos IATF (Mann y
Lamming, 2000). En protocolos Ovsynch modificados la
adicion de 0,5 o 1 mg de E17 8 h antes de la GnRH pro-
duce un aumento de esteroides circulante similar al nat-
ural, superior a las vacas control (Vynckier y col., 1990;
Sartori y col., 2002; Wolfenson y col., 2004). Con estos
supra niveles de concentracion de E17 se puede esperar

que se produzca mayor motilidad uterina y del oviducto



(Hawk 1975), aumento del flujo sanguineo uterino (Krzy-
mowski y col., 2004) y aumento de la inmunidad local
por mayor fagocitosis (Frank y col., 1983). Estos cambios
podrian mejorar el ambiente uterino y podrian resultar en

efectos positivos sobre la fertilidad.

La respuesta a las diferentes formulaciones de estradi-
ol vari6 de acuerdo a las mismas. En las vacas tratadas
con EB y E17 se registro un pico plasmatico de E, a las
4 horas del tratamiento, mientras que en las tratadas con
ECP el mismo se observo a las 32 horas. El pico de E,
en respuesta al tratamiento con E17 fue cuatro veces mas
grande que con EB, mientras que el pico luego de ECP fue
sensiblemente menor. Esta disimil liberacion plasmatica
dinamica se aprecia claramente en el area bajo la curva
(ABC) donde asimismo se constata la relacion entre dosis
administrada y niveles globales encontrados (la dosis de
E17 es 5 veces superior a EB y ECP), donde la correc-
ta eleccion en la frecuencia y posicion de los sangrados,
permitio diferenciar claramente los distintos perfiles de
liberacion plasmatica del estradiol. Las diferencias en los
perfiles sanguineos de estradiol luego de tratamientos con
diferentes estrogenos son consistentes con resultados pre-
vios (Vynckier y col., 1990; Bo y col., 2000; Haughian
y col., 2002; Burke y col., 2003; Martinez y col., 2005).
Souza y col. (2005) reportan valores mas bajos pero uti-
lizaron animales de mas del doble de produccion de leche
que en este trabajo. Estos autores también reportan dif-
erencias en los niveles de esteroides segun la presencia
o no de foliculos dominantes, eliminando su produccion
natural de estradiol. La diferencia con el presente trabajo
podria deberse a la influencia de la secrecion endogena,
ya que se utilizaron vacas ciclando que generaria mayores
picos en las concentraciones de esta hormona asi como
mantenimiento de los niveles por mas tiempo. Muy difer-
ente fue el comportamiento de ECP donde el pico fue de
45 pg/mL a las 32 horas, llegando a niveles basales recién
entre las 84 a 90 h, con valores practicamente constantes
hasta ese punto. Contrariamente, Souza y col. (2005) utili-
zando la misma dosis pero efectuando la ablacion de foli-
culo mayores de 5 mm dirigida por ecografia no encon-
traron variaciones significativas desde los valores de base.
Lammoglia y col. (1998) evaluaron las dosis de EB para
inducir estro y ovulacidon en vacas en anestro en protoco-
los con P, y PG. Con 1 mg de EB obtuvieron el pico de
concentracion a las 11 h en vacas que volvieron a valores

basales a las 28 h. Martinez y col. (2005) encontraron con-
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centraciones de estradiol en plasma con pico maximo 6 h
después del tratamiento con E17 que disminuyeron grad-
ualmente a niveles basales a las 36 h. También se ha in-
formado que las concentraciones de estradiol aumentaron
drésticamente a las 2 horas (Bo y col., 2000) y 6 horas (Bo
y col., 1994) después del tratamiento con E17. Vynckier
y col. (1990) encontraron concentraciones de estradiol en
plasma durante el estro inducido con PG en valores de 14
pg/mL (rango de 11 a 28 pg/mL), similares a los encontra-
dos en este trabajo luego de una inyeccion de 1 mg de EB.
En el estudio de Souza y col., (2005), el tratamiento con
1 mg de EB elevo las concentraciones circulantes de E17
aunos 10 pg/mL, relacion mantenida con dosis menores.
Por el contrario, Vynckier y col (1990) reportaron un au-
mento de 2 a 175 pg/mL después del tratamiento en vacas
con 10 mg de EB o una elevacion de aproximadamente
17 pg/mL por cada mg de EB. Martinez y col (2005) re-
portaron una elevacion de aproximadamente 100 pg/mL
después de 5 mg de EB o de 20 pg/mL para cada mg de
EB en vacas ovariectomizadas, es decir en ausencia de
estradiol endogeno. Se debe considerar diferencias a cau-
sa de la disminucion de las concentraciones circulantes
de E17 en algunos estudios (Souza y col 2005) debido al
mayor metabolismo de los esteroides en vacas lecheras de
alta produccion (Sangsritavong y col 2002). Para evitar
este efecto y sus posibles interferencias, nuestro disefio
experimental utiliz6 animales en lactancias tardias, donde
los animales en promedio presentaban sélo el 46% de su

produccion maxima diaria de la lactancia.

Los animales del presente ensayo fueron seleccionados to-
mando el criterio de inclusion segun ciclicidad reproduc-
tiva lo que se constaté hormonalmente con posterioridad
y fueron presincronizados de modo que al empezar el pro-
tocolo se encontraran en fase luteal, con lo que los niveles
de P, fueron superiores a 3 ng/mL. Luego del tratamiento
se registré un aumento en los niveles plasmaticos de P,
el cual fue mayor luego de la administracion de MAD-4,
que ademads presento el pico de concentracion antes que
los dispositivos intravaginales. A partir de dicho momen-
to los niveles de P, cayeron mas drasticamente en vacas
tratadas con MAD-4 que con DIV; considerando que am-
bos productos contienen P, natural, es muy posible que
la via parenteral no logre mantener niveles plasmaticos
elevados por mas de 24 h aunque esto también deberia ser
evaluado tratando animales en anestro o en fase folicular,
de manera de evitar interferencia con P, endogena de CL

en vacas ciclando. Rogan y col. (2007) disefiaron un ex-



perimento con el fin de caracterizar perfiles de liberacion
de P, plasmatica de distintos dispositivos intravaginales
con cantidades variables de hormona. Emplearon vacas
lactantes ciclando, presincronizadas con PG. Encontraron
gran equivalencia entre los picos de concentraciéon (ng/
mL) entre grupos (Cue-Mate: 5,0+1,1; DIB: 3,9+0,6;
CIDR-1,9 g: 4,6+£0,6; CIDR-1,38 g 3,7+£0,4; P=0,51).
Estos valores son similares a los valores maximos en el
presente ensayo con el DIV pero muy diferentes a los
obtenidos luego con MAD-4. Burke y col. (1999) reg-
istraron niveles de progesterona de 10 ng/mL a las 2 h
después de la insercion del CIDR que se mantuvo elevado
durante 2-3 dias. De modo similar Mann y col. (2000)
obtuvieron niveles de 10,3+0,8 ng/mL como media con
estos dispositivos. Martinez y col. (2005) obtuvo niveles
similares a una fase luteal media (5-7 ng/mL) 24 horas
después de la insercion del dispositivo vacas ovariecto-
mizadas, disminuyendo a 2-3 ng/mL a los 2-3 dias mante-
niendo esos niveles hasta su retiro el dia 7. La dosis exper-
imental ensayada para MAD-4 de 200 mg mostro niveles
sanguineos, aunque dindmicamente distintos en muchos
momentos de la determinacion sanguinea, equiparables
a los obtenidos con los dispositivos y su ABC tomando

todos los grupos fue similar globalmente y poco variable.

Los porcentajes de vacas que registraron luteolisis son
coincidentes con aquellos encontrados por Callejas y col.
(2008) con EB donde con 2 mg encontré 73,7% de re-
gresion del CL y con 5 mg 85,6% y expresan la necesi-
dad de inclusion de PG en protocolos con esteroides. Mas
dramaticas fueron los hallazgos en los casos de E17 y
ECP no superando en ninguno de estos casos porcentajes
de regresion del CL del 35%.

Se ha descrito la importancia de una concentracion min-
ima circulante de E, para la causar expresion del estro
(Lammoglia y col., 1998). Lyimo y col. (2000) reportan
una alta correlacion entre los niveles séricos de E, y la
conducta estral en vacas Holando en lactancia. La adicion
de esteroides en protocolos de sincronizacién colabora
en la expresividad conductual y es claramente diferencial
acorde a los perfiles de liberacion de las formulaciones.
En nuestro ensayo encontramos gran diferencia en las
demostraciones conductuales con un 100% de animales
con expresion de para E17, mientras que esta cifra desci-
ende a 70% y 60% en EB y ECP, respectivamente, que

coincide asimismo con los niveles maximos plasmaticos
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obtenidos y también se corresponden con el tiempo para
alcanzar la maxima concentracién sanguinea, asi en pro-
medio las vacas E17 ya a las 4 h alcanzan su mayor con-
centracion sanguinea de E, con valores cercanos a 650
pg/mL y en su totalidad demuestran celo, mientras que
las vacas EB y ECP logran el cenit plasmatico a las 32 h
con valores promedio de 170 y 45 pg/mL respectivamente
que se relativiza en su menor expresion estral. En todos
los casos los niveles de P, al momento de la segunda do-
sis de E, se hallaba por debajo de 1 ng/mL, luego de la
remocion de los dispositivos a las 192 h (en los grupos
correspondientes) y la aplicacion de PG, siendo valorados
promedio y no disimiles entre grupos de 1,4+0,7 ng/mL
entre la remocion y la hora 202. Lammoglia y col. (1998)
demostraron que las dosis que resultaron en celo inducido
transitoriamente superaron los rangos fisiologicos lo que
se relaciona directamente con los niveles plasmaticos, tal
cual se vio en los resultados de este ensayo. Souza y col.
(2005) mostraron que con dosis de 0,5 mg (EB, ECP y
E17) el comportamiento estral no se manifestaba, excepto
con E17, mientras que con 1 mg la respuesta conductual
con montas ¢ hiperactividad se presentaba entre las 12 y
36 horas en una proporcion alta de los animales tratados,
particularmente en aquellos tratados con E17 y EB. En la
ocurrencia de la ovulacion también se encontraron difer-
encias importantes entre los esteroides evaluados con dif-
erencias significativas entre el EB con 89% de ovulacion,
frente a 67% y 30% para E17 y ECP respectivamente.
Existe una relacion de tendencia entre las horas al pico de
concentracion plasmatica y los niveles encontrados con el
momento de la ovulacion, siendo anterior en E17, seguido
de EB y finalmente ECP.

Cutaia y col. (2003) trabajando en vacas de carne con EB
encontraron porcentajes de ovulacion similares aplican-
do ECP tanto al momento de retirar el DIV como 24 h
después y por los antecedentes encontrados con esta sal
se procedi6 a administrar al mismo momento que la PG
en vez de hacerlo al dia siguiente como se efectudé con
EByE17.

El primer tratamiento con ECP podria no ser efectivo en
sincronizar de la nueva onda folicular ya que al momento
del segundo tratamiento con ECP la maduracion del foli-
culo seria variable o no completa y por lo tanto con esca-
sa la respuesta ovulatoria (Bo y col, 2000). Las concen-

traciones plasmaticas por mayor tiempo en los animales



ECP podrian haber suprimido la liberacion endégena de
FSH por intervalos mas prolongados (Colazo y col., 2003)
y de forma mas variable en comparacion con E17 y EB
que conduciria a una aparicion tardia de la onda folicular
al inicio del tratamiento y menor tasa ovulatoria a la in-

duccién con estradiol.

Conclusiones

Los resultados obtenidos sugieren que, en las condiciones
de este ensayo, el E17 seria el compuesto que genera me-
jor respuesta conductual al estro, mientras que el EB seria
ligeramente mas efectivo en promover la ovulacién y am-
bos mejores que el ECP. Hay que tener presente que éstos
resultados pueden tener relaciéon con las formulaciones
de E, administradas al inicio del protocolo. En cuanto a
la P,, los dispositivos intravaginales generan respuestas
mas moderadas, estables y prolongadas que la P, inyect-
able. Mas investigacion con estos productos en diferentes

condiciones es necesaria para determinar estos efectos.
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