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RESUMEN:

La produccién de embriones in vivo es una herramienta para la mejora genética bovina. Los protocolos de sincronizacion-
multiovulacidon de las hembras donantes de embriones, asi como la facilidad de la colecta de embriones han evolucionado, sin
embargo, atin se debe maximizar la técnica. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la administracién de propilenglicol
(PPG) en vacas donantes multiovuladas sobre la produccién y calidad de embriones. El estudio se llevé a cabo en el cantén de
Pococi, Limén, Costa Rica, desde febrero del afio 2011 a enero del 2012. Se suministraron 300 ml diarios de PPG por via oral,
desde una semana previa y hasta una semana posterior al inicio del protocolo de sincronizacién-multiovulacién de la vaca donante.
Las colectas de embriones se realizaron cada dos meses y se utilizaron siete vacas. Se realizaron evaluaciones ovaricas por medio
de ultrasonografia antes y durante los dias del tratamiento de sincronizacién-multiovulacién. Se colectaron vy clasificaron los
embriones con una edad de sicte dias. El tratamiento con PPG no afecté el nimero y tamaio de los foliculos ovaricos medidos
por ultrasonografia. De igual manera, la cantidad de estructuras colectadas y su calidad no mejoraron con la suplementacién. Los
resultados del experimento sugieren que otros factores, ajenos al efecto de la suplementacién con PPG, afectan la respuesta animal
ante los tratamientos para multiovulacidn y colecta de embriones.

PALABRAS CLAVE: embriones, ganado bovino, ovulacién inducida, foliculos oviricos, reproduccion.

ABSTRACT:

Multiovulation and embryo transfer is a technique used in genetic breeding programs. The synchronization-multiovulation
protocols of bovine embryo donors, as well as the embryo collection technique have improved, however, the technique should still
be maximized. This study was done with the objective of evaluating the effect of the administration of propylene glycol (PPG) in
multiovulated donor cows on the production and quality of embryos. The study was conducted in Pococi, Limon, Costa Rica, from
February 2011 to January 2012. Daily and oral administration of 300 mg PPG was given from one week prior to one week after the
starting of the synchronization-multiovulation protocol. Embryo flushing was performed every two months and seven cows were
used. Ovarian evaluations were performed using transrectal ultrasonography before and during the days of the synchronization-
multiovulation treatment. The embryos were collected and classified at the age of seven days. Treatment with PPG did not affect
the number and size of ovarian follicles as measured by ultrasonography. Likewise, the number of structures collected and their
quality did not improve with supplementation. The results of the experiment suggest that other factors, unrelated to the effect of
PPG supplementation, affect the animal response to treatments for multiovulation and embryo collection.

KEYWORDS: embryos, cattle, induced ovulation, ovarian follicles, reproduction.
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INTRODUCCION

La produccién de embriones bovinos iz vive acelera la reproduccién de hembras que expresan rasgos de
interés productivo y por tanto, acelera el proceso de mejora genética. Existe una serie de tratamientos
hormonales para multiovulacién y la respuesta a estos es determinante para el éxito de la técnica de
producciény transferencia de embriones 7 vivo (Palma, 2008), la cual ha progresado desde sus inicios para ser
econémicamente viable. Los protocolos de sincronizacién y multiovulacidn, asi como la técnica de coleccion
y conservacion de embriones también han mejorado; sin embargo, en los tltimos cuarenta anos el promedio
de embriones transferibles por colecta se ha mantenido constante (sicte para ganado de carne y 6,3 para
ganado de leche) (Hasler, 2014). Factores como la lactancia, la estacién del afio, el intervalo entre colectas,
la vaca donante y el evaluador de los embriones en la colecta, son algunos de los factores que afectan los
resultados de la produccién de embriones (Callesen et al., 1995; Chebel et al., 2008).

En general, el estatus nutricional de las hembras bovinas influye sobre la fertilidad de las mismas (Butler,
2014). En el bovino, la fuente energética primordial son los 4cidos grasos volatiles que se producen en el
rumen (Dijkstra, 1994). Los ovarios, lugar donde se desarrollan las diferentes estructuras relacionadas con
la respuesta a los tratamientos hormonales para multiovulacién, son dependientes de la glucosa y fuente
energética (Santos, 2008), y requicren de glucosa para llevar a cabo el ciclo ovarico normal o responder a las
alteraciones exégenas intencionales.

En busca de mejorar el estatus nutricional de los rumiantes y aportar la energia necesaria para
suplir los requerimientos para produccién y reproduccion, se han utilizado diversos suplementos. El
propilenglicol (PPG), también conocido por los nombres de 1,2-propanodiol, metiletilen glicol, metil glicol
y monopropilenglicol, es un alcohol de uso industrial que se ha utilizado para la suplementacién de hembras
bovinas (Christensen et al., 1997; Hoedemaker et al., 2004; Chagas et al., 2007; Moallem et al., 2007). El
PPG se caracteriza por ser un producto de alta estabilidad y que no se considera peligroso (ATSDR, 1997);
ademas, se ha usado como anticongelante para la fabricacién de cerveza, solvente de productos farmacéuticos,
emulsificante en comidas, desinfectante de aire ¢ inhibidor de la fermentacién y crecimiento de mohos
(Windholz et al., 1983).

En el animal rumiante, el PPG es convertido a propionato en el rumen y este a piruvato y glucosa en el
higado (Jenkins et al., 2015). Algunos factores metabélicos responden a las concentraciones de glucosa, entre
estos la insulina, la cual es una senal metabélica para la activacién de factores de crecimiento y por tanto,
influye sobre el crecimiento de estructuras ovéricas como los foliculos y el cuerpo luteo (Laskowski et al.,
2016).

La manera en la que se administre el PPG es determinante en sus efectos, se usa dentro de la racién,
mezclado con el concentrado, de manera oral directa, via fistula ruminal o por medio de una sonda esofégica
(Christensen et al., 1997; Chung et al., 2009). La via oral directa aumentd las concentraciones de 4cido
propiénico en rumen de manera mds rapida que las otras formas de administracién; mientras que, las
concentraciones de 4cidos grasos no esterificados (NEFA) disminuyeron por la misma via (Christensen etal.,
1997). Esto convierte al PPG en una herramienta para tratar las enfermedades metabdlicas post parto como
la cetosis (Piantoni y Allen, 2015). El PPG aumenta los niveles séricos de factor de crecimiento similar a la
insulina (IGF1) y disminuye los NEFAs y betahidroxibutirato (BHBA), esta mejora metabélica favorece el
crecimiento de tejido como los foliculos (Hoedemaker et al., 2004). Pese a la obtencién de estos resultados
positivos, los mismos autores recomiendan investigar aspectos econémicos, de produccién de leche, salud
animal y fertilidad en torno a la suplementacién con PPG.

Debido a la necesidad de buscar alternativas que mejoren la produccién de embriones por medio de la
multiovulacién y a las caracteristicas de un suplemento como el PPG, se realizé esta investigacién con el
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objetivo de evaluar el efecto de la administracién de propilenglicol (PPG) en vacas donantes multiovuladas
sobre la produccién y calidad de embriones.

MATERIALES Y METODOS

A nivel de campo, la investigacién se realizé desde el 10 de febrero del ano 2011 al 27 de enero del afo 2012 en
Gudpiles, Pococi, en la Unidad de Reproduccién Animal (URA) de la Escuela de Zootecnia de la Universidad
de Costa Rica, bajo el convenio de cooperacién, entre el Ministerio de Agricultura y Ganaderfa (MAG), el
Instituto Nacional de Innovacién y Transferencia en Tecnologfa Agropecuaria (INTA) y la Universidad de
Costa Rica (UCR). La finca se encuentraa unaaltitud de 249 msnm. La precipitacidn y temperaturas tenidas
durante las 62 semanas del periodo experimental se presentan en las Figuras 1y 2 (datos de la sub-estaciéon
meteoroldgica de la Corporacién Bananera Nacional (CORBANA), en la Rita de Guépiles, Pococi).
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FIGURA 1
Precipitacién promedio semanal registradas desde enero

2011 a febrero 2012 en Guapiles, Pococi, Costa Rica.
Figure 1. Mean weekly precipitation recorded from January 2011 to February 2012 in Guapiles, Pococi, Costa Rica.
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FIGURA 2
Promedio semanal de temperaturas méxima (Tmax), minima (Tmin) y media
(Tmed) desde enero 2011 a febrero 2012 en Gudpiles, Pococt, Costa Rica.

Figure 2. Average weekly maximun (Tmax), minimun (Tmin) and mean (Tmed)
temperatures from January 2011 to February 2012 in Guapiles, Pococi, Costa Rica.

Los procedimientos de este proyecto fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuido y Uso de
Animales (CICUA), de la Universidad de Costa Rica.

Animales

Se seleccionaron siete hembras donantes con desempeno conocido en la produccién de embriones por
medio de multiovulacién. Dos hembras de la raza Simbrah, dos Canchim (5/8 Charolais x 3/8 Nelore), dos
Limousine y una Nelore. El promedio de peso de las hembras durante el experimento fue 529 + 72 kg'y
mantuvieron una condicién corporal promedio de 3,75 + 0,5 (promedio + desviacién estdndar) (escala de 1
a5, siendo 1 el animal con menos reservas corporales y 5 el animal con més reservas). Ninguna de las hembras
estaba en lactancia o con ternero al pie. Las hembras fueron inseminadas con semen congelado proveniente
de toros de fertilidad comprobada. Los animales se mantuvieron en pastoreo rotacional en pasturas nativas
y recibian un suplemento diario que consistié en cascara de banano a libre consumo y una mezcla liquida de
urea-melaza (aproximadamente 100 g de ureay 0,5 kg de melaza por animal por dfa).

Disefno del experimento

Se realizaron seis colectas de embriones (seis repeticiones) en las siete hembras, con un intervalo entre
colectas de al menos cuarenta y ocho dias. El tratamiento aplicado consistié en una infusion oral de 300
ml de PPG (pureza > 99,8%) el cual se suministré durante quince dias, siete antes (-7) de iniciar, el dia
0 (inicio de protocolo de sincronizacién de celo y multiovulacién) y hasta el dfa 7 de tratamiento (dfa de
finalizacién de aplicacién de la hormona superestimulante, FSH). Hubo al menos 105 dias entre las colectas
de los animales que les correspondia el tratamiento con PPG. La forma de administracién del PPG fue oral,
mediante una jeringa de 300 ml con una cdnula de 25 cm. La linea de tiempo del disefio del experimento de
la suplementacién con PPG y los dias de evaluacién se observan en la Figura 3. Durante los dias de evaluacién
con ultrasonido (US) se observaron los ovarios de las vacas.
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Infusién oral de PPG
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Linea de tiempo del experimento del tratamiento de suplementacién con
propilenglicol (PPG) en vacas, razas Simbrah, Canchim (5/8 Charolais x 3/8 Nelore),
Limousine y Nelore. Guapiles, Pococi, Costa Rica. Enero de 2011 a febrero de 2012.

PPG= propilenglicol, FSH= hormona foliculo estimulante, D= dia, US= evaluacién con ultrasonido, IA: inseminacién artificial.
Figure 3. Timeline of the propylene glycol (PPG) supplementation treatment in cows Simbrah, Canchim (5/8
Charolais x 3/8 Nellore), Limousine and Nellore breeds. Guapiles, Pococi, Costa Rica. January 2011 to February 2012.
PPG= propylene glycol, FSH= follicle stimulating hormone, D= day, US= ultrasound evaluation, A= artificial insemination.

Los animales se distribuyeron al azar para la primera repeticién del experimento entre los que recibieron
PPG, y los que no (control). Tres animales iniciaron la primera repeticion con PPG, mientras que, cuatro
no lo recibieron, para la segunda repeticidn, se alternd, de manera que los tres que fueron tratados con PPG
en la primera repeticién se convirtieron en los animales control (su propio control) en la segunda repeticion
y viceversa. Esta rotacion se volvié a realizar para las repeticiones subsecuentes hasta que cada animal, de
manera alterna, tuviera tres colectas en las que fue tratado con PPG y tres como control, para un total de seis
colectas por vaca (repeticiones).

Todos los tratamientos fueron aplicados por personal entrenado de la Unidad de Reproduccién Animal
de la Finca Experimental. El protocolo de sincronizacién y multiovulacién utilizado incluyd la insercion de
un dispositivo intravaginal liberador de progesterona (1 g de progesterona), una inyeccién con 2,5 mg de
benzoato de estradiol y 62,5 mg de progesterona inyectada en el dia cero. Del dia cuatro al siete, se aplicé la
hormona foliculo estimulante (extracto comercial de FSH porcina) en dosis decrecientes cada 12 h. La dosis
de FSH, se establecié para cada animal, con base en el historial de multiovulacién al cual habia sido sometido
antes de este experimento. El animal en que menos dosis de FSH se utilizé fue de 200 mg, mientras que el de
maxima dosis fue de 400 mg. En el dia seis se inyectd 0,15 mg de un analogo de prostaglandina (cloprostenol
dextrogiro) en la mananay 0,15 mgen la tarde. El dia siete se retird el dispositivo intravaginal, en el dia ocho
por la mafana se aplicaron 0,25 mg de un andlogo de la hormona liberadora de gonadotropinas (acetato de
gonadorelina), y se realizé la inseminacion artificial en la tarde del dia ocho y en la mafana del dia nueve. El
dia quince del tratamiento se realizé la colecta de embriones por via transvaginal no quirtrgica.

Tomay evaluacién de datos

Se evaluaron las estructuras ovaricas de las hembras durante los dias -7, 0, 4 y 8 del tratamiento, por medio
de ultrasonido para uso animal equipado con una sonda lineal transrectal de 7,5 MHz de frecuencia. Cada
ecografia ovérica fue grabada e identificada individualmente, por medio de un dispositivo MP4 conectado al
ultrasonido, para ser posteriormente evaluado en una computadora. Se contabilizaron los cuerpos lateos y
foliculos, ademas, los foliculos se clasificaron segtin su didmetro en tres clases: Clase 1: <5 mm, Clase 2: 629
mm y Clase 3: 210 mm, con base en la escala de medicién del ultrasonido.

El dia de la colecta de embriones (dia quince), se determind el ntimero de cuerpos ltteos en los ovarios
por medio de palpacién transrectal. La seleccidn y clasificacién de las estructuras colectadas (embriones
y ovocitos) se realizd siguiendo el procedimiento indicado por Bé y Mapletoft (2013), que se apega a la
clasificacion de la Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones (IETS, por sus siglas en inglés).
Dicha clasificacion consiste en cuatro categorias (1, 2, 3 y 4), donde la mejor calidad es 1 y disminuye
conforme aumenta el nimero de categoria, bajo esta premisa, se consideraron embriones transferibles a los de
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calidad 1y 2. La evaluacién de las estructuras colectadas se realizé en un estereomicroscopio de luz reflejada
por espejo con un rango de aumentos de 6,7 a 45X. Tanto para las evaluaciones con ultrasonido, como los
resultados de las colectas, se tomaron en hojas de campo que fueron digitalizadas en libros electrénicos para
luego ser analizados con el software estadistico SAS 9.4.

Anilisis de datos

Dos animales fueron retirados del experimento, uno en la repeticién cuatro y otro en la repeticién
seis. Por lo tanto, la informacién referida a la colecta de los embriones de estos animales no se registro,
tinicamente se utiliz6 la informacién de las evaluaciones por ultrasonido cuando el animal estuvo disponible.
La informacién de las ecografias se analizé por medio de un modelo ANOVA de mediciones repetidas,
donde las variables de clasificacion fueron el animal, tratamiento, repeticion y dia de evaluacion. Se evaluaron
las interacciones de segundo orden entre las variables. Las interacciones no significativas fueron removidas
del modelo. Para el andlisis de la informacidn generada el dia de la colecta de embriones (dia quince del
experimento), también se utilizé un modelo ANOVA de mediciones repetidas que incluyé las variables
de clasificacién de animal, tratamiento, repeticién y toro. La matriz de varianzas utilizadas para los dos
analisis fue la simétrica compuesta. Ademas, se realiz6 un anélisis de correlacidon de Pearson entre las variables
medidas con ultrasonido el dia cero del experimento y las variables obtenidas el dia de la colecta de embriones
en el dia quince del experimento. La significancia estadistica se declaré con un valor P<0,05 y las tendencias
de P=0,05 a P=0,09.

RESULTADOS

Respuesta ovarica a la suplementacién con PPG medida con ultrasonido

La suplementacién con PPG no afectd la actividad ovérica cuando se evalué el nimero de foliculos
presentes por clase por medio de ultrasonografia (P=0,53 para foliculos clase 3, P=0,90 para foliculos clase
2y P=0,81 para foliculos clase 1) (Figura 4). Para los foliculos clase 3, se observé una interaccién entre el
tratamiento y la repeticién (P=0,025). Para las repeticiones 2 y 6, la produccién de foliculos clase 3 fue mayor
en el grupo sin PPG. Para la repeticién 5, el tratamiento con PPG generd mayor cantidad de foliculos clase 3,
mientras que, en las demas repeticiones no se presentaron diferencias entre los tratamientos. Para los foliculos
clase 1y 2, no se presenté dicha interaccién (tratamiento X repeticién, P>0,05), sin embargo, la repeticiéon
st afectd la cantidad de foliculos para ambas clases (Clase 1, P= 0,048; Clase 2, P= 0,016).
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FIGURA 4
Numero promedio de foliculos por clase para cada tratamiento (con (CPPG) y sin

(SPPG) suplementacién con propilenglicol, durante los dias -7, 0, 4 y 8 de evaluacion
con ultrasonido en vacas, razas Simbrah, Canchim (5/8 Charolais x 3/8 Nelore),

Limousine y Nelore. Guépiles, Pococi, Costa Rica. Enero 2011 a febrero 2012.

P>0,1 en cada clase. SPPG= sin suplemento de propilenglicol, CPPG= con suplemento de propilenglicol.

Clase 1: <5 mm, Clase 2: 62 9 mm y Clase 3: 210 mm, con base en la escala de medicién del ultrasonido.

Figure 4. Average number of follicles per class for each treatment (with (CPPG) and without (SPPG) propylene
glycol supplementation) during days -7, 0, 4 and 8 of the ultrasound evaluation in cows Simbrah, Canchim (5/8
Charolais x 3/8 Nellore), Limousine and Nellore breeds. Guapiles, Pococi, Costa Rica. January 2011 to February 2012.

P>0.1 in each class. SPPG= no supplement of propylene glycol; CPPG= with supplement of propylene
glycol. Class 1: <5 mm, Class 2: 6 to 9 mm and Class 3: > 10 mm, based on the ultrasound machine caliper.

El dia del tratamiento en que se realiz6 la ecografia, afecté significativamente la poblacion folicular de
todas las clases (P<0,0001). Esto era esperado en respuesta al protocolo de sincronizacién y multiovulaciéon
utilizado. Los promedios de la cantidad de foliculos por clase en cada dia de evaluacién se aprecian en la

Figura S.
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FIGURA 5
Numero de foliculos por clase durante los dias de evaluacién del experimento de suplementacién

con propilenglicol (PPG) en vacas razas Simbrah, Canchim (5/8 Charolais x 3/8
Nelore), Limousine y Nelore. Guépiles, Pococi, Costa Rica. Enero 2011 a febrero 2012.

Dia 0= inicio del tratamiento de sincronizacién y multiovulacién. P<0,0001 para todas las clases de foliculos.
Clase 1: <5 mm, Clase 2: 629 mm y Clase 3: 210 mm, con base en la escala de medicién del ultrasonido.
Figure S. Number of follicles per class during the days of evaluation of the experiment of
propylene glycol (PPG) supplementation in cows Simbrah, Canchim (5/8 Charolais x 3/8 Nellore),
Limousine and Nellore breeds. Guapiles, Pococi, Costa Rica. January 2011 to February 2012.
Day 0= start of synchronization and multiovulation treatment. P<0.0001 for all classes of follicles.
Class 1: <5 mm, Class 2: 6 to 9 mm and Class 3: = 10 mm, based on the ultrasound machine caliper.

Respuesta en estructuras colectadas a la suplementacién con PPG

La cantidad de embriones transferibles (calidad 1y 2, segtin clasificacién recomendada por Bé y Mapletoft
(2013), se presenta en el Cuadro 1; se observa para los embriones transferibles la cantidad promedio absoluta
por cada repeticion del experimento, con sus valores méximos y minimos. Ademds, se presenta el nimero de
animales (n) en cada repeticidn para cada tratamiento.
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CUADRO 1
Cantidad promedio de embriones transferibles (calidad 1y 2) obtenidos en las
diferentes repeticiones en cada tratamiento con (CPPG) y sin (SPPG) suplementacién
con propilenglicol en vacas razas Simbrah, Canchim (5/8 Charolais x 3/8 Nelore),
Limousine y Nelore. Guépiles, Pococi, Costa Rica. Enero 2011 a febrero 2012.

Rep Parametro Calidad 1 Calidad 2 Total ET
SPPG CPPG SPPG CPPG SPPG CPPG
1 Promedio®* 2,0£1,8 10,0£9,6 0,0%0,0 2,0£2,6 2,0 12,0
Minimo 0,0 3,0 0,0 0,0 n=4 n=3
Maximo 4,0 21,0 0,0 5,0
2  Promedio* 11,0%13,9 4,2+4,4 0,0x0,0 1,2+1,9 11,0 5,5
Minimo 2,0 0,0 0,0 0,0 n=3 n= 4
Maximo 27,0 9,0 0,0 4,0
3 Promedio®*  5,5%4,7 5,7+4,0 0,0%0,0 0,0+0,0 5,5 5,7
Minimo 2,0 1,0 0,0 0,0 n=4 n= 3
Maximo 12,0 8,0 0,0 0,0
4 Promedio* 10,3+14,6 4,7+4,0 2,7+4,6 0,0+0,0 13,0 4,7
Minimo 0,0 0,0 0,0 0,0 n=3 n=3
Maximo 27,0 7,0 8,0 0,0
5  Promedio*  7,3%2,1 10,0+13,2 0,7+1,2 0,0+0,0 8,0 10,0
Minimo 5,0 0,0 0,0 0,0 n=3 n=3
Maximo 9,0 25,0 2,0 0,0
6  Promedio* 11,0156 1,7+1,5 0,5%0,7 0,3+0,6 11,5 2,0
Minimo 0,0 0,0 0,0 0,0 n= 2 n=3
Maximo 22,0 3,0 1,0 1,0
Total 51 39,9
Promedio 8,5 6,65

*Promedio * desviacion estandar / *Average * standard deviation.

Rep= repeticion, Total ET= total de embriones transferibles (calidad 1 v 2), n= namero
de vacas multiovuladas y colectadas en cada repeticion / Rep= replicate, Total ET= total
of transferable embryos (quality 1 and 2), n =number of multiovulated and collected
cows per each replicate.

Table 1. Average number of transferable embryos (quality 1 and 2) obtained in the different replicates in each
treatment with (CPPG) and without (SPPG) propylene glycol supplementation in cows Simbrah, Canchim (5/8
Charolais x 3/8 Nellore), Limousine and Nellore breeds. Guapiles, Pococi, Costa Rica. January 2011 to February 2012.

El tratamiento con PPG generé resultados similares al control en cuanto a la evaluacién de estructuras
colectadas (P= 0,48 paracl total de estructuras colectadas; P=0,85 para el total de estructuras fertilizadas; P=
0,94 para el total de embriones clasificados como calidad 1; P=0,49 para el total de embriones calidad 1 en
estado de mérula; P=0,36 para el total de embriones calidad 1 en estado de blastocito; P>0,05 para embriones
clasificados como calidad 2, 3 y 4; P=0,35 para el total de estructuras infertilizadas). En la Figura 6, se presenta
la distribucién en los tratamientos de las estructuras colectadas, se muestra ademas, el niimero de estructuras
fertilizadas e infertilizadas. En la Figura 7, se desglosa el nimero de estructuras colectadas (embriones) de
acuerdo con su calidad dentro de cada tratamiento. En el presente estudio se determiné que las calidades de
los embriones fueron similares independientemente del tratamiento.
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FIGURA 6
Cantidad promedio de estructuras colectadas por tratamiento con (CPPG) y sin (SPPG)

suplementacién con propilenglicol en vacas razas Simbrah, Canchim (5/8 Charolais x 3/8
Nelore), Limousine y Nelore. Guépiles, Pococi, Costa Rica. Enero 2011 a febrero 2012.

P>0,1 para cada categoria de estructura colectada.
Colectados= fertilizados+infertilizados, fertilizados= embriones de diferentes calidades, Infertilizados= ovocitos.
Figure 6. Average number of structures collected per treatment with (CPPG) and without
(SPPG) propylene glycol supplementation in cows Simbrah, Canchim (5/8 Charolais x 3/8 Nellore),
Limousine and Nellore breeds. Guapiles, Pococi, Costa Rica. January 2011 to February 2012.
P>0.1 for cach category of collected structure.
Collected= fertilized+infertilized, Fertilized= embryos of different qualities, Infertilized= oocytes.
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FIGURA 7
Distribucién de las estructuras colectadas (embriones) segin calidad por tratamiento con (CPPG)
y sin (SPPG) suplementacién con propilenglicol en vacas razas Simbrah, Canchim (5/8 Charolais
x 3/8 Nelore), Limousine y Nelore. Guépiles, Pococi, Costa Rica. Enero 2011 a febrero 2012.

P>0,1 para cada calidad segun tratamiento.
Calidad de embriones definida segiin Bé y Mapletoft (2013).
Figure 7. Distribution of the collected structures (embryos) according to quality by treatment with
(CPPG) and without (SPPG) propylene glycol supplementation in cows Simbrah, Canchim (5/8 Charolais
x 3/8 Nellore), Limousine and Nellore breeds. Guapiles, Pococi, Costa Rica. January 2011 to February 2012.
P>0.1 for each quality according to treatment.
Embryo quality defined according to B6 and Mapletoft (2013).
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El efecto de la repeticidn no alteré (P>0,05) las variables del total de estructuras colectadas, cantidad
de embriones fertilizados, embriones, mérulas calidad 1, blastocitos calidad 1, nimero de estructuras
infertilizadas o embriones calidad 2 y 4, tnicamente afecté los embriones calidad 3 (P=0,033).

A pesar de que el semen utilizado provenia de machos de fertilidad comprobada, se evalué el efecto del
toro sobre las estructuras colectadas y se determiné que afecté el total de estructuras colectadas (P=0,018), el
total de mérulas calidad 1 (P=0,047) y el total de embriones calidad 4 (P=0,036). Mientras que, el nimero
de estructuras infertilizadas (ovocitos) y el total de embriones fertilizados, tendieron a diferir por efecto del
toro (P=0,087 y P=0,085, respectivamente).

Relaciones entre las variables de respuesta

Debido a que no se encontrd un efecto de respuesta entre la suplementacién con PPG vy la actividad
folicular durante el experimento, o cantidad y calidad de las estructuras colectadas, se exploraron relaciones
entre las variables de respuesta del experimento. Se evalud si la cantidad de foliculos totales en el dia de inicio
del tratamiento de sincronizacién y multiovulacion (dia cero), asi como la presencia de un cuerpo liteo
(ciclicidad), influyeron sobre el total de estructuras colectadas. Se encontré que ninguna de las dos variables
(nimero de foliculos o presencia de cuerpo luteo) afectd el numero de estructuras colectadas (P=0,82 y
P=0,50, respectivamente).

En el Cuadro 2 se muestra una matriz de correlaciones entre los resultados de las evaluaciones con
ultrasonido del dia 0 del experimento con los resultados de palpacion y colecta de estructuras del dia quince.
Los foliculos de clase 1 (< 5 mm de didmetro durante el dia cero), fueron los que aportaron mas al total de
foliculos encontrados en el dia quince.

Se encontré que conforme aumentd el niimero de estructuras colectadas, el numero de embriones
totales y el nimero de embriones calidad 1 también aumentaron (r=0,88 y r=0,84, respectivamente), sin
embargo, cuando aumentd el numero de estructuras totales colectadas, también aumenté considerablemente
el nimero de estructuras infertilizadas (r=0,78). La correlacion més alta que se encontrd fue entre el nimero
de embriones totales y el nimero de embriones calidad 1 (r=0,93).
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CUADRO 2
Matriz de correlaciones entre variables cuantificadas en el experimento con (CPPG) y sin

(SPPG) suplementacion con propilenglicol en vacas razas Simbrah, Canchim (5/8 Charolais
x 3/8 Nelore), Limousine y Nelore. Guépiles, Pococi, Costa Rica. Enero 2011 a febrero 2012.

Foltot Clasel Clase2 CLUS C(Clase3 CLmano Colect Fert Infert Call Cal2 Cal3 Cal4

Foltot 1 0,85 0,34 0,017 0,32 0,64 0,63 059 043 046 0,3 0,52 0,58
Clasel 1 0,1 -0,024 0,24 0,6 0,62 065 0,35 045 041 0,65 0,69
Clase2 1 0,14 0,18 0,38 037 029 031 026 02 0,031 0,35
cLUS 1 -0,15 0,12 0,08 0,047 0,092 0,13 0,11 0,07 -0,23
Clase3 1 0,25 0,13 059 043 046 0,31 0,52 0,58
CLmano 1 0,77 068 0,58 0,63 0,28 0,53 0,52
Colect 1 0,88 0,78 0,84 0,33 0,58 0,60
Fert 1 0,38 0,93 0,58 0,66 0,76
Infert 1 0,4 -0,13 0,26 0,34
cal1 1 0,49 0,45 0,56
cal2 1 0,28 0,29
cal3 1 0,49
cal4a 1

Foltot= foliculos totales al dia 0, Clasel= nimero foliculos clase 1 (<5 mm de diametro) al dia 0, Clase2= ndmero
foliculos clase 2 (5-9 mm de diametro) al dia 0, Clase3= numero foliculos clase 3 (210 mm de diametro) al dia 0,
CLUS= cuerpo luteo presente al dia 0 (detectado por ultrasonido), CLmano= numero de cuerpos liteos en el dia
15 (detectados por palpacion), Colect= numero de estructuras colectadas al dia 15, Fert= nimero de embriones
colectados al dia 15, Infert= nimero de estructuras infertilizadas colectadas al dia 15, Call, Cal2, Cal3 y Cald=
clasificacion del embrion de acuerdo a su calidad 1, 2, 3 0 4 / Foltot= total follicles at day 0, Clasel= follicle number
class 1 (<5 mm diameter) at day 0, Clase2= follicle number class 2 (5-9 mm diameter) at day 0, Clase3= follicle
number class 3 (=10 mm diameter) at day 0, CLUS= corpus luteum present at day 0 (detected by ultrasound),
CLmano= number of corpora lutea at day 15 (detected by palpation), Colect= number of structures collected at
day 15, Fert= number of embryos collected at day 15, Infert= number of infertilized structures collected at day 15,
Call, Cal2, Cal3 and Cal4= classification of the embryo according to its quality 1, 2, 3 or 4.

Los dias que se especifican son relativos al experimento / The days specified are relative to the experiment.

Table 2. Correlation matrix among quantified variables in the experiment with (CPPG) and without
(SPPG) propylene glycol supplementation in cows Simbrah, Canchim (5/8 Charolais x 3/8 Nellore),
Limousine and Nellore breeds. Guapiles, Pococi, Costa Rica. January 2011 to February 2012.

DiscusionN

A pesar de que el PPG es un suplemento gluconeogénico (Chagas et al., 2007), y que los ovarios son
glucodependientes (Peter et al., 2009), la suplementacion con PPG no afectd la respuesta ovirica a los
tratamientos multiovulatorios cuando se evalué el niimero de foliculos presentes por clase, por medio de
ultrasonografia. Se observé una interaccién entre el tratamiento y la repeticién para los foliculos clase
3, pero no se puede atribuir a los tratamientos, puesto que los datos fueron inconsistentes. Esto se debe
probablemente a factores ambientales que afectaron la respuesta ovérica a través de las repeticiones.

Los resultados en cuanto al desarrollo folicular fueron variables a través del tiempo, incluso, en dos de las
repeticiones del experimento, la cantidad de foliculos clase 3 fue mayor en el grupo sin PPG, lo cual se opone
a la hip6tesis de este experimento, que esperaba mejorar la respuesta ovérica a través de la suplementacion
con PPG, sin embargo, resultados similares fueron reportados por Hackbart et al. (2017). El suministro
de 250 ml de PPG a hembras bovinas receptoras de embriones, mejoré en 20% la implantacién de los
embriones, segun Ordénez et al. 2006, debido a una mejora en las estructuras oviricas, en especifico a la
mejora en la calidad del cuerpo luteo (tamafio) y la produccién de progesterona. Dicho efecto sobre las
estructuras ovaricas no se encontrd en el presente estudio cuando los foliculos de las hembras donantes
fueron medidos y categorizados en clases, lo cual también coincide con Hackbart et al. (2017). Es probable
que la alteracién de la funcién folicular ovérica no se vea afectada por el PPG, por ejemplo, Butler et al.
(2006) suplementaron 500 ml de PPG a vacas de leche durante el periparto, y a pesar de que encontraron
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aumento en las concentraciones de insulina y glucosa en los animales suplementados, no se alter$ el desarrollo
folicular. Este aumento significativo en insulina y glucosa, sin un efecto positivo sobre el desarrollo folicular
es confirmado por Hackbart et al. (2017).

Al analizar las estructuras colectadas, se encontrd, independientemente del tratamiento, que la cantidad
de embriones transferibles (calidad 1y 2 segtin B6 y Mapletoft (2013)), fue mayor a los 6 — 7 embriones
transferibles que reporta Hasler (2014). Esta diferencia, probablemente es debida a que las donantes
utilizadas fueron seleccionadas como tales en trabajos previos.

La literatura disponible sobre suplementacién con PPG en vacas o novillas donantes de embriones es
escaza. En cabras donantes de embriones, Souza et al. (2008), suplementaron propilenglicol, pero a pesar de
ser una especie distinta, tampoco encontraron que dicho suplemento mejorara la calidad de las estructuras
colectadas, debido a que no se aumenté el nimero de embriones calidad 1y 2. En el mismo estudio en cabras,
ademas de la suplementacién con propilenglicol, los autores evaluaron la inclusiéon de insulina como parte de
uno de los tratamientos, en este caso, se obtuvo mejor calidad de embriones. Esto sugiere que no solamente
es el efecto de una fuente gluconeogénica, sino el metabolismo completo de la glucosa el que favorece la
reproduccion. Por su parte, en vacas Hosltein, la suplementacién con PPG redujo el total de ovulaciones y
la tasa de fertilizacién (Hackbart et al., 2017).

A pesar de la inconsistencia de los resultados, el nimero de estructuras colectadas, fertilizadas (embriones)
c infertilizadas (ovocitos), segtin el tratamiento, presentd diferencia numérica en cualquiera de las estructuras
a favor del tratamiento con PPG.

La flexibilidad en los resultados de este experimento, hace suponer que la respuesta ante la multiovulacién
en vacas, se vio afectada por multiples factores (Mikkola y Taponen, 2017; Perez et al., 2017), incluyendo
el efecto paterno que fue significativo en este estudio. Esta multifactoriedad, dificulta la evaluacién de la
respuesta animal ante un suplemento.

Las evaluaciones por medio de ultrasonido, palpacién, colecta y clasificacién de embriones, permitieron
observar relaciones entre variables, que influyen en la respuesta a la multiovulacién. En ganado Bos indicus,
se ha correlacionado positivamente el nimero de foliculos presentes en el ovario con la respuesta a la
multiovulacién (Sartori y Barros, 2011). En este experimento, al evaluar la cantidad de foliculos totales en
el dia de inicio del tratamiento de sincronizacién y multiovulacién (dfa cero), asi como la presencia de un
cuerpo luteo (ciclicidad) sobre el total de estructuras colectadas, se encontré que ninguna de las dos variables
influyé sobre el niimero de estructuras colectadas, sin embargo, al evaluar unicamente los foliculos de clase
1 (<5 mm de didmetro durante el dia cero), estos si aportaron al total de foliculos encontrados en el dia
quince, lo cual es congruente con que las hembras con mas foliculos responden mejor a los tratamientos
de multiovulacién (Sartori y Barros, 2011). Al hacer el andlisis de correlaciones, se confirmé que a mayor
poblacién folicular en el dia cero (inicio del tratamiento de sincronizacién-multiovualcién) se obtiene mayor
cantidad de ovulaciones (medido por la presencia de cuerpos liteos) y se colectan mds estructuras.

A nivel préctico, la ciclicidad de la donante es un requisito para la escogencia de la misma, pues se espera
una mejor respuesta a la multiovulacién de animales con actividad ovérica. Sin embargo, en este estudio,
la presencia de un cuerpo ltteo al inicio del tratamiento de sincronizacién y multiovulacién (dfa cero) de
la donante, no afectd la eficiencia de la técnica, ademds, se encontré una asociaciéon nula o muy baja con la
cantidad y calidad de embriones en el dia quince.

En general, la suplementacién con PPG no afectd la cantidad y tamano de estructuras ovéricas medidas con
ultrasonido en vacas donantes de embriones, ni la cantidad o calidad de embriones colectados. La respuesta
a la multiovulacidn, al igual que la fertilidad en la hembra bovina, es afectada por multiples factores, lo
que aumenta la dificultad de encontrar resultados claros a partir de suplementos como el PPG. Factores
ambientales como temperatura, precipitacion, alimentacion y factores intrinsecos al animal, pueden alterar la
respuesta ala multiovulacién (Ferraz et al., 2016). En este estudio, quizd una de las razones por las cuales no se
obtuvo la respuesta esperada, es porque las donantes mantuvieron una adecuada nutricién base y condicion
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corporal durante el experimento, esto limita la respuesta ante cualquier suplemento. EI PPG se ha usado para
mejorar la fertilidad de las vacas, sin embargo, la mejora se observa cuando se suministra en animales con
condicién corporal baja (Chagas et al., 2007). Otro factor capaz de minimizar la respuesta individual de las
vacas, asi como la respuesta ante un tratamiento, es el uso de protocolos de sincronizacién y estimulacién
folicular (Santos et al., 2009). Estos probablemente sobrepasan o mitigan otros efectos sobre la respuesta a
la multiovulacién y colecta de embriones.
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