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en toros Holstein durante invierno

Rogelio A. Ledezma-Torres', Fernando Sanchez-Davila'",
Carlos Luna-Palomera? y José F Vazquez-Armijo3

1 Posgrado Conjunto FA-FMVZ, Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, Francisco |. Madero S/N, Ex
Hacienda el Canada, 66050 Cd Gral. Escobedo, Nuevo Leén, México

2 Universidad Juarez Auténoma de Tabasco, Divisién Académica de Ciencias Agropecuarias, 86280,
Villahermosa, Tabasco, México

3 Centro Universitario UAEM Temascaltepec, Universidad Auténoma del Estado de México, Km. 67,5
Carr. Fed. Toluca-Tejupilco, 51300, Temascaltepec, México

Resumen

El objetivo del presente estudio fue el de evaluar el efecto de la hormona gonadotropina coriénica
equina (eCG) sobre las concentraciones de testosterona, comportamiento sexual y la calidad seminal en
toretes jévenes Holstein. Se seleccionaron 21 toretes de 12 + 3 meses de edad y de 350 + 17 kg de peso
vivo. Los mismos fueron adjudicados a tres siguientes tratamientos: T1 = 500 Ul de eCG (n = 7);
T2 =1000 Ul de eCG (n = 7) y T3 = Control (suero salino; n = 7). La administracion de eCG se realiz6 se-
manalmente durante las ocho semanas que duré el experimento. Hubo efecto del tratamiento (p < 0,05)
sobre la concentracion de testosterona, siendo superior para los toretes que recibieron 500 Ul de eCG,
seguidos por los que recibieron 1000 Ul de eCG. Se presentd solamente una tendencia (p = 0,09) del
efecto de la eCG sobre el nUmero de montas, siendo superior para los toretes que se les aplico 500 Ul
(2,78 £ 0,35) y 1000 Ul (3,29 + 0,35) en comparacién con el grupo control (2,23 + 0,32). Para el efecto
de la semana de aplicaciéon de la eCG, se observé efecto (p < 0,05) sobre cada una de las variables del
comportamiento sexual, a excepcion para el tiempo de reaccién a la primera, segunda y tercera monta.
En conclusidn, la aplicacion de eCG incrementd la concentracion de testosterona, pero sin afectar la ac-
tividad sexual y calidad seminal en toretes jovenes durante la época de invierno.

Palabras clave: Circunferencia escrotal, comportamiento sexual, calidad seminal, toros leche, hormona
gonadotropina.

The equine chorionic gonadotropin (eCG) modifies testosterone levels, but not reproductive activity
in Holstein bulls during winter

Abstract

The objective of the present study was to evaluate the effect of the hormone equine chorionic gona-
dotropin (eCG) on testosterone concentrations, sexual behavior and seminal quality in young Holstein
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bulls. Twenty-one bulls of 12 + 3 months of age and 350 + 17 kg of live weight were selected. They were
assigned to the following three treatments: T1 = 500 IU of eCG (n = 7); T2 = 1000 IU of eCG (n =7) and
T3 = Control (saline; n = 7). The administration of eCG was performed weekly during the period that
the experiment lasted. There was an effect of the treatment (p < 0.05) on the concentration of tes-
tosterone, being higher for the bulls that received 500 IU of eCG, followed by those that received 1000 IU
of eCG. There was only a trend (p = 0.09) of the effect of eCG on the number of mounts, being higher
for bulls that received 500 IU (2.78 + 0.35) and 1000 IU (3.29 + 0.35) compared to the control group
(2.23 = 0.32). For the effect of the week of application of the eCG, an effect (p < 0.05) was observed
on each of the variables of sexual behavior, except for the reaction time to the first, second, and third
mating. In conclusion, the application of eCG increased the concentration of testosterone, but without
affecting sexual activity and seminal quality in young bulls during the winter season.

Keywords: Scrotal circumference, sexual behavior, seminal quality, milk bulls, gonadotropin hormone.

Introduccion

En toros (Bos Taurus) se han realizado estu-
dios sobre los factores que alteran su compor-
tamiento reproductivo durante el afio (Mu-
khopadhyay et al., 2010; Singh et al., 2020),
y de esta manera optimizar su desempefio
mediante monta natural (Michael et al.,
2019) o a mayor escala a través de la insemi-
nacién artificial (Murage e llatsia, 2011; Un-
gerfeld et al., 2021). En los centros de proce-
samiento de semen de ganado lechero, se
presenta una gran variacion sobre la calidad
seminal (Murphy et al., 2018; Vincent et al.,
2021) y el comportamiento sexual (Madrid-
Bury et al., 2011; Romanello et al., 2018).

El uso de distintas hormonas en el manejo de
la reproduccion se orienta hacia la sincroniza-
cién del estro y la ovulacion en vacas (Murphy
et al., 2018; Nunez-Olivera et al., 2018), sin
embargo, esta practica no es comun en toros.
En especies de reproduccién estacional el uso
de compuestos hormonales se ha utilizado
como propuesta para el estimulo del com-
portamiento sexual y calidad seminal del ma-
cho dentro y fuera de la época reproductiva
(Ungerfeld et al., 2017 y 2018; Beracochea et
al., 2020a). El uso de analogos de la hormo-
na liberadora de las gonadotropinas (GnRH)
incremento la calidad del semen de machos
cabrios fuera de la época reproductiva (Giri-
boni et al., 2019).

La gonadotropina coriénica equina (eCG) es
una hormona glicoproteina que se une a re-
ceptores de la hormona foliculo estimulante
(FSH) y de la hormona luteinizante (LH)
(Murphy, 2012). La administracién de eCG
fuera de la época reproductiva produjo un
aumento en la concentracion de testoste-
rona y mejoré la calidad del semen (Beraco-
chea et al., 2018). A pesar de que se incremen-
t6 la concentracién de anticuerpos contra
eCG, no hubo un efecto sobre el desempeino
reproductivo de esos machos durante la si-
guiente época reproductiva (Beracochea et
al., 2020b). En moruecos (Ovis aries) el uso de
eCG estimulo el efecto macho y la actividad
testicular, con dos dosis de 1000 Ul de eCG se
puede inducir la actividad ciclica de las ove-
jas (Ungerfeld et al., 2017), y con dosis de
hasta 5000 Ul se logré mejorar la calidad semi-
nal en ciervos nativos (Ozotoceros bezoarti-
cus) (Ungerfeld, 2013). Sin embargo, el uso
de eCG en corderos Milchschaf no mostré
diferencias en el desarrollo reproductivo ni
en el comportamiento sexual y calidad semi-
nal (Ungerfeld y Bielli, 2008).

No se ha encontrado informacion sobre el uso
de eCG en toros, sin embargo, debido a su ac-
cion en otros machos rumiantes (ovinos y ca-
prinos) podriamos esperar al igual que en
esas especies pueda estimular la libido y por
lo tanto el comportamiento sexual, asi como
adelantar la extraccion de semen de toros jo-
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venes. De esta manera, el uso de eCG puede
mejorar el desempefo reproductivo y la ca-
lidad del semen de toros. Por lo tanto, la hi-
potesis del presente estudio fue que el uso de
la eCG mejorara la calidad seminal y su com-
portamiento sexual. Considerando que el ob-
jetivo fue comparar el efecto de dos dosis de
eCG sobre los niveles de testosterona en
suero sanguineo, el comportamiento sexual
y la calidad del semen de toretes Holstein.

Material y métodos

Lugar del estudio

El presente estudio se realizé en el Labora-
torio de Reproduccién Animaly en el area de
bovinos productores de leche de la Unidad
Académica de la Facultad de Agronomia de
la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn,
ubicada en Marin, N.L., México (25° 50’ 34" N,
100° 04’ 21" O) a una altitud de 333 m s.n.m.
La temperatura media anual es de 22 °C
(40 °C -4 °C), la temporada calurosa se pre-
senta de julio a agosto, y la temporada de llu-
via de agosto a septiembre, con precipitaciéon
que fluctua de 700 mm a 1200 mm. Durante
el estudio, se presenté una temperatura pro-
medio de 15 °C y una humedad relativa de
un 47 % en enero y febrero, que fue cuando
se realizo el estudio.

Animales y manejo

El manejo de los animales se realiz6 siguien-
do las especificaciones de manejo, cuidado y
uso de animales de laboratorio (Norma Ofi-
cial Mexicana NOM 062-Z00-1999). El expe-
rimento tuvo una duracién de 2 meses
(enero-febrero). Se utilizaron 21 toretes Hols-
tein, sin experiencia sexual, con una edad de
12 + 3 meses y un peso vivo de 350 = 17 kg.
Los toretes fueron alojados en un corral de
30 m x 10 m. A cada torete se le realizé un
examen clinico general, asi como un examen

del aparato reproductor (testiculos, epidi-
dimo y pene) para descartar la presencia de
alteraciones que pudieran afectar su capaci-
dad reproductiva. Con base al peso vivo, los
toretes fueron asignados a tres tratamientos
(n =7). Se administro semanalmente por via
intramuscular 500 Ul de eCG (Serigan, Inter-
nacional Prode, Espaina; T1), 1000 Ul de eCG
(T2) y 2 ml de solucién salina fisiolégica (con-
trol, T3), aplicAndose 12 h previas a la colecta
de semen. Los toretes se alimentaron con
alimento balanceado con 14 % de proteina
cruday 2,2 Mgcal/kg en base seca, con agua
ad libitum. El alimento se le proporcionaba a
libre acceso dos veces por dia dentro del co-
rral al total de los toretes. Cada semana se
evalué el desarrollo corporal mediante el re-
gistro del peso vivo (PV), con una bascula di-
gital (W210, Gallagher, Nueva Zelanda) y se
mididé la circunferencia escrotal (CE) con una
cinta flexible (Animeter, Espaia).

Determinacion de testosterona

Previo a la extraccion de semen, y a partir de
la semana -1 y hasta la semana 6, se reco-
lecté semanalmente una muestra de sangre
de cada torete por medio de puncién de la
vena coccigea, con un tubo vacutainer de 7
ml que contenia activador de coagulacién
(segun Villa, 2018). La muestra se centrifugo
a 2500g durante 30 min para extraer el suero
y almacenarlo a -20 °C para su posterior ana-
lisis. La concentracion de testosterona en el
suero se realizé por el método de ELISA (kit
comercial Mexlab, México). El limite inferior
de deteccion fue de 0,2 nmol/mL y el coefi-
ciente de variacion inter- e intra-ensayo fue
de 5,3 % y 3,7 %, respectivamente.

Evaluacién del semen

La colecta del semen se realizé cada semana
(lunes) con un electroeyaculador con sonda
de 2,5” (Standard Precision Electronics, Ar-
biotech, USA). La colecta se realizé en tubos
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conicos de 25 ml, en el cual se evalué el vo-
lumen del eyaculado (ml) y el color del se-
men: claro, lechoso y cremoso. La movilidad
masal se determiné en una escala de 0 a 5
(segun Santos et al, 2015), para lo cual se co-
locé una gota de semen en un portaobjeto
atemperado a 37,5 °C, y se observo a través
de un microscopio con objetivo de 10x (Primo
Star, Carl Zeiss). La concentracion espermatica
se determiné con un espectrofotémetro
(SDM1-photometer, Minitube, Alemania). La
movilidad progresiva se evalué en forma sub-
jetiva por un técnico con un microscopio con
el objetivo de 40x (segun Santos et al., 2015).
En el caso del color del semen se clasifico en
acuoso, cremoso y lechoso y fue realizado
por el técnico en forma subjetiva (segun Pal-
mieri et al., 2004).

Comportamiento sexual

Se utilizaron 2 hembras Holstein adultas (PV:
481 = 6,7 kg), a las cuales se les administré
2 mg de benzoato de estradiol dos dias antes
de exponerlas a los toretes, y realizar la eva-
luacién del comportamiento sexual el martes
de cada semana. El procedimiento se llevo a
cabo en dos dias consecutivos a la semana,
trabajando 10y 11 machos, respectivamente.
La introduccién de cada torete al corral de
evaluaciéon (4 m x 4 m), se realizé en forma
aleatoria cada semana. El trabajo total por
dia para evaluar a los toretes era de aproxi-
madamente 5 h. La evaluacién del compor-
tamiento sexual se realiz6é de forma subjetiva
de acuerdo con la metodologia reportada
por Madrid-Bury et al. (2011): tiempo de ini-
cio de cortejo (s), cantidad de olfateos, can-
tidad de reflejos de flehmen, cantidad de
acercamientos laterales, cantidad de intentos
de monta, cantidad de montas, y cantidad de
montas con eyaculado. Cada prueba de com-
portamiento sexual duré 20 min para cada
torete expuesto con una hembra estrogeni-
zada y se registraban las variables anterior-
mente mencionadas.

Analisis estadistico

Toda la informacién se analizdé con el pa-
quete estadistico SAS (2004). Las variables
de comportamiento sexual que incluyeron
el tiempo de inicio del cortejo (s), nimero de
olfateos, flehmen, acercamientos laterales,
intentos de monta, nimero de montas, mon-
tas con eyaculado, tiempo de reaccién a la
primera, segunda y tercera monta (s) asi
como la concentracion de testosterona se
analizaron bajo un modelo de mixto que in-
cluyé como efectos fijos el tratamiento (0 Ul,
500 Ul'y 1000 Ul de eCG), y semana de eva-
luacién (-1 hasta 6; medidas repetidas en el
tiempo), y el efecto aleatorio de semental
dentro de tratamiento. Debido a que las
interacciones de primer orden no resultaron
significativas se eliminaron del modelo.

Las variables de calidad seminal: movilidad
masal (1-5), movilidad progresiva (%), con-
centracién espermatica, volumen de eyacu-
lado (ml) y la circunferencia escrotal (cm) se
analizaron bajo un modelo de mixto que in-
cluyé como efectos fijos el tratamiento (0 Ul,
500 Ul'y 1000 Ul de eCG), y semana de evalua-
cion (-1 hasta 6; medidas repetidas en el
tiempo) y el efecto aleatorio de semental den-
tro de tratamiento. Adicionalmente se inclu-
yeron como covariables la edad y peso de los
toros. Debido a que las interacciones de primer
orden no resultaron significativas se elimina-
ron del modelo. La variable de aspecto/color se
evalué a través de Chi-cuadrada mediante el
procedimiento Freq de SAS (2004). El valor de
P se considerd a un nivel de <0,05.

Resultados

La concentracion de testosterona de toretes
tratados con 500 Ul de eCG fue mayor (P <
0,0001), seguido por los toretes con 1000 Ul
de eCG en comparacion al tratamiento con-
trol (Figura 1). A partir de la semana cuatro
disminuy6 la concentracion de testosterona
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Concetracion Testosterona (ng/mL)

P <0,0001

ce:a** control 0 Ul eCG  —®=—500 Ul eCG

Semana

=@ 1000 Ul eCG

Figura 1. Concentracién de testosterona en toretes Holstein jévenes de acuerdo a la dosis administrada
de eCG durante un periodo de 8 semanas de estudio. (Semana 0 = inicio de estudio).
Figure 1. Testosterone concentration in young Holstein bulls according to the administered dose of eCG

during a period of 8 weeks of study.

para los tres tratamientos. En la tabla 1 se
presentan los resultados de los efectos prin-
cipales sobre el comportamiento sexual en
toretes. Se observa una tendencia (P = 0,09)
del efecto de la eCG sobre el nimero de
montas, siendo superior para los toretes que
se les aplicé 500 Ul (2,78 = 0,35) y 1000 Ul
(3,29 = 0,35), en comparacién con los toretes
del tratamiento control (2,23 + 0,32). La se-
mana de aplicacion de la eCG tuvo un efecto
significativo sobre cada una de las variables
del comportamiento sexual, a excepcién de los
tiempos de reaccién a la primera, segunda y
tercera monta (tabla 1). No se presento dife-
rencia significativa para la interaccién del tra-

tamiento con la semana de aplicaciéon (P >
0,05) para cada una de las variables evaluadas.

En la tabla 2 se muestran los resultados de
efectos principales sobre la calidad seminal
en toretes Holstein. No se presentaron dife-
rencias significativas para cada uno de los
tratamientos, la semana de aplicacién y la
interaccion de ambos factores.

Asimismo, en la tabla 3 se presentan los re-
sultados para el color del semen, en el que se
observa que los toretes con 1000 Ul de eCG
tuvieron mayor proporcién de muestras de
semen en estado lechoso, en comparacién
con dosis de 0 Ul y 500 Ul de eCG.
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Tabla 3. Efectos de la aplicaciéon de la gonadotropina coriénica equina (eCG) sobre el aspecto seminal
en toretes Holstein jovenes (niUmero de muestras analizadas por tratamiento = fuera del paréntesis).
Table 3. Effects of of the application of equine chorionic gonadotropin (eCG) on seminal appearance
in young Holstein bulls (number of samples analyzed per treatment = outside parentheses).

Tratamiento /Ul de eCG

Aspecto del semen (%)

Acuoso Cremoso Lechoso Total
0 27 (58,7)2 1(2,2) 18 (39,1)? 46
500 15 (40,5)2b 2(54) 20 (54,1)20 37
1000 14 (35,9)° 0 (0,0) 25 (64,1)° 39

Literales diferentes dentro de columna son estadisticamente diferentes a P < 0,05.

Discusion

No se encontré evidencia del uso de la eCG
en sementales sin estacionalidad reproduc-
tiva. El comportamiento sexual de los toretes
mostré mejor respuesta con las dosis de
500 Ul de eCG, en comparacién con 0 Ul'y
1000 Ul de eCG. La aplicacion de eCG afectd
el nUmero de montas, que es parte funda-
mental de la actividad sexual de los toros y
dependiente de la liberacion de andrégenos
en otras especies (Narenji-Sani et al., 2014).

La administracién de eCG, y de dosis subse-
cuentes, aumentd el nUmero de montas y la
concentracion de testosterona. En las primeras
cuatro semanas del estudio, la concentracion de
testosterona fue mayor para los toros tratados
con 500 Ul de eCG, lo cual coincide con lo que
se report6 en machos cabrios (Beracochea et al.,
2018) y carneros (Ungerfeld et al., 2017; Bera-
cochea et al., 2020a). Por su funcién biolégica,
como FSH y LH, la eCG influyé sobre la pro-
ducciéon de testosterona, la cual se encarga de
expresar libido y deseo sexual en el toro (Villa,
2018). El patrén de liberacion de testosterona
obtenido puede deberse a que al momento de
aplicar dosis repetidas de eCG la cantidad de ti-
tulos de anticuerpos para eCG se eleva, como se
observé en machos cabrios, que a partir de la
tercera semana de aplicacién de eCG se dismi-

nuyé la concentracion de testosterona (Bera-
cochea et al.,, 2018). Esto supone que puede
tener un efecto negativo sobre la reproduc-
cion de los machos, sin embargo, en otro es-
tudio realizado por Beracochea et al. (2020b)
se evaluaron machos cabrios que previamen-
te fueron tratados con eCG, durante la época
no reproductiva, y tres meses después mos-
traron semen de mejor calidad.

En carneros, el efecto principal de la eCG se
presenta principalmente sobre el comporta-
miento sexual (Ungerfeld et al., 2017) y en los
machos cabrios sobre la calidad seminal (Be-
racochea et al., 2020b). En toros lecheros el
comportamiento sexual esta ligado a la pro-
duccién de testosterona (Islam et al., 2018) y
la calidad seminal (Singh et al., 2020). Esto
contrasta con un estudio realizado por Villa
(2018), en donde mencionan que la concen-
tracion de testosterona, antes y después de la
administraciéon de GnRH, es similar en los bo-
vinos de alta y baja libido, lo que indica que
la concentracion de testosterona no es un in-
dicador de la libido en toros.

Con respecto a la calidad seminal, no se ob-
servo diferencia entre los tratamientos para las
variables que la determinan. Lo cual concuerda
a lo reportado por Ungerfeld y Bielli (2008) y
Beracochea et al. (2020a), quienes con el uso
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de eCQG, en carneros jovenes y adultos, no en-
contraron ningun efecto sobre las variables
de calidad seminal. Sin embargo, contrasta a
lo reportado por Beracochea et al. (2018)
quienes demostraron que la administracion
de eCG, de forma repetida, mejoré las varia-
bles evaluadas en machos caprinos durante la
época no reproductiva. Esto hace suponer
que en toretes la eCG crea una actividad in-
munitaria que forma anticuerpos, al menos
durante el periodo de aplicacién de la gona-
dotropina (Murphy, 2012).

La apariencia del semen mostré una mayor
proporcion de muestras de semen de aspecto
lechoso, con la aplicaciéon de 1000 Ul de eCG.
En rumiantes y en especial en toros, el plasma
seminal actia como un medio de nutriciéon
para los espermatozoides, lo que permite su
transporte durante su capacitacion e inter-
accion espermatozoide-ovocito (Westfale-
wicz et al.,, 2017). Por lo tanto, la liberacion de
testosterona al momento de aplicar la eCG,
pudo tener efecto en la liberacion en el plas-
ma seminal de compuestos orgdnicos, pépti-
dos y proteinas (Juyena y Stelleta, 2012), vi-
tales para una fertilizacion eficiente, ya que
influye en la estabilidad de la membrana,
movilidad, capacitacion e interaccion del es-
permatozoide (Narenji-Sani et al., 2014).

Los resultados obtenidos son aun poco con-
cluyentes para el uso de la eCG para mejorar
el comportamiento sexual y calidad seminal
de toretes. Bajo esta premisa, en futuros es-
tudios se recomienda evaluar otras formas 'y
dosis de aplicacion de la eCG, asi como mo-
dificar la frecuencia de aplicacion, debido a
la accidon media que tiene esta hormona. Al
no existir estudios previos sobre la frecuencia
de aplicacién de la eCG en machos bovinos,
se decidio aplicarla cada 7 dias, lo cual pudo
limitar su efecto, contrario a lo reportado
por Beracochea et al. (2018) en machos ca-
brios, quienes lo aplicaron cada 5 dias y ob-
tuvieron una rapida respuesta a las variables
de calidad seminal y comportamiento sexual,
contrario al efecto limitado observado cuan-

do se aplicé en carneros cada 6 dias (Beraco-
chea et al.,, 2020a). También es posible que
los anticuerpos formados en los machos pa-
recen tener otro patron de accién al de las
hembras, en las cuales si se afecta la tasa de
ovulacién (Drion et al., 2001). Es importante
mencionar que el uso de la eCG tiene un ma-
yor efecto en especies que presentan esta-
cionalidad reproductiva. Sin embargo, antes
de descartar su uso en toros jovenes, se debe
considerar que la eCG pudiera contribuir, al
menos parcialmente, en mejorar el compor-
tamiento sexual y colaborar bajo otros esce-
narios de aplicacion, frecuencia y dosis para
observar si verdaderamente tiene un efecto
positivo sobre la calidad seminal.

Conclusion

La aplicacion de eCG incrementé la concen-
tracién de testosterona, sin afectar la activi-
dad sexual y la calidad seminal de toretes jo-
venes durante la época de invierno. Como
consecuencia a la escasez de informacion so-
bre el uso de esta hormona en toros, esta in-
vestigacion puede servir como pauta para
seguir realizando estudios sobre el uso de
eCG en machos de la especie bovina, en
cuanto a la frecuencia, dosis y época del afio,
ya que en otras especies ha demostrado re-
sultados positivos que pueden ser aplicables
para mejorar la capacidad reproductiva del
macho bovino.
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