Rev. Fac. Cs. Vets.
UCV. 56(1):35-41. 2015

REPRODUCCION ANIMAL

EFecTo DE LA DosIs DE ECG sOBRE LAS CARACTERISTICAS FOLICULARES Y LUTEALES,
MoMENTO Y TAsA DE OvULACION DE NoviLLAS MEsTIzAS CEBU
SINCRONIZADAS CON PROGESTAGENO INTRAVAGINAL

Effect of the eCG Dose on Follicular and Luteal Characteristics, Ovulation Time
and Ovulation Rate of Crossbred Zebu Heifers Synchronized With

an Intravaginal Progestagen Device
German E. Portillo-Martinez™', Juan C. Gutiérrez-Afiez" y Aitor D. De Ondiz”

*Unidad de Investigacién en Reproduccién Animal (UNIRA), Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad del Zulia. Maracaibo, Venezuela

Correo-E:german.portillo@fcv.luz.edu.ve
Recibido: 05/11/14 - Aprobado: 29/07/15

RESUMEN

Para evaluar el efecto de una dosis reducida
de la gonadotropina coriénica equina (eCG) sobre
el crecimiento folicular, las caracteristicas luteales,
el momento de la ovulacién y la tasa de ovulacién
en novillas mestizas cebi sincronizadas con un
progestageno intravaginal, se seleccionaron 41
novillas ciclicas. Para la sincronizacién se utilizé
una esponja intravaginal (EI) impregnada con
250 mg de medroxi-acetato-progesterona (MAP),
bajo el protocolo siguiente: Dia 0: Insercién de
la EI mas 2 mg de benzoato de estradiol (BE)
IM y 25 mg de PGF, IM; Dia 6: 12,5 mg de
PGF, , 21 novillas rec1b1er0n 400 UI de eCG
IM (Tl n=21) y 20 recibieron 200 UI (T2;
n=20); Dia 8: retiro de EI; Dia 9: 0,5 mg de
BE IM. La evaluacién ultrasonografica se realizé
entre los dias 6 y 8, cada 24 h, para determinar
la tasa de crecimiento folicular (TCF). A partir
del dia 8 hasta la ovulacién, se evaluaron cada 8 h
para determinar el diametro del foliculo ovulatorio
(DFO), el momento de la ovulacién (MO), el
diametro y area del cuerpo liteo (DCL y ACL),
asi como la tasa de ovulacién (TO). Las variables
TCF, DFO, DCL y ACL se analizaron con el
PROC GLM, mientras que el MO mediante el
procedimiento NPARITWAY y la TO mediante

ABSTRACT

The effect of a reduced dose of eCG on follicular
growth, luteal characteristics, ovulation time (OT)
and ovulation rate (OR) was evaluated in crossbred
Zebu heifers synchronized with an intravaginal
progestagen device. A total of 41 cyclic heifers
was selected and synchronized with an intravaginal
sponge (IE) impregnated with 250 mg of medroxy-
progesterone-acetate (IMPA), using the following
protocol. Day 0: insertion of IE plus 2 mg of
estradiol benzoate (EB) IM and 25 mg of PGqu
IM. Day 6: 12.5 mg de PGF, , 21 heifers received
400 IU eCG IM (T1; n = 21) and 20 received
200 1U (T2; n = 20). Day 8: IE withdrawal. Day
9: 0.5 mg of BE IM. Heifers were timed-artificial
inseminated (TAI) between 52 and 56 h after IE
withdrawal. Ultrasound evaluation was performed
between d 6 until d 8, every 24 h, to determine the
rate of follicular growth (FGR). Then, fromd 8
until ovulation, heifers were evaluated every 8 h to
determine diameter of the ovulatory follicle (DOF),
OT, and diameter (CLD) and area (CLA) of
the corpus luteum. The OR was also assessed.
The variables FGR, DOF, CLLD and CLA were
analyzed using PROC GLM, while OT was
analyzed using the NPARIWAY procedure and
OR using Chi-square with PROC FREQ from
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%, utilizando el PROC FREQ del SAS. No hubo
diferencias en las variables TCF, DFO y ACL
(1,44+0,27 vs.1,72%+0,27 mm/d; 12,61+0,47
0s5.13,85£0,47 mmy 33,9%2,1 vs. 30,3 %2,4 mm*
para T'1 y T2, respectivamente). Las ovulaciones
ocurrieron en promedio 61,67 +1,8y 62,73+1,92
h, respectivamente después de retirado el dispositivo
para T'1 y T2. El DCL fue mayor (P<0,05) en
T1 que en T2 (21,7%+1,44 vs5.16,9% 1,56 mm).
Se encontraron mayores porcentajes para la TO
(P=0,06) en el grupo T1 que en T2 (95,25 vs.
75%). En conclusién, la dosis de 200 Ul de eCG
fue suficiente para inducir un adecuado crecimiento
folicular y no afectar el momento de la ovulacién y la
dosis de 400 UI de eCG mejoré las caracteristicas del
cuerpo ldteo y permitié6 obtener un mayor niimero de
ovulaciones en novillas mestizas cebi sincronizadas
con un progestageno intravaginal.

(Palabras clave: Novillas mestizas; foliculos
ovaricos; progestagenos; eCG; Zulia)

INTRODUCCION

Para acelerar los programas de la inseminacién
artificial a tiempo fijo (IATF) en Venezuela, se
requiere la incorporacién de mayor niimero de vientres
posibles, entre éstas, vacas y novillas de reemplazo. Los
avances recientes en los programas de sincronizacién
de la ovulacién en programas de IATF en bovinos,
representan una alternativa de valor incalculable para
una expansion vertiginosa de la inseminacién artificial;
no s6lo en fincas tecnificadas, sino en todos los niveles
(pequefios, medianos y grandes productores), ya que
permite una mayor flexibilidad y programacién de
la inseminacién en un momento predeterminado sin
la deteccién del celo [1-4]. Sin embargo, las bajas
tasas de prefiez obtenidas en las novillas durante
estos programas han limitado su utilizacién. Se ha
demostrado que la inclusién de la gonadotropina
coriénica equina (eCQG) para los protocolos de
IATF, es efectiva para incrementar el desarrollo
folicular y la prefiez en vacas de carne en anestro [3,
5] y en novillas [6]. La eficiencia de esta hormona
esta asociada a su actividad FSH y LH [7], lo cual
estimula el crecimiento folicular y, en consecuencia,
incrementa la tasa de ovulacién [8]. Sin embargo, el
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SAS. No differences were found in FGR, DOF, and
CLA (1.44+0.27 vs. 1.72%+0.27 mm/d; 12.61+0.47
vs. 13.85+0.47 mm and 33.9+2.1 vs. 30.3+2.4 mm?
for T1 and T2, respectively). Ovulations occurred at
61.67=1.8 h and 62.73+1.92 h, respectively, after IE
withdrawal for T1 y T2, respectively. The CLD in
T1 was higher (P<0.05) than T2 (21.7+1.44 vs.
16.9+1.56 mm). Higher OR (P=0.06) were found
in T1 than in T2 (95.25 vs. 75.0%). In conclusion,
the dose of 200 IU of eCG was sufficient to induce
an suitable follicular growth without affecting OT
and dosing with 400 [U of eCG improved the corpus
luteum characteristics and allowed to obtain a greater
number of ovulations in crossbred Zebu heifers
synchronized with an intravaginal progestagen.

(Key words: Crossbreed heifers; ovarian follicles;
progestagens; eCG; Zulia)

constante incremento del precio de los insumos juega
un papel preponderante en los costos de los protocolos
para la IATF.

El objetivo general de esta investigacién fue evaluar
la eficacia de una dosis reducida de eCG dentro de
un protocolo hormonal con progestagenos, sobre el
crecimiento folicular, las caracteristicas luteales, el
momento de la ovulacién y el porcentaje de ovulacién,
para el establecimiento de programas de IATF en
novillas mestizas cebt de doble propésito.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del Ensayo

El ensayo se realizé6 en una finca comercial
doble propésito ubicada en el municipio Machiques
de Perja, estado Zulia (125 msnm, N: 10° 03’
37,25 y O: 72° 36’ y 08,18”), en una zona de vida
caracterizada como bosque sub-himedo tropical [9],
con precipitaciones promedio anuales de 2.000 mm
y temperatura promedio de 28°C.

Manejo de las Unidades Experimentales
Se utilizaron 41 novillas mestizas cebi (Bos
indicus x Bos taurus), con una condicién corporal
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entre 3,0 y 4,0 (escala del 1 al 5; 1=muy flaca,
5=muy gorda) y un peso promedio de 345 kg,
alimentadas con pasto Tanner (Brachiaria arecta) y
se les suministré agua y una mezcla de sal mineral ad
libitum. Para la sincronizacién del celo se utilizé una
esponja intravaginal (EI) impregnada con 250 mg de
medroxi-acetato-progesterona (MAP; 6 o.—methyl-
17 a-acetoxy-pregne-4ene3-20dione), bajo el
protocolo siguiente (Figura 1): Dia 0: Insercién de la

El (PREGNAHEAT®, VIATECA, Venezuela)
més 2 mg de benzoato de estradiol (BE) IM y 25
mg de PGF2a (LutalyseO, Pharmacia & Upjohn,
Kalamazoo, EUA'") IM; [Dia 6: 21 novillas
recibieron 12,5 mg de PGF2a, 400 Ul de eCG]
(Folligon, Intervet, Boxmeer, Holanda) im (T'1; n
=21)y 20,200 Ul de eCG (T2; n =20) y Dia 8:
retiro de la EI. Dia 9: 0,5 mg de BE IM.

Evaluacién Ultrasonogrdfica

Para la evaluacién ultrasonografica se utilizé un
equipo de ultrasonido modelo SSD500 (Aloka,
Japén) provisto de un transductor lineal con una
frecuencia de 7,5 MHz en modo B. La evaluacién
se realizé al inicio de los tratamientos en ambos
ovarios, para determinar las estructuras ovaricas
presentes. LLos ovarios fueron explorados en sentido
dorsoventral, lateral, medial y medial-lateral. Entre
los dias 6 y 8 se escanearon cada 24 h para evaluar
las caracteristicas foliculares. A partir del dia 8 hasta
la ovulacién se evaluaron cada 8 h para determinar
el diametro del foliculo ovulatorio, el momento de
la ovulacién, el didmetro y 4rea del cuerpo liteo.
Para determinar la respuesta ovulatoria, las novillas
fueron evaluadas entre los dias 19 y 20 después de
haberse iniciado los tratamientos y precisar la presencia
de un cuerpo luteo (CL) indicativo de la ovulacién. Se

consideré como ovulacién a la desaparicién del foliculo
ovulatorio (>10 mm) durante los dias 9, 10 y 11 del
experimento, y la consecuente formacién de un CL en el
mismo sitio (dias 19y 20, referidos anteriormente). EI CL.
se identificé como una estructura esférica u ovalada, de
aspecto granular e hipoecogénico con respecto al estroma
ovarico y en ocasiones con una cavidad central anecoica
como lo describen Perea y Cruz [10] y Gutiérrez et al.

[11].

Variables

Para determinar el efecto del tratamiento, se
estudiaron las siguientes variables: Tasa de crecimiento
folicular (T'CF), diametro del foliculo ovulatorio (DFO),
momento de la ovulaciéon (MO), didmetro y 4rea
del cuerpo liteo (DCL y ACL) y tasa de ovulacién
(TO).

Anadlisis Estadistico
Para el analisis de las variables se utilizaron diferentes

procedimientos del paquete estadistico SAS [12]. Las
variables TCF, DFO, DCL y ACL fueron analizadas

mediante el procedimiento lineal, PROC GLM. Las
pruebas estadisticas correspondientes a MO después del
retiro de la EI, se hicieron mediante el test de Wilcoxon,

utilizando el procedimiento NPARIWAY; mientras que
la TO se analiz6 mediante el PROC FREQ [12].

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de la TCF, DFO, MO, TO y DCL
y ACL se presentan en el Cuadro 1. Todas las novillas
tuvieron un crecimiento folicular progresivo, observandose
que los foliculos crecieron a una tasa de 1,44+0,27 mm/d
y de 1,72+0,27 mm/d para los tratamientos con 400
UI (T1) y 200 UI (T2) de eCG, (P>0,05). Con

12,5 mg PGFzz im
+
T1: 400 Ul de ¢CG im ]
El + 2 mg BE im
+ PGFza im T2: 200 UI de ¢CG i Retiro EI 0,5 mg BE im
| | | | |
| | | | |
0 6 ¢ USG o USG cf8h hasta
la ovulacidn
Dias

Figura 1. Protocolo de sincronizacién. El: Esponja intravaginal impregnada con 250 mg de medroxi-acetato-

progesterona (PREGNAHEAT®, VIATECA, Venez

uela); BE: Benzoato de estradiol; PGF2a. (Lutalyseo,

Pharmacia & Upjohn, Kalamazoo, EUA); T1: Tratamiento | (n = 21); T2: Tratamiento 2 (n = 20). USG:

ultrasonografia
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Cuadro 1. Tasa de crecimiento folicular, didmetro del foliculo ovulatorio, momento de la ovulacién, tasa de ovulacién
y didmetro y 4rea del cuerpo liteo en el grupo de novillas mestizas cebii que recibié una dosis reducida de 200 UI
de eCG y en el grupo que recibié una dosis de 400 Ul de eCG, dentro de un protocolo hormonal con progestagenos
para la sincronizacién del celo y la ovulacién en programas de IATF

Variables

T1 (400 Ul eCG)

T2 (200 Ul eCG)

Tasa de crecimiento folicular (mm/d)
Didmetro del foliculo ovulatorio (mm)
Momento de la ovulacién (h)

Tasa de ovulacién (%)

Diametro cuerpo liteo (mm)

Area del cuerpo liteo (mm?)

1,44+0,27* 1,72+0,27*
13,85+0,47¢ 12,61+0,47¢
62,73+1,92° 61,67x+1,8
95,2¢ (20/21) 754 (15/20)

21,714 16,9+1,56°
33,9+2,1° 30,3+2,4»

&b Quperindices diferentes en una misma fila difieren significativamente (P< 0,05). ¢ Superindices diferentes en
una misma fila difieren significativamente (P=0,06). Media * Error Estandar

esto, las novillas alcanzaron un didametro del foliculo
ovulatorio de 13,85+0,47 y 12,61+0,47 mm para
T1 y T2, respectivamente (P>0,05). Al respecto,
Peres et al. [13], reportaron didmetros similares del
foliculo al momento de la IATF (12,00%0,10 mm)
en novillas Bos indicus sometidas a un protocolo con
progestageno intravaginal (CIDR) por nueve dias,
a las cuales se les aplicé 300 UI de eCG al retiro
del dispositivo intravaginal. Similarmente, didmetros
equivalentes del foliculo ovulatorio han sido observados
por D’Enjoy et al. [14], en vacas Brahman con ciclos
estruales normales (12,6+0,4 mm). Sin embargo, De
Ondiz et al. [15], encontraron un menor didmetro del
foliculo ovulatorio (11,7+2,4 mm) en vacas mestizas
cebi sincronizadas con Norgestomet y eCG, al momento
del retiro del implante. También, a pesar de que la
adicién de eCG al momento de retirar el implante
en novillas Nelore tratadas con Norgestomet [6],
increment6 el tamano del foliculo de mayor tamafio,
éste fue menor (10,6+0,2 mm) al alcanzado por
las novillas del presente experimento. Ademas, la
tasa de crecimiento del foliculo de mayor tamafo
en el trabajo de S4 Filho et al. [6] fue de (1,140, 1
mm/d). Similarmente, en vacas Sindhi (Bos taurus x
Bos indicus) tratadas con una combinacién de CIDR
méas BE y PGF2a mas 400 Ul de e GC al momento
del retiro del implante el dia ocho, Rodrigues et al.
[16], observaron que el didmetro maximo del foliculo
dominante fue de 8,8 mm, con una tasa de crecimiento
de 0,8 mm/d, valores inferiores a los encontrados en
este estudio. Posiblemente, las diferencias con esos
tres Gltimos reportes se deban a que en el presente
ensayo, se administré la €CG 48 h antes de retirar la
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El, promoviendo asi una tasa mayor de crecimiento
folicular.

El 35,1%y 33,3% de las ovulaciones ocurrié entre
48 y 60 h, mientras que el 64,5% y 66,6% ocurrié
entre 61 y 72 h después de retirado el dispositivo, para
T1 y T2, respectivamente (P>0,05). En contraste,
en el trabajo de Rodrigues et al. [16] utilizando
vacas Sindhi (Bos taurus indicus) tratadas con una

combinacién de un CIDR més BE y PGF2a mas
400 IU de eGC al momento del retiro del implante
el dia ocho, el momento de la ovulacién fue mas
tardio (82,5 h después de retirar el implante). Al
respecto, se ha demostrado en hembras Bos taurus y
Bos indicus [17-19], que el tratamiento con eCG al
momento del retiro del implante con progesterona, no
afecta el momento de la ovulacién siguiente.

A pesar de que el DCL fue mayor (P<0,05)
en Il vs. T2 21,7+1,44 vs. 16,9%1,56 mm,
respectivamente), no hubo diferencias en el ACL
entre T'1 (33,9+2,1 mm?) y T2 (30,3+2,4 mm?).
El DCL observado en el presente estudio para las
novillas en el T2, fue similar al de Figueiredo et al.
[20] en vacas Nelore (17,0 mm) y De Ondiz et al.
[15] en vacas mestizas cebid (16,5 mm). Esto puede
indicar que al aplicar 400 Ul de eCG, 48 h antes
del retiro del implante, se favorece la maduracién del
foliculo dominante, obteniéndose una mayor tasa de
ovulacién, con un mejor desarrollo subsiguiente del
cuerpo liteo. De hecho, Bé et al. [21] concluyen
que los resultados de sus experimentos sugieren que
el incremento en las tasas de prefez relacionados
con la aplicacién de eCG en vacas mestizas Bos
taurus x Bos indicus con pobre a moderada condicién
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corporal, puede ser debido a la tasa de crecimiento
folicular final del foliculo ovulatorio.

Se encontraron mayores valores en la TO (P=0,06)
en el grupo T'1 (95,25%) que en T2 (75,0%). De
igual manera, Peres et al. [13] observaron una TO
mas elevada en novillas Bos indicus sometidas a un
protocolo con CIDR por nueve dias, a las cuales se
les aplicé 300 UI de eCG al retiro del dispositivo
intravaginal (94,3%), en comparacién con las que
recibieron 200 Ul de eCG (88,5%).

La optimizacién de la salud y del tamafo
del foliculo ha sido un objetivo importante en los
programas reproductivos actuales, especialmente en
la IATF [22, 23]. Los foliculos ovulatorios de mayor
tamafio presentan una tasa de ovulacién mayor, lo
que resulta en una tasa de prefiez mayor por IA en
ganado de carne [24, 25]. Asimismo, la presencia
de foliculos mas grandes al momento de la IATF en
vacas de carne, mejora la tasa de ovulacién, lo cual
pudiera ser lo que mediara el aumento en las tasas
de prefiez. Ademas, al considerar sélo las vacas que
ovulan después de la IATFE, las tasas de prefiez se
incrementan en la medida en que el tamafio del foliculo
es mayor [25]. Sin embargo, el didmetro maximo del
foliculo ovulatorio y del CL en ganado Bos indicus es
menor a los reportados para el ganado Bos taurus y
esto es debido probablemente a una menor capacidad
en la secrecién de LH en el ganado Bos indicus [26,
27]. También, Barreiros et al. [28], concluyen que
el tratamiento con eCG mejora la fertilidad de vacas
en anestro al proveer tasas de crecimiento folicular y
tamarios del foliculo ovulatorio similares a los de vacas
ciclicas. Por lo tanto, ademas del incremento en la
tasa de ovulacién, la ovulacién de foliculos de mayor
tamafio podria ser responsable de otros eventos tales
como el mejoramiento de la produccién endégena de
estradiol, la competencia de los ovocitos, el didametro
del CL y la concentracién de progesterona en el
subsecuente ciclo estral, lo cual podria beneficiar la
fertilidad del ganado luego de la IATF.

Estudios previos han demostrado que las hembras
tratadas con eCG exhiben una tasa de crecimiento
folicular elevada, un mayor didmetro del foliculo
dominante al momento de la IATF y una mayor tasa
de ovulacién [5, 6, 8]. También, el tratamiento con
eCG incrementa las concentraciones circulantes de
progesterona en el subsecuente ciclo estral [3, 6]. El
incremento en la concentracién de progesterona en
las vacas tratadas con eCG, puede ser el resultado

de un mayor volumen del CL, una alteracién en la
maquinaria celular involucrada en la sintesis luteal
de progesterona [29], o una combinacién entre esos
factores. Se ha demostrado que la eCG incrementa
la expresién de P450scc y 33-HSD [29] y hay
indicaciones de cambios celulares (incremento en la
densidad de mitocondrias esféricas y el nimero total
de células luteales grandes) en el CL, relacionados
con el aumento en la produccién hormonal [30].
Todo esto podria resultar en mayores tasas de prefiez.
Asi, se ha observado un incremento en dichas tasas
con el uso de la eCG, tal como lo reportan Sa Filho
et al. [6, 8], quienes observaron un incremento
significativo en las tasas de prefiez de novillas Nelore
(Bos indicus) ciclicas y en anestro (36,8% y 50,0%,
respectivamente; P=0,04) tratadas con eCG.

CONCLUSIONES

La dosis de 200 Ul de eCG fue suficiente para
inducir un adecuado crecimiento folicular y no afectar el
momento de la ovulacién; asi mismo, la dosis de 400 Ul
de eCG increment6 el nimero de ovulaciones, mejoré
las caracteristicas del cuerpo liteo en novillas mestizas
cebi sincronizadas con un progestageno intravaginal.
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