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RESUMEN

Se realiz6 una serie de experimentos, para obtener datos de farmacocinética en
animales y para evaluar su efecto en ensayos en condiciones de campo con repeticiones
con un programa béasico de IATF (inseminacion a tiempo fijo). El objetivo fue evaluar tres
formulaciones de estradiol (E2) [5 mg de 178 (E17), 1 mg de benzoato (EB) y 1 mg de
cipionato (ECP)] y dos presentaciones de progesterona (P4) - dispositivo intravaginal
(DIV) de P4 y 200 mg de P4 parenteral (MAD-4) en un protocolo de sincronizacion de la
ovulacion. Se utilizaron 30 vacas Holando en lactancia tardia que fueron presincronizadas
con una combinacion de GnRH y prostaglandina (PG) administradas con siete dias de
intervalo y que manifestaron celo en el mismo dia; a los 10 dias de éste se formaron 6
grupos (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 E2, P4 y ecografia ovarica. Las concentraciones maximas de P4 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 redujeron a 5,7+0,7 ng/mL DIV y 11,2+0,7 ng/mL
MAD-4 respectivamente (P<0.0001). Las concentraciones de E2 alcanzaron un maximo 4
horas después del tratamiento 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). E2 volvié a los niveles iniciales 40
horas méas 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 ovulacién ocurri6 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). Posteriormente, se realizé un ensayo de campo con tres repeticiones con un
protocolo de sincronizacion de celos HeatSynch modificado, utilizando 377 vacas Holando
en produccién, primiparas y multiparas, ciclando y en anestro, ubicadas en tres tambos.
El protocolo consisti6 en: Dia 0: GnRH y administracion de MAD-4 o DIV; Dia 7:
Prostaglandina (PG); Dia 8: Benzoato de estradiol (BE); Dia 9: deteccion de celo e IA; Dia
10: IATF a vacas que no mostraron celo. Se realizé el diagndstico de gestacion mediante
ultrasonografia a 45 dias del inicio de los tratamientos. Se extrajeron muestras de leche
los Dias -7 y 0 para determinacion de actividad ovarica mediante la dosificacion de
progesterona. Los porcentajes de prefiez a la primera inseminacion fueron: 20,5% en el
tambo 1, 30,8% en el tambo 2, y 43,3% en el tambo 3 (P<0,05). La fertilidad del
tratamiento no fue afectada por la fuente de progesterona (DIV: 33,0%, MAD-4. 33,1%;
P>0,01) la ciclicidad (Ciclando: 32,3%, Anestro: 35,3%; P>0,01) ni la paridad (Primiparas:
36,1%, Multiparas: 30,2%; P>0,01). Se encontrd una interaccidén entre tambo y ciclicidad
(P<0,05). El porcentaje de prefiez fue menor en las primiparas del tambo 1 que las de los
tambos 2y 3 (12,9% vs. 49,8% y 33,3%; P<0,05). No se observaron diferencias entre los
tratamientos, concluyéndose que es posible sustituir los dispositivos intravaginales por
progesterona inyectable, como una presentacion mas facil de aplicar y que no genera
residuos hormonales contaminantes.
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SUMMARY

A series of experiments was performed to obtain pharmacokinetic data in animals
and to evaluate its effect under field conditions with repetitions with a basic program FTAI
(timed fixed artificial insemination) developed based on first experiement. Initially the
objective was to evaluate three formulations of estradiol (E2) [5 mg of 173 (E17), 1 mg
benzoate (EB) and 1 mg of cypionate (ECP)] and two presentations progesterone (P4) -
intravaginal device (DIV) of P4 and P4 parenteral 200 mg (MAD-4) in a synchronization
protocol of ovulation. There were used 30 milking Holstein cows in late lactation
presynchronized with a combination of GnRH and prostaglandin (PG) administred seven
days apart and that showed heat on the same day; 10 days later 6 groups (5 each) formed
1) DIV + EB: day 0: DIV + EB; Day 8: PG and removal DIV; Day 9: EB. 2) DIV + E17: Day
0: DIV + E17; Day 8: PG and removal DIV; Day 9: E17. 3) DIV + ECP: Day 0: DIV + ECP;
Day 8: PG and removal DIV + 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 assessed by plasma levels of
E2, P4 and ovarian ultrasound. Maximum concentrations of P4 recorded one hour after
treatment (7.3 £ 0.7 ng/ mL and 16.1 + 0.7 DIV ng / mL MAD-4, P<0.0001); six hours later
were reduced to 5.7 £ 0.7 ng / mL DIV and 11.2 + 0.7 ng / mL MAD-4 respectively
(P<0.0001). E2 concentrations peaked at 4 hours after tratamient for E17 and EB groups
and 28 h after the ECP treatment groups. Maximum 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). E2
inicial returned to levels 40 hours later in E17 and EB groups and 80 hours of ECP groups.
Follicular diameters on day 8 were 14.9 + 1.4 and 14.4 £+ 1.3 mm for EB and E17 and 10.9
+ 1.4 cows for animals ECP (P<0.05). Ovulation occurred earlier in the EB groups and the
percentage of cows ovulating was 88.9% in E17, 66.7% and 30.0% EB in ECP (P<0.05).
Subsequently, to evaluate the results of field indicators a synchronization protocol modified
Heatsynch heat was selected using 377 Holstein dairy cows, primiparous and multiparous,
cycling and anestrous, located in three dairies. The protocol consisted of: Day 0: GhRH
and administration of MAD-4 or DIV; Day 7: Prostaglandin (PG); Day 8: estradiol benzoate
(BE); Day 9: heat detection and Al; Day 10: FTAI to cows showed no heat. Pregnancy
diagnosis was performed by ultrasonography 45 days of the start of treatment. Milk
samples Days -7 and O for determining ovarian activity by progesterone dosage extracted.
Pregnancy rates to first insemination were 20.5% in the dairy 1, 30.8% in the dairy 2 and
43.3% in the dairy 3 (P <0.05). Fertility treatment was not affected by the source of
progesterone (DIV: 33.0, MAD-4: 33.1%; P>0.01) cyclicity (cycling: 32.3% Anestrus:
35.3% ; P> 0.01) or parity (Primiparus: 36.1% Multiparous: 30.2%; P>0.01). An interaction
between dairy and cyclicity (P<0.05) was found. The pregnancy rate was lower in
primiparous dairy farm 1 that the drums 2 and 3 (12.9% Vs. 49.8% and 33.3%; P<0.05).
No differences were observed between treatments, concluding that injectable
progesterone can replace intravaginal devices, as this presentation is easier to apply and
does not generate pollutant hormone residues.
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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

En Uruguay el sector agropecuario siempre ha tenido trascendencia econdmica y
social estratégica. A la vez de generar soberania alimentaria, es un importante generador
de trabajo y divisas. Asi es que el 70% de las exportaciones son de origen agropecuario o
agroindustrial. Como resultado del impulso de la demanda internacional de alimentos y un
fuerte proceso de modernizacion en la produccion, el crecimiento de la agropeciuaria en
los ultimos afos ha sido muy relevante. En una decada, las exportaciones agropecuarias
se han multiplicado, en términos corrientes, en mas de cuatro veces (hasta U$S 5.700
millones, DIEA-MGAP 2012). Sin embargo este proceso de intensificacion y
modernizacién presenta también desafios tecnoldgicos en todas las areas.

En 2012 segun el anuario estadistico agropecuario (DIEA-MGAP) se produjeron 2.200
millones de litros de leche, 93% remitidos a planta industrial. La produccién desarrollada
por unos 4.500 productores (9,5% del total pais), de los cuales 1.100 son queseros
artesanales, con un rodeo total de 710.000 cabezas lecheras (55% de ellas, vacas en
produccién) distribuidas en 850.000 hectareas. La produccion lechera representa
aproximadamente 25% del Producto Bruto Pecuario.

Segun datos de la Asamblea General Anual de Fepale (2001) la produccion de leche
crecié en forma continua en las ultimas dos décadas a una tasa acumulativa mantenida
del 3% anual. En 1980, la produccion de leche rondaba los 795 millones de litros,
mientras que, para el presente afio, se estima una produccion superior a 1500 millones de
litros (estimaciones INALE). La severa sequia que asolé las zonas del pais donde se
concentra la lecheria desde fines del "99 hasta mediados del 2000, provocé una
contraccion muy importante de la produccion, y retrasé el crecimiento esperado. La
remision de leche a plantas industrializadoras -para el mismo periodo- aumentdé a una
tasa del 4.5% acumulativo anual, pasando de 470 millones de litros a 1140 millones de
litros entre 1980 y 2001. El consumo de leche se incrementd de 196 millones de litros en
1980 a 225 millones de litros en la actualidad. El nimero de establecimientos ganaderos
dedicados a la lecheria ha disminuido un 33%, totalizando en la actualidad unos 5000
establecimientos en descenso. La superficie promedio por establecimiento pasé de 150
ha a 200 ha en veinte afios, mientras que el tamafio promedio del rodeo lechero se ha
visto duplicado llegando a 80 vacas. Con una superficie total dedicada a la lecheria de 1
millon de hectareas (6% de la superficie productiva nacional) que se ha mantenido casi
constante en los udltimos veinte afios, este sostenido incremento de la produccion fue
posible gracias al fuerte cambio tecnolégico. La productividad por superficie lechera en los
establecimientos especializados se duplicé en veinte afios, alcanzando aproximadamente
los 1700 L de leche/ha en el 2000. Este hecho es la resultante de tres fuerzas que
actuaron en igual sentido. En primer lugar se verific6 un aumento en el rendimiento
individual anual por vaca en ordefie que pas6 de 2800 a 4500 litros, marcando una mejora
del 63% para el periodo, y representando un promedio diario de produccion por vaca de
15 litros. En segunda instancia, se observa un incremento en la dotacion de vacas por
hectarea del 39%. Finalmente, la relacién entre el nUmero de vacas improductivas y el
numero de vacas en ordefie disminuye un 45%, pasando de 0,9 a 0,5 en veinte afos. La
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produccion de leche estd basada en el uso intensivo de las pasturas con
suplementaciones estratégicas de concentrados y el uso de ensilados.

Asimismo surge también que actualmente, cerca del 50% de la superficie dedicada
a la lecheria cuenta con pasturas mejoradas. Esto permite obtener costos medios de
produccion por litro de leche que se ubican entre los mas bajos del mundo. La produccion
se realiza en grandes espacios abiertos y en equilibrio con el ambiente. Esta prohibido el
uso de hormonas o cualquier otro tipo de promotores, lo que permite asegurar el caracter
natural del producto obtenido. La mejora en la calidad de la leche ha sido una constante
desde que se implemento el Sistema Nacional de Calidad en 1997. Actualmente, la leche
recibida en planta tiene, en promedio, 71 mil unidades formadoras de colonias (ufc) por mi
y 418 mil células somaéticas (cs) por ml. El 75% de la leche recibida en planta tiene menos
de 100 mil ufc/ml y 500 mil cs/ml.

Una serie de efectos dinamicos ocurridos en los ultimos afios ha ocasionado un
suceso de realidad cambiante. Existe una tendencia a aumentar el tamafio de los rodeos
lecheros y la produccion de leche por vaca en el pais. Del 2002 al 2009, la cantidad de
predios lecheros remitentes a la Industria descendié un 12%, la cantidad total de vacas
lecheras se mantiene en forma similar y la remision de leche a planta se increment6 un
33%. Esta situacion puede contribuir a que rodeos mas grandes tengan mas dificultades
con alcanzar sus metas reproductivas sobre todo si se da en la regiébn la tendencia
mundial (Macmillan, 2009) de manejar mas cantidad de vacas por cada recurso humano
en el predio.

a. Larespuestareproductiva al cambio productivo

Segun de Nava (2011) la eficiencia reproductiva de las vacas lecheras esta
declinando en el mundo, tanto en sistemas pastoriles (Holmes et al, 2002; McDougall,
2006; Macmillan, 2009) como en sistemas de produccidon mas intensivos (Butler, 1998;
Weigel, 2006; Thatcher et al, 2006; Dobson et al, 2007). Por ejemplo, se ha reportado que
la tasa de concepcién ha disminuido de 65% a 40% a medida que la produccién de leche
se increment6 de 4.500 a 9.000 litros/vaca/lactacion entre 1951 a 1996 en Estados Unidos
(Butler, 1998), lo que concuerda con los registros de otros paises (Pyman y Macmillan,
2010). Ademas de esa menor tasa de concepcion, la vaca moderna de alta produccion
tiene mayor incidencia de celos silentes, anestro pospartos mas largos, menor duracion
de celo, una mayor incidencia de enfermedades en el posparto y una mayor posibilidad de
mortandad embrionaria temprana y tardia (Lopez et al, 2004; Weigel, 2006; Thatcher et al,
2006; Dobson et al, 2007; Pyman y Macmillan, 2010). Se ha aceptado que esta
disminucién marcada de la fertilidad de la vaca lechera en las Ultimas décadas que se
registra en el mundo, se debe a cambios y diferencias en los sistemas de manejo y en la
genética animal (Holmes et al, 2002; McDougall, 2006; Weigel, 2006; Macmillan, 2009).

Los estudios publicados en Uruguay sobre el impacto de la mejora genética en la
produccion de leche y de los cambios en los sistemas de produccion sobre la fertilidad
son escasos. Existe evidencia, sin embargo, de un deterioro en el comportamiento
reproductivo en el rodeo lechero en nuestro pais (Rovere, 2010), al constatarse mayores

14



intervalos parto-ler servicio y parto-concepcion a medida que pasa el tiempo. La
informacion publicada en Uruguay sobre indicadores reproductivos en tambos también es
limitada. Cavestany y Galina (2001) reportaron que un 8,5% de vacas ciclando al
comienzo de la estacion reproductiva invernal en tambos uruguayos nunca fueron
detectadas en celo, y por consiguiente no recibieron servicio, a los 80 dias de comenzado
el periodo de inseminacion. Estos autores determinaron una eficiencia de deteccion de
celo del 46,9% para estos establecimientos, lo que ayuda a explicar porqué el intervalo
promedio entre el comienzo de la estacion reproductiva y el primer servicio encontrado
por estos autores haya sido de 27,4 dias. En la region, la tasa de deteccion de celos
promedio reportada para tambos de la cuenca de Santa Fe y Cérdoba en Argentina
también es baja, situandose en el entorno de 42% (Capitaine Funes, 2005). Las
dificultades que existen en el mundo para la deteccion de celo en vacas lecheras y las
ayudas cada vez mas sofisticadas a esos efectos han sido descritas por Van Eerdenburg
(2009). Estas ayudas son justificadas para este autor que afirma que un porcentaje del
50% de las vacas no demuestra comportamiento de celo en la actualidad (de Nava,
2011).

2. ANTECEDENTES BIBIOGRAFICOS

A consecuencia de estos deficientes indicadores reproductivos en todos los
sistemas de produccion, se ha avanzado en el conocimiento de factores que intervienen
en el ciclo reproductivo de la vaca lechera. Por otro lado, hace 20 afios, desde que
Pursley et al (1995; 1997a; 1997b) publicaron los resultados de un protocolo para
sincronizar la ovulacion (Ovsynch), combinando el uso de dos inyecciones de GnRH con
prostaglandina en el que la inseminacién prescindia de la necesidad de detectar celo
(Inseminacién Atrtificial a Tiempo Fijo, IATF), se abrié un abanico de posibilidades para
integrar esta tecnologia al manejo reproductivo de los ganados lecheros. Desde entonces,
se han publicado muchos protocolos de IATF diferentes (DeJarnette, 2004; Thatcher y
Bartolome, 2005; Filippi et al, 2005). Estos programas de IATF se presentaron como una
manera de simplificar y corregir los errores de la deteccion de celo. Hacia finales de los
90, se realizaron modificaciones al protocolo original por grupos de investigacién en
Uruguay, tras observar que la incorporacion de una fuente de progesterona entre el dia 0
al 7 al programa Ovsynch mejoraba la tasa de prefiez a la IATF en vacas lecheras con
mas de 100 dias de paridas (Cavestany et al, 2000). De esta manera, se masificaron los
resultados obtenidos en diferentes circunstancias en las condiciones comerciales de
Uruguay (de Nava, 2001).

Basado en algunos hallazgos de campo, Cavestany (2002) cuestiono la
administracion de una fuente de progesterona en estos casos. Sin embargo, otros autores
también reportaron que la incorporacion de un dispositivo intravaginal de progesterona en
el protocolo Ovsynch lleva a mejorar las tasas de prefiez y a reducir las pérdidas de
prefiez entre el dia 30 y 55 en vacas lecheras (El-Zarkouny, 2004; Moreira et al 2004;
Stevenson et al, 2006; Thatcher et al, 2006). El mejor resultado obtenido con la
incorporacion de progesterona intravaginal al programa Ovsynch se da principalmente por
un mejor comportamiento de las vacas ciclando pero con bajas concentraciones
plasmaticas de progesterona al comienzo del programa de sincronizacion (Stevenson et
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al, 2006). Finalmente, debe mencionarse que mientras que se obtuvo un 25,4% de prefiez
con la utilizacion del Ovsynch tradicional en vacas lecheras de Uruguay en 5 diferentes
programas (Cavestany, 2002), el protocolo modificado con el agregado de una fuente
intravaginal de progesterona permitio alcanzar 42,6% de prefiez en 4980 vacas lecheras
sometidas al programa en diferentes tambos en los ultimos 3 afios. Esto aporta
evidencia sustancial sobre el beneficio para nuestras condiciones de agregarle una
fuente de progesterona al programa Ovsynch.

Los buenos resultados obtenidos en condiciones comerciales aplicando este
protocolo de sincronizacion de la ovulacion asociado a la IATF, llevé a instrumentarlo en
muchos tambos, coincidente con el primer dia de la estacion reproductiva invernal (de
Nava, 2001; de Nava et al, 2005; de Nava et al, 2010), considerandolo como una
herramienta valida en la realidad de predios lecheros uruguayos (de Nava et al, 2005).

Por otro lado, desde hace muchos afios se viene intensificando la problematica
asociada a la disponibilidad de recursos humanos capacitados en todo el medio rural
uruguayo y particularmente en los tambos. Es comun que el personal de campo calificado
y entrenado especificamente para tareas asociadas a todo el proceso reproductivo
(eficiencia y precision de deteccidn de celos, inseminacion, asistencia a partos, planillado
de datos, etc) que lleva a prefiar las vacas lecheras, sea reasignado a otras tareas en el
establecimiento o haya eventualmente cambiado de trabajo. A menudo estos cambios se
dan en medio de un periodo de servicios importante, por lo que esta situacion genera
incertidumbre a efectos de obtener resultados reproductivos buenos y constantes en el
tiempo. Esta es una situacion similar a la reportada para otros paises, lo que ha llevado a
asumir que mantener un programa de deteccion de celos eficiente contando con personal
calificado para ello y para inseminar las vacas puede ser un desafio inalcanzable en
innumerables ocasiones (DeJarnette, 2004).

a. Estradiol y sus esteres

Los estrégenos naturales son esteroides con 18 atomos de carbono y un anillo
fendlico A (anillo aromatico con un grupo hidréfilo carbono 3) y un grupo hidréfilo cetonico
en el carbono 17 del anillo D. El anillo fendlico A es la estructura responsable de la alta
afinidad ligada a receptores de estrogeno. El estradiol-173 es el mas potente de los
principales estrogenos que se encuentran tanto en humanos como en animales. Es el
principal producto secretado por el ovario y se oxida facilmente y se transforma en estrona
en el higado y esta ligado en mas del 50% a proteinas plasmaticas. Los estrogenos estan
distribuidos en todo el cuerpo y se acumulan en el tejido adiposo. La eliminacion de
estrogenos esteroides se da principalmente a través del metabolismo hepatico. El
estradiol-17f estrona o estriol son eliminados como conjugados de glucurénido o sulfato.
Los estrogenos y sus metabolitos son eliminados principalmente a través de la orina pero
ademas son eliminados a través de la bilis donde la mayoria son reabsorbidos desde el
tracto intestinal. Debido su baja solubilidad en agua, los ésteres de estradiol se absorben
en un intervalo prolongado (B¢ y Cutaia, 2007).
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Los estrégenos en soluciones oleosas son absorbidos rapidamente, aunque la
absorcibn puede continuar durante varios dias después de su administracion
intramuscular. Los estrégenos esterificados poseen absorcion retardada después de su
administracion intramuscular. Dichos ésteres son absorbidos desde el lugar de inyeccion y
el E-17 activo es liberado después de la hidrdlisis. El estradiol-178 es la hormona activa
gue resulta del clivage de los ésteres de estradiol. Un éster es una cadena compuesta
principalmente por atomos de carbono estan tipicamente adheridos a la hormona
esteroide matriz en la posicion del carbono 17. La esterificacion del grupo hidroxilo de 17
de estradiol-178 lleva a la proteccibn de este grupo contra el ataque metabdlico y
prolongan el efecto. Por lo tanto, el cipionato de estradiol (C2sH3s03; PM 396,6) producido
por la esterificacion del estradiol con &cido ciclopentanepropionico, tiene una actividad
biolégica mucho méas sostenida que el estradiol-17 (CisH2402; PM 272,4). Por otra parte,
el benzoato de estradiol (C2sH2803; PM 376,5) se produce por la esterificacion del carbono
de la posicion 3y tiene un periodo de accidbn mas corto. El valerato de estradiol (C23H3203;
PM — 356,5) es de accion inmediata. Cuanto mas larga es la cadena del éster, mas baja
es la solubilidad en agua y mas demorara en absorberse la dosis completa. Una vez en la
circulaciéon, el éster es clivado por una enzima estearasa (lo hidroliza) y la actividad
biologica vuelve a ser la del E-17 normal. Por lo tanto la duracién de la accion depende de
la absorcion y no del metabolismo (B6 y Cutaia, 2007).

Estudios iniciales en vacas ovariectomizadas demostraron las concentraciones de
estradiol y FSH en plasma luego de la administracién de 5 mg de benzoato de estradiol o
valerato de estradiol (Figura 1).
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Figura 1. Las concentraciones plasmaticas de estradiol y FSH en vacas de carne
ovariectomizadas a las que se les coloc6 un dispositivo CIDR el Dia0y 5 mg de E-17 , EB o EV
més 100 mg de progesterona en ese momento (Bo et al, 2012)
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Las concentraciones de estradiol en plasma mostraron consistentemente un pico 6
h después del tratamiento con E-17 y disminuyeron gradualmente a niveles basales a las
36 h (Martinez, 2002). También se ha informado que las concentraciones de estradiol
aumentaron drasticamente a las 2 (Bo et al, 2000) y 6 h (Bo et al, 1994) después del
tratamiento con E-17. Las concentraciones de estradiol en plasma aumentaron mas
rapidamente y alcanzaron un pico mas elevado tras el tratamiento con E-17 que con
tratamientos con EB o EV. Ademas, el estradiol en plasma no regres6 a niveles basales
hasta las 96 h en vacas ovariectomizadas tratadas con EB y con EV (Martinez, 2002), tal
como se habia descripto anteriormente (Bo et al con EV en vaquillonas intactas (1990)
que describieron un descenso bifasico de las concentraciones de estradiol después del
pico en animales tratados con EB. Una fase de eliminacién de aproximadamente 48 h
siguié a una fase inicial de distribucion de aproximadamente 48 h. Vynckier et al (1990)
también mostraron que las concentraciones de estradiol en plasma durante el estro
inducido con PGF lleg6 a 14 + 2 pg/mL (rango, 11 a 28 pg/mL), similar a lo que sucedio
después de una inyeccion de 1 mg de EB. Por otra parte, las concentraciones de estradiol
en plasma durante la prefiez avanzada duplican o triplican las alcanzadas después de una
inyeccién de 5 mg de EB o EV (B6 y Cutaia, 2007).

Los picos en las concentraciones de estradiol después de la inyeccion de 5 mg de
E-17, EB o EV dependieron del estrégeno utilizado. Por lo tanto, cada forma de estradiol
tendra diferentes efectos sobre las concentraciones de gonadotropina y los foliculos
ovaricos. Las concentraciones de estradiol en plasma después de las inyecciones de EB o
EV no aumentaron tan rapidamente como con E-17 sino que alcanzaron un pico y
disminuyeron mas lentamente (Martinez, 2002). Vynckier et al, (1990) informaron que
luego de una inyeccion de 10 mg, los niveles de los picos fueron menores y mas
prolongados con ECP que con EB.

El aumento en las concentraciones de estradiol circulante provocé una disminucion
en las concentraciones de FSH en plasma. El tratamiento con 5 mg de E-17 en vacas
ovariectomizadas resultd en una disminucién de las concentraciones de FSH en plasma
en 6 a 48 h (Martinez, 2002). En animales intactos, la supresién de concentraciones de
FSH en plasma por este intervalo resultaria en la supresion de los foliculos antrales. En
experimentos anteriores, la inyeccion de 5 mg de E-17 en animales intactos resulto en la
supresion de FSH durante aproximadamente 36 a 48 h, seguida por un aumento durante
las 36 a 48 h siguientes y la emergencia sincronica de una onda folicular 1 d mas tarde sin
importar el estadio de la onda folicular al momento del tratamiento (Bo et al). En vacas
ovariectomizadas, las concentraciones de FSH en plasma aumentaron antes y alcanzaron
mayores concentraciones en el grupo con E-17 que en los con EB o EV (Martinez, 2002).
Mientras la FSH regresé a las concentraciones previas al tratamiento a las 60 h después
del tratamiento en el grupo con E-17, en los grupos con EB y con EV, la FSH en plasma
comenzo a aumentar 12 a 24 h mas tarde que en el grupo con E-17. Esto resultaria en la
emergencia de una onda folicular 1 d mas tarde (es decir, un intervalo de 3 a 4 d en
animales tratados con E-17 y de 4 a 5 d en animales tratados con EB o EV). El retraso en
el incremento de las concentraciones de FSH en plasma puede servir para explicar tanto
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la demora como la variabilidad en la emergencia de la onda folicular que se observa en
animales intactos tratados con dosis de 5 mg de EB (Bo et al, 1996) o EV (Bo et al, 1993;
Mapletoft et al, 1999). Sin embargo, después de la administracién de 1 mg de EB, las
concentraciones de FSH en plasma tuvieron un patron de disminucién similar al posterior
a los 5 mg de E17 (Martinez, 2002) y la emergencia de onda folicular ocurrié en 4 d
(Martinez et al, 2002). Los resultados indican que la secrecion y la liberacion de FSH
dependen de la dosis de estradiol y que diferentes ésteres de estradiol suprimen la
liberacion de FSH por intervalos variables que dependen del tiempo que el estradiol
permanece en altas concentraciones en la circulacion (B6 y Cutaia, 2007).

El cipionato de estradiol (ECP) en dosis de 5 y 1 mg, respectivamente, han
resultado en intervalos a la emergencia de la onda folicular mas largos y variables que E-
17. En el caso de ECP, varios experimentos fueron realizados en los afios 1990. Mediante
ensayos en vacas de cria, una dosificaciéon de 0,5 mg ECP parecié ser marginalmente
eficaz ya que no existieron diferencias con los controles sin tratamiento (Thundathil et al,
1999). En experimentos mas recientes comparando la eficacia de ECP con E-17, la
emergencia de la onda folicular fue mas variable (P<0.01) en las vaquillas que recibieron
ECP (n=30) que en aquellas que recibieron E-17 (n=28; 4,0 £ 0,4 dias vs. 3,3 £ 0,1 dias).
Por lo que se confirmé la ineficiencia del ECP en la sincronizacion de ondas foliculares
(figura N° 2).
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Figura 2. Las concentraciones de progesterona, estradiol, FSH y LH en plasma después del
tratamiento con 1 mg de EB 24 h después de la remocién del CIDR en vacas de carne
ovariectomizadas (n = 16) (Bo et al, 2012)
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b. Progesteronay Progestagenos

Segun B6 y Cutaia (2007), las progestinas alteran la funcion ovarica suprimiendo el
estro y evitando la ovulacién (Christian y Casida, 1948). La progesterona reduce la
frecuencia de los pulsos de LH (Savio et al, 1993), lo cual a su vez suprime el crecimiento
del foliculo dominante segun la dosis. Ademas, el acetato de melengestrol (MGA) es
menos efectivo que la progesterona nativa para suprimir la LH. Es importante destacar
gue la progesterona no suprime la secrecion de FSH (Bleach et al, 2004), por lo tanto, las
ondas foliculares siguen emergiendo en presencia de un CL funcional. A pesar de que las
progestinas administradas por intervalos mayores a la vida del CL (es decir >14 dias)
resulta en un celo sincrénico al retirarlas, la fertilidad en el proximo celo es baja (Larson y
Ball, 1992; Odde, 1990). Debido a que los tipos y dosis de progestinas utilizadas para
controlar el ciclo estral en bovinos suelen ser menos eficaces que la progesterona
endogena (de un CL) en la supresion de secrecion de LH, la alta frecuencia de pulsos de
LH resulta en el desarrollo de foliculos “persistentes” que contienen oocitos envejecidos
gue llevan a una baja fertilidad (Savio et al, 1993). El dispositivo (DIV) (inicialmente el
CIDR con 1.9 gr de progesterona) han sido aprobados y utilizadps en varios paises desde
ya dos décadas, para la sincronizacion de celo en vaquillonas (Mapletoft et al, 2003). Las
instrucciones recomendadas en la etiqueta (para |IA) establecen que el DIV deberia
permanecer en la vagina durante 7 dias. La PGF se administra 24 horas antes de la
remocion del DIV y la deteccion de celo comienza 48 horas después de la remocion del
mismo. Después de un breve periodo de tratamiento (7 dias), el problema de los foliculos
persistentes se reduce. Asi, los DIV pueden ser utilizados en diferentes tratamientos para
sincronizar el desarrollo folicular y la ovulacion (Mapletoft et al, 2003).

Desde que se conocié el efecto de la progesterona (P4) como reguladora del ciclo
estral, esta hormona ha sido utilizada tanto para la sincronizacion como la induccion del
celo desde hace mucho tiempo (Odde, 1990; Yavas y Walton, 2000). Ademas de la P4
natural, se han sintetizado diversos compuestos con accién similar llamados
progestagenos. Como progestagenos se define, entonces, a un grupo de compuestos
disponibles en el mercado, que tienen acciones similares a la P4, dentro de los cuales se
encuentran: el acetato de melengestrol (MGA, de aplicacion oral) y el norgestomet
(utilizados en implantes subcutaneos; Crestar® y Syncro-Mate B®). A estas alternativas
disponibles en el mercado internacional se suman los dispositivos intravaginales de
liberacion lenta de P4 (CIDR®, DIB® y PRID®). Los primeros tratamientos a base de P4
gue se instauraron para sincronizar el celo, eran de larga duracion (9 a 14 dias), con ellos
se logré una buena sincronizacion de los celos pero bajas tasas de prefiez (Odde, 1990).
Se responsabilizé6 de las bajas tasas de prefiez obtenidas a, la ovulacién de foliculos
dominantes persistentes con ovocitos envejecidos (Mapletoft et al, 2009).

La primera ovulacién posparto usualmente es seguida por una fase latea corta 'y es
un factor que incide en la pobre eficiencia reproductiva en vacas de carne paridas. El
tratamiento con P4 antes de la primera ovulacion disminuye consistentemente la
incidencia de los ciclos estrales cortos (Yavas y Walton, 2000; Wiltbank et al, 2002). El
“‘priming” 0 exposicidén a niveles elevados de P4 es necesario para la expresion de celo y
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para el desarrollo de una fase Idtea de duracion normal (Yavas y Walton, 2000; Lamb et
al, 2001; Wiltbank et al, 2002; Baruselli et al, 2004). El tratamiento con un dispositivo
intravaginal de P4 por 7 dias en vacas amamantando y en anestro, incrementa el nimero
de vacas que tienen una fase Ilitea normal y retoman la ciclicidad ovérica (Yavas y
Walton, 2000). EIl tratamiento de vacas en anestro con P4 resulta en mayores
concentraciones de estradiol (E2) intra folicular y circulante, mayor pulsatilidad de LH y
aumento del numero de receptores de LH en las células de la teca y la granulosa de los
foliculos preovulatorios, todo ello contribuye a que un mayor numero de animales
presenten estro al retirar la fuente de P4 (Wiltbank et al, 2002; Baruselli et al, 2004).

En resumen, los tratamientos con P4 exdgena aplicados en vacas en anestro y
amamantando provocarian: a) el mantenimiento del foliculo dominante hasta su
maduracion final y posterior ovulaciéon luego de finalizado el tratamiento; la maduracion
final del foliculo dominante induce el pico de LH siguiente al retiro de la fuente de P4,
probablemente por el incremento de la secrecion de E2 y su feedback positivo. b)
prolongacion de la vida media del cuerpo liteo (CL) resultante de la ovulacion del foliculo
dominante, probablemente se evita la lutedlisis temprana (ciclos cortos) por la supresion
de los receptores de oxitocina en el endometrio uterino, mecanismo que inhibe la
liberacion prematura de prostaglandina Fa2« (PG), y ¢) reanudacion de la ciclicidad
posparto (Yavas y Walton, 2000).

La baja tasa de prefiez obtenida cuando se aplican tratamientos cortos (7 dias, al
final del diestro) con progestdgenos o largos (14 dias), son atribuidos al prolongado
mantenimiento de un foliculo dominante y a la ovulacion de un ovocito envejecido, lo que
resalta la necesidad de promover la emergencia de una nueva onda folicular al inicio del
tratamiento con P4, para contar con un foliculo saludable y con capacidad de ser
fecundado al finalizar el tratamiento (Mapletoft et al, 2009). Por lo que en la actualidad no
se utiliza la P4 sola, sino en combinacion con otras hormonas.

Desde que se descubrié la accion luteolitica de la PG, esta hormona fue la de
eleccion para acortar la fase lutea del ciclo estral y sincronizar celos en vacas ciclando
(Odde, 1990). El uso de la PG en cualquiera de sus metodologias (2 dosis separadas por
11 dias; deteccion de celo durante 5 dias + PG) es de los métodos de mayor difusion, sin
embargo, tiene la desventaja de requerir necesariamente de la deteccion de celos. Luego
de producida la lutedlisis el intervalo hasta el inicio del celo es variable y depende de la
etapa del ciclo estral en que se encuentra el animal al momento de su aplicacion (Diskin
et al, 2002). Esta hormona es utilizada para lisar el CL inducido en todos los protocoles de
IATF, al momento de su inyeccion los animales con un foliculo dominante en crecimiento
presentaran celo dentro de los 2-3 dias siguientes a la inyeccion.

Con el advenimiento del ecégrafo, se pudo estudiar el desarrollo y la dindmica
folicular en el ciclo estral y disefiar, mediante la combinacion de varias hormonas,
protocolos capaces de inducir la ciclicidad y sincronizar la ovulacién (Bo et al, 1995;
Pursley et al, 1995; Geary and Whittier, 1998, Geary et al, 2000). Estos protocolos
permiten obviar o minimizar la deteccion de celo e implementar la IATF logrando buenos
resultados (B6 et al, 1995; Lamb et al, 2001; Larson et al, 2006; Schafer et al, 2007).
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Basicamente consisten en la incorporacion de una fuente de P4 el primer dia del
tratamiento cuando se inyecta GnRH (Lamb et al, 2001) o benzoato de estradiol (BE) (B6
et al, 1995). La fuente de P4 es retirada siete dias después, cuando se aplica PG, y en
este momento cuando se trabaja con animales en anestro se puede agregar eCG al
protocolo. Para inducir la ovulacién del foliculo dominante al final del tratamiento existen
variantes segun el protocolo utilizado, cuando se utiliza BE el dia ocho del protocolo, la
IATF se realiza 32 horas después de su inyeccion, mientras que cuando se aplica GnRH
el dia nueve, la IATF se realiza a las16 horas después (B0 et al, 1995; Pursley et al, 1995)

La principal funcién de los estrogenos en los protocolos de induccién -
sincronizacion de celos (IATF) es, en primera instancia, sincronizar la emergencia de una
nueva onda folicular cuando se aplica junto con una fuente de P4, y en segunda cuando
son aplicados 24 horas después de retirada la fuente de P4, inducir el pico preovulatorio
de LH y la ovulacion (B6 et al, 1995). El efecto sinérgico de la aplicacion conjunta de P4 +
E2 suprime la liberacion de FSH, independientemente de la etapa del ciclo estral en que
se encuentre el animal, causando la atresia del foliculo dominante. Una vez que el E2 fue
metabolizado, surge una onda de FSH (Mapletoft et al, 2009) que promueve la
emergencia de una nueva onda folicular a los 4,3 dias de su aplicacion (B6 et al, 1995;
Burke et al, 2000; Martinez et al, 2005), esto permite contar con un foliculo dominante
joven y saludable al momento de realizar la IATF. Actualmente el estrégeno mas utilizado
con ésta finalidad es el BE (B6 et al, 1995; Martinez et al, 2005) sin embargo, otros
investigadores reportan el uso del cipionato de estradiol (ECP) (Meneghetti et al, 2009;
Sales et al, 2012; Menchaca et al, 2013) aplicado al retiro del dispositivo de P4 como otra
alternativa en la induccion del pico de LH en tratamientos para IATF, dado que el ECP
tiene una vida media en sangre mas prolongada que el EB, actuando durante mas tiempo
y con una curva de concentracién en sangre menos pronunciada. Las ventajas de incluir
ECP en los tratamientos para IATF son el bajo costo de la hormona (versus GnRH) y
principalmente que se simplifica el tratamiento, encerrando una vez menos los animales
en las mangas (versus E2).

La otra alternativa es comenzar los protocolos inyectando GnRH, que induce la
ovulacion o luteinizacion del foliculo dominante y por lo tanto el comienzo de otra onda
folicular (Twagiramungu et al, 1995; Schmitt et al, 1996). Utilizando la combinacién GnRH
— PG, se han desarrollado distintos protocolos de sincronizacion de celos para realizar 1A
con deteccion de celo (Select-Synch; Geary et al, 2000) o a tiempo fijo (Ovsynch, Pursley
et al, 1995; Co-Synch, Geary and Whittier, 1998). Un defecto de estos protocolos es que
la GnRH no es 100 % efectiva en sincronizar la emergencia de la onda folicular, la
consecuencia de esto es que la totalidad de los animales no presentara un foliculo
dominante saludable al momento de realizar la inseminacién (Sartori et al, 2002,
Saldarriaga et al, 2007). Ademas, debido a la falla en la sincronizacion de la emergencia
de la onda folicular cuando los animales tratados se encuentran ciclando, entre un 5% vy
15% de estos presentan celo antes de la inyeccion de PG (celos prematuros). Para
mejorar el nivel de sincronizacion de estos tratamientos se ha incorporado una fuente de
P4 entre la aplicacion de la GnRH y la PG, lo que permitio mejorar las tasas de prefiez
cuando se realiza IATF (Dejarnette et al, 2001; Larson et al, 2006; Schafer et al, 2007).
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Independientemente de que hormona se utilice al comienzo de los tratamientos,
(GnRH o0 E2), es imprescindible, como ya se dijo, el uso de PG para lisar los CL.

La gonadorofina coriénica eqina (eCG) desde el punto de vista farmacodindmico
tiene actividad semejante a la FSH y LH, con vida media de 2 dias y persistencia en
sangre por 10 dias. Administrada previa a la ovulacién estimula el crecimiento folicular
debido a la actividad de unirse a los receptores FSH y LH de los foliculos, aumentando su
tamafo preovulatorio, incementando asimismo las concentraciones plasmaticas de
progresterona luego de la ovulacion (Garnica, 2012). Cuando la eCG se incorpora a
protocolos de IATF incrementa la tasa de prefiez en vacas y vaquillonas en anestro y con
baja condicién corporal, sin embargo, su efecto no es tan marcado en hembras ciclando
(B6 et al, 2003; Menchaca et al, 2013). B6 et al (2003) reportan que con la adicion de 400
Ul de eCG a un protocolo de IATF basado en la combinacion Ez + P4, tuvieron mayores
tasas de prefiez en las vacas que presentaban pequefios foliculos (< 8mm) al inicio del
tratamiento. Sin embargo, no reportan diferencias significativas entre las vacas que
presentaban CL o foliculos mayores (= 8mm). Resultados similares presentan Small et al
(2009), los que concluyen que cuanto mas profundo es el anestro mas benéfico es el
efecto de la eCG. También ha sido demostrado que la tasa de prefiez obtenida en
trabajos de IATF puede ser mejorada con la aplicacién de 400 Ul de eCG al momento de
retirar el dispositivo de P4 en vacas amamantando y vaquillonas. El efecto benéfico del
tratamiento parece estar vinculado a la estimulacion del crecimiento y maduracion del
foliculo dominante, y como consecuencia a la formacién de un CL que produce mayores
cantidades de P4 (Mapletoft et al, 2009).

La induccién y sincronizacién de celos con la implementacién de los protocolos
para IATF es una alternativa interesante en los sistemas ganaderos, porque permiten
acortar el anestro posparto (APP) induciendo el reinicio de la ciclicidad en la mayoria de
las vacas. Ademas, logra que una alta proporcion de las vacas queden prefiadas en los
primeros dias del entore (Yavas y Walton, 2000). Otra de las consecuencias productivas a
tener en cuenta es el aumento de peso de los terneros al destete como consecuencia de
haber nacido antes (Odde, 1990; de Nava, 2011; Patterson et al, 2013). La IATF es la
biotecnologia reproductiva que en los ultimos afios ha mostrado mayor incremento en la
tasa de adopcion por el sector productivo en los paises de la regién (Menchaca et al,
2013). La encuesta ganadera de hace 13 afios, encontré que el porcentaje de
establecimientos que utilizaban IA en Uruguay era bajo (8%) y solo se inseminaba el 25%
de los animales, fundamentalmente las vaquillonas (encuesta ganadera, MGAP — DIEA,
diciembre 2004). Las vacas con ternero al pie eran marginadas de los beneficios de la 1A
y de los que se derivan de la sincronizacion de celos. Se requiere una actualizacion de la
encuesta para evaluar si el sector ganadero uruguayo acompafié al resto de la region
adoptando esta tecnologia. Una de las causas por las cuales los productores son reacios
a adoptar la sincronizaciéon de celos y la IA para las vacas con ternero al pie es que como
consecuencia del prolongado APP que sufre esta categoria los resultados pueden verse
compromtetidos (Montiel y Ahuja, 2005). Por otro lado, la dificultad que implica la
deteccion de celo en esta categoria limita la adopacion de la técnica. Menchaca et al
(2013) demostraron que el DP, destete que se realiza cuando los terneros tienen 60 dias
de nacidos, favorece de manera significativa los resultados obtenidos con la IATF en
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vacas en anestro y en baja CC (Wiltbank et al, 2002), mientras que la IATF elimina la
deteccion de celos (B6 y Cutaia, 2007).

El otro esteroide ovarico utilizado en tratamientos para sincronizar celos fue el E2
con el cual se inducia el celo, sin embargo, éste podia ser anovulatorio (Robson et al,
2007) y las vacas retornar al anestro por lo que no eran efectivos para acortar el APP
(Yavas y Walton, 2000). Sin embargo, esta hormona es utilizada asociada a otras
hormonas en protocolos de IATF (Bo y Cutaia, 2007).

c. Progesteronay estradiol

Antes del advenimiento de la PG, el estradiol se administraba (cerca del comienzo
de un tratamiento con progestina de corta duracion) para inducir la liberacion enddégena
de PGF y la lutedlisis (Odde, 1990). La probabilidad del desarrollo de un foliculo
persistente se redujo y a pesar de que las tasas de prefiez variaron ampliamente (33% a
68%), los resultados han sido en general aceptables. Generalmente estos tratamientos
resultan en prefieces en bovinos prepuberes o posparto anovulatorios, especialmente si
estan cercanos a iniciar la ciclicidad en forma espontanea (Odde, 1990). Las malas tasas
de prefiez se atribuyeron generalmente a la mala condicion corporal o a los intervalos
posparto (Whittier, 1998). También se demostrd otro beneficio del estradiol en protocolos
breves con progestina es la regresion folicular, seguida de la emergencia de una nueva
onda folicular (Bo et al, 1995). El mecanismo incluye la supresién de las concentraciones
circulantes de FSH. El tratamiento con un estradiol de accion corta (Ej., estradiol -17) en
vacas tratadas con progestina es seguido de la emergencia de una nueva onda, 3 a 5
dias mas tarde, sin importar el estadio del ciclo estral al momento del tratamiento (Bo et
al, 1995). El estradiol-173 o el benzoato de estradiol (BE) (Bo et al, 1995; Caccia and Bo,
1998) eran inyectados normalmente (junto con 50 a 100 mg de progesterona) al momento
de la insercion del DIV (Mapletoft et al, 2003). A pesar de que originalmente se
recomendaba una inyeccion de progesterona para evitar una liberacion de LH inducida
por estrégeno en bovinos sin un CL, estudios mas recientes han demostrado que el
tratamiento con estradiol solo en bovinos tratados con DIV resulté en tasas de prefiez que
no difirieron significativamente del tratamiento con estradiol y progesterona (Colazo et al,
2003). En programas de sincronizacion de celo, una dosis mas baja (generalmente 1 mg)
de estradiol se administra 24 horas después de la remocion de la progestina. Esto
sincroniza un pico de LH (aproximadamente 16 a 18 horas después del tratamiento) y la
ovulacion (aproximadamente 24-32 horas después del pico de LH) (Martinez et al, 1999;
Martinez et al, 2005). La IATF suele realizarse unas 30-34 horas después del segundo
tratamiento con estradiol (Mapletoft et al, 2003; Martinez et al, 1999). A pesar de que
algunos bovinos muestran celo dentro de las 12 horas después del tratamiento con
estradiol, no hay motivos para inseminar a esos animales antes de la IATF planeada.
Otros trabajos de investigacion, estudiaron el efecto de otros esteres de estradiol sobre la
dindmica folicular y la ovulacion (Colazo et al, 2004; Colazo et al, 2005; Cairoli et al,
2006). En esos estudios quedd demostrado que tanto el cipionato de estradiol (CPE)
como el valerato de estradiol (VE) en dosis bajas de 0,5 o 1 mg, combinados con
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progestagenos, podrian ser eficazmente utilizados en protocolos de IATF en vaquillonas
productoras de carne como de leche, tras la busqueda de mejores protocolos para el
control del ciclo estral de la vaca y sobre todo protocolos que tuvieran buenos resultados
de forma repetible con el consiguiente desarrollo sincrénico de una nueva onda folicular a
través del uso de los E2 (Colazo, 2007, B6 et al, 2002).

Inicialmente, la introduccién de la combinacion de E2 y P4 se dio con el objetivo de
causar una regresion luteal, Sin embargo, posteriormente se descubrio que la
combinacion de estos dos esteroides causa la atresia del foliculo dominante y el posterior
surgimiento de una nueva onda folicular al causar una supresion de FSH y LH por el
tiempo en que se metaboliza el estradiol. Finalizando dicho proceso surge una nueva
curva de FSH causando el surgimiento de una nueva onda folicular (B6 et al, 1995).

Entre los tratamientos que fueron utilizados inicialmente se encuentran dispositivos
gue eran colocados junto con una capsula de 10 mg de BE (Macmillan y Peterson, 1993),
posteriormente fueron sustituidos por tratamientos de aplicacion intramuscular (IM), lo
cual es mas efectivo que las capsulas intravaginales, ya que su absorcion es mas
homogénea y resulta en mayores niveles plasmaticos de E2 (Caccia, 2003).

Actualmente los protocolos mas utilizados para la sincronizacion de celo y
ovulacioén estan relacionados con el uso de los diferentes dispositivos comerciales que se
encuentran en el mercado, tanto en ganado de carne como de leche, los cuales son
colocados dentro de la vagina por 7 o 8 dias (Mapletoft et al, 2003a). En conjunto con
estos protocolos se adjunta un agente luteolitico, como lo es la PGF2a al momento de
retiro de la fuente de progesterona para asegurar la luteolisis, comprobando ser mas
efectivo que aplicar altas dosis de sales de estradiol como agente luteolitico al inicio del
protocolo de sincronizacién (Mapletoft et al, 2009). De la misma manera el conocimiento
de la utilizacion de las diferentes sales de estradiol tanto el Valerato de estradiol (VE), 173
estradiol (E-17R3) y benzoato de estradiol (BE), mostraron ser eficientes en dosis
apropiadas para el surgimiento de una nueva onda folicular (Martinez et al, 2000;
Martinez et al 2005).

Es posible que los tratamientos de 8 d sean mas beneficiosos que los de 7 d en
vacas en anestro posparto (Macmillan et al, 1999; Burke et al, 2001). Burke et al. (2001)
observaron en vacas en anestro que si en el momento de la remociéon de un CIDR-B el
foliculo dominante tenia mas de 3 d desde su emergencia (8 a 9 mm de diametro) las
vacas ovulaban en respuesta al tratamiento de EB (Burke et al., 2001). Por el contrario,
cuando el foliculo tenia solo un dia desde su emergencia la mayoria de las vacas no
ovulaban, aunque mostraban signos de celo. En el mismo trabajo, no se encontraron las
mismas diferencias entre las novillas y esto explicaria por qué no hemos encontrado
diferencias entre los tratamientos de 7 u 8 d en novillas y vacas ciclicas. Ademas del
tratamiento con EB, se puede sincronizar la ovulacion utilizando GnRH en el momento de
la IATF (Bo et al, 2000; Martinez et al, 2002). En un trabajo realizado con 433 vacas
Brangus y Angus con cria que fueron tratadas con un CIDR-B por 8 d, se obtuvo un
porcentaje de prefiez del 57,7% (123/213) en las vacas tratadas con EB a las 24 h pos
CIDR-B y un 56,4% (124/220) en vacas tratadas con 50 mg de GnRH (Cystorelin, Merial)
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en el momento de la IATF, que se realiz6 en ambos grupos entre las 52 y 56 h pos CIDR-
B (Bo et al, 2000). Sin embargo, Colazo et al. (2003) tuvieron un mayor porcentaje de
prefiez en novillas sincronizadas con CIDR-B y cuya ovulacion fue inducida con 0,5 mg de
Cipionato de Estradiol (ECP) a las 24 h de la remocion del CIDR-B (216/331, 65%) que
novillas tratadas con GnRH en el momento de la IATF (169/328, 51%) o ECP en el
momento de la remocion del CIDR-B (168/320, 52%; P<0,01). El tratamiento con GnRH a
las 48 h de retirado el CIDR indujo ovulaciones entre 60 y 84 h después de retirado el
CIDR-B, con 37% (3/8) de las vacas ovulando entre las 72 y 84 h (Bo et al, 2001). Esto
significa que el semen deberia mantenerse viable y en condiciones de fertilizar en el tracto
reproductivo femenino durante 24 h o mas. Por lo tanto, el semen utilizado debe ser de
excelente calidad en programas de IATF, sobre todo si se decide utilizar GnRH en el
momento de la IA. La efectividad del tratamiento con eCG en comparacion con el
tratamiento con EB en programas de IATF ha estado muy relacionado con el tipo de
dispositivo y sal de estradiol utilizada. El uso de eCG resulté en un mayor porcentaje de
prefiez que el EB en vacas Nelore tratadas con Crestar (44,8% vs 27,3%,
respectivamente). Sin embargo en tres experimentos realizados con vacas secas y con
cria tratadas con dispositivos con P4 (DIV-B, TRIU-B y PRID), el porcentaje de prefiez del
grupo tratado con eCG (109/270; 40,4%) fue menor que el obtenido con los animales
tratados con EB (146/267; 54,7%; P<0,05) (Bo et al, 2002).

Algunas dosis y sales que se estudiaron fueron la aplicacion de 5 mg de E-171 en
animales implantados en donde se obtuvo la aparicion de una nueva onda folicular 4,3 +
0,2 dias mas tarde en promedio (B6 et al, 1995). En experimentos asociados con el BE,
EV y ECP utilizando una dosis de 5 mg, 5 mg y 1 mg respectivamente resultaron menos
predecibles en el tiempo del surgimiento de la onda folicular lo que no es util en los
protocolos de sincronizacion en donde se desea una minima variabilidad (Caccia y Bo,
1998; Mapletoft et al, 1999). Asi tras la experimentacion de diferentes dosis se
desarrollaron protocolos en los cuales se administra 5 0 2,5 mg de E17b (B¢ et al, 2002a),
2 mg de BE (Caccia y Bo, 1998), como también 2 mg EV (Colazo et al, 2005), en donde
se present6 un inicio de onda folicular 4 dias después, con una pequefia variabilidad y sin
importar la fase de desarrollo folicular al momento de la aplicacién del tratamiento
(Mapletoft et al, 2009).

Continuando con el desarrollo de este tipo de protocolos se ha comprobado que el
uso de 2 mg de BE es mas efectivo para sincronizar el inicio de una nueva onda folicular y
se lo combina con el uso de PGF2a como agente luteolitico el dia de la remocién del
dispositivo con P4, siete u ocho dias después. La mayoria de las vacas entraron en celo 2
a 3 dias después de la remocion del dispositivo, consiguiendo un tiempo de ovulacion de
72 a 84 horas de retirada la fuente de progesterona. El corto intervalo establecido evita la
formacion de foliculos persistentes y lo mas importante se obtuvo una muy buena
fertilidad (Martinez et al, 2007; Mapletoft et al, 2009).

De acuerdo a esta idea se disefiaron experimentos con el fin de sincronizar la
ovulacion posterior a la retirada la fuente de progesterona, por lo que se dieron dosis de
bajas de E2, lo cual provoca un pico preovulatorio de LH por medio de un feed back
positivo del E2 sobre la GnRH y la LH (Colazo, 1999; Cutaia, 2001).
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Se han establecido tratamientos con las diferentes sales de estradiol como
inductores de la ovulacion, encontrando como mas efectiva la colocacion de 1 mg de BE
24 horas pos retiro del dispositivo liberador de P4. Esta dosis sincroniza un pico de LH
(aproximadamente 16 a 18 horas después del tratamiento) y la consiguiente ovulacion
(aproximadamente 24-32 horas después del pico de LH) (Martinez et al, 2005; Martinez et
al, 2007).

La IATF suele realizarse unas 30-34 horas después del segundo tratamiento con
benzoato estradiol, teniendo resultados de prefiez similares a los obtenidos por
inseminaciéon a celo detectado (Mapletoft et al, 2003a; Martinez et al, 1999).
Posteriormente, se demostrd6 que el ECP es capaz de sincronizar la ovulacion de un
foliculo dominante. El tratamiento con ECP induce unos niveles de estradiol muy bajos en
comparacion con otras sales de E2, pero se complementa al E2 producido por el foliculo
dominante, logrando promover la liberacion de LH (Mapletoft et al, 2003b). Este tipo de
estradiol se busc6 con el fin de simplificar los protocolos de sincronizacion ya que tiene
mayor vida media y hace posible su aplicaciéon el dia de retiro del dispositivo con
progesterona e IATF desde las 48 a las 59 horas sin mostrar diferencia significativa
(Mapletoft et al, 2009).

Los dispositivos con progestagenos son efectivos y deben ir acompafiados de una
inyeccion de estrégeno (EB, E-17b o EV) en el momento de su insercion para sincronizar
el desarrollo de una nueva onda folicular y mejorar los indices de concepcion a la IA. La
administracion de EB o GnRH después de la remocién de los dispositivos resulta en la
ovulacion del foliculo dominante y permite realizar IATF con buenos indices de prefiez.
Toda esta bateria de tratamientos es una herramienta muy Gtil en los programas
reproductivos en ganado de carne y leche.

En los ultimo afios (Cavestany, 2008) se han desarrollado nuevas tecnologias de
administracion de P4 de liberacion sostenida que han mostrado ser prometedoras frente a
los sistemas tradicionales de dispositivos intravaginales.

3. Planteo del problema

Durante los ultimos 15-20 afios se ha trabajado indistintamente con diferentes
protocolos para sincronizar las ondas foliculares y la ovulacion con distintas drogas que,
aunque pueden considerse dentro del mismo grupo de hormonales, por un lado el
estradiol y sus diferentes esteres y por otro lado la progesterona con diferentes versiones
comerciales de distinta concentracion, no se ha evaluado profundamente la influencia de
cada formulacion sobre la respuesta reproductiva, de acuerdo a la farmacocinética en el
animal.

Asimismo respecto a la progesterona, se han empleado formulaciones de corta
accion, dispositivos de liberacidon prolongada con distinta concentracion de principio activo
pero han surgido Ultimamente nuevas versiones que presentan grandes ventajas frente a
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estos ultimos, tanto desde el punto de vista de contaminacion ambiental, manipulacion,
inexistencia de absorcién de la droga, etc., que deben ser valoradas y enfentadas a las
metdologias convencionales.

4. Hipotesis, objetivos y estrategia de investigacion

En base a los antecedentes publicados, que mostraban diferentes perfiles de
liberacion de las presentaciones de estradiol y sus esteres (E2), nuestras conjeturas se
basaron, primeramente en demostrar si los perfiles plasméticos de las distintas
formulaciones variarian entre si los niveles de 17R estradiol determinado a nivel
sanguineo en un periodo prolongado. Por otro lado, como afectarian en forma diferencial
el desarrollo folicular, la presencia de celos y ovulaciones. Para ello, y para evitar el efecto
del momento del ciclo estral en el que encontraramos los animales, se presincronizaron
con GnRH (hormona liberadora de gonadotrofina) y posterior PG (prostaglandina).

De la misma manera se procedid con las diferentes presentaciones inyectables
(MAD-4) e intravaginales (DIV) evaluando sus perfiles de liberacion sanguineos para
determinar su analogia o diferencia, niveles obtenidos, permanencia de droga circulando y
como dichos pardmetros podria afectar los resultados reproductivos.

En otros tres ensayos y en base a los resultados del primer experimento, se elegio
en base a varios parametros, uno de las formulaciones de ester de estradiol (benzoato de
estradiol -EB-) y se compar6 la respuesta reproductiva (prefieces y celos an algunos
casos) obtenida entre la administracion de MAD-4 y DIV en protocolos HeatSynch
modificados (GnRH, PG, E2 + P4), tanto en vacas primiparas como en multiparas y en
aniamles cicliando y en anestro posparto en tres establecimientos con manejo similar.

5. Hipétesis y Objetivos generales
a. Hipotesis:

Las diferentes formulaciones de estradiol provocan distintos perfiles de liberacion
plamatica de E2 y por tanto influencian de forma diferencial la presentacion de celos y
sincronizacion de la ovulacion en vacas lecheras.

La utilizacion de progesterona inyectable en base oleosa, puede ser alternativas
efectivas para mejorar los resultados de induccién o sincronizacién de celos sustituyendo
los dispositivos intravaginales (DIVs) en protocolos de IATF.

b. Objetivo general:

Estudiar la respuesta de diferentes formulaciones de estradiol y progesterona en
vacas ciclando asi como sus efectos sobre la actividad reproductiva.
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Obijetivo especifico

Estudiar los efectos de la administracion de una progesterona natural inyectable en
base oleosa en protocolos de induccion/sincronizacion de celos o de IATF en vacas
lecheras primiparas, multiparas, en anestro y ciclando.

6. Estrategia de investigacion

Para probar las hipotesis propuestas y cumplir con los objetivos, se realizaron
cuatro trabajos, que fueron publicados en 2 articulos diferentes.

En el primero de ellos se evalué cédmo distintas formulaciones de E2 ocasionaban
perfiles de liberacion de la E2 en plasma disimiles que afectaban en forma diferencial el
comportamiento estral de los animales, asi como el periodo entre los tratamientos y la
ovulacion tanto como la sincronia de la misma.

Asimismo se evalué el efecto de las dos opciones de progesterona evaluadas, la
inyectable de liberacion prolongada frente al dispositivo intravaginal y las caracteritiscas
de los perfiles plasméticos hallados durante 7 dias.

Se estudié su efecto sobre los parametros de respuesta reproductiva de los
aniamles, especialmente sincronia y presetacién de celo, tiempo desde los tratamientos
hasta la ovulacion y sincronia de la misma.

En el segundo articulo se conjugaron los resultados de tres ensayos a nivel del
campo con 377 animales, primiparos y multiparos, cicliando y en anestro de acuerdo a
estimaciones hormonales en leche conjuntamente con tactos rectales y teniendo
especialmente en cuenta su estado corporal al momento de los tratamientos. Se aplico un
protocolo de sincronizacién de celos HeatSynch modificado, variando la fuente de
progesterona IATF al dia 10, excepto en el tambo 2 donde se realizé solamente IA a celo
detectado por decisidbn de manejo. Asimsimo en el tambo 3 se detect6 celo e insemind
durante todo el periodo luego de iniciado el tratamiento. Estas variables permitieron
asimismo evaluar puntos criticos que podrian afectar los resultados a nivel de campo. Se
determind la prefiez por ultrasonografia y evlauaron los resultados con todos los efectos
mencionados.
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7. Discusién general

Se ha demostrado que la adicion de E2 en protocolos de sincronizacion e induccion
de la ovulacién ocasiona un aumento rapido plasmatico del E17 activo que dependera de
la formulacion utilizada, que ocasiona la inhibicion de PG, manteniendo la expectativa de
un CL funcional en protocolos IATF (Mann y Lamming, 2000).

En estos ensayos demostramos que los perfiles de liberacién de E17b, EB y ECP
son disimiles, no solo alcanzando niveles maximos en momentos distintos, sino también
logrando valores sanguineos muy distintos y prolongando sus niveles detectables por
espacios de tiempo muy distintos.

La adicion de E2 también trae como ventajas efectos colaterales que podrian
mejorar la respuesta reproduciva de los animales tratados. Es asi que se ha demostrado
aumento de la motilidad uterina y del oviducto (Hawk, 1975), aumento de flujo sanguineo
a nivel uterino (Krzymowski et al, 2004) y especialmente aumento de la inmunidad local
con mayor fagocitosis (Frabk et al, 1983) lo que podria ser fundamental en el proceso
posparto de reinicio de la ciclicidad al evitar endometritis persistentes y facilitar la
involucién uterina.

Encontramos que el EB y E17 registran picos de liberacion a tan solo 4 horas de la
administracion volviendo a niveles basales cerca de 40 hs después, sin interferencia de la
P4 administrada concomitantemente. A su vez, el ECP recién alcanzé su cenit a las 32 hs
de la inyeccion regresando recién a las 90 hs a sus niveles iniciales.

En el primer ensayo utilizamos animales ciclando, para detectar la influencia de las
distintas hormonas exogenas que actuarian concomitantemnte con las propias circulantes
enddgenas del animal, donde el resultado en cuantificacibn hormonal plasmatica no solo
depende de las drogas administradas sino también de las propias segregadas por los
foliculos y CL del los ovarios de los animales.

Para el caso de la adicion de P4, los animales fueron presincronizados previamente
al tratamiento para encontrarlos en fase luteal al momento de lo insercion de los
dispositivos o inyeccién de la formulacién de accion mantenida. MAD-4 tuvo un rapido
aumento de los niveles sanguineos pero que cayeron drasticamente antes de 24 h,
miestras que los grupos DIV alcanzaron su maximo a la hr de su insercion y se
mantuvieron en niveles cuasi constantes cercanos a 5 ng/mL hasta el dia 5 donde
decayeron en forma gradual.

Coincidente con trabajos publicados anteriormente encontramos que los niveles de

luteolisis con cualquiera de la E2 empleados no fue suficiente para restar la PG de los
protocolos IATF, es méas, con E178 y ECP la regresion luteal no alcanzé siquier el 35%.
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Trabajos anteriores demostraron la trascendencia de ciertos niveles circulantes de
estradiol para causar expresion de estro (Lammoglia et al, 1998) a la vez que también
existen reportes que indican que vacas de alta produccion tienen un clearance hepatico
del estradiol aumentado (Sangsritavong et al, 2002). La adiciébn de E2 colabora en la
expresion de celo y se demostr6 altamente dependiente de la formulacién empleada,
mientras que los animales de E17( tuvieron 100% demostraciones conductuales, la cifra
descendio a 70% y 60% para EB y ECP, respectivamente, coincidente con los maximos
plasmaticos hallados, con lo cual cabe pensar que esta reaccion responde a niveles
plasmaticos puntuales y no al mantenimiento de los mismos. También corroboramos que
para que la expresion estral se presente los niveles de P4 deben ser bajos (Lammaoglia et
al, 1998, Souza et al, 2005), ya que al momento de la valoracion todos los animales
poseian niveles de P4 inferiores a 1 ng/mL.

Al estudiar la ovulacion también encontramos diferencias significativas, miestras
gue los animales EB ovularon en un 89%, los E17f lo hicieron en 67% y ECP tan soélo
30% y cierta coincidencia entre el pico plasméatico de las diferentes formulaciones con el
momento de la ovulacion (antes con E17(3, luego EB y finalmente ECP).

En base a los indicadores estudiados propusimos utilizar EB como sal para disefiar
ensayos a nhivel de campo con poblaciones mas elevadas, utilizando esta vez no solo
animales cicliando sino también en condiciones de anestro posparto. Utilizamos un
protocolo HeatSynch modificado con la adicién de P4 intravaginal o inyectable.

De acuerdo a las condiciones de manejo de los tres tambos, se procedid de
manera diferencial, en uno de ellos se realizo IATF al dia 10 a todos los animales, en otro
se detectd celo desde el dia 0 y todo animal con comportamiento de celo se insemind
independientemente del dia en sistema AM/PM y en el tercer establecimiento se detectd
celo e insemin6 desde la extraccion de los dispositivos (dia 8) y todo animal no
encontrado en celo fue inseminado a tiempo fijo el dia 10. Ese manejo diferencial también
nos permiti6 sacar conclusiones del comportamiento de los animales y su respuesta a
protocolos fijos o variables IATF.

Unificando los datos de los tres experientos del trabajo segundo, obtuvimos que el
porcentaje de prefiez al primer servicio, determinado por ultrasonografia a los 45 dias, no
fue diferente entre tambos. Tampoco vario la fertilidad entre los tratamientos DIV y MAD-
4, considerando la totalidad de condiciones reproductivas, lo que resulta un dato
promisorio considerando una posible sustitucion de los dispositivos intravaginales por una
presentacion inyectable de facil aplicacion, sin remocion y menores contaminantes para el
medio ambiente.

Los datos obtenidos, conjutamente con revisiones a nivel pais (Nava et al, 2010)
frente a datos reportados por Kasimanickam et al (2005) quienes utilizaron protocolo
similar, aunque sin suplementacion con P4, con escasos niveles de prefez, justificarian
ampliamente la adicion de P4 no sélo en animales en anestro por el aporte del “priming”
necesario para reiniciar la actividad ovarica posparto (Cutaia et al, 2007), sino también por
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su beneficio en la sincronizacion del desarrollo folicular y el bloqueo de ovulaciones
prematuras (Cavestany et al, 2000; Andringa et al, 2013).

En relacion a la informacién aportada por los distintos tipos de manejo por
establecimiento de acuerdo a la IATF, en el tambo 2, donde no se practicé IATF sino solo
IA a celo detectado, la inseminacion soélo alcanzo el 75%, lo que afecto el porcentaje de
prefiez. Esta incidencia en las tasas de prefiez obtenidas con diferentes tratamientos de
induccion de la ovulacion en vacas lecheras en anestro asociados con deteccion de celo
han sido bajas en nuestras condiciones de explotacion (de Nava y Cavestany, 1996; de
Nava y Cavestany, 2000). Con el 75% de animales inseminados, se logré una concepcion
de 37,4%. A pesar de ello, los tratamientos pueden estar igualmente justificados ya que
muchos animales que no se preflan ante la IATF, reinician la ciclicidad luego de la
induccioén, aumentando notablemente su posibilidad de gestacion.

En general las vacas ciclando al inicio del tratamiento mostraron una tendencia a
tener mejores resultados de prefiez, independientemente del tratamiento utilizado. Esta
observacion concuerda con lo publicado por Chebel et al (2010) en el que las vacas
clasificadas como ciclicas de acuerdo a sus concentraciones plasmaticas de P4
mostraron mejores resultados de prefiez a los 40 y 60 dias. A su vez, Stevenson et al
(2006) trabajando con vacas ciclicas y en anestro registraron mayores pérdidas
embrionarias entre los dias 28 y 56 pos IA en estas ultimas, lo que podria explicar en
parte la menor fertilidad de las mismas y la influencia hormonal en el mantenimiento de la
prefez.

Se evaluo la eficiencia reproductiva de las vacas de acuerdo a la paridad con
resultados variables entre tambos. En este sentido hay reportes de una mejor respuesta
de las vacas primiparas a protocolos de sincronizacién de la ovulacion (de Nava et al,
2010). Probablemente el mayor estrés productivo y metabdlico al que estan sometidas las
vacas de mas lactancias sea la causa de una disminucion en su eficiencia reproductiva.
Martins et al (2011) propusieron que la ineficacia en la lisis del CL de los programas
reproductivos con PG en vacas lactantes produciria un descenso importante en la prefiez
final. de Nava et al (2010), en un estudio que recopild los resultados obtenidos sobre 2659
vacas ciclando, durante cuatro afios de aplicacion de un programa de IATF iniciado al
primer dia de la estacién reproductiva invernal, observaron que la prefiez se vio afectada
por el nimero de lactancia, disminuyendo de 48,8%, 48,2%, 43,1% y 40,5% para vacas
de 1, 2, 3y 4 o mas lactancias respectivamente (P<0,05). Esta diferencia se mantuvo en
las tasas de prefiez acumuladas (incluyendo los servicios realizados durante un periodo
de 30 dias pos IATF), siendo de 63,7%, 62,9%, 59,8% y 56,7% para las vacas de 1, 2, 3y
4 0 mas lactancias respectivamente (P<0,05).

Es interesante que en nuestro trabajo, los porcentajes de prefiez no variaran para
el tambo 2 que no hizo IATF respecto al tambo 3 en el que casi la totalidad de los
animales fueron inseminados a tiempo fijo. Lo que si es destacable, es que en el tambo 2
un 25% de las vacas no fueron detectadas en celo y por consiguiente tampoco
inseminadas, lo que pudo afectar el resultado. Stevenson y Phatak (2005) reportan
niveles de prefiez mayores en vacas inseminadas luego de ser detectadas en celo en el
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marco de un protocolo Heatsynch (44,6% vs 21,6% para celo visto y tiempo fijo
respectivamente); Kasimanickam et al (2005) observaron también mejores resultados de
fertilidad en aquellos animales inseminados luego de ser detectados en celo utilizando
protocolo Heatsynch. En el tratamiento Heatsynch los valores obtenidos por estos autores
fueron 36% vs 15,5% para las vacas inseminadas bajo deteccion de celo e IATF
respectivamente (P<0,001).

8. Conclusiones generales

Podemos concluir que dentro de la evaluacién de las formulaciones de estradiol
obtuvimos parametros muy variables y disimiles entre productos, miestras que E17b
resulté en el que generd mejor respuesta conductual de estro su respuesta a la ovulacion
y sincronizacion no resultd del todo efectiva. EB mostré prometedores respuestas
ovulatorias, expesiones conductuales de ?/3 de los animales y sincronia al seguimiento
ovulatorio por ultrasonografia. Por el contrario ECP mostré escasa respuesta conductual y
mala respuesta ovulatoria. Los DIV mostraron niveles sanguineos moderados, estables,
prolongados y méas predecibles que MAD-4, aunque estos ultimos llevaron a valores
importantes por un tiempo hasta 24 hs.

A nivel de experimentos de campo con protocolos IATF modificados en animales
ciclando, en anestro, primiparas y multiparas, no se observaron diferencias en los
porcentajes de prefiez entre los dos tratamientos en ninguno de los tres tambos, lo que
deja planteada la alternativa de sustituir los dispositivos intravaginales por una
presentacion inyectable de liberacion lenta, de mas facil aplicacién, sin generar residuos
contaminantes ambientales y obteniendo similares resultados en cuanto a fertilidad. La
variacion entre tambos refleja que existen otros factores de manejo, ambientales y
nutricionales que afectan la fertilidad independiente de protocolos de sincronizacion
utilizados.
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Resumen

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 combinacion 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:
PGy 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, y ecografia ovarica. Las
concentraciones maximas de P, se registraron una hora
después del tratamiento (7,3+0,7 ng/mL DIV y 16,140.7
ng/mL MAD-4; P<0,0001); seis horas mas tarde se re-
dujeron a 5,7+0,7 ng/mL DIV y 11,2+0,7 ng/mL. MAD-4
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The objective was to evaluate three estradiol (E,) formula-
tions [S mg of 178 (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

43



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, volvi6 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 EBy 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, sincronizacién de

celo, ovulacién, estradiol, progesterona

Introduccion

La disminucion en la eficiencia reproductiva en vacas
Holando de alta produccion 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-
cion mas rapida del estradiol que resulta en una reduccion
en la intensidad del celo (Lopez y col. 2004, Wiltbank y
col., 2006), lo que dificulta su deteccion. Es por eso que
desde que se demostr6 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 ovulacién (Lucy y col., 2001).

Los primeros protocolos diseiados 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)
(Vynckiery 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 8 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 17 (E,) activo es liberado después de
la hidrélisis. 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 sincronizacion se emplea pro-
gesterona (P,) en forma de dispositivos intravaginales
(DIV) con la finalidad de mantener exdgenamente 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 contaminaciéon ambiental ocasionada por
el deshecho de dispositivos de silicona con la mayor parte
de la P, luego de su utilizacién 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
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de progesterona, al dia de la retirada de éstos o al dia
siguiente, con resultados variables (Burke y col., 2003;
Souzay 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 Comisién de Etica en Uso de Animales
(CEUA) de la Universidad de la Reptiblica, Montevideo,
Uruguay. El experimento se realiz6 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
12,5+2.4 L. La alimentacion consistio 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 PG). El disefo experimental consistié en una combi-
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nacién 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-Bagd, 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 173 (E17, Estra-
diol 17p Laboratorio Rio de Janeiro, Santa Fe, Argentina)
o 1 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.

IS

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 a las 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 Ez, 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.
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Determinaciones hormonales

Las determinaciones hormonales se realizaron en el Labo-
ratorio de Técnicas Nucleares de la Facultad de Veterina-
ria. La progesterona se analizo por RIA en fase solida ('’
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 realizo diariamente ultrasonografia ovérica por
via transrectal (Aloka SSD-500, Tokio, Japdn) tliznde yn
transductor de 5 MHz para determinacion del crecimiento
folicular y presencia de cuerpo ltteo. A partir del D9 se
realiz6 ecografia cada 4 horas para determinar el diametro

folicular maximo y el momento de la ovulacion.

Deteccion de celo

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

Gensur SRL, Uruguay).

Anadlisis estadistico

Para el andlisis 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 incluyd 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 analizo 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 calcul6 por
el método de trapezoides (Matthews y col., 1990). Se de-

termind el nivel de significancia en 5%.

Resultados

Estradiol

La concentracién 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 detectd
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 1y 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 11,2+0,7 ng/mL para
DIV y MAD-4 respectivamente (P<0,0001), posterior-
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Cuadro 1. Caracteristicas de los perfiles plasmaticos de estradiol (E,) (media + e.e.m) seglin los distintos tratamientos

DIV+EB DIV+E17 DIV+ECP MAD4+EB MAD4+E17 MAD4+ECP
Vacas (n) 5) J 5 5) 5 5
Conc. DO (pg/mL)’ 16,1+3,22 11,5+3,9° 11,4+3,9° 12,4+2,3%° 12,3£5,1 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 49,6+20,1 153,3+46,4 753,6£73,4 41,6+24,1
Vida media (h)? 35,1+5,1° 40,1+22,6* 89,6+3,6° 39,2+15,8° 41,0+£17,1* 84,0+9,4°
ABC’ (pg) 2095,4+138,6c  5545,8+539,3¢  2486,8+36,4°  2021,9+123,7° 6703,6+669.1¢  1874,9+37,1¢

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

ab: 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 173 (E17), Benzoato de estradiol
(EB) o Cipionato de Estradiol (ECP).
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Cuadro II: Caracteristicas de los perfiles plasmaéticos de progesterona (P,) (mediate.e.m) de acuerdo a los diferentes

tratamientos
DIV+EB DIVAEL7 DIV<ECP ~ MAD4+EB  MAD4+E17  MAD4+ECP
Vacas (n) 5 5 5 5 5 5
Riveles e, al DO 504100 6,542,5° 4,40,7 4.9+1 2 3.943.6" 5,040,6
(ng/mL)
Cone.Mex. 6.9+1.20 9,8+120 6,11 20 10,4120 15,11 2% 22,541
(ng/mL)
Cone. Media D0-D8 (ng/mL) 4.8+13 5.942,0° 5.940.5" 6,142,9" 6.2+4,10 8.447.1¢
Area bajo la curva 8272458  1064.7+36,0' 11934409  9353+27.7%  881,0+428.0®  1034,1+28,0°
(ng/mL)
ab.c: Diferentes letras en la misma linea difieren (P<0,05)
10 18
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Figura 2: Concentraciones plasmdticas de progesterona (P,) luego de la administracion parenteral (MAD-4) o insercion

de un dispositivo DIV).

mente manteniéndose en niveles similares hasta D8. Los
niveles plasmaticos de P, descendieron hasta niveles basa-
les mas rapidamente en las vacas tratadas con MAD-4 que
con DIV, con un promedio entre grupos de 164.,4+56.4 h
para MAD-4 y 178,3+46.4 h para DIV.
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Desarrollo folicular, ovulacion y manifestacion estral

Las caracteristicas de crecimiento folicular, celo y ovu-
lacion se presentan en el Cuadro 3. El diametro folicular
al inicio de los tratamientos de P, fue de 14,914 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 S
Diametro del
+2,3¢ 2.7+2.1% 2,9+2,12 +2,1° +2,3° =M
FD' a DO: 13,8+2,3 12,7421 12,942,1 15,82,1 8,923 16,042,1
Diametro del
+2,2° +2,0° +2,00 +2.0° 4+ 2% +2,0°
FD' al D8: Hh 11.52,0 8.8+2.0 11.3+2,0 10342, 9,342,0
Diametro del
2 j,: 21] :t a a i a iz a j,: a
FD' al D9: 12,122, 13.0+1.8 10,31,8 11,7+1,7 11,542,0 11,1£1,8
Horas PG* (D8)
as
Ovulacion: 65,3+7,1° 60,8+5,5" 69,3+7,1% 67,2+5,5° 44,0+8,6% 80,0+8,6%
Ovulan: 5/5 4/5 2/5 4/5 215 1/5
Estro®: 64,0+10,12 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

': 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 mmy 10,7
para EB, E17 y ECP respectivamente (P>0,1).

La luteolisis se determin6 por la caida de P, a los niveles
previos a la administracion o colocacion de los dispositi-
vos y ocurri6 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 63+3,7
h, 52+4.2 h y 66,6+6,0 h para las vacas en los grupos
EB, E17 y ECP respectivamente (P>0,05). El tamaio 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. 8,8+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 adicion de E, en tratamientos de induccién de ovu-
lacién produce un aumento rapido de la circulaciéon 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 luteo 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
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(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 registr6 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
dindmica 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,
permiti¢ 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 produccién
natural de estradiol. La diferencia con el presente trabajo
podria deberse a la influencia de la secrecion enddgena,
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 ovulacion 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
drasticamente a las 2 horas (Boy 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
a unos 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 enddgeno. Se debe considerar diferencias a cau-
sa de la disminucioén 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 solo 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 registr6 un aumento en los niveles plasmaticos de P,
el cual fue mayor luego de la administracion de MAD-4,
que ademas presento el pico de concentracion antes que
los dispositivos intravaginales. A partir de dicho momen-
to los niveles de P, cayeron més 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, endégena de CL

en vacas ciclando. Rogan y col. (2007) disefiaron un ex-
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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 concentracion (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 encontrd 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 concentraciéon 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 sincronizacion 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 concentracion 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 e 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 ovulaciéon 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 procedid a administrar al mismo momento que la PG
en vez de hacerlo al dia siguiente como se efectud con
EBy E17.

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
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ECP podrian haber suprimido la liberacion endogena 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 aparicién tardia de la onda folicular
al inicio del tratamiento y menor tasa ovulatoria a la in-

duccion 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 ovulacion y am-
bos mejores que el ECP. Hay que tener presente que éstos
resultados pueden tener relacion con las formulaciones
de E, administradas al inicio del protocolo. En cuanto a
la P, los dispositivos intravaginales generan respuestas
mds 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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Resumen

Para evaluar dos formulaciones de progesterona (inyec-
table: MAD-4, o impregnada en un dispositivo intrava-
ginal: DIV) incluidas en el protocolo de sincronizacion
de celos HeatSynch, se utilizaron 377 vacas Holando en
produccion, primiparas y multiparas, ciclando y en anes-
tro, ubicadas en tres tambos. El protocolo consistié en:
Dia 0: GnRH y administracion de MAD-4 o DIV; Dia 7:
Prostaglandina (PG); Dia 8: Benzoato de estradiol (BE);
Dia 9: deteccion de celo e IA; Dia 10: Inseminacién Ar-
tificial a Tiempo Fijo (IATF) a vacas que no mostraron
celo. Se realiz6 el diagndstico de gestacion mediante ul-
trasonografia a 45 dias del inicio de los tratamientos. Se
extrajeron muestras de leche los Dias -7 y 0 para deter-
minacion de actividad ovérica mediante la dosificacion
de progesterona. Los porcentajes de prefiez a la primera
inseminacion fueron: 20,5% en el tambo 1, 30,8% en el
tambo 2, y 43,3% en el tambo 3 (P<0,05). La fertilidad
del tratamiento no fue afectada por la fuente de proges-
terona (DIV: 33,0, MAD-4: 33,1%; P>0,01) la ciclicidad

26

Summary

To evaluate two formulations of progesterone (inject-
able: MAD-4, or intravaginal: DIV) included in the estrus
synchronization protocol HeatSynch, 377 lactating Hol-
stein cows, primiparous and multiparous, cycling and in
anestrus, located in three dairies were used. The Protocol
consisted of: Day 0: GnRH and administration of MAD-4
or DIV; Day 7: Prostaglandin (PG); Day 8: (BE) Estradiol
Benzoate; Day 9: heat detection and Al; Day 10: Fixed
Time Artificial Insemination (FTAI) to cows that did not
show heat; Day 45: pregnancy diagnosis using ultrasound.
Milk samples were obtained at Days - 7 and 0 for deter-
mination ovarian activity according to levels of progester-
one. First service pregnancy rates were: 20.5% in Farm 1,
30.8% in Farm 2, and 43.3% in Farm 3 (P<0.05). Fertility
of treatment was not affected by progesterone formulation
(DIV:33.0%, MAD-4: 33.1%; P>0.01) cyclicity (Cycling:
32.3%, Anestrus: 35.3%; P>0.01) or parity (Primiparous:
36.1%, Multiparous: 30.2%; P>0.01). An interaction was
found between farm and cyclicity (P<0.05). Pregnancy
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(Ciclando: 32,3%, Anestro: 35,3%; P>0,01) ni la paridad
(Primiparas: 36,1%, Multiparas: 30,2%; P>0,01). Se en-
contrd una interaccion entre tambo y ciclicidad (P<0,05).
El porcentaje de prefiez fue menor en las primiparas del
tambo 1 que las de los tambos 2 y 3 (12,9% vs. 49,8% y
33,3%; P<0,05). No se observaron diferencias entre los tra-
tamientos, concluyéndose que es posible sustituir los dis-
positivos intravaginales por progesterona inyectable, como
una presentacion mas facil de aplicar y que no genera resi-
duos hormonales contaminantes.

Palabras clave: vacas para leche, progesterona,

sincronizacion de celos, anestro posparto

Introduccion

El aumento de tamafio en los rodeos en sistemas pastoriles
de Uruguay, la intensificacion, asi como la mayor produc-
cion individual, ha llevado a una creciente disminucion
en los parametros reproductivos, anestros postpartos mas
largos, con pérdidas en la deteccion de celo, disminuci-
on o ausencia en la expresion del mismo y menor reflejo
de aceptacion de la monta (Roelofs y col., 2004), menor
duracion de celos e inseminaciones realizadas a destiem-
po por la pobre y breve expresion de celos. Asimismo, la
presencia de mayor incidencia de enfermedades en el pos-
parto y una mayor posibilidad de mortandad embrionaria
temprana y tardia (Lopez et al, 2004) contribuyen a un
descenso en la eficiencia reproductiva (Cavestany y col.,
2009). Cavestany y Galina (2001) reportaron que un 8,5%
de vacas ciclando al comienzo de la estacion reproductiva
invernal en tambos uruguayos nunca fueron detectadas en
celo y reportan un porcentaje de deteccion de celos del
46,9%. En la region, la tasa de deteccion de celos prome-
dio reportada para tambos de la cuenca de Santa Fe y Cor-
doba en Argentina también es baja, situandose en el entor-
no de 42% (Capitaine Funes, 2005). Esto resulta en una
disminucion del porcentaje de prefiez (Yamada, 2005).
Las vacas de alta produccion tienen un mayor metabolis-
mo hepatico del estradiol, lo que repercute en una menor
duracién y por lo tanto expresion de celo (Lopez y col.,
2004). Esta situacion ha llevado a la aplicacion cada vez
mas frecuente de programas de manejo reproductivo con
el fin de sincronizar el desarrollo folicular a través de la
administracion de estradiol y/o GnRH, control del cuerpo

27

rate was lower in Primiparous of farm 1 than in farms 2 and
3 (12.9% vs. 49.8% and 33.3%; P<0.05). Bases on the lack
of differences between treatments it was concluded that it
is possible to replace intravaginal devices with injectable
progesterone, as a presentation easier to apply and that does
not generate wastes of hormonal pollutants.

Keywords: dairy cows, progesterone, estrus
synchronization, postpartum anestrus

lateo utilizando PG y sincronizacion de la ovulacion con o
sin expresion de celo aplicando estradiol o GnRH, asocia-
dos ademas a inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF)
con resultados similares al manejo tradicional (Cavalieri
y col., 2006). La progesterona (P4) aplicada en protocolos
de sincronizacion ha demostrado ser efectiva ya sea con-
centrando los celos, previniendo ovulaciones prematuras
(Andringa y col., 2013) o aportando el priming necesario
para el reinicio de la actividad ovérica en vacas en anes-
tro (Cutaia y col., 2007). Muchos trabajos han reportado
efectos beneficiosos de la adicion de dispositivos intrava-
ginales de P4 en protocolos de sincronizacion aplicados
en vacas ciclando, como asimismo en animales en anestro
(Cavestany y col., 2000; El-Zarkouny y col., 2004; Ste-
venson y col., 2006; Chebel y col., 2010), pero hay poca
informacion respecto a la administracion de P4 por otras
vias. El objetivo de este trabajo fue comparar la respuesta
a la administracion de progesterona, inyectable (MAD-4)
o en un dispositivo intravaginal de P4 (DIV), en proto-
colos HeatSynch (GnRH-PG-E2) en vacas primiparas y
multiparas, ciclando o en anestro.

Materiales y métodos

Predios y Animales

El mismo disefio experimental se aplico en 377 vacas
lactando en tres tambos, ubicados en los departamentos
de Colonia (1), Rio Negro (2) y Paysandu (3). Todos los
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animales eran de la raza Holando y la produccion de leche
por dia promediada para los tres tambos en la semana del
comienzo del tratamiento fue de 20,7+0,5 L. (P>0,1). En el
tambo 1 se utilizaron 88 vacas, 56 primiparas y 32 multi-
paras, con 64+20 dias posparto (DPP), y un estado corpo-
ral (EC) al dia del comienzo del ensayo de 2,7+0,2 (escala
del 1 a 5 segtin Ferguson y col., 1994). En el tambo 2 se
utilizaron 196 vacas, 98 primiparas y 98 multiparas, con
76+25 DPP y EC al inicio del ensayo de 2,8+0,3 y. En
el tambo 3 se emplearon 93 vacas, 34 primiparas y 59
multiparas, 84+40 DPP y con EC al comenzar el ensayo
de 2,6+0,2. La ciclicidad al comienzo del tratamiento se
determind por progesterona (P4) en leche en base a mues-
tras obtenidas los Dias -7 y 0 (comienzo del tratamiento),
junto a esta ultima se realizd una palpacion rectal de los
ovarios; se defini6 en anestro a aquellos animales que no
tenian estructuras palpables al tacto y menos de 1 ng/mL
de P4 en ambas muestras de leche.

Tratamientos

Se aplicé el protocolo de sincronizacion de celos Heat-
Synch, variando la fuente de progesterona: dispositivo
intravaginal (DIV, Cronipres; 558 mg de progesterona
natural, Biogenesis Bago, Montevideo, Uruguay) o pro-
gesterona inyectable s/c (MAD-4; 200 mg en una dosis
unica de 8 mL en solucidn oleosa, Laboratorio Rio de Ja-
neiro, Santa Fe, Argentina). Todas las hormonas fueron
administradas a las 16 horas luego del ordefio. El proto-
colo HeatSynch consistio en: DO, administracion i/m de 8
pg de un andlogo sintético de la GnRH (GnRH: Acetato
de Buserelina, Laboratorio Rio de Janeiro, Santa Fe, Ar-
gentina) y aplicacion de la fuente de progesterona; D7,
administracion i/m de 500 pg de un analogo sintético de
prostaglandina F2a (PG) (Prostaglandina: d-cloprostenol,
Laboratorio Rio de Janeiro, Santa Fe, Argentina) y retiro
del DIV; D8, administracion i/m de 1 mg de benzoato de
estradiol (BE, Estradiol 10: Laboratorio Rio de Janeiro,
Santa Fe, Argentina), a partir de este momento se detec-
té celo de mafana y de tarde durante 30 minutos cada
vez, inseminando 12 horas mas tarde; D10, IATF a las 8
de la mafiana a aquellas vacas que no mostraron celo. En
el tambo 2 se realiz6 solamente IA a celo detectado por
decisién de manejo. En todos los casos se utilizé semen
previamente evaluado de reproductores de probada fertili-
dad. El inseminador fue un integrante del grupo de trabajo
y fue el mismo para los 3 tambos.
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Diagnéstico de gestacion

Alos 45 dias de iniciado el experimento se realizé el diag-
nostico de gestacion mediante ultrasonogratia transrectal

con transductor lineal de 5 MHz en modo B.
Determinaciones hormonales

Las muestras de leche fueron obtenidas en el ordefio mati-
nal los dias -7 y 0 en tubos con azida de sodio, que fueron
refrigerados 30 minutos mas tarde. Dentro de la semana
siguiente a la obtencion, las muestras se centrifugaron a
3000 RPM durante 10 minutos y el suero fue almacenado
a -20 °C hasta su analisis. Los niveles de progesterona se
determinaron por un RIA en fase sélida ('*I Progesterona
CAC, Siemens SA, Montevideo, Uruguay) en el Labora-
torio de Técnicas Nucleares de la Facultad de Veterinaria
(Universidad de la Republica). La sensibilidad del ensayo
fue de 0,02 ng/mL y los coeficientes de variacion intraen-
sayo para controles bajo (0,8 ng/mL), medio (8,0 ng/mL)
y alto (15 ng/mL) fueron de 6,5%, 9,8% y 6,1%, respecti-
vamente. La variacion interensayo fue de 8,9%, 10,9% y

6,4% para los mismos controles.

Analisis estadistico

Los porcentajes de prefiez por tratamiento, actividad ova-
rica y paridad se analizaron por Chi cuadrado y por re-
gresion logistica (SAS). Para estudiar interacciones entre
variables se realizé un andlisis de varianza (Proc GLM,
SAS) utilizando el porcentaje de prefiez como variable in-
dependiente continua (0,0 a 1,0) y como variables depen-
dientes tambo, tratamiento, ciclicidad y estado corporal.

Se determind el nivel de significancia en 5%.

Resultados

La distribucion de animales entre tambos fue homogénea
en cuando a dias posparto y produccion de leche, pero
se registraron diferencias en paridad, actividad ovarica y

estado corporal (Cuadro I).

En el tambo 2, donde no se realiz IATF, el porcentaje de
vacas inseminadas fue del 75% en cada grupo (Figura 1).
Aunque en un nimero muy bajo para detectar diferencias
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Cuadro 1. Distribucion porcentual por tambo de vacas primiparas y multiparas, con diferente estado

corporal (EC) y segun actividad ovarica (Anestro o Ciclando)

Parametro Tambo
N 1 2 3

Primiparas 188 50,0 36,6 63,4
Multiparas 189 50,0 63,4 36,6
EC=235 122 7,1 67,7 514
23 <EBCX 3,5 81 18,9 323 38,6
EC=3,5 154 74,0 0 10,2
Anestro 148 33,2 58,1 33,0
Ciclando 229 66,8 41,9 67,0

estadisticas, se registraron vacas en celo en los dias Sy 6
del tratamiento, todas del grupo MAD-4.

La prefiez al primer servicio fue del 34,1% (Cuadro I1) y no
estuvo afectada por la fuente de progesterona, pero si por
el tambo y el estado corporal al inicio del tratamiento. Un
47,3% de las vacas primiparas estaban en anestro al inicio

del tratamiento y se registraron diferencias entre tambos.
En los tambos 1 y 3 el porcentaje de animales en anestro
fue de 33,2% y 33,0% respectivamente, mientras que en
el tambo 2 este fue de 58,1% (P<0,001). Sin embargo, la
prefiez de vacas en esta categoria fue menor solamente en
el tambo 1 (12,9% vs. 49,8% y 33,3%; P<0,05).

BOiv #MAD 4

b

40

Porcdentajo de vacas en celo

"

T -
1

Diins desde el micsa del tratanviento

Figura 1: Distribucion porcentual diaria de celos registrada en el tambo 2, en vacas tratadas con MAD-4 (barra gris) o

DIV (barra negra) entre el dia 5y 11 del tratamiento y porcentaje de animales no detectados en celo

29
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Como se presenta en el Cuadro I, en el tambo 2 no se re- 2, las vacas con menor EC al momento del tratamiento
gistraron vacas con EC mayor a 3,5 por lo que no se pudo registraron un menor porcentaje de prefiez.
analizar esta variable, pero como se muestra en la Figura

Cuadro II. Porcentaje de prefiez segtin la fuente de progesterona administrada (DIV o MAD-4), tambo, estado corporal
(EC), actividad ovérica y paridad de los animales

Porcentaje de preiiez

Tratamiento N PP! OR? IC?
DIV 193 33,0° 0,591 0,946-1,513
MAD-4 184 33,12 1,0 Referente
Tambo

1 196 20,5° 0,1740 0,388-0,862
2 93 30,8° 0,326 0,946-1,952
3 88 43,30 1,0 Referente
Estado corporal

=25 123 26,5° 0,526 0,218-1,270
25>35 101 26,7° 0,776 0,378-1,595
>3,5 153 37,74 1,0 Referente
Actividad ovarica

Anestro 148 34,32 1,021 0,609-1,713
Ciclando 227 32,38 1,0 Referente
Paridad

Primiparas 188 36,1° 1,381 0,820 — 2,325
Multiparas 189 30,27 1,0 Referente

I Porcentaje de Prefiez; * Odds Ratio; * Intervalo de Confianza de 95%; *°: P<0,05;

Cuadro III. Porcentaje de prefiez de acuerdo a actividad ovérica y tambo al inicio del experimento

Tambo Actividad ovarica Porcentaje de prefiez
1 Anestro 12,94+0,09?
1 Ciclando 26,2+0,06°
2 Anestro 49,8+0,08"
2 Ciclando 33,0+0,05¢
3 Anestro 33,3+0,08°
3 Ciclando 49,1+0,10?

a: NS; b¢: P<0,05
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Figura 2: Porcentajes de prefiez, independiente de tambo y tratamiento, segtin condicion corporal al inicio del tratamien-
to (*: P<0,05)

Discusion

Un mayor porcentaje de vacas multiparas que de primi-
paras se encontraban ciclando al comenzar el experimen-
to. Este dato concuerda con Santos y col. (2009) quienes
evaluaron los factores que tienen mayor incidencia en el
reinicio de la actividad ovarica posparto, en un estudio
que abarcd una muestra de mas de 6.000 animales perte-
necientes a varios establecimientos lecheros. Los investi-
gadores observaron que mas vacas multiparas retornaron
a la ciclicidad luego del parto y mas vacas ciclicas fueron
diagnosticadas prefiadas a los 30 y 58 dias pos inseminaci-
on. En esta linea de trabajo Zhang y col. (2010) realizaron
un experimento donde se evalu6 la relacion entre paridad,
involucion uterina postparto y reinicio de la actividad
ovérica y concluyeron que las vacas multiparas tuvieron
una involucion uterina mas rapida y un periodo mas corto
entre el parto y el reinicio de la actividad ovarica ciclica.

El porcentaje de prefiez al primer servicio, determinado
por ultrasonografia a los 45 dias de iniciado el experimen-
to, fue diferente entre tambos. No vario la fertilidad entre
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los tratamientos DIV y MAD-4, considerando la totalidad
de condiciones reproductivas, lo que resulta un dato po-
sitivo considerando una posible sustitucion de los dispo-
sitivos intravaginales por una presentacion inyectable de
facil aplicacion, que no requiere remocién y genera me-
nores contaminantes para el medio ambiente. Esta varia-
cion entre tambos, reflejo de la dependencia multifactorial
de la reproduccion, implica que es muy dificil predecir el
éxito o fracaso de programas de manejo reproductivo en
los sistemas productivos pastoriles de Uruguay (Caves-
tany y col., 2007). A nivel nacional, entre los afios 2004
y el 2007 de Nava y col. (2010) inseminaron a tiempo
fijo 2659 vacas ciclando en 5 de establecimientos lecheros
logrando una prefiez de 45,5%, promedio comparada con
los resultados obtenidos en este trabajo entre los animales

en este estado reproductivo de los tambos 2 y 3.

El porcentaje de prefiez obtenido en este experimento fue
mayor que el reportado por Kasimanickam y col. (2005)
quienes utilizaron protocolo similar, aunque sin suple-
mentacion con P4, y obtuvieron 15,5% de prefiez al pri-
mer servicio. Estos resultados justificarian la adicion de
P4 no s6lo en animales en anestro por el aporte del “pri-

60



ming” necesario para reiniciar la actividad ovarica pos-
parto (Cutaia y col., 2007), sino también por su beneficio
en la sincronizacion del desarrollo folicular y el bloqueo
de ovulaciones prematuras (Cavestany y col., 2000; An-
dringa y col., 2013).

Aunque casi el 50% de las vacas de primer parto (47,3%)
se encontraban en anestro al inicio de los tratamientos,
presentandose grandes diferencias entre tambos, inciden-
cia superior a los trabajos publicados a nivel nacional (de
Nava y Cavestany, 1996; de Nava y Cavestany, 2000) e
internacional (Chebel et al, 2009) justifica, sin duda la
intervencion en la prevencion y eventualmente en el tra-
tamiento del anestro. En el tambo 2, donde no se practico
IATF la inseminacion solo alcanzé el 75% lo que afecto
el porcentaje de prefiez. Esta incidencia en las tasas de
prefiez obtenidas con diferentes tratamientos de induccion
de la ovulacion en vacas lecheras en anestro asociados
con deteccion de celo han sido bajas en nuestras condicio-
nes de explotacion (de Nava y Cavestany, 1996; de Nava
y Cavestany, 2000). Para el tambo 2 del ensayo con un
75% de animales inseminados, se logré una concepcion
de 37,4%. A pesar de ello, los tratamientos pueden estar
igualmente justificados ya que muchos animales que no
se prefian ante la IATF, reinician la ciclicidad luego de
la induccion, aumentando notablemente su posibilidad de

gestacion.

En el tambo 1 la condicion corporal de las vacas al co-
menzar el experimento fue en promedio de 2,7+0,2 para
ambos tratamientos, en el tambo 2 la condicion corporal
fue de 2,84+0,3 y en el tambo 3 fue de 2,6+0,4 puntos sien-
do el valor mas bajo y variable de los tres tambos. De
acuerdo a la revision realizada por Crowe (2008) sobre
el retorno de la actividad ovarica posparto en vacas para
carne y leche, para lograr un dptimo retorno a la ciclici-
dad lo ideal es lograr una condicion corporal al parto que
se ubique entre 2,75 y 3,0. En este trabajo las vacas que
iniciaron el tratamiento con una condicion corporal menor
a 3 obtuvieron una prefiez inferior. De modo similar, Pan-
carci y col. (2002) observaron que las vacas multiparas
tuvieron una fertilidad mas baja a una condicion corporal
por debajo de 3,0. Es posible que la condicion corporal de
los animales al comienzo del experimento haya influido
negativamente en los resultados de fertilidad en el tambo
1 y 3, no asi en el 2, donde la prefiez lograda en tres nive-
les de condicion corporal (< 2,5, entre 2,5y 3,5y > 3,5)
no mostro diferencias significativas.
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En los tambos 1 y 3, las vacas que estaban ciclando al
inicio del tratamiento mostraron una tendencia a tener
mejores resultados de prefiez, independientemente del
tratamiento utilizado. Esta observacion concuerda con lo
publicado por Chebel y col. (2010) en el que las vacas
clasificadas como ciclicas de acuerdo a sus concentracio-
nes plasmaticas de P4 mostraron mejores resultados de
prefiez a los 40 dias que las clasificadas como en anestro
(38,2 vs 29,3%; P<0,05) y esta diferencia se mantuvo a
los 60 dias pos IA (35,1 vs 26,1% para las ciclicas y en
anestro respectivamente). Por otro lado, Stevenson y col.
(2006) trabajando con vacas ciclicas y en anestro registra-
ron mayores pérdidas embrionarias entre los dias 28 y 56
pos IA en estas altimas, lo que podria explicar en parte la
menor fertilidad de las mismas y la influencia hormonal
en el mantenimiento de la prefiez. En el tambo 2 las vacas
primiparas tuvieron una prefiez significativamente mayor

que las multiparas.

También debe considerarse en los resultados de fertilidad
con IATF con semen congelado el efecto asociado a di-
ferencias en la longevidad de los espermatozoides en el
tracto genital de la vaca por la posible dispersion de las
ovulaciones y probablemente debido a diferencias en el
proceso de capacitacion de los espermatozoides (Kasima-
nickam y col., 2008).

Se encontro en los tambos 1 y 2 una mayor eficiencia re-
productiva de las vacas primiparas en comparacioén con
las multiparas, mientras en el tambo 3 se obtuvo un mejor
desempefio de las vacas multiparas aunque esta diferencia
no fue estadisticamente significativa. En este sentido hay
reportes de una mejor respuesta de las vacas primiparas
a protocolos de sincronizacion de la ovulacion (de Nava
et al., 2010). Probablemente el mayor estrés productivo y
metabdlico al que estan sometidas las vacas de mas lac-
tancias sea la causa de una disminucion en su eficiencia
reproductiva. Martins y col. (2011) propusieron que la
ineficacia en la lisis del CL de los programas reproduc-
tivos con PG en vacas lactantes produciria un descenso
importante en la prefiez final. Para evaluar las diferencias
en el comportamiento de estas categorias Tenhagen y
col. (2004) realizaron un estudio sobre 1584 vacas (583
primiparas y 1001 multiparas) pertenecientes a 3 tambos
comerciales. El porcentaje de concepcion a la IATF resul-
to mayor en las primiparas que en las multiparas (37,9%
vs. 31,6%) de igual manera la prefiez a los 200 dias de
lactancia fue mayor para las primiparas (81,8% vs 75,4%
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para primiparas y multiparas respectivamente). Tambi-
én de Nava y col. (2010), en un estudio que recopild los
resultados obtenidos sobre 2659 vacas ciclando, durante
cuatro afios de aplicacion de un programa de IATF ini-
ciado al primer dia de la estacion reproductiva invernal,
observaron que la prefiez se vio afectada por el nimero
de lactancia, disminuyendo de 48,8%, 48,2%, 43,1% y
40,5% para vacas de 1, 2, 3 y 4 o mas lactancias respecti-
vamente (P<0,05). Esta diferencia se mantuvo en las tasas
de prefiez acumuladas (incluyendo los servicios realiza-
dos durante un periodo de 30 dias pos IATF), siendo de
63,7%, 62,9%, 59,8% y 56,7% para las vacas de 1,2, 3y

4 o mas lactancias respectivamente (P<0,05).

Pancarci y col. (2002) comparando dos protocolos de
sincronizacion de ovulacion observaron que para ambos
tratamientos los porcentajes de concepcion en las vacas
primiparas eran mas altos que en las multiparas. Notaron
también que a una condicidén corporal menor a 3,0 las
vacas multiparas tuvieron menores porcentajes de con-
cepcion, mientras que las primiparas se mantuvieron en
parametros constantes cuando su condicion corporal os-
cilaba entre 2,5 y 3,0. En el tambo 3 a diferencia de lo
ocurrido en los dos tambos anteriores se obtuvo un mayor
porcentaje de prefiez en las vacas multiparas que en las
primiparas. Tal vez la baja condicion corporal que presen-
taba el grupo de primiparas impactd negativamente en su
fertilidad determinando que tuvieran un peor desemperfio
reproductivo comparado con el grupo de multiparas. Cerri
y col. (2004) realizaron un trabajo en el que se evalu6 la
fertilidad obtenida al aplicar un protocolo Heatsynch con
IATF o un protocolo SelectSynch (sin empleo de estradiol
post PG) con deteccion de celo sobre vacas primiparas y
multiparas de alta produccion. Los valores de prefiez re-
gistrados a los 58 dias fueron en el grupo IATF 42,2%
para las multiparas y 34,4% (P<0,01) para las primiparas
mientras que en el grupo bajo deteccion de celo los resul-
tados fueron de 20,8 y 18,8% para multiparas y primiparas
respectivamente. Es interesante que en nuestro trabajo, los
porcentajes de prefiez no variaran para el tambo 2 que no
hizo TATF respecto al tambo 3 en el que casi la totalidad
de los animales fueron inseminados a tiempo fijo. Lo que
si es destacable, es que en el tambo 2 un 25% de las vacas
no fueron detectadas en celo y por consiguiente tampoco
inseminadas, lo que pudo afectar el resultado. Stevenson y
Phatak (2005) reportan niveles de prefiez mayores en va-
cas inseminadas luego de ser detectadas en celo en el mar-
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co de un protocolo Heatsynch (44,6% vs 21,6% para celo
visto y tiempo fijo respectivamente); y la misma tendencia
fue apreciada en el grupo asignado al protocolo Ovsynch
(48,7% vs 24,4% para vacas inseminadas bajo deteccion
de celo y a tiempo fijo respectivamente). Kasimanickam
y col. (2005) observaron también mejores resultados de
fertilidad en aquellos animales inseminados luego de ser
detectados en celo utilizando tanto un protocolo Heatsyn-
ch como un Ovsynch. En el tratamiento Heatsynch los
valores obtenidos por estos autores fueron 36% vs 15,5%
para las vacas inseminadas bajo deteccion de celo e IATF
respectivamente (P<0,001), y en el tratamiento Ovsynch
se registraron porcentajes de prefiez de 35,3 vs 21% para
vacas inseminadas a celo visto y a tiempo fijo respectiva-
mente (P<0,05). En contraposicion con lo expresado por
estos autores el trabajo realizado por Cerri y col. (2004)
obtuvieron mejores resultados con IATF que con insemi-
nacion bajo deteccion de celo.

Conclusiones

No se observaron diferencias en el porcentaje de
prefiez entre los dos tratamientos en ninguno de los
tres tambos, lo que deja planteada la alternativa de
sustituir los dispositivos intravaginales por una pre-
sentacion inyectable de liberacion lenta, de mas facil
aplicacion, que no genera residuos contaminantes
ambientales y obtiene similares resultados en cuan-
to a fertilidad. La variacion entre tambos refleja que
existen otros factores de manejo, ambientales y nu-
tricionales que afectan la fertilidad independiente de
protocolos de sincronizacion utilizados.
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