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RESUMEN

El objetivo del estudio consistió en determinar sí la sincronización secuencial de
hembras Bos indicus induce la expresión del estro sin un folículo dominante
estrogénicamente activo. Para ello, 3 grupos (n = 6) de hembras multíparas y con
actividad cíclica fueron sincronizadas con 24 h de diferencia mediante un dispositivo
intravaginal CIDR que permaneció in situ durante 9 días. Al retiro del CIDR se
aplicó una dosis luteolítica de PGF2α (25 mg/animal) y 24 h después las hembras se
observaron durante 96 h para determinar el inicio del estro. También se obtuvieron
cada 4 h, entre las 8:00 y las 20:00 horas, muestras de sangre para determinar el
perfil de progesterona por medio de RIA y se midió el crecimiento folicular
mediante ultrasonografía transrectal. Las hembras se ovariectomizaron después de 6
h de iniciado el estro. A partir de los folículos obtenidos se cuantificó la
concentración intrafolicular de esteroides por medio de ELISA y se determinó la
expresión de las enzimas esteroidogénicas (P450scc y P450arom) mediante la técnica
de inmunofluorescencia. A partir de los horarios de ovariectomía, las hembras se
distribuyeron en los siguientes grupos: 24 (n = 5), 48 (n = 6) y 72 h post-CIDR (n =
4). De las 18 hembras, únicamente 10 expresaron estro. De las hembras no
detectadas, 5 se incluyeron dentro de los grupos debido a que participaron en
grupos sexualmente activos e interrumpieron su conducta de monta como resultado
de la ovariectomía de sus compañeras, mientras que las 3 restantes fueron retiradas
del experimento debido a lesiones. La concentración de progesterona sérica fue
similar entre los grupos al inicio del estro y al momento de la cirugía. Todas las
hembras presentaron un folículo dominante >10 mm de diámetro, que inició con un
tamaño similar entre los grupos y finalizó con un diámetro mayor para el grupo de
72 h post-CIDR (p < 0.05). Asimismo, el crecimiento total fue mayor para el grupo
de 72 h post-CIDR (p < 0.001), al igual que el porcentaje de crecimiento con
respecto al tamaño inicial (p < 0.05). Finalmente, las hembras de 72 h post-CIDR
presentaron la concentración más alta de estradiol (p < 0.01). Mientras que
testosterona y progesterona fueron similares en los 3 grupos. Las hembras de 72 h
post-CIDR presentaron la mayor expresión de P450scc en las células de la granulosa
y de la teca interna (p < 0.05), al igual que en las células de la granulosa para
P450arom (p < 0.01). En conclusión, todas las hembras detectadas y no detectadas
en estro presentan un folículo dominante >10 mm de diámetro, capaz de ovular y
que es estrogénicamente activo, debido a que produce cantidades elevadas de
estradiol y expresa las proteínas de las enzimas esteroidogénicas. El tratamiento de
sincronización produce una respuesta variada, a pesar de que todas las hembras
presentan niveles de progesterona sérica que indican actividad ovárica. Por
consiguiente, otros factores además de la presencia de un folículo dominante y la
producción de hormonas esteroides determinan la expresión del estro en las
hembras B. indicus sincronizadas.

Palabras clave: Bos indicus, sincronización del estro, folículo dominante,
esteroidogénesis, estradiol, células de la granulosa, teca interna, P450scc y P450arom



ABSTRACT

To determine if estrous synchronization induces sexual behavior without the
presence of an estrogenically active dominant follicle (>10 mm diameter), 3 groups
(n = 6) of adult and sexually active Bos indicus cattle were used in a sequential
synchronization scheme. All groups were treated with exogenous progesterone via
an intravaginal controlled internal drug-release device (CIDR) during 9 days. At the
moment of implant withdrawal, a 25 mg/animal injection of PGF2α was applied to
promote CL regression. At 24 h of CIDR removal, the cows were observed
continually for 96 hours in order to detect estrous onset. In the same period, blood
samples were taken every 4 h from 8:00 am to 20:00 pm by coccigeal venipuncture
to determine concentrations of progesterone using RIA, and follicular development
was monitored by transrectal ultrasonography. Six hours after estrous detection,
cattle were ovariectomized and the dominant follicle dissected from the ovary.
Follicular fluid was aspirated from the follicle and analyzed by ELISA to determine
steroid hormones concentrations. Additionally, steroidogenic enzymes P450scc and
P450arom expression was assessed by immunofluorescence. Females were assigned
to one of three groups, according to surgery schedule: 24 (n = 5), 48 (n = 6) and 72
h post-CIDR (n = 4). Ten out of 18 cows expressed estrous with significant
differences in estrous onset between groups (p < 0.001). Five out of 8 non-detected
cows were ovariectomized and included in one group since these females formed
sexually active groups but had an interruption of their activity by the ovariectomy of
their mounting partners. The rest of non-detected cows were excluded form the
experiment due to lessons. Serum progesterone concentrations were similar between
groups, both at the estrous onset and ovariectomy. All the females in the groups
showed a >10 mm diameter dominant follicle, which initialized its growth with
similar size among groups, but ended up with a larger diameter in the females
ovariectomized at 72 h post-CIDR (p < 0.05). Also, total growth and growth
percentage were larger for 72 h post-CIDR group (p < 0.05). Finally, females in the
72 h post-CIDR group exhibited greater intrafollicular estradiol concentration (p <
0.01). Meanwhile, both testosterone and progesterone were similar between the
three groups. Protein expression for P450scc was greater in females of 72 h post-
CIDR group in granulose cells and theca interna (p < 0.05), as well as levels of
expression for P450arom in granulose cells (p < 0.01). In summary, all the animals
(both detected in estrous and non-detected) exhibited at the moment of sexual
behavior a >10 mm diameter dominant follicle, which was estrogenically active,
since it produces high estradiol concentrations and expressed proteins for
steroidogenic enzymes. In addition, synchronization treatment produced a wide
response among the animals, even when blood progesterone levels showed ovarian
cyclic activity. Therefore, other factors besides the presence of a dominant follicle
and its steroid hormone production are needed to induce estrous expression in
synchronized B. indicus cattle.

Keywords: Bos indicus, estrous synchronization, dominant follicle, steroidogenesis,
estradiol, granulose cells, theca interna, P450scc and P450arom.
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I. INTRODUCCIÓN

El uso de las tecnologías reproductivas representa una alternativa para lograr

una mayor producción de benefactores de origen bovino. Sin embargo, múltiples

factores, entre los que destaca una baja eficiencia reproductiva, han limitado la

producción del ganado bovino dentro de las zonas con clima tropical (Román 1981).

En este tipo de regiones climáticas, caracterizadas por índices pluviométricos

elevados y temperaturas altas, la mayoría de los animales producidos pertenecen a la

especie Bos indicus debido a que presentan una gran adaptabilidad a las condiciones

climáticas del trópico (Baruselli et al. 2004). Asimismo, se reconocen diferencias

importantes entre esta especie y Bos taurus, particularmente en lo referente al tamaño

máximo del folículo dominante y del cuerpo lúteo, la duración del estro, entre otros

(Bo et al. 2003).

En lo correspondiente al trópico mexicano, las dos principales herramientas

reproductivas son la inseminación artificial y en menor grado la transferencia de

embriones. No obstante, su aplicación se ha enfrentado a diversas dificultades, de

las cuales una inadecuada detección del estro representa el principal problema

(Galina y Orihuela 2007). Por consiguiente, el uso de diferentes métodos de

sincronización del estro ha surgido como una alternativa para mejorar las tasas de

detección (Odde 1990). A pesar de lo anterior existe variabilidad en la respuesta al

programa de sincronización y se requiere una cantidad considerable de tiempo para

realizar la detección precisa del estro (Bo et al. 2003).

En consecuencia, el incremento en los porcentajes de expresión del estro

obtenido mediante la aplicación de tratamientos sincronizadores no ha logrado

aumentar concomitantemente la fertilidad de los animales tratados. Por ejemplo, la

sincronización secuencial del estro en B. indicus provoca que algunas hembras sin la

presencia de folículos dominantes >10 mm de diámetro capaces de ovular, expresen

estro en conjunto con hembras que sí muestran un folículo dominante al momento

de la conducta sexual (Medrano et al. 1996; Cortes et al. 1999; Maquivar et al. 2002).

Además, también se ha demostrado que otras hembras B. indicus sincronizadas son

incapaces de expresar estro y ovular, esto a pesar de que presentan un folículo

preovulatorio (Isidro et al. 2005; Verduzco et al. 2006; Acevedo et al. 2007;
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Maquivar et al. 2007). En ambos casos la fertilidad de estas hembras se

compromete. Para responder a estas situaciones se ha sugerido que en el primer

caso las vacas muestran una conducta de imitación (Orihuela et al. 1983; Gutierrez

et al. 1993), incrementando con ello la expresión del estro sin que necesariamente

aumente la tasa de ovulación y en el segundo caso, que el desarrollo folicular no se

acompaña de una adecuada producción de estrógenos (Maquivar et al. 2002;

Maquivar et al. 2007), los cuales desempeñan un papel fundamental en la regulación

de los eventos endocrinos y conductuales asociados al ciclo estral de las hembras.

Por tal razón, el objetivo general del estudio consiste en determinar sí la

sincronización secuencial de hembras B. indicus induce la expresión del estro en

hembras con folículos dominantes estrogénicamente activos.
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II. HIPÓTESIS

La sincronización en secuencia de las hembras Bos indicus induce la expresión

del estro sin la presencia de un folículo dominante (>10 mm de diámetro)

estrogénicamente activo.

III. OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo consistió en determinar sí las hembras B.

indicus con estro sincronizado presentan un folículo dominante

esteroidogénicamente activo al momento de la expresión del estro. Para cumplir con

tal meta se plantean los siguientes objetivos específicos:

1. Evaluar la dinámica folicular de las hembras B. indicus sincronizadas, con el

propósito de realizar un seguimiento del crecimiento del folículo dominante.

2. Analizar, por medio de una prueba de ELISA, el contenido folicular de las

hormonas esteroides (E2, P4 y T4) de los folículos dominantes.

3. Determinar por medio de inmunofluorescencia la expresión de las proteínas

de P450scc y P450arom en células de la granulosa y de la teca interna

obtenidas de los folículos dominantes, para evaluar los patrones de expresión

de las enzimas esteroidogénicas.
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IV. REVISIÓN DE LITERATURA

A. Factores que Afectan a los Programas Reproductivos

En la actualidad la inseminación artificial (IA) representa una de las

principales tecnologías reproductivas que se aplican en los bovinos. Parte de su éxito

se debe a que reduce la transmisión de enfermedades, además de que permite la

selección genética y un incremento en la salud, longevidad y producción de las vacas

(Dransfield et al. 1998). Por tales motivos, esta tecnología es una de las mejores vías

para la rápida dispersión de genes de alto valor productivo y económico dentro de

los sistemas de producción, incrementando con ello la calidad genética de los hatos

alrededor del mundo. Lo anterior debido a que la técnica es un método simple,

exitoso y económico para fijar genes seleccionados dentro de las poblaciones

productivas, en comparación a la transferencia de embriones (TE) ó la monta

natural (Vishwanath 2003).

Por su parte, la TE representa una herramienta fundamental para eliminar el

límite en el progreso genético que impone la baja tasa reproductiva de las hembras y

los largos intervalos generacionales (Seidel 1981). Esta reducción en el tiempo

generacional es quizá la principal ventaja sobre la IA, ya que así se logra aumentar el

potencial genético de los animales seleccionados en períodos de tiempo

considerablemente inferiores. Por tal razón, en el trópico de México se ha

impulsado la implementación de programas de TE. Sin embargo, los resultados han

sido muy diversos, especialmente cuando se compara la información generada con

los resultados obtenidos en hembras B. taurus mantenidas en climas templados (Kafi

y McGowan 1997).

A pesar de las notables ventajas que supone el uso de la IA y la TE sobre el

potencial genético y productivo dentro de los hatos del trópico mexicano, la

implementación de dichas técnicas se encuentra afectada por las múltiples variables

que inciden sobre su desempeño. Uno de los principales factores que influencian de

forma negativa es la falta de información que existe sobre la biología reproductiva

de B. indicus. Por lo tanto, resulta necesario mejorar y ampliar el conocimiento

existente sobre el comportamiento reproductivo de este tipo de ganado.
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Cunningham (1989) señala que de las tecnologías reproductivas, la

correspondiente al área de embriones representa el mejor prospecto para

desarrollarse en los países pobres. Por tal razón, para obtener éxito con la TE

primero se deben eliminar los problemas operativos que han afectado la

implementación de la IA, ya que de otra manera el uso generalizado será imposible,

al menos en el corto plazo. Lo anterior es importante, ya que de acuerdo a las

tendencias actuales en la ganadería de carne y leche dentro del trópico, se ha

incrementado la demanda por las tecnologías reproductivas. Por tal motivo, este

sector de la población ha obligado a los gobiernos locales a desarrollar proyectos

para mejorar la calidad del ganado, introduciendo para ello razas especializadas,

tanto en la producción de carne como en la de leche, por medio de la IA y la TE

(Kristjason et al. 2002).

Dentro del trópico mexicano el uso de la IA y la TE ha sido frenado por

dificultades técnicas, entre las que destacan: el programa de sincronización del estro,

la inadecuada detección de los signos de estro, el empleo de semen de mala calidad,

la variación en la respuesta a la superovulación y la pobre obtención de embriones

con la calidad suficiente para ser trasplantados. En los siguientes párrafos se

presentan de  forma general algunos de los principales factores que afectan el

desarrollo e implementación de las tecnologías reproductivas en el trópico.

B. Ciclicidad Reproductiva

Para iniciar es necesario definir de forma general la actividad reproductiva

que inicia cuando se alcanza la pubertad. En las hembras bovinas esto implica el

inicio de una actividad cíclica en la cual ocurren ovulaciones de forma regular

(Moran et al. 1989). Los eventos reproductivos que comienzan durante la fase del

estro (también denominado celo o calor) y que finalizan con el subsecuente estro

reciben el nombre de ciclo estral. La duración del ciclo estral bovino tiene una

duración promedio de 21 días (intervalo de 17-24 días) y se produce de forma

continua a lo largo del año, por lo que se clasifica a las hembras bovinas como

poliéstricas continuas (Senger 2005).
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El ciclo estral se divide en dos fases que se denominan de acuerdo a la

estructura dominante presente en el ovario: 1) fase folicular, caracterizada por la

presencia de un folículo dominante en crecimiento que secreta cantidades

abundantes de estradiol (E2) y 2) fase lútea, que comprende hasta 80% de la

duración total del ciclo y que presenta a un cuerpo lúteo (CL) que secreta

progesterona (P4).

El ciclo estral se divide en las siguientes etapas: a) proestro, inicia con la lisis

del CL y la consecuente disminución en los niveles de P4 ocasionados por la

prostaglandina F2α (PGF2α) secretada por el útero. Esta etapa de transición

endocrina dura de dos a cinco días y parte de la producción de P4 hacia una elevada

síntesis de estrógenos, principalmente E2. Las gonadotropinas hormona folículo

estimulante (FSH, por sus siglas en inglés) y la hormona luteinizante (LH, por sus

siglas en inglés) son las causantes de dicha transición; b) estro, es la etapa de

receptividad sexual, por tal motivo es fácilmente reconocible, ya que se presentan

signos visuales característicos. La receptividad sexual ocurre de forma gradual, ya

que al inicio la hembra únicamente muestra conducta sexual secundaria (mostrar

interés, seguir, apoyo en grupa, oler, etc.), mientras que al final de la etapa la hembra

permite las montas e intentos de monta por otras hembras y por el macho. Esta

disposición para ser montada se denomina como “celo franco”; c) metaestro, inicia

con la ovulación y la posterior formación del CL, durante este proceso se luteinizan

las células que componen la pared folicular; células de la granulosa y células de la

teca interna; y d) diestro, es la etapa de mayor funcionalidad del CL y la de mayor

duración dentro del ciclo estral (10 a 14 días). La función de la P4 que produce el CL

consiste en preparar a la hembra bovina para la gestación.

1. Sincronización del estro

El principal objetivo de los sistemas de producción bovino es elevar los

parámetros productivos y reproductivos del hato con la finalidad de incrementar las

ganancias económicas y hacer redituable la actividad. Para cumplir lo anterior se

deben implementar estrategias de manejo para reducir la variabilidad en los períodos

de concepción y partos, principalmente cuando los animales se mantienen en
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pastoreo (Cordoba y Fricke 2002). Por tal razón, la sincronización del ciclo estral

bovino representa una alternativa para optimizar el desempeño reproductivo de este

tipo de hatos, ya que facilita el uso de animales con mayor potencial genético,

mediante la  IA (Odde 1990c).

La sincronización del estro se logra mediante el control e inducción del ciclo

estral. Su principal objetivo es lograr que la mayoría de hembras dentro de un grupo

presente estro en un momento determinado, para inseminarlas después de la

detección del estro ó eliminando este último paso y realizando la IA a tiempo fijo

(Odde 1990b). Algunos de los beneficios de la sincronización de grupos grandes de

hembras incluyen: a) la facilitación de la IA, ya que se reduce el período en que se

realiza; b) un incremento del número de hembras que resultan gestantes en cada

empadre; c) concentración de hembras en estro en un corto período, lo cual vuelve

más precisa la detección del comportamiento sexual; d) reducción de los períodos de

detección del estro y e) facilitación de la aplicación de las tecnologías reproductivas.

Para el control del ciclo estral en los bovinos se cuenta básicamente con

métodos que funcionan de la siguiente manera: 1) provocando una regresión

prematura del CL, con lo cual se acorta la duración del ciclo. Para ello se utilizan

agentes luteolíticos como la PGF2α o sus análogos sintéticos (Odde 1990a), 2)

alargando la fase lútea con una simulación de la etapa de diestro a través de la

aplicación exógena de progestágenos sintéticos o naturales (Macmillan y Peterson

1993b) y finalmente 3) sincronizando el desarrollo de la onda folicular mediante la

aplicación de GnRH + PGF2α (Bo et al. 2002b).

A pesar de los múltiples métodos existentes en la actualidad, la variabilidad

en la respuesta de los animales hacia el tratamiento hormonal es uno de los

problemas más frustrantes asociados a la sincronización del estro (Bo et al. 2002a).

En este sentido, la precisión en la sincronización del estro no depende únicamente

del tratamiento empleado sino de la variación en la duración del proestro y del

estado de desarrollo del folículo dominante al momento del inicio de la

sincronización (Kastelic y Ginther 1991). Consecuentemente, el retraso en la

expresión del estro se debe al alargamiento del período requerido para que finalice
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la maduración folicular. Por ejemplo, algunas revisiones de literatura confirman la

existencia de variabilidad en los porcentajes de detección del estro (40 al 70%)

cuando se utiliza PGF2α como método de sincronización (Bo et al. 2003d; Porras y

Galina 1991; Galina y Arthur 1990). En el caso particular de las prostaglandinas se

sabe que la expresión del estro no depende únicamente de la respuesta del CL al

tratamiento, ya que se ha publicado que del total de hembras que presentan

regresión del CL, únicamente el 60% son detectadas en estro (Moreno et al. 1986).

Este dato implica que se pierde hasta un 40% de los estros. Sin embargo, es

necesario preguntar sí la ausencia de actividad sexual se asocia a una deficiencia en la

detección del estro, como comúnmente se sugiere que ocurre cuando se sincroniza

con PGF2α (Watts y Fuquay 1985) ó sí las causas son fisiológicas.

Por otro lado, la creciente disponibilidad comercial de los dispositivos

intravaginales de liberación controlada de P4 (comúnmente denominado CIDR por

sus siglas en inglés) ha incrementado su utilización como método de sincronización.

El dispositivo de silicón se encuentra impregnado con 1.9 g de P4 micronizada de

origen natural que se libera de forma gradual y lenta hacia la circulación sanguínea

del animal, ejerciendo con ello una fuerte inhibición del estro y de la ovulación

(Rathbone et al. 2002). Así, con el retiro del dispositivo y la concomitante

disminución en la concentración de P4 en suero, se promueve la sincronización del

estro en las hembras (Macmillan y Peterson 1993a). Sin embargo, el uso del CIDR

como método de sincronización se ha enfrentado al mismo problema que otros

tratamientos; produce una excelente sincronización, pero con una reducida

fertilidad. De igual forma, los protocolos de sincronización que utilizan

progestágenos con una combinación de estrógenos y PGF2α han seguido la misma

suerte (Xu y Burton 1999; Odde 1990d).

Una de la principales razones que se han propuesto para responder por la

baja fertilidad observada se relaciona con el desarrollo de folículos dominantes
con crecimiento prolongado (Mihm et al. 1994; Stock y Fortune 1993; Sirois y

Fortune 1990). Estos folículos se originan debido a que los métodos de

sincronización inducen concentraciones sub-luteales de P4 que provocan un
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crecimiento persistente, inhibiendo con ello el surgimiento de nuevas ondas

foliculares y consecuente desarrollo de un ovocito viejo, el cual al ser fertilizados

produce un embrión de pobre calidad (Revah y Butler 1996; Smith y Stevenson

1995). Para evitar lo anterior es recomendable mantener concentraciones

plasmáticas elevadas de P4, por lo menos iguales a la fase lútea, durante el

tratamiento. En conjunto estos resultados sugieren que para lograr un programa de

sincronización exitoso se deben de sincronizar el desarrollo folicular, la expresión

del estro y la ovulación (Xu y Burton 2000). Lo anterior para asegurar que todas las

hembras tengan un folículo en crecimiento con capacidad de ovular un ovocito

viable después del tratamiento.

2. Detección del estro: efecto de la conducta sexual y factores sociales

Es bien sabido que la detección del estro es uno de los principales factores

que afecta la implementación exitosa de la IA y la TE en ganado bovino mantenido

en el trópico (Galina y Orihuela 2007b). De igual forma en las producciones

lecheras de Norteamérica se estiman cuantiosas pérdidas anuales, únicamente

ocasionadas por la falla en la detección del estro, evento que ha influenciado

negativamente el impacto económico y productivo que provee la IA (Senger 1994).

Por lo tanto, los esfuerzos encaminados a incrementar la eficiencia y precisión de la

detección del estro serán bien recibidos por parte de los productores.

Parte de la baja fertilidad que se registra en los hatos lecheros se debe a una

deficiente detección del estro (Reimers et al. 1985), actividad que depende en gran

medida de las prácticas de manejo, de las cuales una correcta identificación de los

signos de estro es la principal. Por su parte, el comportamiento de monta representa

la conducta sexual más confiable para determinar que una hembra se encuentra en

estro, además de que se utiliza como referencia para determinar el tiempo óptimo

para realizar la IA y así obtener altos porcentajes de gestación (Nebel et al. 2000;

Walker et al. 1996; Baker y Seidel, Jr. 1985). Sin embargo, en ganado lechero

únicamente se logra detectar por este criterio a menos del 50% del total de hembras

en estro (Van Eerdenburg et al. 2002a; Lyimo et al. 2000a; van Vliet y Van

Eerdenburg 1996).
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Con respecto a B. indicus, dos recientes revisiones de literatura discuten los

esfuerzos realizados hasta la fecha para conocer, por una parte los factores que

afectan y limitan la detección del estro (Galina y Orihuela 2007a), y por otra parte

los avances en el estudio de la dinámica folicular y su manipulación para lograr

programas reproductivos exitosos (Bo et al. 2003c). Los primeros autores concluyen

que las características sociales y conductuales de B. indicus influyen en la respuesta a

los tratamientos de sincronización, mientras que los últimos autores sugieren que

para disminuir los problemas en la detección del estro es necesario implementar

técnicas que controlen el desarrollo folicular para aplicar IA a tiempo fijo y eliminar

con ello la necesidad de la detección del celo.

Es cierto que a pesar del esfuerzo realizado todavía se desconocen en su

mayoría las causa precisas que originan las diferencias reproductivas y conductuales

entre B. indicus y B. taurus. Diferencias que de acuerdo a Bo et al. (2003b) residen en:

1) un menor período de expresión del estro; 2) un menor tiempo para alcanzar el

pico preovulatorio de LH; 3) mayor dificultad para detectar estro, debido

principalmente a estructuras sociales complejas, conducta agresiva, menor

disponibilidad para ser montadas y expresión de señales de estro durante la noche;

4) un menor tamaño del folículo dominante y del CL; 5) amplia respuesta a los

programas de sincronización.

Un rasgo característico de los programas de sincronización utilizados en

ganado B. indicus es el elevado porcentaje de animales que llegan a presentar estro

después del tratamiento, seguido de bajas tasas de fertilidad. La existencia de

trabajos que utilizan diversos métodos de sincronización, en donde obtienen hasta

90% de sincronización pero únicamente del 30 al 60% de animales gestantes

(Rekwot et al. 1999; Tegegne et al. 1989), respaldan esta idea. Por tal motivo, desde

hace algún tiempo nuestro grupo de trabajo ha realizado una serie de estudios con la

intención de responder la pregunta de ¿porqué la elevada respuesta a la

sincronización del estro en hembras B. indicus no se refleja en buenos índices de

fertilidad? El modelo que hemos utilizado es la sincronización secuencial de las

hembras para así programar la expresión del estro en forma escalonada (Medrano et
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al. 1996). Mediante este método de sincronización es posible por un lado, disminuir

el riesgo de que las hembras sincronizadas presenten la conducta de imitación

previamente descrita en esta especie (Gutierrez et al. 1993; Orihuela et al. 1983b) y

por el otro, determinar y diferenciar las características conductuales, hormonales y

del crecimiento folicular que ocurren entre las hembras que expresan conducta

sexual cuando se encuentran en celo franco y aquellas que únicamente imitan el

comportamiento.

Los resultados obtenidos hasta la fecha han aportado evidencia en varios

sentidos. Ya que por ejemplo se ha determinado que cuando se sincronizan hembras

en pequeños números, estas tienden a expresar estros agrupados (Fetter et al. 2006;

Cortes et al. 1999) e independientemente de la presencia de un folículo dominante

capaz de ovular (Verduzco et al. 2006; Maquivar et al. 2002b). También se ha

determinado la existencia de hembras que presentan conducta sexual con folículos

dominantes que no ovulan (Acevedo et al. 2007; Maquivar et al. 2007c). En todos

los casos descritos la fertilidad se afecta de forma directa, por tal motivo es

necesario investigar los cambios endocrinos que ocurren en los folículos que

determinan la conducta sexual de estas hembras.

Con respecto a las hembras B. indicus se ha demostrado que presentan una

baja tendencia para permitir ser montadas en períodos cortos de tiempo (Orihuela et

al. 1983a) y por miembros de otras razas (Galina et al. 1982). Además, generalmente

estas hembras se crían en condiciones de pastoreo, razón por la cual los animales se

encuentran dispersos y con pocas probabilidades para interaccionar con otras

hembras, factores que dificultan la frecuente observación de los animales y su

precisa determinación del estro (Hardin et al. 1980). Por otra parte, los rasgos de

comportamiento (Solano et al. 2005; Solano et al. 2000) y de estructura social

(Solano et al. 2004; Gutierrez et al. 1993), característicos de este tipo de ganado

dificultan aún más la tarea. Por ejemplo, se ha encontrado que las hembras de mayor

jerarquía social dentro de un grupo realizan más de la mitad de las montas durante el

período de receptividad sexual (Orihuela et al. 1988), además de que estas mismas

hembras presentan menos disposición para ser montadas (Castellanos et al. 1997).
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La composición y tamaño del grupo es otro factor importante que influencia

la respuesta al tratamiento de sincronización, ya que el número de hembras que se

encuentran en estro al mismo tiempo afectan la frecuencia de las montas y a su vez

la duración del estro (Galina et al. 1996). En los animales sincronizados la formación

de los grupos sexualmente activos (GSA), caracterizados por la participación de

hembras con conducta de monta, resulta un evento común (Williamson et al. 1972).

Además, es bien sabido que la actividad sexual se incrementa conforme aumenta el

número de hembras en estro (Hurnik et al. 1975), posiblemente como un efecto de

la facilitación social y  la estimulación sexual.

C. Crecimiento Folicular

La foliculogénesis se define como el proceso por el cual se forman los

folículos de Graff o preovulatorios a partir de un conjunto de folículos primordiales

(Spicer y Echternkamp 1986). Dicho proceso se inicia durante la vida fetal del

animal en la cual se produce la reserva total de folículos primordiales (Erickson

1966), algunos de los cuales llegarán a transformarse en folículos preovulatorios,

mientras que el resto (>99%) sufrirán atresia (Ireland 1987).

Desde el punto de vista hormonal, el proceso del desarrollo folicular

comprende dos etapas (Driancourt 1991): a) etapa basal, que se realiza en ausencia

de gonadotropinas y comienza con el desarrollo de los folículos primordiales poco

después del nacimiento hasta convertirse en folículos primarios (Fortune 2003).

Durante esta etapa reinicia la proliferación de las células de la granulosa, las cuales

cambian de forma aplanada a cuboidal (Braw-Tal y Yossefi 1997) y b) etapa tónica,
en donde la continuidad del crecimiento de los folículos es dependiente del aporte

de gonadotropinas, especialmente FSH (Fortune et al. 1991). Durante esta etapa

sucede una serie de eventos que dan origen al folículo que posteriormente ovulará.

Las etapas que tienen lugar durante la foliculogénesis fueron definidas por

Hodgen (1982a) e incluyen: 1) reclutamiento, es el crecimiento de una onda

folicular, compuesta de tres a seis folículos de entre 4 y 5 mm de diámetro (Fortune

et al. 2001b), cuyo estímulo principal es un aumento en la FSH circulante (Fortune

1994); 2) selección, proceso por el cual uno de los folículos de la oleada folicular
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evita la atresia y continúa con su desarrollo hasta volverse competente para llegar a

ovular (Hodgen 1982b) y 3) dominancia, etapa en la que el folículo seleccionado

continúa su crecimiento y diferenciación, mientras que los folículos subordinados

sufren regresión (Fortune et al. 2001a).

El proceso de crecimiento y regresión de los folículos antrales que conduce al

desarrollo de un folículo preovulatorio se conoce como dinámica folicular (Lucy

et al. 1992). Diversos grupos de investigación determinaron, por medio de

ultrasonografía transrectal,  que en el ciclo estral de la vaca se pueden presentar de

una a cuatro ondas de crecimiento folicular (Sirois y Fortune 1988; Savio et al.

1988a). De forma característica, los folículos dominantes que se desarrollan durante

la fase lútea sufren regresión, mientras que el folículo dominante que crece durante

la última oleada folicular, la cual coincide con la regresión del CL, ovulará (Ginther

et al. 1989b). En hembras adultas con dos o tres ondas foliculares, la primera de

ellas generalmente inicia 2 días después del estro. En las hembras con tres oleadas, la

segunda y tercera oleada se detecta alrededor del día 9 y 16, respectivamente.

Mientras que en aquellas con dos oleadas la segunda onda inicia alrededor del día 12

(Knopf et al. 1989; Ginther et al. 1989a). Así, los ciclos estrales son más largos en

hembras con tres oleadas que las de dos (Savio et al. 1990; Savio et al. 1988b).

1. Características del crecimiento folicular en ganado de clima tropical

Hasta la fecha se han realizado diversos estudios para determinar las

características de la dinámica folicular en B. indicus (Figueiredo et al. 1997; Zeitoun et

al. 1996; Rhodes et al. 1995; Bo et al. 1993). En general los estudios coinciden en

que el patrón de crecimiento folicular es similar al observado en B. taurus, aunque

con la existencia de diferencias en el tamaño del CL y del folículo dominante (Bo et

al. 2003a). Diferencias que resultan importantes tanto en la dificultad técnica para

palpar dichas estructuras, así como en su producción de hormonas. Además en B.

indicus también se registra una mayor incidencia de intervalos interovulatorios de

cuatro ondas foliculares (Bo et al. 2003e) y una mayor proporción de poblaciones de

folículos de <5 mm de diámetro (Segerson et al. 1984).
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A partir del modelo de sincronización secuencial en hembras B. indicus hemos

encontrado resultados interesantes con respecto a la relación que guardan el

desarrollo folicular, la expresión de conducta sexual y la ovulación. Por ejemplo,

Maquivar et al. (2002a) determinan que en algunas hembras examinadas mediante

ultrasonografía no existe una correlación entre la expresión de la conducta sexual y

el diámetro del folículo de mayor tamaño presente al momento del estro.

Observación que concuerda con los resultados de Verduzco et al. (2006) que

demuestran que algunas hembras ovulan sin presentar conducta sexual. Mientras

que otras aún con la presencia de un folículo >10 mm fallan en la expresión del

estro y en la ovulación (Maquivar et al. 2007b).

En un estudio reciente Maquivar et al. (2007a) presentan la existencia de una

gran variabilidad en los patrones de crecimiento folicular entre hembras que ovulan

y aquellas incapaces de ovular. Resultados similares se encontraron entre la duración

del estro y la hora de ovulación (Forster et al. 2007). Tendencias que también han

sido documentadas en ganado lechero por Van Eerdenburg et al. (2002b), los cuales

no detectan una correlación directa entre el tamaño folicular, el momento de

ovulación y el comportamiento sexual. Desafortunadamente los estudios anteriores

no determinan las características endocrinas de las hembras o los folículos para

poder respaldar los resultados de Lyimo et al. (2000b) que encuentran una estrecha

relación entre la conducta sexual y el pico de la concentración de E2 al momento de

la expresión del estro. Por tal razón, para tener una visión más detallada de la

relación entre la respuesta a un programa de sincronización y el desarrollo folicular

es necesaria una herramienta de estudio que nos permita precisar los cambios

endocrinos que ocurren en los folículos en crecimiento, los cuales posiblemente

ocasionan la conducta sexual de la mayoría de las hembras sincronizadas. Así, la

determinación de la actividad esteroidogénica que se realiza en los folículos

dominantes de las hembras nos puede ofrecer una alternativa viable para el estudio

de los eventos fisiológicos que determinan los eventos reproductivos en las hembras

B. indicus sincronizadas.
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D. Esteroidogénesis

Las hormonas esteroides se sintetizan principalmente en las gónadas, la

placenta y en la glándula adrenal. Lugares donde cumplen diversas funciones

fisiológicas entre las que se incluyen el mantenimiento de los tejidos reproductivos y

la coordinación de los eventos reproductivos (Browne et al. 2006b). Dentro del

ovario bovino los folículos antrales, que se encuentran anatómica y funcionalmente

compartamentalizados, responden a la estimulación gonadotropica con la respectiva

síntesis de productos esteroidales. En este sentido los folículos dominantes se

caracterizan por su actividad esteroidogénica, la cual produce elevadas cantidades de

hormonas esteroides, principalmente E2 (Fortune et al. 2001c). Dentro de los

folículos la esteroidogénesis se realiza en las células de la granulosa y de la teca

interna que componen la pared folicular y es llevada a cabo por la actividad

enzimática de diferentes proteínas pertenecientes al citocromo P450 (Miller 1988).

Los citocromos P450 (CYP ó P450) son enzimas esenciales para el

metabolismo del colesterol y las hormonas esteroides, actividad que se realiza en la

membrana interna de la mitocondria de los órganos esteroidogénicos (Omura

2006a). P450 constituye una superfamilia de más de 5500 enzimas distribuidas a

través del reino animal y que se han agrupado en familias y subfamilias con base en

la identidad de su secuencia de aminoácidos (Pikuleva 2006). Esta división ha

originado las familias que incluyen a los grupos: CYP1A, CYP2A, CYP4A14,

CYP11A, CYP17A1, CYP19 y CYP27A, entre otros (Miller 1988).

Las enzimas P450 desempeñan un papel fundamental en la biosíntesis de las

hormonas esteroides a partir del colesterol. El primer paso, que es además tasa-

limitante dentro de la secuencia de esteroidogénesis, es la división de la cadena

lateral del colesterol catalizada por la enzima CYP11A (P450scc) que produce

pregnenelona (P5) y que continúa con la actividad de otras enzimas P450

microsomales del retículo endoplasmático (familias 17A y 19A), además de las

deshidrogenasas (3β-Hidroxiesteroide Deshidrogenasa y 17β-HSD) (Omura

2006b). La actividad de P450scc en la mitocondria depende a su vez del aporte de

colesterol desde el citoplasma hacia la membrana interna de la mitocondria, función
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regulada por la proteína StAR (steroidogenic acute regulatory protein) que facilita la

transferencia de colesterol hacia P450scc, estimulando con ello la producción de P5

(Christenson y Strauss 2000). Por otra parte, CYP17A1 (P450c17) es importante en

la conversión de P5 y P4 a los andrógenos dihidroepiandrosterona (DHEA) y

androstenediona (A4). En dicho proceso la enzima cataliza ambas reacciones; la 17-

α-hidroxilación, así como la reacción 17,20-liasa, mientras que la actividad de 3β-

Hidroesteroide Deshidrogenasa es crucial para la transformación de P5 en P4 y en

conjunto con 17β-HSD, para la producción de los andrógenos A4, androstenediol

(A5) y testosterona (T4). Los andrógenos así producidos presentan actividad

biológica, pero también sirven como sustratos para la síntesis de los estrógenos E2 y

estrona (E1) por parte de CYP19 (P450arom) (Corbin et al. 1999). En la Figura 1 se

presenta de forma esquemática el proceso general de esteroidogénesis.

1. Análisis de la actividad esteroidogénica de los folículos como herramienta de estudio

A partir de la vasta cantidad de estudios realizados por el grupo de la Dra. J.

Fortune de la Universidad de Cornell de los Estados Unidos de América (EUA), se

ha documentado con gran detalle la regulación y características de la

esteroidogénesis de los folículos preovulatorios bovinos. De forma general sus

estudios han comprobado que las funciones endocrinas necesarias para la síntesis de

E2, que requiere una producción de andrógenos y su posterior aromatización a

estrógenos, se localizan en el tejido esteroidogénico del folículo dominante. Así

tenemos a las células de la teca interna aportando andrógenos para su aromatización

a E2 en las células de la granulosa (Fortune y Quirk 1988), ya que éstas últimas son

incapaces de sintetizar andrógenos debido a que este proceso ocurre casi de forma

exclusiva en la teca interna (Erickson et al. 1985). A pesar de esta limitante, Fortune

(1986a) demostró que las células de la granulosa favorecen la producción de

andrógenos en la teca interna al proveer precursores progestágenos. En este sentido

ahora sabemos que en el bovino la producción de andrógenos se realiza por la vía

Δ5 a partir de P5 hasta A4, a diferencia de los folículos preovulatorios de la rata que

utilizan P4 como principal precursor para la producción de andrógenos, además de

que utilizan la vía Δ4 (Fortune 1986b).
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P450scc P450c17 17-HSD

Estrógenos

Progestágenos

A5DHEA

T4A4

E2E1

17P5P5

17P4P4

P450arom

P450c17

P450c17 17-HSD

17-HSD

P450c17

Colesterol

Andrógenos

3-Hidroesteroide Deshidrogenasa

Figura 1. Diagrama de la síntesis de los principales progestágenos, andrógenos y estrógenos.
Abreviaturas usadas para 1) hormonas esteroides: P5, pregnenolona; 17P5, 17α-hidroxipregnenelona; DHEA, dehidropiandrosterona;
A5, androstenediol; P4, progesterona; 17P4, 17α-hidroxiprogesterona; A4, androstenediona; T4, testosterona; E1, estrona; E2,
estradiol, 2) enzimas P450: P450scc, citocromo P450 side chain cleaveage; P450c17, citocromo P450 17α hidroxilasa/17,20 liasa;
17β-HSD, 17β hidroxiesteroide deshidrogenasa; P450arom, citocromo P450 aromatasa (Modificado de Browne et al. 2006).
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Desde hace varias décadas se han realizado diferentes esfuerzos para

determinar la capacidad esteroidogénica de los folículos bovinos, ya sea mediante la

medición de los esteroides en suero (Ireland et al. 1979b; Kanchev et al. 1976) o con

la síntesis in vitro de cultivos aislados de teca interna y células de la granulosa

(Fortune 1986c; Fortune y Hansel 1979). Al mismo tiempo se utilizó también

líquido folicular proveniente de animales de rastro para conocer la concentración

intrafolicular de esteroides y la relación que guarda esta con el desarrollo de los

folículos (Ireland et al. 1979a; England et al. 1973). Henderson et al. (1982b)

determinan en muestras de rastro que conforme aumenta el tamaño del folículo se

incrementa la concentración folicular de E2, a diferencia de A4 y T4 que muestran un

comportamiento inverso. Sin embargo, sus resultados carecen de una interpretación

fisiológica debido a que los autores desconocían la historia reproductiva y la etapa

del ciclo estral de las hembras al momento del sacrificio (Henderson et al. 1982a).

Por tal razón, la cuantificación precisa de los esteroides foliculares durante etapas

fisiológicas conocidas puede proveer de información importante sobre la capacidad

sintética de las células de la granulosa y de la teca interna en varias etapas de

diferenciación. A este respecto Fortune y Hansel (1985) mostraron desde hace

algunos años que los cambios en el proceso esteroidogénico de los folículos

preovulatorios son reflejados de forma clara en el fluido folicular. De hecho Ireland

y Roche (1983) resaltan la importancia de la actividad esteroidogénica folicular al

definir a los folículos como estrogénicamente activos ó inactivos con base en la

cantidad de E2 en líquido folicular, ya que los folículos estrogénicamente activos

tienen una mayor concentración de E2 que de P4 y andrógenos, mientras que los

inactivos tienen una mayor concentración de P4 ó andrógenos que de E2.

Otro acercamiento experimental para evaluar la actividad esteroidogénica de

los folículos bovinos está representada por las técnicas de biología molecular (RT-

PCR) e inmunológicas (hibridación in situ, inmunohistoquímica e

inmunofluorescencia) que se utilizan para determinar los patrones de expresión del

mRNA y de las proteínas de las enzimas esteroidogénicas P450, respectivamente.

Por ejemplo mediante el uso de hibridación in situ, se han caracterizado los cambios
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que ocurren durante los procesos de reclutamiento, selección y dominancia de los

folículos en B. taurus (Bao y Garverick 1998). En conjunto los resultados del grupo

de la Universidad de Missouri nos muestran que durante el desarrollo de una onda

folicular la expresión del mRNA para P450arom se incrementa en los folículos

reclutados, mientras que los folículos dominantes tienen mayores niveles de mRNA

para los receptores de las gonadotropinas y de las enzimas P450 involucradas en la

síntesis de andrógenos y progestágenos (P450scc, P450c17, 3β-Hidroesteroide

Deshidrogenasa y StAR).

La relevancia de este tipo de estudios queda claramente expuesta por autores

como Omura (2006c) que señala a la expresión tejido-específica de las enzimas P450

como el principal determinante del tipo y la cantidad de hormonas esteroides que se

producen dentro de un órgano o tejido esteroidogénico. Por tal razón, el estudio de

los patrones de expresión de dichas enzimas representa una herramienta útil que

puede proveer información importante sobre el potencial esteroidogénico (Browne

et al. 2006a). En consecuencia, resulta evidente que la determinación de la actividad

esteroidogénica, en conjunto con la valoración precisa del crecimiento folicular de

las hembras B. indicus sincronizadas, plantea un acercamiento integral que nos puede

proporcionar información relevante acerca de la relación existente entre la actividad

sexual de estos animales y la capacidad esteroidogénica de los folículos que

conducen dicha actividad
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V. MATERIAL Y MÉTODOS

A. Obtención de Muestras Biológicas y Dinámica Folicular

1. Localización

Los experimentos para la obtención de las muestras biológicas (ovarios con

folículos) se realizaron dentro de las instalaciones del módulo de producción de

vaquillas, perteneciente al Centro de Enseñanza, Investigación y Extensión en

Ganadería Tropical (CEIEGT) de la Universidad Nacional Autónoma de México

(UNAM). El CEIEGT se encuentra situado en Martínez de la Torre, Ver., México,

ubicado a 20°4’ latitud Norte y 97°3’ longitud Oeste. La altura sobre el nivel del mar

es de 151 m. El clima está clasificado como Af (m) w” (e) caliente y húmedo, con

lluvias todo el año, sin estación seca definida. La precipitación pluvial media anual es

de 1991 mm y la temperatura promedio anual es de 23.7°C, con un intervalo entre

14 y 35°C (Garcia 1988).

El análisis y procesamiento de las muestras se realizó en el Departamento de

Reproducción de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la

UNAM, así como en el Departamento de Biofísica del Instituto de Fisiología

Celular (IFC) de la misma institución.

2. Animales

Se utilizaron 18 hembras adultas B. indicus (raza Brahman), multíparas sin cría

al pie y sexualmente activas al inicio del tratamiento. Las hembras se dividieron de

forma aleatoria en tres grupos (n = 6) para la expresión del estro en secuencia.

Mediante la división de los animales se trató de evitar la aparición de conducta de

imitación (Orihuela et al. 1983), además de que se facilitó la identificación de cada

grupo sexualmente activo (GSA) formado. Las hembras se mantuvieron en un

mismo lote bajo condiciones de pastoreo, y con la intención de facilitar su manejo,

se les proporcionó una suplementación alimenticia con un concentrado comercial

que contenía 14% de proteína cruda. La condición corporal de las vacas se mantuvo

entre 3 y 4, de acuerdo a la escala modificada por Edmonson et al. (1989), en donde

1 es emaciada y 5 obesa.
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3. Sincronización y Detección del Estro

Los animales se sincronizaron mediante la aplicación de un dispositivo

intravaginal CIDR que contenía 1.9 g de P4 natural (Pfizer, Mexico), sin la adición

de estrógenos. El dispositivo se mantuvo in situ por un período de 9 días. Al retiro

del implante se administraron 5 ml/animal (25 mg) por vía intramuscular (i.m.) de

PGF2α (Lutalyse, Pharmacia & Upjohn Inc., Kalamazoo Mich., EUA) para lisar el

cuerpo lúteo y así favorecer el crecimiento de los folículos en desarrollo y estimular

la actividad sexual (Porras y Galina 1991). Para que los animales sincronizados

presentaran estro en secuencia (Medrano et al. 1996), la inserción del CIDR se

realizó con 24 horas de diferencia entre los grupos, de acuerdo al protocolo

esquematizado en la Figura 2.

Veinticuatro horas después del retiro del CIDR, las hembras se observaron

continuamente durante 96 horas. Las actividades sexuales fueron registradas de

acuerdo al método propuesto por Orihuela et al. (1983) dentro del intervalo

esperado para la expresión del estro de las 24 a las 72 horas posteriores al retiro del

CIDR (Verduzco et al. 2006).

Orihuela (2000) señala que por causas de manejo y naturales, como la

estructura social del hato, algunas de las hembras sometidas a tratamientos de

sincronización pueden retardar o inhibir la expresión del estro. Por tal razón,

clasificamos a las hembras con base en los siguientes criterios: 1) hembras
detectadas, definidas como las vacas que montaron y se dejaron montar por otras

hembras. Para estos animales el inicio del estro se definió cuando la hembra aceptó

tres o más montas en un período máximo de dos horas, y 2) hembras no
detectadas, que incluyó a hembras con folículos dominantes y próximas al inicio

del estro, a juzgar por la expresión de conducta sexual (mostrar interés, seguir,

lamer, apoyo en grupa, olfatear, etc.) y algunos intentos de monta. Sin embargo, la

interrupción continua en la estructura del GSA que incluía a dichas hembras,

provocó que éstas no manifestaran un celo franco.

Las hembras detectadas fueron ovariectomizadas de 6 a 12 horas después del

inicio del estro para evitar la ovulación del folículo dominante (Bo et al. 2003),
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mientras que las hembras no detectadas continuaron en observación y se sometieron

a cirugía únicamente cuando se consideró que se alteró la estructura social del hato y

que habían perdido a su principal compañera de monta (Castellanos et al. 1997). La

ovariectomía de estas hembras se realizó en el mismo intervalo propuesto,

utilizando como referencia la hora del último registro de actividad sexual.

4. Grupos de Hembras Ovariectomizadas

Con la intención de formar grupos de hembras ovariectomizadas a diferentes

momentos durante el intervalo esperado de expresión de conducta sexual, que va de

24 a 72 horas posteriores al retiro del implante, decidimos dividir el intervalo

esperado. De esta forma es posible estratificar la respuesta de los animales durante el

período de observación, ya que experimentos previos realizados por Alonso et al.

(2009) indican que las hembras sincronizadas expresan conducta sexual a diferentes

tiempos, desde las 25 hasta las 90 horas posteriores al retiro del implante. Con base

en este antecedente  dividimos en tres períodos el intervalo, considerando un lapso

de ± 12 horas con respecto al inicio (24 horas), la parte intermedia (48 horas) y el

final (72 horas). Así, los grupos formados se denominaron de la siguiente manera: 1)

24 h post-CIDR, que va de 12 a 36 horas; 2) 48 h post-CIDR, que va de 36 a 60

horas; y 3) 72 h post-CIDR, que va de 60 a 84 horas posteriores al retiro del CIDR.

Para la formación de los grupos de hembras ovariectomizadas únicamente se

utilizó como criterio de inclusión la hora de ovariectomía, en consecuencia cada

grupo se compone por hembras detectadas y no detectadas en estro provenientes de

los distintos grupos sincronizados. En la Figura 3 se presentan de forma

esquemática el protocolo de sincronización y la composición final de los grupos de

hembras ovariectomizadas. Cabe mencionar que el análisis de todos los datos

experimentales que obtuvimos se realizó a partir de los tres grupos formados, a los

cuales nos referiremos a lo largo del texto.
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Detección de estro y ovariectomía

Retiro CIDR + PGF2
Inserción CIDR

US y  sangrado c/4 h

Día

vaca 1, 2, 3, 4, 5 y 6

vaca 7, 8, 9, 10, 11 y 12

vaca 13, 14, 15, 16,17 y 18

-1 0 1 2 9 10 11 12 13 14 15 16

Implante CIDR

Figura 1. Protocolo experimental para inducir la sincronización del estro y su expresión en secuencia.
El día -1 las hembras B. indicus se dividieron en tres grupos (n = 6). Los grupos se sincronizaron mediante CIDR con un día de
diferencia entre ellos, para así expresar estro en secuencia. Al retiro del implante se aplicaron 5 ml/animal i.m. de PGF2α. La
detección del estro comenzó 24 horas después del retiro del implante. Las hembras se observaron de manera continua durante 96
horas hasta determinar el inicio del estro para las hembras detectadas ó hasta el último registro de actividad sexual para las hembras
no detectadas. En ambos casos la ovariectomía se realizó de 6 a 12 horas después de cada evento. En conjunto con la detección del
estro, se realizaron ultrasonidos (US) y sangrados de la vena coccígea cada 4 horas de las 8:00 a las 20:00 horas, para no intervenir con
la conducta sexual que ocurre principalmente durante la noche y la madrugada.
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5. Desarrollo Folicular: Características del Folículo Dominante

Para evaluar el crecimiento folicular se realizaron estudios de ultrasonografía,

los cuales iniciaron 24 horas después del retiro del CIDR (Figura 2). Los folículos

medidos se dividieron en tres categorías de acuerdo a su diámetro folicular: 1) <5

mm de diámetro, 2) de 5 a 10 mm de diámetro y 3) >10 mm de diámetro. Los

folículos pertenecientes a la última categoría se consideraron dominantes cuando

presentaron las siguientes características: 1) crecimiento dominante con respecto a

los demás folículos presentes (Fortune et al. 2001), 2) tamaño >10 mm (Bo et al.

2003) y <25 mm de diámetro, para no ser considerado como quiste (Kesler y

Garverick 1982) y 3) no entrar en regresión antes de la detección del estro

(Fortune 1994). En éste último punto se consideró a un folículo en regresión

cuando en tres ultrasonidos consecutivos se registró como tendencia una

disminución del tamaño máximo del diámetro folicular.

Utilizando la metodología propuesta por Sirois y Fortune (1988) se

determinó y registró el crecimiento de los folículos dominantes. Para lo anterior, se

utilizó un equipo de ultrasonido (ALOKA SSD-210DXII, Aloka, Tokio, Japón) con

transductor intrarectal de 7.5 MHz. Todas las observaciones fueron registradas y

dibujadas sobre mapas de los ovarios de cada animal. Las ultrasonografías se

realizaron cada 4 horas entre las 8:00 y las 20:00 horas, dejando libre de manejo el

intervalo de 21:00 a 7:00 horas (Figura 2); período con la expresión de conducta

sexual de mayor intensidad en vacas B. indicus (Galina y Arthur 1990).

A partir de la información de los estudios de ultrasonografía se definieron las

siguientes variables:

1) Días de crecimiento del folículo dominante; que comprendió a los días

que permaneció el folículo dominante en el ovario; desde el retiro del CIDR hasta la

ovariectomía.

2) Diámetro inicial; tamaño con el que inicio el crecimiento del folículo

dominante al momento del retiro del CIDR.

3) Diámetro final; tamaño máximo del folículo dominante registrado antes

de la ovariectomía.
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4) Crecimiento total; obtenido de la diferencia del diámetro final menos el

diámetro inicial.

5) Tasa de crecimiento diario; obtenido a partir del cociente del

crecimiento total entre los días de crecimiento del folículo dominante.

6) Porcentaje de crecimiento del folículo dominante; que se definió

como el cociente del crecimiento total entre el diámetro inicial multiplicado por 100.

6. Perfil de P4 en Suero

Simultáneamente a los estudios de ultrasonografía se obtuvieron muestras de

sangre por venopunción de la vena coccígea de cada animal. Las muestras se

almacenaron en tubos Vacutainer (BD, Franklin Lakes, NJ, EUA) y se colocaron en

hielo hasta ser centrifugadas (2500 rpm durante 15 minutos) con el fin de obtener el

suero. El suero se almacenó a -4°C para su posterior determinación de P4, a través

del radioinmunoensayo (RIA, por sus siglas en inglés) en fase sólida. Para ello se

utilizó la metodología descrita por Pulido et al. (1991) y se emplearon estuches

comerciales (Coat-A-Count, Diagnostic Productcs Corp., Los Angeles, CA, USA).

Todas las muestras se analizaron en un sólo experimento con lo que se obtuvo un

coeficiente de variación intraensayo de 3.6% y una sensibilidad del ensayo de 0.1

ng/ml.

7. Ovariectomía, Disección de los Folículos y Recolección del Líquido Folicular

La ovariectomía se realizó por vía transvaginal y consistió en: 1) evacuación

de materia fecal remanente en el tracto digestivo; 2) bloqueo epidural con xilocaína

al 5% a nivel de la región sacra-coccígea y 3) desinfección de la región perianal y

vulvar con Iodo y d) Palpación de las estructuras reproductivas.

Transcurridos los pasos anteriores se realizó el procedimiento quirúrgico, con

duración de entre 45 y 60 minutos por animal, que se describe a continuación: 1)

localización transvaginal del fornix (sacos ciegos de la vagina) a nivel del saco dorsal.

En este punto se realizó una perforación con un bisturí de hoja oculta, dicha

perforación se amplió con ayuda de los dedos, 2) dentro de la cavidad se localizó el

cuello del útero, siguiendo su longitud hasta los cuernos uterinos y después hasta los
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ovarios. Estos últimos fueron retraídos hacia la perforación vaginal para

posteriormente ser extirpados. Previamente, cada ovario se envolvió en una gasa

impregnada con 10 ml de xilocaína al 5% para producir un efecto de anestesia local,

3) se introdujo un ovariotomo por vía vaginal para cortar y obtener los ovarios, 4) al

finalizar la cirugía se aplicó a cada animal 25 ml i.m. de un antibiótico de amplio

espectro: penicilina G Benzatínica (3x106 U.I.), penicilina G Procaínica (1.5x105

U.I.), penicilina G Potásica (1.5x105 U.I.) y estreptomicina base (2,500 mg) (Intervet,

México) y finalmente 5) se realizó un seguimiento post-operatorio que consistió en

la observación continua de los animales para evaluar el estado general de las

hembras.

Una vez extirpados los ovarios se colocaron en solución salina fría al 0.9% y

se transportaron al laboratorio (dentro de 10-15 minutos post-cirugía) en donde se

identificó y disectó al folículo dominante. Posteriormente, los folículos se

congelaron con vapores de N2 líquido. Las criosecciones obtenidas se almacenaron a

-80ºC para su posterior procesamiento y análisis. De forma previa al congelamiento

de los folículos dominantes, se extrajeron y congelaron a -4ºC muestras de 50-300 µl

de líquido folicular con ayuda de una jeringa de 1ml con aguja calibre 25.
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

                                                                        Horas de Observación al Retiro del CIDR da  adadadada
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Figura 2. Formación de los grupos de hembras ovariectomizadas.
Se presenta el protocolo de sincronización y la distribución de las hembras ovariectomizadas dentro de los grupos. La formación de
los grupos: 24 h post-CIDR (intervalo de 12 a 36 horas), 48 h post-CIDR (intervalo de 36 a 60 horas) y 72 h post-CIDR (intervalo de
60 a 72 horas) se realizó con base en el horario de ovariectomía de cada hembra sincronizada. Se muestra la composición final de los
grupos. Tres de las hembras no detectadas fueron retiradas del experimento debido a lesiones que impidieron su continuación en el
experimento.



28

B. Análisis de la Actividad Esteroidogénica de los Folículos Dominantes

1. Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas para Hormonas Esteroides

A partir de las muestras de líquido folicular almacenadas se determinó el

perfil de E2, T4 y P4 mediante la técnica de ensayo inmunoabsorbente ligado a

enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés) de tipo competitivo. Para ello se utilizó el

método descrito por Munro y Stabenfeldt (1984). Las muestras se descongelaron en

hielo y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos para remover remanentes

celulares y obtener el sobrenadantes para la evaluación hormonal.

El procedimiento se describe en los siguientes pasos: 1) Unión del
anticuerpo primario a la placa, se utilizaron las siguientes concentraciones de

anticuerpo primario: anti-E2 (rabbit polyclonal R4972, 1/8000), anti-T4 (rabbit

polyclonal R-156/7, 1/35000) y anti-P4 (rabbit polyclonal R4859, 1/35000) diluidas

en una solución de amortiguador de carbonatos con la siguiente composición:

Na2CO3 0.2 M, NaHCO3 0.2 M, NaN3 3 mM y dH2O, pH 9.6 ajustado con NaOH.

De la solución anterior se adicionaron 50 µl a las microplacas MaxiSorp de

poliestireno de 96 pozos (Nunc, Rochester, NY, EUA). Los pozos que no se

utilizaron funcionaron para determinar la unión no específica del conjugado, ya que

únicamente se cubrieron con una solución amortiguadora de fosfatos salinos (PBS,

por sus siglas en inglés), la cual tenía la siguiente composición: NaH2PO4 0.2 M,

Na2HPO4 0.2 M, NaCl 0.15 M, BSA 0.1% (p/v) y dH2O, pH 7.0 ajustado con

NaOH. Cada placa utilizada se cubrió con plástico delgado y se incubo a 4ºC por

toda la noche. Durante el tiempo de incubación se prepararon los estándares

necesarios para la construcción de la curva estándar además de los controles de

calidad alto y bajo, incluidos como referencia en cada ensayo, 2) Adición de la
muestra y el conjugado, transcurrido el tiempo de incubación del anticuerpo

primario, se lavó la placa en cuatro ocasiones con una solución compuesta de: NaCl

1.5 M, Tween 20 (BioRad, Hercules, CA, EUA) 0.5% (v/v) y dH2O.

Adicionalmente se prepararon las muestras a las siguientes concentraciones: E2

(1/300), T4 (1/10 y 1/50) y P4 (1/300) y por otra parte el conjugado HRP: E2

(1/20000), T4 (1/40000) y P4 (1/50000), diluidos todos ellos en PBS. En cada pozo
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se agregaron 50 µl de la muestra preparada (excepto en 3 pozos a los que se les

agregó la misma cantidad de amortiguador de fosfatos y que se utilizaron como

blancos para determinar la unión máxima) y después 50 µl del conjugado preparado,

para un total de 100 µl finales en cada pozo. Posteriormente, las placas se incubaron

durante 2 horas a 30°C para después repetir el proceso de lavado y finalizar con la

incubación de las placas con el sustrato específico de la enzima, 3) Reacción
enzimática, la parte final de los ensayos inició con la adición de 100 µl/pozo de la

solución sustrato 2-2’azino-bis ácido 3-etilbenzo-tiazol-6-sulfónico (ABTS). La placa

con el sustrato se incubó nuevamente durante 1 hora a 30°C para después detener la

reacción, de ser necesario, con 100 µl/pozo de una solución de HF 0.15 M y EDTA

1 M. Inmediatamente, se realizó la lectura de la placa en el espectrofotómetro a una

longitud de onda de 450 nm. Los datos obtenidos se analizaron mediante el

programa Assay Zap 3.1 (Biosoft, Cambridge, Reino Unido).

Todos los anticuerpos y conjugados fueron donados amablemente por la

Dra. C. Munro de la Universidad de Davis, EUA.

Las siguientes son las reacciones cruzadas de los anticuerpos primarios

utilizados: anti-E2, 100% 17β-estradiol, 3.3% estrona y <1% con otros esteroides;

anti-P4, 21% 11α-hidroxiprogesterona y 29% 5α-pregneno-3,20-diona y <0.05%

con otros esteroides y finalmente anti-T4, 100% testosterona, 57.4%  5α-

dihidrotestosterona, 0.27% androstenediona y <0.1% con otras esteroides.

Para E2, T4 y P4 se obtuvieron los siguientes coeficientes de variación

intraensayo: 7.1, 8.1 y 4.8%, respectivamente. Por otra parte, la sensibilidad del

ensayo para E2, T4 y P4 fue de 7.48, 2.38 y 0.36 ng/ml, respectivamente.

2. Inmunofluorescencia

Para evaluar la expresión por inmunofluorescencia de las proteínas P450scc y

P450arom en las células de la granulosa y de la teca interna, se utilizó una

modificación del método descrito por Fiordelisio y Hernandez-Cruz (2002). A

partir de las criosecciones de tejido ovárico conservado se realizaron cortes seriales

de 20 µm de espesor con ayuda de un criostato a -20°C (Cambridge Instruments

GmbH, Heidelberg, Alemania). Los cortes se montaron en portaobjetos especiales
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para la adhesión de tejido criopreservado (Erie Scientific Company, Portsmouth,

NH, EUA) y se almacenaron a -20°C hasta su procesamiento.

La inmunofluorescencia consistió en los siguientes pasos: 1) delineado del
contorno de los cortes de tejido, utilizando para ello un plumón hidrofóbico

(Dako, Carpinteria, CA, EUA), para mantener las soluciones sobre el tejido; 2)

bloqueo de los sitios de unión inespecíficos y permeabilización de las
membranas, durante 30 minutos a temperatura ambiente con 150 µl/portaobjetos

de una solución con la siguiente composición: BSA 2% (p/v) (Sigma-Aldrich, St

Louis, MO, EUA) y Triton X 100 0.2% (v/v) (Fluka, Sigma-Aldrich) diluidos en

PBS 0.1 M; 3) unión del anticuerpo primario, después de la permeabilización y el

bloqueo, se retiró la solución y se incubaron las muestras con 150 µl/portaobjetos

de alguno de los siguientes anticuerpos primarios policlonales: anti-P450scc (rabbit

primary antibody to Cytochrome P450 Side Chain Cleavege, Abcam, Cambridge,

Reino Unido, 1/100) ó anti-P450arom (rabbit  primary antibody to Aromatase,

Chemicon, Millipore, Temecula, CA, EUA, 1/100), diluidos en la misma solución de

bloqueo y permeabilización. Este procedimiento se realizó en una caja húmeda a

4°C durante toda la noche; 4) lavado del anticuerpo primario, consistió en tres

lavados a temperatura ambiente durante 5 minutos con PBS para eliminar todos los

restos del anticuerpo primario y preparar la muestra para usar el anticuerpo

secundario; 5) unión del anticuerpo secundario, a cada laminilla se le agregaron

150 µl del anticuerpo secundario durante un período de 2 horas. Cada anticuerpo

secundario (anti-IgG) de conejo se encontraba conjugado con algunos de los

siguientes fluorocromos: Alexa fluor 488, Alexa fluor 555 ó Alexa fluor 647

(Molecular Probes, Eugene, OR, EUA). El anticuerpo secundario se diluyó en la

solución de bloqueo y permeabilización a una concentración de  1:100; 6) lavado
del anticuerpo secundario y tinción de núcleos, después del tiempo de

incubación del anticuerpo secundario, se lavó nuevamente la laminilla. Para la

contratinción específica de los núcleos, las laminillas se incubaron durante 5 minutos

con 150 µl/portaobjetos de 4’,6-Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato (DAPI)

(Sigma-Aldrich) diluido en PBS 0.1 M; finalmente 7) montaje de las laminillas,
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una vez retirado el DAPI se realizó la preparación final de las laminillas con medio

de montaje para fluorescencia (Dako) compuesto de NaN3 15 mM.

Los controles negativos para P450scc y P450arom se obtuvieron incubando

las muestras únicamente en presencia del anticuerpo primario ó secundario y

continuando con el proceso normal para la inmunofluorescencia. Para P450arom se

utilizó, además, otro control negativo para confirmar la especificidad del anticuerpo

primario. El procedimiento consistió en la pre-absorción del anticuerpo primario

con un volumen similar de su péptido específico (aromatase peptide, ab51924;

Abcam), durante 30 minutos en un agitador orbital a temperatura ambiente, seguido

de los pasos descritos para las demás inmunofluorescencias. En las laminillas control

solamente se esperó obtener la fluorescencia basal (denominada autofluorescencia).

a) Sistema de adquisición de imágenes digitales de fluorescencia

Para obtener las imágenes de fluorescencia digital se utilizó un microscopio

invertido y automatizado (Leica DMI6000 B, Leica Microsystems, Cambridge,

Reino Unido) acoplado a una fuente de iluminación externa (Leica EL6000) para

lograr la excitación de los fluorocromos. La fuente de luz consistió en una lámpara

de aditivos metálicos y dos apagadores a control remoto con tiempo de respuesta de

6 milisegundos, para evitar el blanqueamiento de las muestras. Todos los

componentes motorizados del microscopio, además de la iluminación interna del

mismo se controlaron mediante una interfase análoga (Leica CTR6500).

El microscopio se equipó con los filtros apropiados para la detección de la

emisión fluorescente de los fluorocromos utilizados (Alexa Fluor 488, excitación a

495 nm y emisión a 519 nm / L5, con filtro de excitación a 545/40 nm, espejo

dicroico a 505 nm y filtro barrera a 527/30 nm; Alexa Fluor 555, excitación a 555

nm y emisión a 565 nm / Y3, con filtro de excitación a 545/40 nm, espejo dicroico

a 565 nm y filtro barrera a 610/75 nm; y Alexa Fluor 647, excitación a 650 nm y

emisión a 668 nm / Y5, con filtro de excitación a 620/60 nm, espejo dicroico a 660

nm y filtro barrera a 700/75 nm). Para DAPI se utilizó el filtro A, con filtro de

excitación a 360/40 nm, espejo dicroico a 400 nm y filtro barrera a 40/40 nm.
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Para la ubicación inicial de las áreas de interés dentro de la muestra completa

se utilizó un objetivo de 20X de inmersión en aceite (Leica HCX PL APO CS 20X

AN 0.7) y después, para la adquisición de imágenes (tomas aisladas o

reconstrucciones), se utilizaron objetivos de 40X ó 63X, ambos de inmersión en

aceite (Leica HCX PL APO AN 1.25/1.52 40X y HCX PL APO 63X AN 1.4/1.52).

Por otra parte, las imágenes fueron adquiridas con una cámara digital CCD

monocromática de 8-12 bits especial para fluorescencia (Leica DFC350 FX de 1.4

Megapixeles de resolución), enfriada y de alta sensibilidad en el espectro infrarrojo y

visible, además de alta linearidad y exposición ajustable desde 5 milisegundos (ms)

hasta 10 minutos. Para determinar el intervalo de exposición adecuado para cada

lote de laminillas, se utilizaron los valores máximos y mínimos de la intensidad de

fluorescencia registrados en áreas con señal de fluorescencia saturada (alta expresión

de proteína) y en experimentos control con fluorescencia no específica (nula

expresión de proteína), respectivamente. En todos los casos el intervalo de

exposición se ubicó entre 25 y 150 ms. Cada lote de laminillas pertenecientes al

mismo experimento se analizaron el mismo día para eliminar posibles diferencias en

la fluorescencia registrada.

Tanto el microscopio como la cámara digital se controlaron mediante una

interfase digital (Leica AF6000), con la cual se adquirieron imágenes en multicanal y

se manejó el programa LAS AF (Leica Application Suite: Advanced Fluorescence),

además del ajuste de los parámetros internos de la cámara como el tiempo de

exposición, la ganancia y la resolución en bits, entre otros.

Por otra parte, las imágenes fueron adquiridas por medio del programa AF,

incluido en del paquete LAS. Las imágenes obtenidas se almacenaron en formato

LIF (Leica Image File) a una resolución de 8 bits dentro del disco duro de la

computadora que controla el microscopio y la cámara digital.

b) Análisis de imágenes de fluorescencia

Para cuantificar la expresión de las proteínas P450scc y P450arom se utilizó

una modificación del método descrito por Xu et al. (1995) para hibridación in situ.

El análisis semicuantitativo de fluorescencia digital se realizó a partir de las
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reconstrucciones (composición de varias imágenes individuales) de los folículos

dominantes. Para ello se utilizó el sistema de análisis de imágenes del programa

Image J 1.39 del NIH, EUA.

El procedimiento consistió en los siguientes pasos: 1) reconstrucción de los
folículos dominantes, cada folículo dominante se dividió en cuatro campos de 90º

a partir de los cuales se fotografiaron secciones individuales hasta completar cada

campo, y con ello el área total del folículo dominante; 2) determinación del área
de células de la granulosa y de la teca interna, dentro de cada folículo se localizó

y delimitó el área que ocuparon las células de la pared folicular. Se midieron las áreas

seleccionadas y se determinó el número total de pixeles por cada tipo celular; 3)

medición de la fluorescencia de fondo, en cada campo analizado se marcaron

áreas libres de tejido para obtener el valor promedio de la fluorescencia de fondo, la

cual se restó de las intensidades de fluorescencia medidas para los marcadores

fluorescentes de P450scc y P450arom. Así se obtuvo el valor promedio de la

fluorescencia corregida que se denominada fluorescencia específica; 4)

cuantificación de la fluorescencia específica, para medir la fluorescencia

específica se fijó un umbral en escala de grises (60 a 255 pixeles, debido a que el

marcaje es continuo y con intensidades variables) a partir de la cual se determinó el

número total de pixeles ocupados por la reacción inmune dentro del tejido marcado;

5) cuantificación de la fluorescencia relativa, que se obtuvo como el cociente

del valor de fluorescencia específica entre el área total de cada tipo celular dentro de

un folículo dominante. Mediante este procedimiento se elimina el efecto del tamaño

entre los folículos y se obtiene un índice de la expresión de las proteínas P450scc y

P450arom. La fluorescencia específica y la fluorescencia relativa se expresa en

unidades arbitrarias de fluorescencia (uaf).

Este mismo procedimiento, excepto la cuantificación de la fluorescencia

relativa, se utilizó para analizar las imágenes provenientes de los experimentos

control.
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C. Análisis de Datos

El análisis inició con la transformación de los datos a Log10 ó arcoseno en el

caso de porcentajes, de acuerdo a los resultados de las pruebas de distribución

normal y de homogeneidad de varianzas. Después, se realizaron análisis de varianza

de una vía para comparar los promedios de la hora de inicio del estro y de la

concentración de P4 en muestras de suero en los grupos. Se utilizó la prueba t de

Student de una cola para comparar promedios de dos conjuntos de datos. También

se realizó un análisis de regresión lineal para evaluar la existencia de la relación entre

al crecimiento folicular y el tiempo de observación. Todos los análisis anteriores se

realizaron con el paquete estadístico JMP 7.02 (SAS Institute, Cary, NC, USA).

Por otra parte, la comparación de los niveles de hormonas esteroides en

líquido folicular, las características generales de crecimiento del folículo dominante,

así como el análisis de la expresión de las enzimas esteroidogénicas se realizó

utilizando el procedimiento del  Modelo General Lineal (GLM) incluido en el

paquete estadístico SAS 9.0. En todos los modelos se incluyeron los efectos

principales de los grupos con las variables correspondientes y de resultar

significativos, también se incluyeron los efectos de las interacciones (análisis de

covarianza). Para el caso particular del análisis de la concentración de hormonas

esteroides en líquido folicular se incluyó el diámetro folicular como covariable de la

concentración de cada hormona.

En todas las pruebas, en caso de existir diferencias significativas entre las

medias estudiadas se aplicó la prueba de Tukey-Kramer. Se consideró la existencia

de diferencias significativas sí p < 0.05. Los datos se presentan como el promedio ±

error estándar de la media (EE). Todas las gráficas presentadas se realizaron con el

programa Prism 5.01 (Graph Pad Software Inc, San Diego, CA, EUA).
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VI. RESULTADOS  

A. Primera Parte  

1.  Grupos de Hembras Ovariectomizadas y Perfil de P4 en Suero  

La respuesta de expresión del estro fue del 55.5% (10/18). De las hembras 

no detectadas, se ovariectomizó a cinco y las tres restantes se retiraron del 

experimento debido a lesiones que impidieron su participación (vacas 4, 16 y 18). El 

incio del estro en las hembras detectadas se ubicó dentro de las 22 a 72 horas post-

CIDR, con un promedio de 45.4 ± 5.9 horas para todo el grupo. La distribución del 

inicio del estro y de las ovariectomías dentro del período de observación se presenta 

en la Figura 4. El análisis de la figura nos indica que las hembras detectadas y las no 

detectadas se distribuyeron dentro de los intervalos que definieron a los grupos de 

hembras ovariectomizadas. En las hembras detectadas se presentaron diferencias 

significativas en el inicio del estro (p < 0.001).  

Los perfiles de P4 sérica obtenidos durante el período de observación 

continua se presentan en la Figura 5. Entre los grupos de hembras ovariectomizadas 

a las 24 (panel A) y 72 h post-CIDR (panel C) se detectaron diferencias 

significativas (p < 0.05) en el segundo muestreo, que corresponde a 0 horas post-

CIDR. En contraste, en las hembras ovariectomizadas a las 48 h post-CIDR (panel 

B) los valores promedio de P4 sérica fueron similares a los grupos anteriores (p > 

0.05) durante todo el período de observación. Cabe mencionar que en los grupos de  

hembras ovariectomizadas, a partir del tercer muestreo los valores promedio de la 

hormona esteroide se encuentran por debajo de 1.0 ng/ml. Dichos valores se 

mantienen significativamente (p < 0.01), tanto al inicio del estro como al momento 

de la cirugía, por debajo del nivel propuesto para declarar que un animal presentó 

estro o que por lo menos no se encontró en la etapa de diestro de acuerdo al criterio 

de [P4 sérica] <1.0 ng/ml. Además, al inicio del estro y al momento de la cirugía los 

valores de P4 sérica resultaron similares en las hembras detectadas (p = 0.36 y p = 

0.29, respectivamente).  
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 Grupo (n) Inicio del estro Ovariectomía  
 24 h (5) 0.35 ± 0.11 0.36 ± 0.13  
 48 h (6) 0.14 ± 0.05 0.24 ± 0.04  
 72 h (4) 0.15 ± 0.05 0.11 ± 0.03  

Concentración de P4 sérica (ng/ml)

Figura 5. Perfil de P4 en suero de las hembras ovariectomizadas. 
Promedio ± EE de la concentración de P4 sérica obtenida en cada muestreo. Retiro 
del CIDR a -24 horas e inicio de observación continua a 0 horas. A partir del eje de 
las ordenadas se ha trazado una línea punteada para hacer evidente que la 
concentración de P4 es <1 ng/ml. El inserto muestra los valores promedio ± EE 
obtenidos al momento del inicio del estro para las hembras detectadas y de la 
ovariectomía para cada grupo. Los valores de la concentración de P4 resultaron 
similares entre los grupos  (p > 0.05).  
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B. Segunda  Parte 

1. Características del Folículo Dominante: Dinámica de Crecimiento  

El número promedio de folículos <5 mm de diámetro fue similar entre los 

grupos de hembras ovariectomizadas (p = 0.46), al igual que los folículos de entre 5 

y 10 mm de diámetro (p = 0.12). En contraste, la categoría de folículos >10 mm de 

diámetro fue diferente para las hembras ovariectomizadas a las 24 y 48 h post-CIDR 

(p < 0.04), mientras que las hembras del grupo de 72 h post-CIDR presentaron 

valores similares a los grupos anteriores (p > 0.05, Figura 6A). Esta información 

confirmó la existencia de por lo menos un folículo >10 mm de diámetro al 

momento de la ovariectomía, el cual se consideró como dominante. Para diferenciar 

de forma cuantitativa el crecimiento del folículo dominante con respecto a los 

folículos subordinados, se midió el diámetro del primer y segundo folículo 

subordinado presentes en el ovario (Figura 6B). En ambos casos, las hembras 

ovariectomizadas a las 24 h post-CIDR presentaron los diámetros más grandes para 

ambos tipos foliculares (p < 0.05 y < 0.01, respectivamente). 

Para ejemplificar el crecimiento de los folículos dominantes registrados en las 

hembras ovariectomizadas, en la Figura 7 se presentan los patrones representativos 

del incremento del diámetro folicular durante el período de observación continua de 

los grupos de 24 (panel A), 48 (panel B) y 72 h post-CIDR (panel C). El crecimiento 

del folículo dominante inició con un diámetro similar para los tres grupos de 

hembras (p = 0.09). No obstante, las hembras ovariectomizadas a las 72 h post-

CIDR iniciaron el período de observación continua con folículos numéricamente 

mayores (12.6 ± 2.0 mm), a diferencia de los grupos restantes (9.1 ± 0.8 y 8.1 ± 0.8 

mm, para 24 y 48 h post-CIDR, respectivamente). En contraste, el diámetro final 

resultó diferente entre las hembras de 48 y 72 h post-CIDR (p < 0.05) y similar entre 

estos grupos y las hembras ovariectomizadas a las 24 h post-CIDR (p = 0.31). La 

información anterior se presenta resumida en la Figura 8A. Asimismo, en las 

hembras del grupo de 72 h post-CIDR se obtuvo el promedio más alto del 

porcentaje de crecimiento del folículo dominante, esto con respecto a los grupos de 

24 (p < 0.001) y 48 h post-CIDR (p < 0.05, Figura 8B). En contraste, los porcentajes 
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de 24 y 48 h post-CIDR resultaron similares entre sí (p > 0.05). En este sentido, el 

inserto de la figura ejemplifica el cambio del valor promedio del diámetro inicial y 

final correspondiente a cada grupo experimental.  

Los resultados de la investigación muestran además que el crecimiento total 

de los folículos dominantes es significativamente diferente (p < 0.0001) al comparar 

los grupos 24 y 48 h post-CIDR (3.5 ± 0.3 y de 4.9 ± 0.7 mm, respectivamente) en 

contra de 72 h post-CIDR (9.2 ± 0.3 mm). A pesar de la evidente diferencia entre el 

crecimiento total de los grupos, la tasa de crecimiento diario de los folículos 

dominantes fue similar entre los tres grupos evaluados (p = 0.13). El resumen de la 

información anterior se muestra en la Figura 9A. En el inserto de la misma figura se 

resumen los valores promedio de los días que perduró el crecimiento del folículo 

dominante, los cuales presentaron diferencias altamente significativas (p < 0.0001) 

entre los grupos.  

Para determinar la existencia de una relación entre el crecimiento total del 

folículo dominante y la tasa de crecimiento diario se realizó un análisis de regresión 

lineal entre las variables. Los resultados del análisis muestran un coeficiente de 

determinación R2 =  0.66 (p < 0.05, Figura 9B). El mismo tipo de análisis se utilizó 

para el crecimiento total y los días de crecimiento del folículo dominante y se 

encontró un coeficiente de determinación R2 =  0.56 (p < 0.05, Figura 9C).  

De igual forma, mediante análisis de regresión se determinó la relación 

funcional entre el crecimiento del folículo dominante y el tiempo transcurrido 

durante el período de observación continua. Los valores de R2 obtenidos indican 

una estrecha relación entre ambas variables para las hembras ovariectomizadas a las 

48 y 72 h post-CIDR (0.9 y 0.74, respectivamente). En contraste, las hembras de 24 

h post-CIDR no presentaron una relación evidente, ya que el valor del coeficiente 

de determinación R2 fue demasiado bajo (0.17) y la pendiente del modelo no fue 

diferente de cero (p > 0.05). Los ajustes de los datos experimentales se presentan en 

la Figura 10. 
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Figura 6. Población de folículos presentes al momento de la ovariectomía. 
Promedio ± EE del número de folículos registrados por cada categoría (<5, 5 - 10 y 
>10 mm de diámetro) al momento de la ovariectomía (A) y diámetro folicular del 
1er y 2º folículo subordinado registrado mediante ultrasonografía (B). Las barras que 
no comparten literal dentro de una categoría son significativamente diferentes (p < 
0.05).  
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Figura 7. Patrón de crecimiento del folículo dominante. 
Promedio ± EE del crecimiento del folículo dominante y del perfil de P4 sérica de 
las hembras de 24 (A), 48 (B) y 72 h post-CIDR (C). El retiro del CIDR 
corresponde a -24 horas.  
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Figura 10. Análisis de regresión lineal para el crecimiento del folículo 
dominante con respecto al tiempo. 
Los puntos experimentales representan la dispersión del crecimiento del folículo 
dominante de cada hembra con respecto al tiempo para los grupos de 24 (A), 48 
(B) y 72 h post-CIDR (C). Se ajustaron los datos sobre el promedio de las 
observaciones de cada grupo experimental y los parámetros obtenidos se presentan 
en el inserto.   
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C. Tercera Parte 

1. Capacidad  Esteroidogénica del Folículo Dominante  

a) Producción de Hormonas Esteroides en Líquido Folicular 

Al momento de la cirugía, la concentración de E2 de las hembras de 72 h 

post-CIDR fue significativamente más alta en comparación a 24 y 48 h post-CIDR 

(2 y ~3 veces, respectivamente;  p < 0.01). Mientras que los grupos restantes 

presentaron valores similares de la hormona (p > 0.05, Figura 11A). El análisis de 

covarianza indicó que la covariable diámetro folicular presentó un efecto altamente 

significativo (p < 0.005). Así, la covariable explica en gran medida la variación total 

observada en los niveles de E2 de los grupos. El coeficiente de regresión de la 

variable E2 dada la covariable diámetro folicular nos indica que la concentración de 

E2 se modificará en 1.79 unidades por cada unidad de cambio en el diámetro 

folicular.  

La concentración de T4 folicular no presentó diferencias a través de los 

grupos (p = 0.88, Figura 11B). En todos los casos la concentración del andrógeno 

fue significativamente menor a la del estrógeno (p < 0.001) y únicamente para 48 h 

post-CIDR cuando se le comparó contra P4 (p < 0.05). La concentración de P4 

también fue similar entre los grupos (p = 0.18), con valores numéricamente mayores 

para 48 h post-CIDR con respecto a los grupos restantes (Figura 11C).  

Además se realizó un análisis de correlación entre los valores promedio de la 

concentración de las hormonas esteroides y el diámetro folicular, y se utilizó para 

ello el total de los datos de los tres grupos. Los resultados mostraron que 

únicamente E2 y el diámetro folicular presentaron un coeficiente de correlación de 

Pearson significativo (r = 0.76; p < 0.002). En cambio, T4 y P4 presentaron 

coeficientes de correlación no significativos (-0.02, p = 0.94 y 0.27,  p = 0.31, 

respectivamente). 
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Figura 11. Concentración de hormonas esteroides en muestras de líquido 
folicular. 
Las barras graficadas representan el promedio ± EEM de la concentración (ng/ml) 
de  E2 (A), T4 (B) y P4 (C) en muestras de líquido folicular extraídas del folículo 
dominante de los grupos de hembras ovariectomizadas. Dentro de cada panel las 
barras con diferentes literales son significativamente diferentes (p < 0.01).   
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b) Expresión de P450scc en Pared Folicular 

Con la intención de realizar un análisis semi-cuantitativo de la expresión de 

las enzimas esteroidogénicas P450scc y P450arom en tejido folicular, se utilizaron 

las imágenes de IF digital de los cortes de ovarios criopreservados.  

Una reconstrucción representativa de la inmunofluorescencia analizada para 

P450scc se presenta en la Figura 12. En la imagen se detecta un marcaje continuo y 

con diferentes intensidades del tejido inmunoteñido para la enzima. La zona celular 

que presentó reacción inmune corresponde al citoplasma de los dos tipos celulares 

que conforman la pared folicular: células de la granulosa y teca interna.  

La distribución de la intensidad de fluorescencia con respecto al área 

inmunoteñida contra P450scc en las células de la granulosa (Figura 13A) y teca 

interna (Figura 13B) nos indica que los picos de fluorescencia y la forma de las 

curvas resultaron característicos para cada grupo. En ambos tipos celulares el área 

inmunoteñida de las hembras de 72 h post-CIDR es mayor al compararse con los 

grupos restantes. Sin embargo, a pesar de la mayor cantidad de tejido que presenta 

inmunotinción, la intensidad de fluorescencia es inferior para 72 h post-CIDR qué 

para los otros grupos. Así, las curvas de 24 y 48 h post-CIDR muestran que en éstas 

se presenta una mayor intensidad de fluorescencia en una menor área inmunoteñida. 

Tendencia que se aprecia en las curvas de distribución normalizadas con respecto al 

área inmunoteñida (insertos Figura 13A y B). Por su parte los controles negativos 

presentaron un pico discreto de fluorescencia, con poca variabilidad (Figura 13A y 

B).  

Los promedios de la fluorescencia relativa de P450 para las células de la 

granulosa y de la teca interna se presentan en la Figura 14A y B, respectivamente. 

Para las células de la granulosa, las hembras ovariectomizadas a las 72 h post-CIDR 

presentaron valores de fluorescencia relativa más altos con respecto al grupo de 24 h 

post-CIDR (p < 0.05) y similares al de 48 h post-CIDR (p = 0.30). Mientras que los 

grupos de hembras de 24 y 48 h post-CIDR fueron similares (p = 0.25). Con 

respecto a teca interna, se encontró que las hembras del grupo de 72 h post-CIDR 

tuvieron valores mayores con que el de 24 h post-CIDR (p < 0.05), pero similares al 
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de 48 h post-CIDR (p = 0.33). A su vez, estos dos últimos grupos resultaron 

similares entre sí (p = 0.23).  

c) Expresión de P450arom en Células de la Granulosa  

La detección de la proteína P450arom se localizó exclusivamente en las 

células de la granulosa (Figura 15). La distribución de la intensidad de fluorescencia 

en los grupos presenta valores menores para el Grupo 72 horas, pero con un área 

inmunoteñida ~3 veces mayor, con respecto a los grupos restantes (Figura 13C). El 

inserto de la figura muestra las curvas normalizadas que resaltan las diferencias entre 

los picos de fluorescencia.  

Los valores de fluorescencia relativa para P450arom en las células de la 

granulosa se resumen en la Figura 14C. Se encontraron diferencias significativas 

entre las hembras ovariectomizadas a las 48 y a las 72 h post-CIDR (p < 0.01). En 

contraste, se presentaron valores muy similares entre el grupo de 24 y 48 h post-

CIDR (p = 0.73) y una similitud ligera entre los valores de 24 y 72 h post-CIDR (p = 

0.06).  
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Figura 12. Localización de la expresión de P450scc por inmunofluorescencia 
en folículos dominantes. 
La reconstrucción muestra la inmunotinción de P450scc en las células de la 
granulosa (CG) y en teca interna (TI) en criosecciones de un  folículo dominante de 
13 mm (A) y el mismo campo con núcleos contrateñidos con DAPI (B).. 
Ampliación del objetivo, 20x. La barra representa 100 µm.   
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Figura 13. Curvas de distribución de la intensidad de fluorescencia para 
P450scc y P450arom en células de la pared folicular. 
Distribución promedio de la intensidad de fluorescencia para la identificación de la 
expresión de P450scc en células de la granulosa (A) y teca interna (B) y para 
P450arom (C). Con la intención de mostrar las diferencias encontradas entre los 
grupos de cada tipo celular, en los insertos de cada panel se muestran las curvas de 
distribución normalizadas con respecto al área inmunoteñida.  
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Figura 14. Fluorescencia relativa para P450scc y P450arom en células de la 
pared folicular. 
Promedios ± EE de la fluorescencia relativa que se utilizó como índice de expresión 
de las proteínas de P450scc en las células de la granulosa (A) y de la teca interna (B) 
y P450arom (C). Literales diferentes entre columnas indican diferencias 
significativas (p < 0.05).   
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Figura 15. Localización de la expresión de P450arom por inmunofluorescencia 
en reconstrucciones de folículos dominantes. 
Inmunotinción de P450arom en células de la granulosa de un  folículo dominante de 
15 mm (A1), el mismo campo con núcleos contrateñidos con DAPI (A2). 
Inmunotinción de folículos utilizados como controles negativos con pre-absorción 
del anticuerpo primario, imagen en contraste de fases (B1) e imagen del mismo 
campo con nula inmunoreactividad y núcleos contrateñidos (B2). La barra representa 
25 y 50 µm para A y B, respectivamente. Ampliación del objetivo, 63 y 40x para A y 
B, respectivamente.  
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VII. DISCUSIÓN

A. Factores que Afectan la Expresión del Estro en Bos indicus

El intervalo observado de inicio del estro en las hembras detectadas coincide

con el esperado de 24 a 72 horas propuesto por Verduzco et al. (2006). El período

en que se registró actividad sexual sugiere que los animales sincronizados de forma

secuencial mediante CIDR presentan una amplia variabilidad en la respuesta al

esquema de sincronización. Nuestras observaciones coinciden con estudios

recientes realizados por nuestro grupo de trabajo que detectan variaciones en el

inicio del estro después de utilizar un método de sincronización similar al nuestro

(Diaz et al. 2002; Fetter et al. 2006; Forster et al. 2007; Acevedo et al. 2007). En el

mismo contexto, Alonso et al. (2009) encontraron la existencia de variabilidad en el

inicio del estro en un grupo de 114 hembras B. indicus sincronizadas y divididas en

dos grupos para IA a tiempo fijo a las 48 y 72 horas después del tratamiento. Los

autores encuentran que las hembras con mayor intensidad del estro (determinado

por el número de montas realizadas) inician su actividad sexual primero, la cual

además dura por más tiempo con respecto a las hembras de baja intensidad y menor

duración del estro. De acuerdo a los autores, la jerarquía e intensidad del estro

determinan parcialmente la hora de inicio del estro después de un programa de

sincronización. Es posible que estos factores, que no fueron estudiados en nuestra

investigación, expliquen parte de variabilidad que observamos. Por ejemplo, las

hembras detectadas a las 24 h post-CIDR pudieron presentar estros de mayor

intensidad, ya que existía un mayor número de hembras disponibles para la monta y

en consecuencia iniciar antes su actividad sexual, tal y como se observó. Asimismo,

la reducción gradual de las parejas de monta por efecto de la ovariectomía pudo

haber ocasionado la expresión de estros de menor intensidad en las hembras de los

grupos de 48 y 72 h post-CIDR, ocasionando como resultado un retraso en la

expresión de conducta sexual.

Cabe resaltar que el inicio del estro detectado para las hembras

ovariectomizadas a las 48 h post-CIDR (45 ± 2.0 h) se ajusta bien a la referencia de

48 horas comúnmente publicada en este tipo de ganado (Galina y Arthur 1990) y
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que se utiliza para los programas de IA a tiempo fijo (Bo et al. 2003). No obstante,

las hembras detectadas de los grupos 24 y 72 h post-CIDR presentaron una

respuesta que puede disminuir la eficiencia reproductiva sí se utilizan protocolos de

IA a tiempo fijo. Ya que en dichas hembras la expresión del estro puede ocurrir de

manera temprana o tardía con respecto al momento de la inseminación, provocando

que la misma se realice cuando la ovulación en las hembras lleva ya demasiadas

horas ó sin que necesariamente las hembras hayan ovulado. Resultados previos

obtenidos por Alonso et al. (2009) coinciden con esta idea, ya que en su estudio las

hembras inseminadas a las 48 horas dentro de un programa de IA a tiempo fijo

presentan mayor probabilidad de quedar gestantes que aquellas que se inseminan a

las 72 horas, lo anterior cuando se utiliza CIDR como método de sincronización del

estro.

Nuestros resultados señalan que la sincronización con CIDR produce una

respuesta heterogénea debido a que algunas hembras aparentemente aceleran la

expresión de la conducta sexual (grupo 24 h post-CIDR), mientras que otras al

parecer retardan la aparición de los signos de estro (grupo 72 h pos-CIDR). Esto

último cuando se comparan ambos grupos con las hembras de 48 h post-CIDR. En

este contexto, Diaz et al. (2002) demuestran que las novillonas B. indicus

sincronizadas mediante CIDR adelantan la expresión del estro ~10 horas con

respecto a las hembras que recibieron, además, una dosis de estrógenos (CIDR +

BE). Asimismo, los autores encuentran que del 70% de hembras que expresan estro,

únicamente ovula un 41%. Por tal motivo, se necesitan más estudios para

determinar sí las hembras que presentan estro a diferentes momentos durante el

período de observación son capaces de ovular y sí presentan las condiciones

fisiológicas para ello.

En nuestro estudio se presentaron hembras no detectadas en estro (8/18).

Resultado que no es sorpresivo, ya que tenemos evidencia previa que demuestra que

en ganado B. indicus se logra detectar únicamente entre el 55 y el 65% de las hembras

en estro (Orihuela et al. 1983; Landivar et al. 1985). Por tal motivo, para explicar la

falla en la detección del estro primero tenemos que analizar las posibles causas que
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provocaron la ausencia de actividad sexual. Por un lado, se presentó la lesión de tres

hembras durante el desarrollo del experimento, evento que aparentemente impidió

que estas hembras exhibieran conducta sexual. A este respecto, Walker et al. (2008)

señala que los estresantes crónicos, como la laminitis, pueden afectar la intensidad

del estro a pesar de que la incidencia de estro no se modifica. No obstante, dos de

las hembras presentaron una claudicación severa de una de las extremidades, factor

que a nuestro parecer impidió que las hembras presentaran disposición a montar o

ser montadas, y en general a mostrar cualquier actividad sexual. La hembra restante

presentó un prolapso que posiblemente evitó la expresión de signos conductuales

del estro. Por otro lado, las cinco hembras restantes sí exhibieron una o varias de las

conductas sexuales características del estro. Sin embargo, en estas hembras no fue

posible determinar con precisión el inicio del estro. Algunas de las posibles causas se

discuten a continuación.

Algunas de las hembras no detectadas en celo franco formaron un GSA con

vacas que se ovariectomizaron antes que ellas. Evento que probablemente alteró la

estructura del grupo después de que se estableció, ya que las hembras B. indicus

tienen una marcada tendencia para interactuar con las mismas parejas de monta a

través de los diferentes ciclos estrales, debido a que tienen estructuras sociales bien

consolidadas (Castellanos et al. 1997). Además, las características de nuestro estudio

implicaron un manejo intensivo de los animales y por consiguiente una continúa

interrupción de cada GSA formado, alterando con ello los patrones de actividad

sexual y la aparición de signos claros de estro en los animales no detectados.

Por otra parte, es bien sabido que la composición y número de integrantes

del grupo afectan la expresión e intensidad del estro en animales sincronizados

(Galina et al. 1996). A este respecto trabajos realizados en B. taurus (Hurnik et al.

1975; Castellanos et al. 1997) y en B. indicus (Cortes et al. 1999) concluyen que el

número de montas por hora se incrementa cuando dos o más vacas se encuentran

sexualmente receptivas al mismo tiempo. Además, los resultados de Lamothe et al.

(1995) sugieren que la probabilidad de que una hembra sola muestre actividad sexual

es muy baja (~10%). Por consiguiente, sería difícil obtener actividad dentro de un
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GSA que ha reducido su número de integrantes por causa de la ovariectomía en las

hembras detectadas. Especialmente, cuando en nuestro experimento el único

criterio para determinar el inicio del estro se basó en el número de montas recibidas.

Por tales motivos, y tomando en cuenta trabajos previos que demuestran la baja

tendencia de las hembras B. indicus para permitir ser montadas en períodos cortos de

tiempo (Galina et al. 1982; Orihuela et al. 1983), es posible sugerir que los

experimentos en los que se altera la composición del hato y la formación de GSA, se

reconsidere sí el comportamiento de monta permanece como el indicador ideal para

determinar el inicio del estro o sí las señales de estro secundarias pueden representar

una alternativa dentro de los procesos de observación para la detección del estro

(Van Eerdenburg et al. 2002). En este sentido el uso de un sistema de cuantificación

de la conducta sexual, basado en una escala de puntuación de cada uno de los signos

conocidos de estro, se puede considerar como una solución para la determinación

del estro en hembras que modifican su conducta sexual a causa de diversos factores

de manejo (Van Eerdenburg et al. 1996).

La jerarquía social del grupo de animales sincronizados representa otro factor

importante para la expresión y detección del estro. En un estudio realizado por

Orihuela et al. (1988) encuentran que ~60% de las montas que recibe una hembra

en celo provienen de vacas con mayor jerarquía dentro del hato, las cuales necesitan

más tiempo para ser detectadas en celo (Landaeta-Hernandez et al. 2002) debido a

que presentan menor disposición a ser montadas (Castellanos et al. 1997),

complicando aún más la detección del estro de animales con las jerarquías más altas.

Desafortunadamente por la naturaleza del experimento no fue posible determinar en

el presente estudio la situación precisa de la estructura social del hato. Sin embargo,

este componente se considera importante para el estudio de los factores que afectan

el desempeño reproductivo del ganado B. indicus (Orihuela 2000).

De forma característica, todas las hembras del experimento (detectadas y no

detectadas en estro) presentaron al momento de la cirugía un folículo dominante

(>10 mm de diámetro). Este resultado concuerda con datos que indican que la

mayoría de las hembras que expresan celo franco presentan folículos ≥ 10 mm
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capaces de ovular (Acevedo et al. 2007; Maquivar et al. 2007). Con respecto a las

vacas que no fueron detectadas, se han detectado hembras con folículos dominantes

que ovulan sin presentar estro (Verduzco et al. 2006) y otras que, aún con la

presencia de un folículo dominante, son incapaces de expresar estro y ovular

(Maquivar et al. 2007). En el mismo contexto, los datos de ultrasonografía de los

grupos muestran la existencia de un desarrollo folicular y la presencia de un folículo

dominante, información que contrasta con publicaciones previas en donde detectan

la existencia de vacas que exhiben conducta sexual aún con el implante de P4 todavía

colocado y con folículos de entre 4 y 9 mm de diámetro incapaces de ovular (Cortes

et al. 1999; Maquivar et al. 2002; Isidro et al. 2005). En consecuencia, nuestros

resultados apoyan la idea de que la expresión de la conducta sexual y la ovulación no

se pueden predecir en términos exclusivos del diámetro del folículo dominante

(Dimmick et al. 1991; Ruiz-Cortes y Olivera-Angel 1999). Por tal motivo, se

requieren más investigaciones para determinar las posibles causas que ocasionan que

las hembras con crecimiento folicular y desarrollo de un folículo dominante no

muestren conducta sexual. Por ejemplo, en ganado B. indicus se ha sugerido que

probablemente los folículos dominantes de las hembras que carecen de expresión

del estro no son estrogénicamente activos, capaces de producir pulsos de LH y con

ello la ovulación.

Además de la presencia del folículo dominante se detectaron concentraciones

de P4 <1 ng/ml, información que confirma que las hembras probablemente se

encontraban en estro. Sin embargo, los resultados obtenidos por Cavestany y Galina

(2001a) indican que en un programa de IA en ganado lechero basado en la detección

de señales visuales del estro, hasta el 11% de inseminaciones se realizan en el

momento erróneo, cuando las concentraciones de P4 en leche se encuentran en

niveles correspondientes a la fase lútea. Además, el uso de los patrones de P4 en

leche para comprobar la expresión del estro en grupos de hembras ciclando,

muestra en general una eficiencia cercana al 47% (Cavestany y Galina 2001b), lo cual

indica que algunas hembras no presentan conducta sexual a pesar de presentar

actividad ovárica. Más aún, hasta el 52% de las ovulaciones que se determinan de
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acuerdo a la concentración de P4 en leche nunca son observadas en términos de la

expresión del estro (Cavestany y Galina 2001b). Por tal razón, la deficiencia en la

detección del estro en las hembras del nuestro estudio coincide con datos previos

que señalan que algunas hembras son incapaces de mostrar estro a pesar de tener

perfiles de P4 indicativos de actividad cíclica (Orihuela et al. 1983; Castellanos et al.

1997). De hecho, Vaca et al. (1985) encuentran que el 20% de los animales de su

estudio no presentan celo durante 53 días de observación, a pesar de tener perfiles

de P4 correspondientes a animales que se encontraban ciclando.

En el mismo contexto cabe mencionar que la súbita disminución de la

concentración periférica de P4 registrada con la lisis del cuerpo lúteo no es suficiente

para aumentar la expresión del estro en vacas B. indicus (Moreno et al. 1986). Esto a

pesar de que la reducción de los niveles de P4 incrementa la concentración de E2 y

con ello aumenta la frecuencia en los pulsos de LH, ocasionando el desarrollo de los

folículos y la concomitante expresión del estro. De esta forma, una deficiencia en el

acoplamiento entre la disminución de P4 y el incremento en las concentraciones de

E2 y LH por parte de los folículos dominantes en crecimiento pudieran ocasionar la

ausencia de expresión de estro y la serie de procesos subsecuentes. Resulta pues

necesario determinar sí en un programa de sincronización con CIDR, la

disminución de P4 ocasionada por el retiro del implante provee las condiciones

endocrinas apropiadas para inducir la ovulación.

En conjunto nuestros resultados y aquellos publicados previamente en otros

estudios resaltan la variabilidad en la respuesta a estro que se obtiene en las hembras

sincronizadas mediante CIDR. Sin duda, estas observaciones refuerzan la idea de

que la detección del estro permanece como uno de los principales factores que

afectan la aplicación de la IA, y en general la implementación de programas de

reproducción asistida en el trópico (Galina y Orihuela 2007). Resulta, por tal razón,

necesario estudiar a detalle que tipo de factores (internos y externos) regulan la

respuesta a los programas de sincronización, con la intención de ofrecer alternativas

para controlar dicha variabilidad y así incrementar los parámetros reproductivos de

las hembras B. indicus en el trópico mexicano. De esta manera, podemos señalar que
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la expresión del estro es un proceso multifactorial y complejo que no se puede

explicar ni predecir en términos de una sola variable.

B. Las Hembras Sincronizadas Presentan Patrones Característicos de

Crecimiento Folicular

El diámetro final del folículo dominante presentó un intervalo de 11 a 23.5

mm, que es similar al propuesto por diferentes autores (Figueiredo et al. 1997; Bo et

al. 2003; Saumande y Humblot 2005). Por otro lado, el promedio de la tasa de

crecimiento diario de los folículos se situó entre 1.5 a 2.1 mm/día, valores que

concuerdan en general con estudios realizados en B. indicus con vacas ovulando

(Maquivar et al. 2007) y novillonas (Rhodes et al. 1994; Rhodes et al. 1995a). Sin

embargo, nuestros resultados son superiores a las tasas de crecimiento registradas en

vacas que no ovulan (Maquivar et al. 2007), vacas amamantando (Ruiz-Cortes y

Olivera-Angel 1999) y en novillonas inducidas al anestro (Rhodes et al. 1996). Con

respecto a B. taurus, Sirois and Fortune (1988) encuentran resultados similares a

nuestros hallazgos. En contraste Savio et al. (1988) encontraron tasas de crecimiento

diario en novillonas con dos y tres ondas foliculares de 2.95 y 3.61 mm/día,

respectivamente, que son superiores a las aquí presentadas. En este contexto, varios

estudios señalan que conforme aumenta el número de ondas foliculares se

incrementa la tasa de crecimiento del folículo preovulatorio debido a que

concomitantemente disminuye el número de días que perdura el folículo dominante

antes de su ovulación (Sirois y Fortune 1988; Rhodes et al. 1994; Rhodes et al.

1995a). No obstante, observamos una tendencia contraria ya que la tasa de

crecimiento diario aumentó conforme se incrementó el número de días que pasó

cada folículo dentro del ovario.

Probablemente, las diferencias observadas en el patrón de crecimiento de las

hembras ovariectomizadas se asocian al hecho de que éstas iniciaron el período de

crecimiento con folículos de diferentes tamaños, reflejando la variabilidad existente

entre las hembras sincronizadas. Por ejemplo las hembras de 72 h post-CIDR

presentar el mayor crecimiento total con respecto a los demás grupos (2.5 y 1.8

veces mayor para los grupos de 24 y 48 h post-CIDR, respectivamente). La anterior
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observación se explica en términos de la tasa de crecimiento diario y de los días de

crecimiento del folículo dominante, ya que las hembras de este grupo presentaron la

tasa de crecimiento más alta y un mayor número de días durante los cuales creció el

folículo dominante. Awasthi et al. (2007) encuentran un comportamiento similar en

búfalos de agua (Bubalus bubalis). Su estudio demuestra que las hembras que inician la

sincronización con folículos significativamente más pequeños, tienen una tasa de

crecimiento diario mayor y requieren más días de crecimiento para llegar a la

ovulación, presentado por lo tanto un mayor crecimiento total. Esto sin que existan

diferencias entre el diámetro de los folículos preovulatorios de estas hembras y las

que inician con folículos de mayor tamaño, tal como ocurrió en nuestro

experimento.

Por otra parte, se ha demostrado que el retraso en la expresión del estro y la

ovulación en algunos integrantes de un grupo sincronizado de bovinos (Kastelic et

al. 1990; Kastelic y Ginther 1991) o búfalos (Brito et al. 2002; Awasthi et al. 2007),

ocurre debido a que dichos animales ovulan a partir del segundo folículo más grande

(proveniente de la segunda onda folicular), el cual inicia con un tamaño menor y

tiene una mayor tasa de crecimiento diario. A diferencia de las hembras que ovulan a

partir del folículo dominante de la primera onda folicular, que tiene como

características un tamaño inicial mayor y una menor tasa de crecimiento diario. Un

escenario similar puede explicar la aparente aceleración y retraso en la respuesta de

las hembras ovariectomizadas a las 24 y 72 h post-CIDR, respectivamente. Sin

embargo, todas las hembras sincronizadas continuaron con el crecimiento del

folículo más grande que se registró al inicio del período de observación. Además,

debido a que no se presentaron diferencias significativas entre los valores de la tasa

de crecimiento no podemos saber sí los folículos dominantes de los grupos

provenían de hembras en la primera, segunda o tercera onda folicular. Los cuales, de

acuerdo a Fortune et al. (2001) pueden ovular sí presentan las condiciones

apropiadas para ello durante su etapa de dominancia, sin importar la onda folicular

en la cual se desarrollaron.
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Por otra parte, en las hembras ovariectomizadas a las 48 y 72, pero no en las

de 24 h post-CIDR se detectó una relación funcional entre el crecimiento del

folículo y el tiempo. Estas observaciones coinciden con los resultados de Maquivar

et al. (2007). Sus datos muestran una amplia variabilidad y coeficientes de

determinación que van de 0.02 a 0.9, de los cuales únicamente un grupo de hembras

que no ovularon presentaron una relación estrecha entre crecimiento y tiempo (R2 =

0.9). La variación en los coeficientes de determinación de los grupos sugiere la

existencia de diferencias importantes en los patrones de crecimiento de los folículos

dominantes de las hembras sincronizadas. Para ejemplificar lo anterior tenemos a las

hembras de 24 h post-CIDR que presentaron en promedio un diámetro inicial

numéricamente mayor a los grupos restantes y un menor porcentaje de crecimiento

folicular, razón por la cual se observó una baja relación entre el crecimiento y el

tiempo de observación. Datos contrastantes con los del grupo de 72 h post-CIDR,

en el cual las hembras iniciaron su etapa de crecimiento con los folículos

numéricamente más pequeños. Es probable que este comportamiento explique

porque las hembras ovariectomizadas a las 24 h post-CIDR aparentemente

aceleraron su expresión del estro con respecto a las demás hembras; iniciaron el

período de observación con folículos de mayor tamaño, los cuales alcanzaron su

diámetro final en menor tiempo y estaban probablemente más próximos a la

ovulación. Asimismo, las hembras de 72 h post-CIDR aparentemente retardaron su

expresión del estro, ya que al iniciar el crecimiento con los folículos más pequeños

requirieron de un mayor número de días para llegar al diámetro preovulatorio.

En conclusión, la presencia de un folículo dominante es una condición

necesaria, pero no suficiente, para la expresión del estro. Por tal razón, el patrón de

crecimiento de los folículos dominantes representa una mejor herramienta para la

predicción del momento de la ovulación para los programas de IA en hembras B.

indicus, ya que sí se logra estratificar a las hembras de acuerdo a su tamaño inicial del

folículo al momento de la sincronización se puede proceder a la inseminación

tomando en cuenta el tamaño inicial del folículo, la tasa de crecimiento y una

aproximación de los días necesarios para alcanzar el diámetro preovulatorio. Sin
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embargo, el escenario anterior parece poco útil para grupos grandes de hembras

sincronizadas. Por tal razón, el control farmacológico de la onda folicular representa

una mejor alternativa, aunque a un elevado costo económico, para asegurar que

todas las hembras inicien el tratamiento con folículos de tamaño similar.

C. Actividad Esteroidogénica Folicular

1. Producción de Hormonas Esteroides

No se detectó ningún patrón en la concentración folicular de las hormonas

esteroides en los grupos de hembras ovariectomizadas. La concentración de T4 se

ubicó entre 10 y 15 ng/ml, valores ligeramente superiores a los determinados

previamente en B. taurus después del inicio del estro, pero ~ 30 veces inferiores con

respecto a los valores que se registran durante el proestro (Fortune y Hansel 1985).

A este respecto, los resultados de Voss y Fortune (1993b) indican que la A4 también

cambia de concentraciones altas (>80 ng/ml) durante el proestro, hasta niveles <10

ng/ml durante el estro. Los autores asocian esta disminución a la pérdida de

expresión del mRNA de la enzima P450c17 en TI conforme el folículo se acerca al

estro, después del pico de LH. Tomando en cuenta la idea anterior, es probable que

la menor expresión del mRNA de la enzima se asocie también con los bajos niveles

de T4 que presentamos, ya que esta enzima produce los principales precursores para

la síntesis de andrógenos. Originando con ello una menor producción de

andrógenos aromatizables y consecuentemente una baja síntesis de E2.

Por su parte, la concentración folicular de P4 presentó niveles de entre 32 y

63 ng/ml, consistentes a los encontrados en hembras ovariectomizadas después del

pico de LH (Fortune y Hansel 1985) y en folículos dominantes obtenidos en la fase

de crecimiento de la primera (Xu et al. 1995; Manikkam et al. 2001; Bridges y

Fortune 2003) y segunda onda folicular (Bigelow y Fortune 1998; Manikkam et al.

2001). Los datos de Voss y Fortune (1993b) demuestran que los niveles de P4

folicular se incrementan a partir del inicio de la fase folicular y hasta después del

pico de LH que precede a la ovulación. Sin embargo, nosotros obtuvimos valores

similares de P4 para todas las hembras ovariectomizadas. Por tal razón sería difícil
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decidir en términos de la concentración de ésta hormona, cual grupo de animales se

encontraba más cercano a la ovulación.

En lo correspondiente a E2, los grupos 24 y 48 h post-CIDR mostraron

concentraciones relativamente bajas son similares a las encontradas por Xu et al.

(1995) en el folículo dominante del día 6 de la primera onda folicular, momento en

que alcanza su diámetro máximo. En contraste, para el grupo 72 h post-CIDR se

detectó una concentración de 212 ± 46.7 ng/ml que es similar a la encontrada por

Fortune y Hansel (1985) en hembras ovariectomizadas después del inicio del estro a

las 15 horas (176.7 ± 80.8 ng/ml), pero no a las 24 horas (89.5 ± 16.7 ng/ml). De

igual forma, nuestros datos coinciden con las concentraciones de E2 publicadas para

los folículos dominantes que crecen durante la fase luteal, pero resultan muy

inferiores (~7 veces) cuando se comparan con las concentraciones de los folículos

dominantes obtenidos durante los primeros dos días de la fase folicular,

correspondientes a la etapa de proestro (Voss y Fortune 1993b; Bigelow y Fortune

1998; Bridges y Fortune 2003). Durante esta fase del ciclo la concentración de P4

sérica aún se encuentra en disminución y todavía no ocurre el pico de LH, razón por

la cual los folículos dominantes producen cantidades de E2 de hasta 1 µg/ml de

(Fortune y Hansel 1985).

La diferencia observada en los valores de E2 se explica en parte por el

tamaño del folículo de los grupos, a juzgar por los resultados del análisis de

covarianza y por el análisis de correlación (r = 0.76). Esta observación coincide con

los hallazgos de Henderson et al. (1987) obtenidos en cultivos de células de la

granulosa de bovino provenientes de folículos de diferentes tamaños. Sin embargo,

nuestros resultados difieren de trabajos previos que no detectan una relación entre el

tamaño del folículo y la producción de E2 in vitro (Staigmiller et al. 1982) y en líquido

folicular (Ireland et al. 1979). Probablemente la variación observada que no se

explica por nuestro modelo de correlación se asocie a los cambios en la producción

de E2 con respecto a los diferentes momentos en que pudo haber ocurrido el pico

preovulatorio de LH, ya que estudios in vitro (Staigmiller et al. 1982) e in vivo

(Fortune y Hansel 1985; Voss y Fortune 1993b) sugieren que los niveles de la
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hormona disminuyen dramáticamente en las horas posteriores al pico de LH. Por

otra parte, estudios realizados en líquido folicular de ovino (Webb y England 1982),

bovino (Fortune y Hansel 1985; Bigelow y Fortune 1998) y porcino (Ainsworth et

al. 1980) sugieren que en los folículos preovulatorios, la concentración de E2

disminuye conforme la ovulación se aproxima, mientras que la concentración de P4

se incrementa de forma concomitante. Lo anterior como probable resultado de un

mayor número de horas posteriores al pico de LH, evento que disminuye la

producción de E2 (Hansen et al. 1988), eliminando con ello el bloqueo que este

ejerce sobre la producción de P4 (Fortune y Hansel 1985). Sin embargo, aunque se

registraron niveles inferiores de E2 en los grupos de 24 y 48 h post-CIDR no se

apreció un verdadero aumento en la concentración de P4, ya que los valores

resultaron similares para todas las hembras. Posiblemente, el efecto negativo que

ejerce E2 sobre la producción de P4 todavía no se eliminaba por completo.

En un trabajo reciente Bridges et al. (2010) relacionan la concentración de E2

y la duración del proestro con la fertilidad de las hembras B. taurus. Los autores

demuestran que las hembras con períodos reducidos de proestro tienen una menor

probabilidad de quedar preñadas con IA a tiempo fijo a comparación de las hembras

con proestros más largos. Debido probablemente a que en las primeras se reduce la

concentración de E2, además de que se presentan períodos luteales más cortos y con

niveles de P4 inferiores en el siguiente ciclo estral (Bridges et al. 2010). Tomados en

conjunto, estos resultados sugieren que posiblemente las hembras B. indicus

sincronizadas que presenten un comportamiento similar a las integrantes del grupo

24 h post-CIDR, comprometan su fertilidad. Ya que al parecer tuvieron un período

más corto de proestro, a juzgar por la hora de inicio del estro (24.2 ± 1.1 horas) y

por el patrón de P4 sérica (<1 ng/ml al inicio del período de observación). Sin

embargo, se requieren más estudios para determinar sí efectivamente disminuye la

fertilidad en las hembras sincronizadas mediante CIDR y que presentan estro con

diferente duración del proestro.

Finalmente, las observaciones realizadas por McGuire et al. (1990) hace ya

dos décadas, ponen de manifiesto el papel de los estrógenos en la expresión del
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estro. Sus estudios indican que incluso las hembras ovariectomizadas son capaces de

expresar estro al ser sometidas a un tratamiento de sincronización que incluye la

aplicación externa de benzoato de estradiol (BE). Los autores proponen que sí la

expresión del estro ocurre únicamente como una respuesta al tratamiento de

sincronización, entonces la actividad sexual no se debe considerar como una señal

de actividad ovárica, ya que posiblemente los animales tratados resultan

sensibilizados a fuentes extraováricas de estrógenos. En este contexto, trabajos

previos que estudian el efecto de la adición de valerato de estradiol (VE) (Solano et

al. 2000) y BE (Diaz et al. 2002; Fetter et al. 2006) sobre la respuesta del estro en

hembras B. indicus, indican que se obtienen porcentajes más altos de detección

cuando se utilizan los estrógenos, sin que aumente de forma concomitante el

porcentaje de ovulación. En nuestro estudio no se incluyó la aplicación exógena de

ningún estrógeno para no afectar la respuesta que induce el protocolo de

sincronización. Aún así, la respuesta de estro obtenida es similar a la encontrada por

Solano et al. (2000) en las hembras que incluyeron la administración de VE. Sin

embargo, resultó inferior a la respuesta que encuentran Fetter et al. (2006) y Diaz et

al. (2002) cuando utilizan BE. Estos resultados sugieren que al parecer en las

hembras B. indicus se presenta variabilidad en la respuesta frente a la aplicación

exógena de factores que inducen una mayor expresión del estro. Además, la

producción interna de estrógenos que ocurre dentro del folículo dominante no es

suficiente para inducir la ovulación de la mayoría de las hembras que presentan

estro, ya que entre el 44 y 64% de las hembras que son inyectadas con BE, son

incapaces de ovular a pesar de presentar conducta sexual (Diaz et al. 2002; Fetter et

al. 2006).

Consideramos como prioridad el realizar estudios para determinar los

patrones foliculares de la concentración de hormonas esteroides en hembras B.

indicus. Debido a que se ha sugerido que el menor tamaño del cuerpo lúteo que se

registra en este tipo de ganado (Irvin et al. 1978), sea la causa probable que origina

los niveles inferiores de P4, característicos del ganado cebú (Irvin et al. 1978). Un

escenario similar puede afectar la producción de hormonas esteroides en los
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folículos preovulatorios, los cuales son de menor tamaño que los de B. taurus (Bo et

al. 2003). Por tal razón, el conocimiento preciso de las modificaciones en la

actividad esteroidogénica de los folículos en diferentes etapas durante el ciclo estral

(reclutamiento, selección y dominancia) nos ayudará a entender en B. indicus una

parte esencial de las características de estas estructuras, tal y como se ha descrito

para el caso de B. taurus (Badinga et al. 1992; Fortune 1994; Bodensteiner et al. 1996;

Ginther et al. 1997; Manikkam et al. 2001).

2. Expresión de Enzimas Esteroidogénicas

En todos los grupos la expresión de la enzima P450scc se ubicó en los dos

tipos celulares que conforman la pared folicular; células de la granulosa y de la teca

interna, lo cual coincide con la localización de la proteína mediante IF en estudios

previos realizados en B. taurus (Rodgers et al. 1986; Irving-Rodgers et al. 2003).

Nuestros resultados indican que el tejido folicular presenta una reacción inmune

continua, aunque de diferentes intensidades, la cual presenta una localización

citoplasmática. A este respecto Rodgers et al. (1986) proponen que la intensidad de

la tinción depende de la forma del tipo celular, lo cual genera una señal de

intensidades diferentes, además de que la localización de la reacción inmune se

explica por la expresión mitocondrial de las proteínas. Adicionalmente, diferentes

estudios han determinado la expresión del mRNA de P450scc mediante la técnica

de hibridación in situ (Xu et al. 1995; Bao et al. 1997b; Manikkam et al. 2001), la cual

coincide con la expresión de la proteína. Un hallazgo interesante de los estudios

realizados, es que la expresión, tanto de la proteína como del mRNA, de la enzima

en TI comienza desde los folículos antrales que presentan el tejido bien

diferenciado. En contrate en las células de la granulosa no se encuentran niveles

detectables de mRNA en folículos <4 mm de diámetro, lo cual sugiere que la

adquisición de la capacidad esteroidogénica en estas células ocurre hasta que los

folículos son seleccionados. Este evento al parecer es dependiente del incremento

de FSH que precede al reclutamiento de la cohorte de folículos que tiene lugar al

inicio de cada onda folicular (Adams et al. 1992), ya que se ha determinado que
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dicha hormona es el principal factor que estimula la producción de P450scc en en

las células de la granulosa (Funkenstein et al. 1983).

El análisis semicuantitativo de la expresión de P450scc indicó que en ambos

tipos celulares de la pared folicular se incrementa significativamente la expresión de

la proteína en las hembras ovariectomizadas a las 72 h post-CIDR con respecto a los

dos primeros grupos. Voss y Fortune (1993a) encontraron que los niveles de mRNA

para P450scc en las células de la granulosa, pero no en la teca interna, disminuyen

conforme avanza el estado de desarrollo folicular. Estos resultados son interesantes

ya que de forma contraria, se esperaría un aumento en los niveles de mRNA de la

enzima debido a que el destino del folículo preovulatorio es convertirse en un CL

con alta producción de P4. De hecho, la producción de P4 presenta un

comportamiento inverso, ya que la concentración del progestágeno aumenta

mientras el mRNA de la enzima disminuye significativamente (Voss y Fortune

1993a). Sin embargo, éste patrón es transiente ya que los niveles de P450scc se

elevan drásticamente durante el desarrollo del CL (Rodgers et al. 1987).

Probablemente, a pesar de que el mRNA de P450scc disminuye a niveles apenas

detectables después del pico de LH, la actividad enzimática permanece de forma

estable. Esta idea respalda nuestros hallazgos, ya que detectamos la expresión de la

proteína y su actividad esteroidogénica, en los folículos de hembras

ovariectomizadas después del pico de LH. De igual forma, Rodgers et al. (1995)

encuentran que al final de la fase lútea, la aplicación de PGF2α, que

característicamente reduce los niveles del mRNA de P450scc, no provoca el mismo

efecto sobre la expresión de la proteína.

Con respecto a P450arom, nuestros resultados muestran que en todos los

folículos dominantes la expresión de la proteína se localizó exclusivamente en las

células de la granulosa. La presente información coincide con resultados previos que

localizan el mRNA que codifica para la enzima en el mismo tipo celular dentro del

folículo (Xu et al. 1995; Bao et al. 1997a; Manikkam et al. 2001). Además, se ha

determinado que la expresión del mRNA de P450arom se asocia con el estado de

desarrollo del folículo, específicamente con el tamaño, ya que la expresión de la



68

enzima, y por consiguiente la capacidad de aromatizar andrógenos, ocurre durante la

etapa de reclutamiento y tiende a incrementarse durante la etapa de dominancia de

los folículos (Xu et al. 1995; Bao et al. 1997b). Sin embargo, los niveles de mRNA

para P450arom disminuyen dramáticamente después del pico de LH, una vez que

inicia el estro. Además de que concomitantemente ocurre una evidente disminución

en la actividad esteroidogénica folicular, ya que el contenido de E2 folicular

disminuye conforme se avanza desde el proestro hasta después de que ocurre el pico

de LH (Voss y Fortune 1993b).

Por otra parte, nuestros resultados indican que las hembras del grupo 72 h

post-CIDR expresan una mayor cantidad de la enzima P450arom. De acuerdo al

análisis de covarianza, las diferencias observadas en la producción de E2 dentro de

los grupos se asocian en parte al efecto que tiene el nivel de expresión de la proteína

dentro de las células de la granulosa. Adicionalmente, no encontramos una relación

funcional entre el aumento de la producción de E2 con el tejido esteroidogénico, ya

que los grupos de hembras presentaron áreas de tejido celular similares. Estos

resultados contrastan con datos que demuestran que los folículos dominantes con

crecimiento prolongado producen concentraciones elevadas de E2 como

consecuencia de un incremento considerable del tejido esteroidogénico (Bigelow y

Fortune 1998). En conjunto, nuestros datos sugieren que en respuesta a un

programa de sincronización con CIDR, las hembras B. indicus presentan folículos

dominantes capaces de producir E2 a través de la expresión funcional de las

proteínas de P450arom; es decir son estrogénicamente activos. Sin embargo, a pesar

de que se encontró actividad esteroidogénica en todos los folículos dominantes,

algunas hembras no presentaron estro. Por tal razón, es necesario realizar

investigaciones orientadas a determinar sí los patrones de expresión de P450arom

en las células de la granulosa y la concomitante producción de E2 que ocurre en

estas hembras es suficiente para inducir la expresión del estro y posteriormente la

ovulación.

Además de los aspectos discutidos, estudios in vitro han demostrado que en

las células de la granulosa la producción de E2 se puede afectar por el diámetro y
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estado de salud del folículo dominante (Henderson et al. 1987). Pero además, por

factores extrínsecos como la aplicación de estrógenos (inductores de atresia) (Burke

et al. 2007) y la nutrición. A este respecto, los experimentos realizados in vitro por

Armstrong et al. (2002) demuestran que la capacidad secretora de las células de la

granulosa, obtenidas a partir de folículos pequeños, se incrementa cuando las

hembras son alimentadas con dietas de mejor calidad nutricional que las de

mantenimiento. Estos resultados indican que es posible inducir, en el corto plazo,

cambios en el potencial esteroidogénico de los folículos pequeños que pueden

afectar el patrón de la dinámica folicular. Zachut et al. (2008) sugieren que la

inclusión de ácidos grasos no saturados en la dieta de hembras B. taurus incrementa

el diámetro y la producción de hormonas esteroides en los folículos preovulatorios,

lo cual se puede considerar como consecuencia benéfica para la función ovárica, y

en general para el proceso reproductivo. Por tal razón, es posible que las hembras B.

indicus del experimento sufrieran modificaciones en el patrón de desarrollo folicular

y en la capacidad esteroidogénica de sus folículos, afectando con ello la producción

de las hormonas. Debido a que la pobre calidad nutricional de los forrajes puede

producir un efecto negativo en el patrón de crecimiento y la capacidad

esteroidogénica de los folículos preovulatorios. Sin embargo, se requieren más

estudios para determinar de forma específica el efecto que produce la dieta en las

hembras B. indicus sincronizadas sobre sus patrones de actividad folicular;

crecimiento y producción de hormonas.
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VIII. CONCLUSIONES

La sincronización secuencial de las hembras B. indicus mediante CIDR

produce una respuesta heterogénea, ya que se encontraron diferencias en el inicio

del estro para las hembras detectadas de cada grupo. Además, los niveles de P4

sérica encontrados al inicio del estro, para las hembras detectadas, y al momento de

la ovariectomía fueron siempre <1 ng/ml. Sin embargo, a pesar de que información

es indicativa de actividad cíclica, algunas de las hembras no fueron detectadas en

estro.

Por otra parte, la evaluación del crecimiento folicular demostró que en todas

les hembras sincronizadas se presentó un folículo dominante >10 mm de diámetro.

No obstante, el patrón de crecimiento del folículo dominante fue distinto entre los

grupos de hembras ovariectomizadas. De esa forma, las hembras que inician con

folículos dominantes de menor tamaño requieren más días de crecimiento,

presentan un mayor porcentaje de crecimiento y tienen una relación estrecha entre

el crecimiento folicular y el tiempo de evaluación. Además, los resultados

demuestran que al parecer el tamaño inicial del folículo dominante determina el

momento en que las hembras presentan actividad sexual.

Finalmente, todos los folículos dominantes evaluados presentaron actividad

esteroidogénica, aunque con diferencias entre los grupos. Como era de esperarse, los

folículos dominantes producen más E2 que T4 y P4. También se detectó la expresión

de las enzimas esteroidogénicas P450scc en las células de la granulosa y de la teca

interna y de P450arom en las células de la granulosa. Los valores de fluorescencia

relativa son indicativos de patrones de expresión diferencial entre los tres grupos de

hembras ovariectomizadas.

En consecuencia, los hallazgos de la presente investigación no soportan la

hipótesis planteada, ya que en todas las hembras sincronizadas y ovariectomizadas se

presentó un folículo dominante >10 mm de diámetro el cual es, además,

estrogénicamente activo. No obstante, algunas de las hembras no fueron detectadas

en estro, a pesar de tener las condiciones necesarias para ello; presencia de un

folículo dominante >10 mm de diámetro, niveles de P4 sérica <1 ng/ml, producción
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intrafolicular de E2 y la expresión de las enzimas esteroidogénicas P450scc y

P450arom. Por lo tanto, otros factores además de los descritos previamente

posiblemente determinan la expresión del estro en las hembras B. indicus

sincronizadas con CIDR.

Nuestros resultados aportaron evidencia experimental sobre la capacidad

esteroidogénica de los folículos dominantes de B. indicus, concretamente en lo

referente a la producción intrafolicular de las hormonas esteroides y en la expresión

de las proteínas de las enzimas esteroidogénicas en células del tejido folicular. La

generación de este tipo de información, hasta ahora desconocida y limitada al

ganado B. taurus, es necesaria para incrementar el conocimiento global de la biología

reproductiva de B. indicus.
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