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Dinamica folicular durante el ciclo estral natural en bufalas
(Bubalus bubalis)

Follicular dynamics of the natural estrous cycle in buffalo (Bubalus bubalis)

Jorge Alberto Sanchez'?, Marlyn Hellen Romero!, Audelo Fernando Meneses!

RESUMEN

El objetivo del estudio fue monitorear la dindmica folicular del ciclo estral natural de
hembras bufalinas en Colombia. Se evaluaron los patrones de crecimiento y regresion de
foliculos ovaricos de 11 bufalas durante dos ciclos estrales. Se realizaron examenes
ecograficos interdiarios de los ovarios para establecer patrones de ondas foliculares,
numero de ondas, dia de emergencia, numero de foliculos reclutados, y caracteristicas
del foliculo dominante (FD) y del cuerpo luteo (CL). Las concentraciones de progesterona
(P,) se determinaron por radioinmunoensayo. Se evaluaron 17 ciclos normales (2, 11y 4
ciclos conuna, dos y tres ondas foliculares, respectivamente). El intervalo inter-ovulatorio
fuede 12.5+2.7,20.5+ 1.2 y28.8 + 1.9 dias para los ciclos con 1, 2 y 3 ondas foliculares,
respectivamente. Las ondas foliculares emergieron los dias 0 + 2.3 en ciclos de una onda,
losdias 2.3+ 1.0y 10.5+ 1.0 enciclos de dos ondas y los dias 1.25+1.6,8.0+ 1.9y 20.8
+ 1.6 (promedio * e.e.) en ciclos de tres ondas. El didmetro maximo (cm) alcanzado por el
FD fuede 1.2+ 0.4 en ciclos de una onda, de 1.02+ 0.2 y 1.3 £ 0.3 en ciclos de dos ondas,
yde1.2+0.3,1.3£0.3y 1.2+ 0.3 enciclos de tres ondas. La concentracién de P4 en el dia
de maximo didmetro del CL en promedio fue de 7.2 + 6.6 ng/ml. Se concluye que la
dindmica folicular de la bufala colombiana se caracteriza por presentar patrones de una,
dos y tres ondas foliculares, con predominio de ciclos de dos ondas.
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The aim of the study was to monitor the follicular dynamics of the natural estrous
cycle in the domestic buffalo in Colombia. Patterns of growth and regression of ovarian
follicles in two consecutive oestrus cycles in 11 buffalos were evaluated. Ultrasound
examination of the ovaries were conducted every second day to establish patterns of
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follicular waves, number of waves, emergency day, number of follicles recruited, and
characteristics of the dominant follicle (DF) and of the corpus Iuteum (CL). Progesterone
(P,) concentration was determined by radioimmunoassay. Seventeen normal cycles (2, 11
and 4 estrous cycles with one, two and three follicular waves, respectively) were evaluated.
The inter ovulatory interval was 12.5+2.7,20.5 £ 1.2 and 28.8 + 1.9 days for cycles with
1, 2 and 3 follicular waves, respectively. Follicular waves emerged on days 0 + 2.3 for
cycles with 1 wave, ondays 2.3+ 1.0 and 10.5 + 1.0 in cycles with two waves and on days
1.6+1.25,8.0+1.9and 20.8 = 1.6 (mean + e.e.) in cycles with the waves. The concentration
of P4 on the day of maximum diameter of CL on average was 7.2 = 6.6 ng/ml. In conclusion,
follicular dynamics of the Colombian buffalo is characterized by patterns of one, two and
three follicular waves, with predominance of two-wave cycles.

Key words: buffalo; estrous cycle; follicle; follicular wave; progesterone

INTRODUCCION

La produccion del btafalo doméstico
(Bubalus bubalis) es de gran importancia
en la economia agropecuaria de muchos pai-
ses de Asia y América Latina. Estos anima-
les estan adaptados a climas subtropicales y
tropicales, teniendo un gran potencial para la
produccion de trabajo, carne y leche, espe-
cialmente en suelos pobres de baja fertilidad
(Singh et al., 2000; Chaikhun et al., 2010;
Perera, 2011).

Lareducida eficiencia reproductiva del
bufalo afecta la productividad de la hembra,
debido al inicio tardio de la pubertad,
estacionalidad de nacimientos, pobre expre-
sion del estro, largo anestro posparto y pro-
longado intervalo entre partos. Estas carac-
teristicas pueden ser parcialmente atribuidas
a cambios en la estacionalidad de lluvias, lo
que produce una menor disponibilidad de ali-
mentos (Murugavel et al., 2009; Nam, 2010;
Sah y Nakao, 2010; Sanchez et al., 2017) y
estrés térmico en el animal, caracterizado por
elevadas secreciones de prolactina (Roy y
Prakash, 2007). Ademas, se puede dar por
cambios en el fotoperiodo y, por lo tanto, a
alteraciones en la secrecion de melatonina
(Murugavel et al., 2009; Nam, 2010; Perera,
2011).
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La aplicacion de la inseminacion artifi-
cial (IA) en el bufalo se ve afectada por la
baja expresion del celo, siendo comun el es-
tro silente (Rajanarayanan y Archunan, 2011).
La concentracion de 17p-estradiol durante el
estro normal es mas baja, comparada con la
del bovino (Carvalho et al., 2002), por lo que
se prefiere la IA a término fijo (IATF) para
implementar programas de servicios en bu-
falos (Abdullah et al., 2001; Ali y Fahmmy,
2007). Asimismo, la presencia del macho du-
rante el posparto favorece el reinicio de la
actividad ciclica ovarica, reduce la inciden-
cia de estros silentes y mejora la tasa de con-
cepcion al primer servicio (Gokuldas et al.,
2010).

La duracion del ciclo estral (CE) esta
relacionada con el mimero de ondas foliculares
que se desarrollan en cada ciclo. No obstan-
te, el desarrollo de foliculos primordiales has-
ta foliculos en crecimiento y foliculos tercia-
rios aparenta ser poco efectivo en la especie
bufalina, pues se presenta un nimero mayor
de foliculos atrésicos con relacion al bovino
(Madan et al., 1996, Campanile et al., 2010;
Gimenes et al., 2011; Baruselli et al., 2013).
Los bufalos presentan cerca de 12 000
foliculos primarios al nacimiento, cifra bas-
tante menor a los 133 000 reportados para
bovinos (Danell, 1987; Drost, 2007).
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Segun datos del ICA (2015), Colombia
cuenta con una poblacion bufalina cercana a
los 235 000 animales distribuidos en 2672 pre-
dios, concentrados principalmente en los de-
partamentos de Cordoba (24.8%), Antioquia
(20.4%) y Santander (12.6%), los cuales
agrupan el 57.8% de la poblacion nacional.
Debido a que el bufalo presenta una alta ca-
pacidad de adaptacion y rusticidad, se requiere
estudiar su comportamiento reproductivo lo-
cal para disefar estrategias que mejoren el
uso de biotecnologias y coadyuven a la mejo-
ra de sureproduccion (Brito et al., 2002). En
Colombia no se han realizado estudios com-
pletos sobre la fisiologia reproductiva de la
bufala, que faciliten la comprension de la di-
namica folicular y el comportamiento endo-
crino. El objetivo del presente estudio fue
describir la dinamica folicular en el ciclo estral
natural de las btfalas en el tropico colombia-
no bajo.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion

El estudio se realizo en la region del
Magdalena Medio colombiano, en la hacien-
da La Gloria del municipio de Puerto Salgar,
Colombia. El clima de la zona se caracteriza
por ser un bosque hiimedo tropical, con tem-
peratura promedio de 26 °C, pluviosidad de
1420 mm y una altura de 150 msnm. El expe-
rimento se llevo a cabo durante la estacion
de verano (junio-noviembre) de 2013.

Animales

Se seleccionaron 20 hembras bufalinas
raza Trinitaria (bfalo colombiano) del total
del hato, de 6 afios de edad, con peso corpo-
ral promedio de 450 kg y condicion corporal
de 3.5 dentro de una escala de 1-5 (Alapati
et al.,2010), con intervalo posparto entre 60
y 150 dias y con cria al pie. Los animales no
estaban bajo ningun protocolo de
sincronizacion para poder evaluar el ciclo
estral de forma natural.
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Las bufalas tenian tres lactancias en
promedio y estuvieron acompafiadas por un
butoro recelador para determinar el compor-
tamiento de estro. Los animales se observa-
ron cada 12 horas (06:00 y 18:00) durante
dos ciclos consecutivos. El examen fue reali-
zado por un tinico operador, médico veterina-
rio especialista en reproduccion bovina. Las
bufalas fueron consideradas en estro cuando
aceptaban ser montadas por el toro recelador,
presentaban descarga de moco cristalino por
la vulva o el dispositivo Kamar® activado.
Todas las vacas recibieron el mismo manejo
sanitario y fueron mantenidas en pastoreo
extensivo en potreros con pasto Angleton
(Dichanthium aristatum), sal mineralizada
al 8% y agua a voluntad. Los potreros conta-
ban con zonas con sombra y cuerpos de agua
para las actividades de termorregulacion.

Examen Ecografico

Una vez detectado el estro, se evalud
mediante ecografia la tonicidad del utero, el
flujo vaginal y las estructuras ovaricas, te-
niendo en cuenta el grado de ecogenicidad
del endometrio y la delimitacion marcada del
endometrio y el miometrio, ademas del
acumulo de liquido en el lumen uterino
(Descoteaux et al., 2010).

Se utilizo un ecografo veterinario Aquila
VetPro® (Esaote SpA, Pie Medical, Paises
Bajos), provisto de una sonda rectal de 6-8
Mhz. Se registraron y midieron los foliculos
con diametro mayor o igual a 0.3 cm. Los
ovarios fueron monitoreados cada dos dias
por dos o tres ciclos estrales consecutivos
para establecer el intervalo inter-ovulatorio
(IIO), el foliculo dominante (FD), catalogado
como mayor de 1 cm de diametro y el mayor
de los foliculos presentes. Los foliculos su-
bordinados (FS) (cohorte folicular) fueron
aquellos que aparecieron juntamente con el
pool folicular del FD, donde un FD y su
cohorte se definié como una onda folicular.
El dia de emergencia de la onda folicular se
establecio como el dia de la primera obser-
vacion de un foliculo que alcanzé los 0.3 cm
de diametro.
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Ademas, se determino la vida util del
FD (dias entre su aparicidon y su atresia com-
pleta), el maximo diametro (promedio de los
diametros maximos de cada foliculo), el dia
donde alcanzé su mayor diametro y la tasa
de crecimiento (maximo diametro del folicu-
lo dominante dividido por la duracion del cre-
cimiento). El cuerpo luteo (CL) se fijo como
estructura poco ecogénica derivado del FD
(Barkawi et al., 2009). Se tuvo la precau-
cion de identificar CL originados por
luteinizacion de foliculos no ovulatorios y ex-
cluirlos del estudio. En el tercer celo se rea-
liz6 laIA y el diagndstico de prefez se reali-
z6 por ecografia el dia 26 después de la inse-
minacion.

Determinacion de Progesterona

Se recolectaron 10 ml de sangre por
venopuncion yugular en un tubo Vacutainer®
sin anticoagulante cada 48 horas durante dos
ciclos estrales consecutivos. El suero fue se-
parado por centrifugacion durante 10 min a
3000 g y fue almacenado en tubos
Ependorff® a -20 °C.

Los niveles de progesterona (P,) se
determinaron mediante el método de
radioinmunoensayo en fase solida (RIA), uti-
lizando el kit RIA-DPC (Laboratorio
Siemens, Munich, Alemania), con una sensi-
bilidad de deteccion del 94-96%. El analisis
se corri6 completo (el maximo de muestras),
empleando una curva estandar al inicio y otra
al final del ensayo. Se usaron controles
intraensayo cada 12 muestras.

Diseno Estadistico

Los anélisis se realizaron utilizando el
paquete estadistico SAS 9.2 para Windows
(SAS Institute Inc, North Carolina, EEUU).
Se trabajo con dos grupos de datos: el prime-
ro para caracterizar las ondas foliculares y
el FD, y el segundo para describir el CL y las
concentraciones de P,.
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Se realiz6 una comparacion con las
medias de cuadrados minimos de las carac-
teristicas de las ondas mediante un modelo
lineal generalizado. Se utiliz6 el anélisis de
varianza para determinar el efecto entre las
ondas y las variables independientes (dura-
cion del 11O, duracion de 1a onda, dia de emer-
gencia de la onda, nimero de foliculos
reclutados menores de 0.3 cm, nimero de
foliculos reclutados de 0.3 a 0.6 cm, maximo
diametro, dia de maximo diametro, vida pro-
medio y tasa de crecimiento del foliculo do-
minante). Los resultados se presentaron como
promedios y errores estandar (EE). Las di-
ferencias entre las ondas se evaluaron con
una prueba de comparacion multiple ajusta-
da con Tukey-Kramer.

Se empleo una regresion lineal simple
para analizar la relacion entre las concentra-
ciones de P, y las variables independientes
(diametro maximo, dia de maximo diametro,
vida promedio, tasa de crecimiento para el
CL y prefiez). En todos los analisis se consi-
der6 como significativo un valor de p<0.05.

RESULTADOS

De los 20 animales seleccionados, se
descartaron nueve bufalas por aciclia o ci-
clos irregulares. Se evaluaron 21 ciclos
estrales de los cuales 17 fueron catalogados
como ciclos estrales de duracion esperada y
4 (19%) como anovulatorios, los cuales no
fueron utilizados en el estudio.

La duracién del 11O fue de 22.7 = 1.0
dias. El didmetro maximo del FD fue de 1.21
+ 0.07 cm, alcanzado en el dia 12.1 £ 1.4,
con una vida promedio 10.1 & 0.6 dias y una
tasa de crecimiento de 0.1 = 0.01 cm/dia.

Las bufalas mostraron tres tipos de pa-
trones foliculares: 2 ciclos de una onda (9.5%),
11 ciclos de dos ondas (52.4%) y 4 ciclos de
tres ondas (19.0%). A los animales que se
les evaluaron tres ciclos consecutivos, el pri-
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Cuadro 1. Caracteristicas del ciclo estral y las ondas foliculares en bufalas colombianas (11

hembras, 17 ciclos estrales)

N.° de

Ondas foliculares por ciclo estral

Variables Una Dos Tres
onda
(n=2) (n=8) (n=4)
Intervalo inter-ovulatorio (dias) 12.5+£2.7¢  205+1.2° 28.8+1.9°
Duracion de la onda folicular 1 11.5+£2.8 102+£1.2 8520
(dias) 2 - 10.1+1.2  10.7+2.3
3 - - 10.8 £2.0
Emergencia de la onda folicular 1 0+23 227+1.04 1.3+1.6%
(dias) 2 - 10.5+1.08  8.0+1.94
3 - - 20.8 + 1.6°
N.° de foliculos <0.3 cm 1 5.5+4.0 50+£1.7 9.0+£28
reclutados por onda folicular 2 - 54+1.7 07+32
3 - - 33£2.8
N.° de foliculos de 0.3-0.6 cm 1 1.0+1.3 1.2+0.6 0.5+0.9
reclutados por onda folicular 2 - 1.2+ 0.6 1.0+1.1
3 - - 1.0+ 0.9

Los valores se presentan como media + error estandar. Las medias con diferente letra (a, b) dentro de
filas y dentro de columnas por variable (A, B) indican diferencia estadistica (p<0.05).

mer ciclo exhibié patrones de una onda
folicular, seguidos de ciclos con patrones de
dos ondas foliculares, sin embargo algunas
bufalas con ciclos estrales largos solo pre-
sentaron dos ciclos en el mismo seguimiento.

Ondas Foliculares

Se observo diferencia significativa en la
duracion del IO (p<0.05), siendo de mayor
duracion en animales que presentaron un pa-
tron de tres ondas (28.8 £ 1.9 dias), asi como
en el dia de la emergencia de las ondas. De
otra parte, no se observaron diferencias sig-
nificativas en el ntimero de foliculos
reclutados por onda folicular (Cuadro 1).

Caracteristicas del Foliculo Dominante
El didametro méaximo de los FD y los dias

de ocurrencia, asi como su tasa de crecimiento
segun las ondas foliculares se presentan en
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el Cuadro 2. No se encontraron diferencias
significativas entre ondas con relacion a las
variables en estudio. Por otro lado, el coefi-
ciente de Pearson demostrd una asociacion
entre la duracion del intervalo inter-ovulatorio
y el nimero de ondas (r=0.797; p<0.05).

Cuerpo Luteo y P,

El CL presento6 un tamafio promedio de
1.6 £ 0.2 cm en el dia 7.0 £ 1.9, una vida
promedio de 10.9 = 2.3 dias y una tasa de
crecimiento de 0.04 + 0.13 cm/dia. La con-
centracion de P, en el dia de méaximo diametro
del CL en promedio fue de 7.2 + 6.6 ng/mL.

La tasa de prefiez en el ciclo estral na-
tural fue de 36.3%. Las concentraciones de
P, al dia de la emergencia de la onda del fo-
liculo ovulatorio fue de 4.46 + 1.50 ng/ml en
bufalas prefiadas y de 1.96 + 1.23 ng/ml en
bufalas vacias. Las concentraciones de P, al
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Cuadro 2. Caracteristicas del foliculo dominante durante el ciclo estral natural en bufalas
colombianas (11 hembras, 17 ciclos estrales)

L. N.°de Ondas foliculares por ciclo estral
Caracteristicas del onda
foliculo dominante (FD) Una Dos Tres
(n=2) (n=8) (n=4)
Diametro maximo (cm) 1 1.2+04 1.0+0.2 1.2+0.3
2 - 1.3+0.2 1.3+0.3
3 - - 1.2+0.3
Dia del didmetro maximo 1 5.0+3.1 49+13 55+22
2 - 17.6£1.3 157+£25
3 - - 24.0+2.2
Vida promedio (dias) 1 11.5+2.8 102+1.2 85+2.0
2 - 10.1+1.2 10.6 £2.3
3 - - 10.7+2.0
Tasa de crecimiento 1 0.1+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0
(cm/dia) 2 - 0.1+0.0 0.1+0.0
3 - - 0.07 £0.02

Los valores se presentan como media * error estandar. No hubo diferencias estadisticas entre medias

dia de maximo diametro del FD fue de 8.16
3.19 ng/ml en bufalas prefiadas y de 2. 97 +
2.61 ng/ml en bufalas vacias. El maximo ta-
maifio del CL en btfalas prefiadas fue de 1.63
+ 0.35 cmel dia 6.0 + 3.23 y en bufalas va-
cias de 1.54 £0.26 cmel dia 7.5 + 2.44.

Las regresiones lineales mostraron aso-
ciacion entre las concentraciones de P, con
el estado de prefiez (R>=0.62; p<0.001) y la
duracion del ciclo estral (R>=0.84; p<0.001).
Por otro lado, no se observaron asociaciones
entre las concentraciones de P, al maximo
diametro del FD, la vida promedio del FD y
del CL ni las tasas de crecimiento del CL, ni
entre el tamafo del CL y el tamafio del FD.

DiscUusION

La literatura cientifica sefiala que el re-
ducido niimero de foliculos en la superficie
ovarica de la bufala se atribuye al mayor por-
centaje de atresia folicular y a la escasa
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interrelacion de las células de la granulosa,
cuando se compara con el bovino (Feranil ef
al.,2004; Mondadori et al., 2007; Mondadori
etal., 2010).

Los bufalos son animales poliéstricos
estacionales (Baruselli et al., 1997; Nam,
2010). En general se reporta una duracioén
del ciclo estral de 16 a 33 dias yun IO de 18
a 24 dias (Baruselli et al., 1997; Barkawi et
al., 2009; Nam, 2010; Perera, 2011), datos
que concuerdan con lo observado en el pre-
sente estudio, en el cual se encontr6 una du-
racion del 11O de 22.7 £ 1.0 dias.

Los resultados de este estudio revelan
que las bufalas presentas un predominio de
dos (52.4%) y tres ondas (19.0%) foliculares
en el ciclo estral, en concordancia con otros
autores que describen un patron de crecimien-
to folicular de dos ondas en el 63 al 83% de
los casos (Singh et al., 2000; Ali et al., 2003;
De Renis y Lopez-Gatius, 2007; Azawi et al.,
2009; Barkawi et al., 2009), seguido por pa-
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trones de tres ondas (25 a 33%) y 3.3% de
una onda folicular (Manik et al., 2002; Awasthi
et al., 2006; Warriach y Ahmad, 2007;
Campanile et al., 2010; Yindee et al., 2010).

En el estudio se evidenci6 en los anima-
les a los cuales se les hizo el seguimiento de
tres ciclos, que el primer ciclo exhibia patro-
nes de una onda folicular, seguidos de ciclos
con patrones de dos ondas foliculares. Este
resultado contradice lo reportado por Taneja
et al. (1996), quienes evaluaron bufalas du-
rante dos ciclos, presentando dos ondas en el
primero y una onda en el segundo ciclo estral,
lo que corresponde a una alteracion en el
patron de ondas que no ha sido reportada para
los bovinos. No obstante, se sugiere que si
las bufalas estan en compaiiia del toro bufalino,
los ciclos ovulatorios cortos de una onda (15-
17 dias) ocurren con mayor frecuencia, sien-
do un patrén normal de la dinamica folicular
que favorece las tasas de concepcion
(Abdalla, 2003).

Las diferencias significativas en la du-
racion del IIO por efecto del ntimero de on-
das foliculares encontradas en el presente
estudio (p<0.05), difieren de los promedios
reportados por Taneja et al. (1996) de 23.0 +
1.0 vs. 21.3 £ 0.9 dias de duracion del 11O
con una dinamica folicular de una y dos on-
das, respectivamente, asi como del estudio
de Awasthi ef al. (2006) quienes reportaron
20.8 + 1.0y 22.3 + 0.9 dias en animales con
una dinamica folicular de una y dos ondas,
respectivamente.

Barkawi et al. (2009) observaron dife-
rencias significativas en el dia de emergen-
cia de la onda y en el nimero de foliculos
reclutados en bufalas egipcias, indicando que
en los ciclos de tres ondas, la emergencia de
la primera onda es mas temprana y el nime-
ro de foliculos reclutados es mayor, compa-
rados con patrones de dos ondas. Estos re-
sultados solo coinciden con los del presente
estudio en relacion con el dia de emergencia
de la primera onda folicular, pues no se en-
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contro diferencias significativas en el nime-
ro de foliculos reclutados por onda. En la fase
de seleccion, Baruselli ef al. (1997) reporta-
ron un promedio de 6 a § foliculos reclutados
por cada onda, resultado similar a este estu-
dio donde se hallaron entre 5 a 6 foliculos
menores de 0.3 cm.

En el presente estudio no se encontrd
diferencia en la tasa de crecimiento (p=0.615)
ni en el didmetro maximo del foliculo domi-
nante (p=0.788), resultados que coinciden con
los hallados por Presicce et al. (2005); sin
embargo, Baruselli ef al. (1997) reportaron
diferencias en el diametro maximo del pri-
mer foliculo dominante (15.0£2.3vs. 11.9+
1.7 mm) y el diametro del foliculo ovulatorio
(15.5+1.6 vs. 13.4 + 1.3 mm) registrados en
la segunda y tercera onda folicular.

El promedio de las concentraciones de
P, del presente estudio concuerdan con valo-
res reportados por Vale y Ribeiro (2005) y
Mondal et al (2006, 2009), quienes presen-
tan niveles de P4 en dia del estro de 0.3-0.6
ng/ml, llegando a niveles de 1.36-3.6 ng/ml
en los dias 13-13 para caer de nuevo a nive-
les basales el dia 17 del ciclo estral.

CONCLUSIONES

La dinamica folicular de la bufala bajo
las condiciones del presente estudio se ca-
racterizo por presentar patrones de una, dos
y tres ondas foliculares, donde la duracion
del intervalo entre ovulaciones fue dependien-
te del nimero de ondas foliculares.
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