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RESUMEN: Los efectos del CIDR y eCG (gonadotrofina coridénica equina) en la dinamica de la poblacion
folicular y su relacion con las concentraciones plasmaticas de P, fueron investigadas en ovejas ciclicas. Fueron utilizadas
14 hembras ovinas de la raza Bergamascia; el Grupo 1 (G1) se someti6 a dos aplicaciones de PGF, vy, el Grupo 2 (G2)
tratado con CIDR durante 14 dias siendo que, en el momento de su retirada, se administraron 500 UI de eCG. La dindmica
folicular ovéarica fué¢ monitoreada por medio de ecdgrafo. Se monitorearon todos los foliculos con diametro mayor o igual
a2 mm y se grafico su posicion diariamente, observandose el desarrollo individual folicular. Desde el dia anterior a la
aplicacion de la segunda dosis de PGF, (G1) y desde la administracion de eCG (G2) hasta el décimo dia del ciclo estral,
se colectaron muestras de sangre para el analisis de P,. Hubo diferencia significativa (p<0,001) en las concentraciones
plasmaticas de P, entre los tratamientos. La sincronizacion del estro y ovulacion utilizando CIDR + 500 UI de eCG,
incremento la cantidad de foliculos reclutados, ademas de aumentar el didmetro maximo y la tasa de crecimiento de los
foliculos grandes en la primera onda folicular.
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Endocrine and ovarian response
to ovulation and oestrous synchronization
using CIDR and e¢CG in sheep

ABSTRACT: The effect of CIDR and eCG (equine chorionic gonadotrophin) on the dynamics of follicular
population and its relationship with P, plasma concentrations were investigated in cyclic ewes. Fourteen Bergamascia
ewes were used, Group 1 (G.1) synchronized by two i.m. injections of PGF, , and Group 2 (G.2) treated for 14 days
with CIDR and 500 IU of eCG at a dispositive withdrawal on day 14. Ovarian follicular dynamics were ultrasonically
monitored. All the ovarian follicles with diameter upper than 2 mm were measured, and their relative locations were
recorded on an ovarian map in order to follow the sequential development of each individual follicle. Blood samples for P,
determination were collected daily from the day before the second injection of PGF,, (G1) and from the administration of
€CG (G2) until day 10 after the ovulation cycle. There were significant (p<0.001) differences in P, plasma concentrations
between the treatments. The CIDR + eCG (500 IU) treatment enhanced the recruitment of smaller follicles and enhanced
the maximum diameter and growth rate of large follicles during the first follicular wave.

Key words: follicular dynamics, ultrasonography, hormones, ovine, progesterone (P,)
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Introduccion

Los tratamientos hormonales para el control
del estro y de la ovulacién permiten inducir y
sincronizar el estro en las hembras en anestro y
sincronizar el momento de aparicion del estro en
las hembras ciclando (Aisen, 2004). Los métodos
mas utilizados para la induccidn y sincronizacién
del estro y estimulacion del crecimiento folicular
en ovejas envuelven la progesterona (P,), los
progestagenos y la administracion intramuscular
de eCG (gonadotrofina sérica de yegua gestante).
Entretanto, la primera barrera es la disminucion
en la tasa de fertilidad, que estd estrechamente
relacionada con la gran variabilidad en el tiempo y
en el nimero de ovulaciones (Noel et al., 1994).

Otra alternativa para la sincronizacion del estro
son las prostaglandinas (PGF, ). La PGF, es
el factor luteolitico que induce la regresion del
cuerpo luteo a través de la interrupcion de la fase
progestacional del ciclo estral, iniciando asi, un
nuevo ciclo (Herrera et al., 1990; Amiridis et al.,
2005).

Naqgvi et al. (1998) reportaron una eficiente
sincronizacion del estro administrando dosis de
10 6 7,5 mg de PGF, en un intervalo de 10 dias,
independiente del dia del ciclo estral en ovejas
Kheri. Investigando la respuesta de las ovejas
a la administracion de la PGF, del segundo al
dia 15, dia del ciclo estral, Hackett & Robertson
(1980) verificaron una menor respuesta en los
dias 2-3 del ciclo estral (20%) pero cuando las
dosis eran aumentadas en estos dias, la respuesta
alcanz6 un 100%. Por tanto, los investigadores
concluyeron que, al inicio del ciclo estral, el
tejido luteal en formacion es mas resistente a la
luteolisis provocada por la PGF, y que, debido a
la vida media corta de la PGF, , pequefas dosis
repetidas de esta hormona pueden tener el mismo
efecto de una unica dosis elevada. Por otro lado,
la asociacion de PGF, y de las gonadotrofinas
tipo eCG aumentan significativamente la tasa
ovulatoria (McNatty et al., 1982).

Castonguay et al. (1990) utilizando esponjas
impregnadas con acetato de melengestrol (MAP)
por 14 dias para la sincronizacion del estro en

ovejas mestizas Boorola con Finnish (BFL),
mestizas Boorola con Suffolk (BS), Finnish
Landrace (FINN) y Suffolk (S) determinaron, a
través de laparotomia en el dia de la retirada del
pesario, cambios en la poblacion folicular. La
cantidad media de foliculos >4 mm fue mayor (3,5
+0,3) en ovejas Finnish Landrace que en las otras
razas. No hubo diferencias en la cantidad media
de los foliculos de 3-4 mm entre los diferentes
grupos genéticos (2,9 £0,6;2,4+0,3;2,6£04;y
1,8 £ 0,5, respectivamente). Las ovejas mestizas
Boorola x Suffolk (35,8 + 3,1); Suffolk (35,1 £
2,7); y mestizas Boorola x Finnish (32,943,1)
presentaron mas foliculos pequeios (1-3 mm) que
las ovejas Finnish Landrace (24,9 £ 2,2). En la
raza Suffolk los foliculos mayores midieron 7,6 +
0,3y 5,8+ 0,4 mm para F, (Foliculo dominante)
y F, (Foliculo subordinado), respectivamente.

En ese sentido, Godfrey et al. (1995), evaluando
el uso del CIDR y de la PGF, en ovejas,
concluyeron que las hembras tratadas con el
CIDR presentaron el estro mas rapido que los
animales tratados con la PGF, (1,4 £0,4y 29
+ 0,4 dias, respectivamente), en cuanto que las
concentraciones séricas de P, en el décimo dia
después del estro fueron semejantes para los dos
grupos.

La eCG debe estar asociada al CIDR para
estimular la ovulacién, no solamente en la
estacion reproductiva, como fuera de ella
(Rubianes et al., 1998; Safdarian et al., 2006).
Asi, Evans & Robinson (1980) constataron que
el uso aislado de eCG, en altas dosis, produce una
respuesta menos eficiente que cuando la hormona
esta combinada con progestagenos exogenos,
observando en este caso una mejor respuesta
de fertilidad. Ademas, los datos obtenidos por
Cardwell et al. (1998) en ovejas mestizas Dorset
con Rambouillet indicaron que el inicio del
estro y de la ovulacion se manisfestaron mas
rapida y uniformemente, como resultado de la
combinacion del progestageno con la eCG.

Driancourt et al. (1993) relataron que las
gonadotrofinas del tipo eCG pueden afectar los
mecanismos responsables por el crecimiento
folicular aumentando la tasa ovulatoria, a través
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de la reduccién en el diametro de los foliculos
menores (0,8 mm en la oveja), o por la proteccion
de la atresia de los foliculos en el momento de la
seleccion.

Comparando también la sincronizaciéon usando
apenas eCG vs progestagenos por 14 dias mas la
eCG en ovejas, durante la estacion reproductiva,
Evans & Robinson (1980) no encontraron
efectos significativos en el desarrollo folicular
total, cuerpo liteo y las concentraciones
plasmaticas de P, y E,, observando también que
la administracion excesiva de la eCG (800 a 1000
UI) result6 en luteinizacion prematura, debido a
los efectos luteinizantes de la eCG, sumados a la
gran cantidad de E, producido por los foliculos
grandes (>5 mm).

Acritopoulouetal.(1977)comparandoun grupode
ovejas sincronizadas con una inyeccion de PGF,
(100 pg) y otro grupo en condiciones naturales,
no observaron diferencias en la concentracion
plasmatica de P, durante los periodos de pre y
pos-tratamiento.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar los
efectos del estro inducido utilizando CIDR + eCG
en la poblacion folicular y en las concentraciones
plasmaticas de P, en hembras ovinas durante la
estacion reproductiva.

Materiales y Métodos

El trabajo experimental se desarrolld en la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad Estatal Paulista-UNESP,
Botucatu, Sao Paulo, Brasil. Se utilizaron 14
hembras ovinas adultas multiparas de la raza
Bergamacia, durante la estacion reproductiva,
con peso corporal de 60,448,2 kg, con edades de
dos a cinco afios. Las hembras se distribuyeron en
dos grupos, el Grupo 1 control (n = 7) sometido
a dos aplicaciones de PGF, (125 ng; Ciosin®),
con un intervalo de nueve dias, y el Grupo 2 (n =
7) tratado con un dispositivo intra-vaginal por 14
dias (CIDR conteniendo 0,3 g de progesterona,
AHI Plastic Moulding Company, Hamilton, NZ),
en el momento de su remocion se administraron
500 UI de eCG via intramuscular (PMSG-CAL
5000 UI).

Las ovejas, en posicion de estacion, se
monitorearon transrectal por medio de ecografo
(SSD-500; Aloka Co. Ltda., Japon) provisto de un
transductor lineal prostatico humano de 7,5 Mhz
(Modelo UST-660-7,5; Aloka Co. Ltda., Japon).
El dia de la ovulacion (dia cero) se defini6 a partir
del momento de la desaparicion del foliculo
mayor (=5 mm).

Desde el dia anterior a la aplicacion de la segunda
dosis de PGF, (Grupo 1) y la administracion
de eCG (Grupo 2) hasta diez dias después, se
colectaron muestras de sangre cada dia, a las
8:00h, por puncién yugular. La determinacion
de progesterona (P,) ovina se realizo usando
la técnica definida por Lafrance y Goft (1985).
La extraccion fue modificada por el danazol
(McGinley & Casey, 1979) y la separacion del
doble anticuerpo substituida por el charcol. La
sensibilidad del ensayo para P, fue de 0,1 ng/ml.
Todas las muestras de P, fueron analizadas en un
solo ensayo, el cual se desarroll6 en el Centro de
Investigacion Animal — CRRA, de la Universidad
de Montreal, Québec, Canada. E1 CV intra-ensayo
fue menor al 7%.

Los efectos de los tratamientos en las
concentraciones plasmaticas de la progesterona se
determinaron por el analisis de medidas repetidas
utilizando el programa SAS (Latour & Littell,
1996). Para los efectos fijos (tratamiento, dia,
tratamiento x dia) se utilizo el test F, y para las
comparaciones multiples de las medias se uso el
test de tukey-kramer. Para el andlisis de la tasa de
crecimiento y la poblacion folicular total se uso6
Analisis de variancia. Los foliculos se clasificaron
como pequefios (2-2,5 mm), medios (3-3,5 mm)
y grandes (=4 mm). A las medias de la poblacion
de los foliculos pequefios, medios y grandes se
les realizé transformacion logaritmica.

Resultados y Discusion

Independiente del programa de sincronizacién
utilizando prostaglandina (PGF, ) o el CIDR,
seguido de la administraciéon de 500 UI de eCG
(gonadotrofina coridnica equina) intramuscular,
al momento de la retirada del dispositivo,
las concentraciones plasmaticas de P, fueron
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menores que 1 ng/ml en las 24 horas siguientes al
tratamiento, indicando que la lutedlisis fue rapida
y completa.

Durante lasincronizacion del estro, el hecho de que
las hembras se encontraran en diferentes fases del
ciclo estral, cuando el dispositivo conteniendo P,
(CIDR) fue insertado, indujo a la variacion entre
los animales en la duracion de la secreciondela P,
endogena. Asi, conforme a las observaciones de
Leyvaetal. (1998), esos cambios resultantes de la
combinacion de la P, exdgena y endogena pueden
provocar alteraciones en la dindmica folicular y
variaciones en la presentacion del estro después
de la retirada del dispositivo. Alternativamente,
las variaciones de la respuesta ovarica parecen
estar atribuidas a las diferencias en el grado de
maduracion folicular, ademas de la presencia de
foliculos ovulatorios, foliculos no ovulatorios y
de inadecuados cuerpos luteos (Liu et al., 2007).

De acuerdo con las observaciones del
experimento, se hace evidente que el crecimiento

folicular es un proceso continuo e independiente
de la fase del ciclo estral (McNeilly et al., 1991),
y el patron de crecimiento folicular en ondas hace
que la poblacién de foliculos de diversas clases
de tamanos se altere a lo largo del ciclo (Pierson
& Ginther, 1987; Gonzalez-Afover et al., 2007).

La distribucion de las medias y + el error estandar
del promedio (EP) de los foliculos pequefios,
medios y grandes en las hembras control y
sincronizadas con el CIDR + e¢CG (500 UI) es
presentada, respectivamente, en las Figuras 1, 2

y 3.

Durante el inicio y mitad de la fase luteal,
se observd diariamente el crecimiento de
foliculos pequefios (Figura 1), de acuerdo con
las observaciones de Schrick et al. (1993) en
ovejas Suffolk. Ravindra et al. (1994) también
verificaron la emergencia de foliculos >2 mm
en todos los dias, excepto para los dias 1, 5, 15,
16 y 17 del intervalo interovulatorio en hembras
ovinas mestizas White-Faced.

127

O Control M CIDR + eCG

Foliculos pequefio
(ntimero)

Dias del ciclo estral

Figura 1. Distribucién de los foliculos pequefios (Medias + EP) durante la fase luteal en ovejas
Bergamacia sincronizadas con CIDR + eCG (500 Ul) durante la estacion reproductiva.

*(P< 0,05).
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Hubo interaccion significativa entre tratamiento x
dias del ciclo estral (P<0,05). La aplicacion de la
eCG (500 UI) provoco un aumento significativo
de los foliculos pequefios en los dias -2, -1 pre-
ovulatorios y en el dia 6 después de la ovulacion,
presentando 9,0 £ 1,21 y 3,43 + 0,30 (P<0,001);
8,43+ 0,97y 4,29 + 1,06 (P<0,05);y 8,43 £ 1,36
y 4,43 £0,30 foliculos (P<0,05), respectivamente,
para los animales tratados y del control.

El aumento del reclutamiento folicular, asi como
el mantenimiento de estos nuevos foliculos en
el grupo tratado, puede ser el resultado de los
cambios mediados por la retroalimentacion
negativa provocada por el progestageno en la
frecuencia de los pulsos de LH. Entretanto, la
cantidad de foliculos pequefios disminuyd en los
animales control en los dias que antecedieron a
la ovulacion, hallazgo similar al constatado por
Ravindra et al. (1994), probablemente debido al
efecto inhibitorio del foliculo dominante en el
crecimiento de los otros foliculos presentes en el
ovario.

13

La cantidad media de los foliculos pequefos
(Figura 1) fue semejante a los reportes de Noel
et al. (1994) utilizando laparoscopia, los cuales
observaron que, en ovejas Suffolk, laaplicacion de
800 UI de eCG después de la retirada del pesario
intravaginal (40 mg de Acetato de Fluorogestona
-FGA) aument6 la poblacién de los foliculos
pequefios durante la fase folicular.

Hubo interaccion significativa entre tratamiento
y dias del ciclo estral (P<0,05) para los foliculos
medios. Los efectos se caracterizaron por el
aumento significativo de los foliculos medios en
la mitad de la fase luteal (Figura 2). El tratamiento
con progestageno seguido de la eCG provoco un
aumento significativo (P<0,001) en el nimero
de foliculos medios, los cuales crecieron en los
dias cero (0,86 = 0,26 y 0,29 £ 0,29 foliculos)
y séptimo (1,29 + 0,29 y 0,57 + 0,30 foliculos),
respectivamente, para las hembras tratadas con
la eCG y control, seguidos por una gradual
disminucion del nimero de los foliculos medios en
el grupo tratado. Posiblemente, la mayor cantidad

25
O Control
”- B CIDR +eCG
1,5
2
=P *k
25
£
0,5 |
0-
32 -1 0 1 2 3

Dias del ciclo estral

*%

4 5 6 7 8 9 10

Figura 2. Distribucién de los foliculos medios (Medias + EP) durante la fase luteal en
ovejas Bergamacia sincronizadas con CIDR + eCG (500 Ul) durante la estacion

reproductiva. ** (P < 0,001).

vet.zootec. 1(1): 9-17, 2007



14

Respuesta endocrina y ovarica a la sincronizacion del estro y de la ovulacién utilizando CIDR y eCG en ovejas

0,9 OControl

0,8

BCIDR +eCG

Foliculos grande:
(numero)

3 -2 -1 0 1 2

Dias del ciclo estral

4 5 6 7 8 9 10

Figura 3. Distribucion de los foliculos grandes (Medias + EP) durante la fase luteal
en ovejas Bergamacia sincronizadas con CIDR + eCG (500 Ul) durante la

estacion reproductiva.

de foliculos medios después de la ovulacion puede
ser atribuida al mayor grupo de foliculos presentes
en los dias -2 y -1 pre-ovulatorios, como también
puede haber sido un indicador de la prevencion
del proceso normal de atresia folicular, ejercida
por los efectos gonadotroficos de la eCG.

La cantidad media de los foliculos grandes (Figura
3) no present6 diferencia estadistica significativa
entre los dos grupos de animales estudiados, a
pesar de que la cantidad de los foliculos >4 mm
haya sido superior en las hembras tratadas con
el CIDR seguido de la gonadotrofina, en el dia
-1 antes de la ovulacion (0,29 = 0,18 y 0,71 *
0,18 foliculos) y en el segundo (0,14 + 0,14 y
0,29 £ 0,18), tercero (0,14 + 0,14y 0,29 £ 0,18),
quinto (0,43 £0,20 y 0,57 £ 0,20) y noveno dias
(0,29 £ 0,18 y 0,43 £+ 0,20 foliculos) después de
la ovulacion, respectivamente, para los grupos
control y tratados.

Resultados semejantes fueron encontrados
por Noel et al. (1994) y Leyva et al. (1998),
que verificaron un numero significativamente

mayor de foliculos grandes en ovejas Suffolk,
administrando respectivamente, CIDR + 750 UI
de eCG 6 40 mg de FGA + 800 UI de eCG.

La sincronizacion utilizada no influy6
significativamente en la cantidad media de la
poblacion folicular total al inicio y mitad de
la fase luteal del ciclo estral, entretanto hubo
diferencia significativa (P<0,05) entre los dias
experimentales, siendo que también se constatd
diferencia significativa en la interaccion
tratamiento x dia (P<0,05).

En el presente protocolo, el inicio del tratamiento
al comienzo del desarrollo de la primera onda
folicular, provocdé un mayor reclutamiento de
los foliculos >2 mm, observado principalmente
en los dias -2 (4,43£0,53 y 9,29+1,21 foliculos
totales) y -1 (5,43£1,17 y 9,43+0,97 foliculos
totales) antes de la ovulacion, en los grupos
control y tratados, respectivamente, reportes que
estan de acuerdo con las observaciones hechas por
Rubianes et al. (1997) en hembras Corriedale. Los
resultados muestran que, en ovejas Bergamacia,
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el crecimiento de foliculos antrales >2 mm, se
presenta en todos los dias, durante el inicio y
mitad de la fase luteal del ciclo estral.

La sincronizacidn de estro increment6 la cantidad
de foliculos reclutados, ademas de aumentar el
diametro méximo y la tasa de crecimiento de los
foliculos grandes en la primera onda folicular
comparado con la tasa de crecimiento durante el
ciclonormal, corroborando los reportes expuestos
por Driancourt et al. (1991) y Noel et al. (1994),
investigando bovinos y ovinos, respectivamente.
Ese mayor reclutamiento de foliculos pequefos
fue también observado por Gonzalez-Afiover et
al. (2007) durante la fase folicular del ciclo estral
en ovejas.

La concentracion de progesterona (P,) plasmatica
(medias + EP) del grupo control y de las hembras
sincronizadas estan presentadas en la Figura 4. La
concentracion plasmatica de P, no fue diferente
entre los dos grupos experimentales, en los dias
-2 y -1 antes de la ovulacion (0,36 + 0,06 y 0,48
+ 0,03 ng/ml; y 0,22 + 0,06 y 0,26 = 0,03 ng/
ml, respectivamente). Por otro lado, las hembras

sincronizadas presentaron un leve aumento en las
concentraciones de P, después de la retirada del
dispositivo y de la aplicacion de la eCG, hecho
que puede atrasar el inicio de la liberacion de las
gonadotrofinas endogenas.

Los valores de las concentraciones plasmaticas
de P, antes de la ovulaciéon, en el presente
experimento, estuvieron de acuerdo con los
trabajos reportados por Scaramuzzi etal. (1993)y
Amiridis et al. (2005), quienes observaron valores
menores de 1 ng/ml durante la fase folicular.

Los animales del tratamiento control mostraron
concentraciones circulantes de P, bajas en el
primer dia después de la ovulacion (0,20 + 0,33
ng/ml), con un aumento significativo en el cuarto
dia (2,05 £ 0,33 ng/ml). Las concentraciones
continuaron aumentando progresivamente desde
el quinto (3,43+0,33 ng/mL) al noveno dia
(4,91£0,33 ng/mL), mostrando una diferencia
estadistica significativa (P<0,001) entre los dias
del ciclo estudiados. Valores inferiores fueron
reportados por Schrick etal. (1993), tal vez debido
principalmente al tipo de ensayo utilizado.

—O—Control

—®—dDR + eCG

Pa (ng/mL)

Dias del ciclo estral

Figura 4. Concentraciones plasmaticas de progesterona (medias + EP) en ovejas Bergamacia
sincronizadas con CIDR + eCG (500 Ul) durante la estacidon reproductiva. **

(P<0,001).
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Hubo diferencia significativa (P<0,001) en
las concentraciones plasmaticas de P, entre
los tratamientos, en la mitad de la fase luteal.
De la misma forma, también fue verificada la
diferencia significativa entre los dias (P<0,001)
y en la interaccion tratamiento y dias del ciclo
estral (P<0,05).

Los animales sincronizados presentaron
un aumento significativo (P<0,001) en Ilas
concentraciones plasmaticas de P, desde el sexto
hasta el décimo dia después de la ovulacion,
comparadas con aquellas de los animales control.
Estos resultados corrobora los presentados por
Mihm et al. (1996) y Amerindis et al. (2005).
Ya Mihm et al. (1996) mostraron que la P,
suministrada por el dispositivo ejercid un efecto
de feedback negativo inhibiendo la liberacion de
LH.

El aumento en las concentraciones plasmaticas
de P, en ese periodo puede ser el resultado de la
actividad del cuerpo luteo sumado a la actividad
de los foliculos grandes luteinizados. Por tanto,
la eCG puede provocar una hiperestimulacion
folicular, resultando en mayor tamafo del cuerpo
Iateo, demostrando su actividad luteotrofica
(Evans & Robinson, 1980). Segin Pearce
& Robinson (1985) en un experimento con
ovejas Merino, verificaron la existencia de un
aumento lineal en la tasa ovulatoria cuando se
aument6 la dosis de eCG de 300 para 600 UlI,
con una elevacion constatada también en las
concentraciones plasmaticas de P, en ovejas
Yankasa (Oyedipe et al., 1989) estableciendo,
posiblemente, la existencia de una relacion directa
entre la dosificacion de eCG, cuerpos luteos, tasa
ovulatoria y concentraciones plasmaticas de P,
y E,, corroborando los reportes realizados por
Evans & Robinson (1980) y las investigaciones
de Safdarian et al. (2006).

A través de la técnica ecografica, se observo
por lo menos un cuerpo luteo (CL) en la mitad
de la fase luteal en todos los animales. El CL
fue observado desde el tercer dia después de la
ovulacién en todas las hembras. El niimero de
CL fue significativamente superior (P < 0,05)
en las hembras tratadas con la gonadotrofina

coridnica equina que en las hembras tratadas con
la prostaglandina (4,27 + 0,23 vs 1,95 + 0,19,
respectivamente).

Conclusiones

La sincronizacion del estro y de la ovulacion
en hembras ovinas, utilizando el CIDR y 500
UI de eCG, incrementa la cantidad de foliculos
reclutados, ademas de aumentar el didmetro
maximo y la tasa de crecimiento de los foliculos
grandes. La asociacion CIDR + 500 UI de
eCG provoca aumentos significativos en las
concentraciones plasmaticas de progesterona (P,)
al inicio de la fase luteal en hembras ovinas.
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