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RESUMEN 

La administración oral de una dosis de glicerol al momento de la luteólisis, incrementa la 
tasa ovulatoria en ovejas. Sin embargo, no se conoce cómo el glicerol causa este efecto 
en un período tan corto y cómo el glicerol es absorbido y digerido. Por tanto, se 
plantearon estudios para evaluar la fermentación in vitro, de tres fuentes energéticas 
como el glicerol, el propilenglicol y la melaza, a fin de determinar diferencias entre ellas y 
las ventajas de cada una. En el capítulo 2 se mostró que el glicerol tardó más tiempo en 
iniciar su fermentación (mayor tiempo lag) y se fermentó básicamente a propionato y 
butirato. El propilenglicol produjo el menor volumen máximo de gas y se metabolizó 
básicamente a propionato. La melaza se comportó como un sustrato rápidamente 
fermentable con una fase lag muy corta. Con la evidencia anterior, se evaluó la 
fermentación in vitro del glicerol, propilenglicol y melaza combinados con forrajes y su 
efecto in vivo sobre las concentraciones sanguíneas de glucosa e insulina (capítulo 3). Se 
mostró que independientemente del forraje utilizado, el glicerol y el propilenglicol 
aumentaron la proporción de propionato, aunque el glicerol se fermentó más lentamente. 
En contraste, la combinación de glicerol, propilenglicol y melaza con ensilado de maíz 
retrasó el inicio de la producción de gas comparado con la combinación con alfalfa. La 
combinación de glicerol y propilenglicol con forrajes cambió la cinética de producción de 
gas y mostró la asociación entre los forrajes y las fuentes energéticas empleadas. In vivo, 
glicerol y propilenglicol aumentaron la glucosa, aunque la respuesta glicémica fue más 
constante en propilenglicol y la respuesta insulinémica fue mayor en el grupo con glicerol. 
Finalmente, estos resultados indican que la fermentación lenta del glicerol pudiera permitir 
su paso a través del rumen y su absorción, ofreciendo al hígado un sustrato 
gluconeogénico que incrementará las concentraciones de glucosa e insulina en sangre. 
Adicionalmente, el glicerol puede incrementar la glucosa a partir de su conversión a 
propionato. El efecto de la suplementación nutricional (“flushing”) sobre la tasa ovulatoria, 
no está completamente entendido pero se relaciona con aumentos en la concentración 
sanguínea de glucosa e insulina, sin cambios en las concentraciones de gonadotropinas. 
Asimismo, se piensa que la nutrición tiene efectos directos a nivel ovárico. Con las 
evidencias anteriores, se evaluó el efecto de una solución a base de glicerol (flushing 
ultracorto), sobre la expresión de genes que regulan la tasa ovulatoria en ovejas (capítulo 
4), y se hipotetizó que el flushing ultracorto aumentaría el número de folículos 
seleccionados para ovulación debido a una disminución en la expresión de RNAm para 
aromatasa P450 o alternativamente al promover la maduración folicular, lo que se vería 
reflejado en un aumento en la expresión de RNAm para la 3β- hidroxiesteroide 
deshidrogenasa (3β-HSD) y para el receptor de LH (LHr). Encontramos que una dosis oral 
de 300 ml de glicerol a 90%, disminuyó significativamente la expresión de RNAm para 
aromatasa P450, 12 horas después del tratamiento. Asimismo, aumentó el número de 
folículos ≥ 3 mm de diámetro y no tuvo efecto sobre la expresión de RNAm para 3β-HSD y 
LHr. El flushing ultracorto aumenta el número de folículos potencialmente ovulatorios, al 
disminuir la expresión de RNAm para aromatasa P450, esto sugiere cambios en la 
retroalimentación estradiol-FSH y parece estar mediado por el sistema glucosa-insulina.   

Palabras clave: Fermentación in vitro, glucosa, insulina, flushing, glicerol, tasa ovulatoria, 
aromatasa P450, 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa, receptor de LH. 
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ABSTRACT 

A single drench of glycerol at the time of luteolysis increased the ovulation rate in sheep. 
However, little is known how a short glycogenic drench might increase ovulation rate in a 
short period of time and about the absorption and digestion of glycerol. We studied the in 
vitro fermentation of glycerol, propylene glycol and molasses, characterized their 
fermentation products and determined the advantages and difference between them. In 
chapter 2 it is shown that glycerol has the longest fermentation time than propylene glycol 
or molasses and is fermented into propionate and butyrate. Propylene glycol had the 
lowest volume of gas production and was metabolized into propionate. Molasses was 
rapidly fermented with a minimum lag time. In a second study we determined the effect of 
corn silage or alfalfa on in vitro fermentation and gas production of glycerol, propylene 
glycol, molasses and the effect of these glycogenic substrates on blood concentrations of 
glucose and insulin in ewes. Glycerol and propylene glycol (chapter 3) increased the 
proportion of propionate, but glycerol showed the longest lag time, independently of the 
forages used. In contrast, the combination of glycerol, propylene glycol and molasses with 
corn silage slowed down the initiation of gas production. The kinetics of ruminal 
fermentation of glycerol and propylene glycol with forages changed and showed the 
interaction between energetic sources and forages. In vivo, glycerol and propylene glycol 
increased the glycemic response. The insulinemic response was greater in the glycerol 
group. Finally, the long lag time of fermentation for glycerol allows for its absorption as 
glycerol escaping rumen fermentation providing the liver a glycogenic substrate that will 
increase glucose and thus insulin concentrations. The effect of nutritional supplementation 
(“flushing”) on the ovulation rate is not completely understood but is related to increases in 
blood glucose and insulin concentrations. A short nutritional stimulus would necessarily be 
acting either directly at the ovarian level or through hormones and factors other than 
gonadotrophins. We evaluated the effect of a glycerol solution (ultrashort “flushing”) on the 
expression of genes that regulate the ovulation rate in sheep (chapter 4). We hypothesized 
that ultrashort  “flushing” enhances the number of follicles selected for ovulation due to 
either a decrease in the expression of P450 aromatase or alternatively by advancing the 
maturation of the ovarian follicles, that would be reflected in an increase in LH receptor 
(LHr) and 3β- hydroxysteroid dehidrogenase (3β-HSD) mRNA expression in the sheep. 
We found that a single drench with 300 ml of a 90% glycerol solution significantly 
decreased the mRNA expression for P450 aromatase, 12 hours after drenching. Likewise, 
the number of follicles ≥ 3 mm in diameter was increased but had no effect on the mRNA 
expression for 3β-HSD and LHR. This decrease in aromatase suggests that the ultrashort 
“flushing” affects the FSH- estradiol feedback through changes in the glucose-insulin 
system.  
 

Key Words: In vitro fermentation, glucose, insulin, flushing, glycerol, ovulation rate, P450 
aromatase, 3β-hydroxysteroid dehidrogenase, LH receptor. 
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INTRODUCCION 

 

La eficiencia reproductiva de pequeños rumiantes es el producto de tres 

factores: fertilidad, prolificidad y sobrevivencia de las crías. La prolificidad, 

determinada por la tasa ovulatoria es, un factor clave en la eficiencia reproductiva 

y puede ser mejorada con la nutrición (Scaramuzzi, 1988). Por su parte, la tasa de 

ovulación, que se define como el número de ovulaciones que tiene un grupo de 

hembras en un determinado ciclo estral, está afectada por factores como la 

genética, la edad de la hembra y la nutrición, que determinan finalmente el número 

de folículos seleccionados en la oleada ovulatoria (Webb y Campbell, 2007). 

Para lograr una mayor productividad se han desarrollado varias estrategias 

reproductivas, que buscan incrementar el número de crías nacidas anualmente por 

hembra. Se han implementado esquemas de inducción de estros, que permiten 

gestar a las hembras fuera de la época reproductiva, y también se ha buscado 

incrementar el número de crías nacidas por parto al aumentar la tasa ovulatoria y 

disminuir la mortalidad embrionaria. El objetivo, por lo tanto, es optimizar el 

potencial tamaño de la camada o la tasa ovulatoria (Martin et al., 2004). 

Con la estimulación nutricional, conocida como “flushing” se puede 

aumentar el número de folículos antrales y la tasa ovulatoria (Martínez, 2004; 

Letelier et al., 2008). En la oveja, la tasa ovulatoria está influída por la nutrición y 

las evidencias encontradas señalan que los mecanismos que la regulan involucran 

una compleja relación entre mecanismos señalizadores intrafoliculares y la 

retroalimentación hipotálamo-hipófisis-ovario. 

 Se han utilizado diversos tratamientos de “flushing” agudo para aumentar la 

tasa ovulatoria, que incluyen la suplementación en la dieta con grano lupino 

(Muñoz-Gutiérrez et al., 2002; Somchit et al., 2009) en ovejas sincronizadas y por 

un tiempo de 5 días; se han utilizado también infusiones intravenosas a base de 

glucosa, glucosamina (Muñoz-Gutiérrez et al., 2002; Gallet et al., 2009) y 

aminoácidos (Downing et al., 1995) durante 3-5 días. Estos tipos de “flushing” se 
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aplicaron en períodos previos a la luteólisis y cercanos a la emergencia de la 

oleada ovulatoria, con el objetivo de aumentar el número de folículos reclutados. 

El período crítico durante el cual la suplementación de corto tiempo estimula la 

tasa ovulatoria va del día 8 al día 4 antes de la ovulación, o de los días 10-14 del 

ciclo estral (Oldham y Lindsay, 1984; Stewart y Oldham, 1986; Nottle et al., 1990). 

Este es el rango de tiempo en el cual la oleada ovulatoria emerge, de tal forma 

que el tratamiento de “flushing” se ha limitado al período fisiológico crítico de 

desarrollo folicular para lograr aumentar el número de folículos (Somchit et al., 

2007; Gallet et al., 2009; Somchit et al., 2009) y la tasa ovulatoria (Martínez 2004; 

Letelier et al., 2008). 

Aunque no está completamente entendido el mecanismo de acción de la 

nutrición sobre la reproducción, las evidencias encontradas indican que la nutrición 

tiene efectos directos a nivel ovárico (Muñoz-Gutiérrez et al., 2002; Muñoz-

Gutiérrez et al., 2004), es independiente de las concentraciones de 

gonadotropinas (Downing et al., 1995a; Gutiérrez et al., 1997a; Muñoz-Gutiérrez et 

al., 2002) y se relaciona con un incremento en los niveles sanguíneos de glucosa 

e insulina (Downing et al., 1995a; Viñoles et al., 2005; Martínez 2004; Aguilar, 

2006). 

Se demostró que la administración oral de una dosis de glicerol a 90% al 

momento de la luteólisis incrementa la tasa ovulatoria en ovejas en un 80% 

(Martínez, 2004; Gutiérrez et al., 2007). Este “flushing” ultracorto actúa desde el 

momento de la luteólisis y se asocia con un aumento transitorio en las 

concentraciones sanguíneas de glucosa e insulina por un período de tiempo 

aproximadamente de 12 horas. Esto indica que existen períodos críticos cercanos 

a la luteólisis, durante los cuales puede aumentar la cantidad de folículos 

ovulatorios y son la ventana fisiológica en la oleada folicular, durante la cual los 

folículos son susceptibles de ser estimulados y rescatados de la atresia. Se 

supone que el mecanismo que produce un aumento en la tasa ovulatoria se 

encuentra a nivel de la selección y dominancia y no en el reclutamiento folicular.  
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Sin embargo, con poca evidencia sobre cómo el glicerol causa este efecto y 

cómo es absorbido y digerido, se planetó realizar estudios de fermentación in vitro 

e in vivo para determinar los productos de su fermentación y su acción sobre la 

concentración sanguínea de glucosa e insulina. De igual forma, se decidió 

determinar el efecto de otras fuentes energéticas, como el propilenglicol y la 

melaza, a fin de determinar diferencias y ventajas entre ellas. Finalmente, se 

evaluó la respuesta a un “flushing” ultracorto con glicerol sobre la expresión de 

algunos genes involucrados en la regulación de la tasa ovulatoria. 

 Con base en lo anterior, el objetivo general de este estudio fue analizar los 

cambios intraóvaricos que conllevan a un aumento de la tasa ovulatoria y la forma 

en que soluciones glucogénicas se digieren y metabolizan.  

Las hipótesis de trabajo fueron:  

-El glicerol, el propilenglicol y la melaza se degradan rápidamente por los 

microbios ruminales y como producto de su fermentación aumentan la proporción 

de propionato, precursor gluconeogénico. 

-La administración de una sustancia glucogénica durante la lutéolisis en ovejas 

aumenta el número de folículos seleccionados y la tasa ovulatoria, probablemente 

regulado por disminución en la expresión de P450 aromatasa y aumento en la 

expresión de RNAm para el receptor de la hormona luteinizante (LHr) y la enzima 

esteroidogénica 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3β-HSD).  

Para probar las hipótesis se establecieron los siguientes objetivos específicos: 

1) Determinar la digestibilidad in vitro de sustancias glucogénicas y sus 

efectos agudos sobre las concentraciones de hormonas metabólicas y sus 

efectos en el reclutamiento folicular. 

2) Describir los mecanismos moleculares y endocrinos que conducen a un 

aumento en el número de folículos seleccionados para ovulación en el 

tratamiento con soluciones glucogénicas. 
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CAPÍTULO 1 

REVISIÓN DE LITERATURA 

 

CICLO ESTRAL DE LA OVEJA 

La oveja es un rumiante poliéstrico estacional que presenta patrones de 

función reproductiva dominada por dos diferentes tipos de ciclos. El primero es un 

ciclo estral con una duración de 16 a 17 días y el segundo es un ciclo anual de 

actividad ovárica determinada por el fotoperiodo (Karsch, 1984). En altas latitudes, 

los ciclos ovulatorios normales ocurren en la mayoría de las razas de ovejas al 

final del verano y a inicio de otoño (estación reproductiva), pero las ovulaciones 

cesan al final del invierno o inicios de la primavera (estación no reproductiva), de 

tal forma que el nacimiento de las crías ocurra bajo condiciones favorables de 

temperatura y disponibilidad de alimento (Forcada y Abecia, 2006). 

La actividad sexual de las ovejas está fuertemente influída por el 

fotoperiodo, principal factor ambiental responsable de la reproducción estacional 

en poblaciones en altas latitudes. Sin embargo, hay una gran variedad de ovejas 

distribuidas en el resto del mundo bajo diferentes condiciones ambientales, 

nutricionales y sociales, en las cuales su respuesta al fotoperíodo puede estar 

modulada por estas condiciones per se. Así, quizás el fotoperíodo no sea el 

principal o único factor que influya sobre la reproducción y por tanto la descripción 

general de reproducción estacional en pequeños rumiantes, no puede ser aplicada 

universalmente (Forcada y Abecia 2006). 

El ciclo estral es una secuencia de cambios morfológicos, ováricos y 

conductuales, así como de eventos endocrinos regulados por la actividad del eje 

hipotálamo-hipófisis-gónada: el hipotálamo (y su secreción de hormona liberadora 

de gonadotropinas (GnRH), la glándula pituitaria (con su secreción de hormona 

luteinizante (LH), hormona foliculoestimulante (FSH), prolactina y oxitocina), el 
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folículo (el cual secreta esteroides e inhibina), el cuerpo lúteo (el cual secreta 

progesterona y oxitocina) y el útero (el cual es responsable de la producción de 

prostanglandina F2α). Las hormonas se secretan en respuesta a mecanismos de 

estimulación e inhibición por retroalimentación y están involucradas en la 

comunicación orquestada entre los diferentes componentes del eje reproductivo 

(Scaramuzzi et al., 1993). 

El ciclo estral se divide en dos fases: fase folicular y lútea. La GnRH 

hipotalámica estimula la secreción de LH desde la pituitaria anterior y el pico 

preovulatorio de la LH produce la ovulación del folículo dominante. Cuando el 

cuerpo lúteo se desarrolla, las concentraciones de progesterona comienzan a 

aumentar y permanecen elevadas durante la fase lútea del ciclo. Esta hormona 

tiene un efecto inhibitorio sobre la liberación pulsátil de LH (Karsch, 1984). En los 

días 11-13 del ciclo, el incremento de prostaglandina F2α induce la luteólisis y, 

consecuentemente, las concentraciones de progesterona disminuyen. La luteólisis 

marca el final del ciclo estral precedente y el inicio de la fase folicular del siguiente. 

La disminución en los niveles de progesterona conlleva a un incremento en la 

frecuencia de los pulsos de LH y la estimulación de la secreción de estradiol desde 

el folículo ovulatorio, para provocar tanto el estro como el pico preovulatorio de LH 

(Karsch et al., 1980). 

 

DIFERENCIACIÓN Y FORMACIÓN DE LOS FOLÍCULOS EN EL OVARIO 

La diferenciación de las gónadas en mamíferos es un proceso dinámico que 

ocurre durante la embriogénesis y tanto las células germinales como las somáticas 

adquieren características específicas de sexo durante el proceso. La meiosis inicia 

en diferentes momentos en hembras y machos; las células germinales femeninas 

inician la meiosis durante la embriogénesis, mientras que en el macho el proceso 

no se inicia sino hasta la pubertad (Baillet et al., 2008).  
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Las gónadas se originan en la parte ventro-medial del mesonefros (riñones 

en desarrollo). La proliferación del epitelio celómico y condensación concomitante 

del mesénquima subyacente da lugar a la formación de las crestas genitales o 

gonadales a ambos lados de la línea media (Aerts y Bols, 2010a). El desarrollo del 

ovario en el embrión involucra tres procesos básicos: 1) la diferenciación de las 

células germinales primordiales (CGP); 2) la migración y proliferación de las CGP, 

y 3) la colonización de las crestas gonadales por las CGP y formación de los 

folículos primordiales (Vanderhyden, 2002). 

En los mamíferos, los ovocitos se originan de un linaje de células 

germinales primordiales que surgen de células del epiblasto extraembrionario, 

localizadas fuera del embrión. La diferenciación de las CGP involucra dos 

proteínas producidas por el ectodermo extraembrionario: proteína morfogénetica 

del hueso (BMP), BMP4 y BMP8b, moléculas que se unen a receptores sobre las 

células epiblásticas pluripotentes para inducir su diferenciación (Ying et al., 2001).  

 Inicialmente estas crestas genitales no contienen CGP, ya que se 

encuentran localizadas en el epitelio del saco vitelino cercano a la base del 

alantoides. Posteriormente, las CGP migran hacia las crestas genitales a lo largo 

de la pared del intestino grueso y del mesenterio dorsal a través de movimientos 

ameboides (Aerts y Bols, 2010a), quizás controlados por señales quimiotácticas 

producidas por las crestas genitales (Oktem y Oktay, 2008), mencionándose el 

ligando Kit (Buehr et al., 1993) e integrinas, entre ellas (Anderson et al., 1999).  

En la migración y proliferación de las CGP se han asociado glicoproteínas 

de la matriz extracelular: colágeno IV, fibronectina, laminina (García-Castro et al., 

1997), integrinas (Anderson et al., 1999) y cadherinas (Bendel-Stenzel et al., 2001) 

así como citocinas (Vanderhyden, 2002). Las citocinas juegan un papel en la 

proliferación y sobrevivencia de las CGP; el factor de crecimiento fibroblástico 

(FGF) (Resnick et al.,1998), factor de necrosis tumoral alfa (TNF) (Kawase et al., 

1994) y el factor inhibitorio de leucemia (LIF) (De Felici y Dolci, 1991; Pesce et al., 
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1993), aumentan el número de CGP en cultivo. Así mismo, el ligando Kit (KL) y su 

receptor (Kit) se han asociado con la migración de las CGP (Matsui et al., 1990; 

Keshet et al., 1991).  

Durante su migración desde el saco vitelino a la gónada, las CGP se 

multiplican por división mitótica y luego de sucesivas rondas de división mitótica, el 

DNA en la ovogonia se replica y tiene lugar la primera división meiótica (día 55 del 

embrión en oveja) (McNatty et al., 2000; Baillet et al., 2008) y las CGP son 

llamadas ovocitos. La primera división meiótica se detiene en diploteno (creando 

un ovocito primario) y permanece en este estado hasta que haya crecido 

completamente y sea estimulado para ovular (Aerts y Bols, 2010a).  

En el  período de transición de mitosis a meiosis de las CGP es cuando se 

observa el mayor número de estas células; sin embargo, justo antes del 

nacimiento disminuye dramáticamente el número de ovocitos como resultado de la 

apoptosis (Vanderhyden, 2002; Aerts y Bols, 2010a). Se ha implicado al factor de 

crecimiento transformante beta (TGFβ1, TGFβ2) y al ligando Fas en la muerte de 

las ovogonias (Guo et al., 1994; Olaso et al., 1998), los cuales modulan la 

actividad de una familia de genes mitocondriales Bcl-2. En el mismo sentido, el 

balance de moléculas antiapoptóticas (Bcl-x) y proapoptóticas (Bax) es necesario 

para la supervivenvia de los ovocitos (Vanderhyden, 2002). 

Una vez que las CGP colonizan la cresta genital adquieren el nombre de 

ovogonias y se entremezclan con las células somáticas que apoyan su posterior 

desarrollo. Las células de la pregranulosa se originan en las células epiteliales que 

se invaginan en la cresta genital. Las ovogonias se asocian con cordones de 

células de la pregranulosa hasta formar folículos primordiales (día 75 del embrión 

de oveja (Baillet et al., 2008), que constan de un ovocito rodeado de una sola capa 

de células aplanadas o pregranulosa (Vanderhyden, 2002). La agregación celular 

probablemente involucra cadherinas (Di Carlo y De Felici, 2000) y la interacción 

del ligando Kit y su receptor para facilitar la adhesión celular (Pesce et al., 1997). 
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Los folículos ováricos no se desarrollan en ausencia del ovocito, lo que 

indica que el ovocito participa en la formación del folículo de estadíos tempranos. 

Se desconocen los factores del ovocito que están implicados en la formación de 

los folículos primordiales; sin embargo, una supresión selectiva del factor de 

transcripción de la línea germinal alfa (FIGα) se relaciona con fallas en la 

formación del folículo primordial y una disminución masiva en los ovocitos (Soyal 

et al., 2000; Vanderhyden, 2002). Algunos estudios han identificado los genes que 

se encuentran corriente abajo del factor de transcripción FIGα y principalmente los 

genes de la familia Nalp (familia de genes que contienen dominios de pirina y 

repeticiones ricas en leucina) han sido involucrados debido a su fuerte expresión 

durante la formación del folículo (Fowler et al., 2009). 

El desarrollo del componente somático de la gónada depende de una 

cascada molecular responsable del desarrollo. Se han identificado algunos de 

estos genes, como el gen supresor del tumor de Wilm´s (Pritchard-Jones et al., 

1990; Pelletier et al., 1991;), Dax-1 (Muscatelli et al., 1994; Kim et al.,1999) y el 

factor esteroidogénico 1 (Luo et al., 1994) (SF-1). Estos dos últimos se reconocen 

como receptores nucleares huérfanos (Vanderhyden, 2002). 

Finalmente, cuando la ontogénesis del ovario culmina, los folículos quedan 

embebidos en una matriz de fibroblastos, colágeno y fibras de elastina 

localizándose en la corteza, mientras que en la médula se observan fibras 

nerviosas, vasos sanguíneos y linfáticos. El ovario está rodeado por una capa 

simple de epitelio germinal cuboidal cubierto por una capa de tejido conectivo 

denso, llamada la túnica albugínea (Aerts y Bols, 2010a).  

Las CGP son células madre únicas, ya que su desarrollo requiere de una 

extensa desmetilación del genoma, supresión de la metilación asociada con genes 

improntados y la reactivación del cromosoma X, normalmente inactivo. Las 

modificaciones epigenéticas específicas de la línea germinal se reactivan durante 

la gametogénesis y se cree que extensas modificaciones genómicas pueden ser 
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necesarias para otorgar pluripotencialidad a las células germinales (Vanderhyden, 

2002). 

 

DESARROLLO FOLICULAR Y MARCADORES MOLECULARES 
INVOLUCRADOS 

Al momento del nacimiento los ovarios de primates y de la mayoría de las 

especies domésticas contienen un número finito de folículos primordiales, mientras 

que en los roedores esta reserva ovárica se desarrolla en los primeros días del 

posparto (Fortune, 2003). Por tanto, los ovocitos presentes en el ovario adulto se 

originan de un número determinado de CGP derivadas de la masa celular interna 

del blastocisto en desarrollo (Picton, 2001).  

En los mamíferos, la hembra cuenta con una reserva de ovocitos que han 

interrumpido su crecimiento en los folículos primordiales, única fuente de ovocitos 

para ser ovulados durante su vida reproductiva. Los folículos primordiales se 

forman durante la vida fetal en bovinos (130 días), ovinos y porcinos (70 días), o 

alrededor del nacimiento en roedores (Fortune, 2003; Baillet et al., 2008). 

El dogma de que la proliferación mitótica de los ovocitos se limitaba a la 

vida fetal o neonatal ha sido cuestionado recientemente con la publicación de un 

artículo de Johnson et al. (2004), referente a la naturaleza predeterminada de la 

reserva ovárica. Los autores reportan haber demostrado la existencia de células 

germinales mitóticamente activas en ovarios de ratones jóvenes y adultos. Ellos 

afirman que existe una renovación de la reserva folicular en los ovarios de los 

mamíferos posnatalmente. Johnson et al. (2004 y 2005) y Zou et al. (2009) han 

sugerido la presencia de células madre ovogonias en el ovario, médula ósea y 

sangre periférica; sin embargo; los estudios y los análisis estadísticos utilizados 

han sido cuestionados y su importancia e impacto para la población folicular aún 

están por establecerse (Binelli y Murphy, 2009). 
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El desarrollo de los folículos ováricos se clasifica según: el tamaño folicular, 

el número de capas de células de la granulosa, el desarrollo de las capas de la 

teca y la presencia de un antro.  

Scaramuzzi et al. (1993) propusieron un modelo funcional que los clasifica 

en base a su dependencia de gonadotropinas en: folículos primordiales, folículos 

comprometidos, folículos sensibles a gonadotropinas, folículos dependientes de 

gonadotropinas y folículos ovulatorios. Se ha estimado que hay cerca de 100.000 

a 250.000 folículos en corderas al nacimiento (Turnbull et al., 1977) y que en algún 

momento hay cerca de 50 folículos antrales en los ovarios de una oveja adulta 

(McNatty et al., 1982; Driancourt et al., 1986). 

En esta revisión se hablará de una clasificación funcional de los folículos en 

desarrollo, con base en  su dependencia y sensibilidad a las gonadotropinas. El 

desarrollo folicular en la vaca y en la oveja toma un tiempo de alrededor 4-5 

meses y aproximadamente 3-4 meses de este tiempo transcurre en el desarrollo 

preantral (Turnbull et al., 1977; Driancourt et al., 1985).  

 

Folículos primordiales 

Los folículos primordiales constituyen la reserva de folículos que no están 

creciendo, los cuales se van agotando durante la vida reproductiva del animal; en 

los ovarios de ovejas jóvenes pueden encontrarse entre 40.000 a 300.000 folículos 

primordiales, con un diámetro de 0.03 mm (Scaramuzzi et al., 1993). Estos 

folículos están caracterizados por tener un ovocito de localización central, 

desprovisto de una zona pelúcida, pero rodeado por una capa aplanada de células 

pregranulosas (Nilsson y Skinner, 2001; Picton, 2001). Estas estructuras están 

desprovistas de una red capilar sanguínea. Los folículos primordiales son el 

estado más pequeño e inmaduro y comienzan su desarrollo bajo el estímulo de 

diversos factores intraováricos y hormonales (McGee y Hsueh, 2000). Este tipo de 

folículos no posee receptores para LH (LHr) en las células de la teca y no 
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expresan receptores para FSH (FSHr), LH en las células de la granulosa, ni 

actividad de aromatasa (Scaramuzzi et al., 1993). 

El compartimiento somático del folículo deriva principalmente de células 

epiteliales superficiales del ovario, que migran y rodean a las células germinales 

para formar la capa de células pregranulosas (Sawyer et al., 2002). Los 

mecanismos que controlan la formación del folículo no se conocen 

completamente; sin embargo, se postula que la comunicación entre células 

germinales y somáticas es necesaria y el sistema Notch es un ejemplo de 

mediador entre este tipo de células. Las células de la pregranulosa de los folículos 

primordiales expresan el receptor NOTCH2, el cual es activado por JAGGED1, 

derivado del ovocito. Interrupciones en la señalización de Notch comprometen la 

formación del folículo y puede reducir la población de folículos primordiales en el 

ratón (Trombly et al., 2009; Buratini y Price, 2011). 

 

Folículos comprometidos 

El inicio del crecimiento folicular o activación folicular se refiere a los 

folículos que dejan el estado primordial de desarrollo en latencia y se reclutan para 

crecer (Fortune, 2003). Hay cambios en este estado de desarrollo, como 

agrandamiento del ovocito, desarrollo cuboidal de las células pregranulosas, 

desarrollo de la zona pelúcida y proliferación de las células cuboidales en capas 

concéntricas alrededor del ovocito. Una vez que se forman 2 ó 3 capas de células 

de la granulosa, las células de la teca se diferencian desde el estroma que está 

alrededor y se alinean de manera concéntrica sobre la membrana basal. Pueden 

encontrarse cerca de 4000 folículos comprometidos en el ovario, con un diámetro 

de 0.03 a 0.1 mm (Scaramuzzi et al., 1993). 

El crecimiento comienza con un reclutamiento inicial (McGee y Hsueh, 

2000), en el cual los folículos primordiales, cuyo desarrollo se encuentra 

suspendido, reciben algún tipo de señal y comienzan a crecer. Se han involucrado 
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algunos factores/hormonas en el crecimiento y diferenciación folicular: insulina, 

miembros de la familia del factor de crecimiento parecido a insulina (IGF) (Thomas 

et al., 2007), miembros de la superfamilia del TGF-β, como el factor de crecimiento 

diferenciante (GDF-9), proteína morfogenética del hueso (BMP-15), hormona 

antimulleriana (AMH) (Durlinger et al., 2002; Knight y Glister, 2006), así como 

otros factores no relacionados a esta superfamilia. Dentro de estos se pueden 

mencionar el ligando Kit (KL), también llamado factor de células madre (SCF) o 

factor steel, y su receptor Kit, factor de crecimiento epidermal (EGF) (Qu et al., 

2000). Algunos de estos factores tienen efectos estimulatorios o inhibitorios sobre 

la activación folicular (Fortune, 2003). Otros estudios han señalado el efecto de las 

neurotropinas y sus receptores sobre el desarrollo folicular temprano en ratones 

(Dissen et al., 2001). En el mismo sentido, se relaciona a factores de crecimiento 

fibroblásticos (FGF) con el desarrollo folicular. La FGF2, proteína localizada en el 

ovocito en vacas y detectada también en las células de la granulosa de folículos 

preantrales en desarrollo (Buratini y Price, 2011), estimula la activación y el 

desarrollo folicular en ratas, humanos y rumiantes (Nilsson et al., 2001; Matos et 

al., 2007; Garor et al., 2009). 

El FGF7, también conocido como factor de crecimiento de queratinocitos 

(FGK), se ha postulado como candidato en la señalización de células somáticas 

en la foliculogénesis temprana. El FGF7 ha sido localizado en las células 

estromales circundantes del folículo primordial en desarrollo en las ratas (Kezele 

et al., 2005) y en las células de la granulosa de folículos preantrales bovinos 

(Berisha et al., 2004). Este factor parece interactuar con el sistema Kit/KL, ya que 

se ha señalado que el FGF7 incrementa la expresión de KL, que a su vez estimula 

a FGF7 (Kezele et al., 2005). 

La acción de algunos de estos factores sobre el crecimiento folicular puede 

variar dependiendo de la especie. Por ejemplo, las células estromales que rodean 

al folículo primario en la rata expresan Kit (Kezele et al., 2005) y el tratamiento con 

KL promovió que las células de la teca circundaran el folículo primario en 



13 

 

fragmentos ováricos bovinos en cultivos (Parrot y Skinner, 2000). KL ha sido 

propuesto como el principal regulador de la formación de la capa de la teca 

(Skinner, 2005); sin embargo, en la oveja KIT no fue localizado ni en las células 

estromales que rodean al folículo primario ni en las células de la teca de folículos 

preantrales (McNatty et al., 1999). KIT se encuentra en ovocitos de todos los 

estados de desarrollo folicular en el ratón (Horie et al., 1991) y en humanos (Horie 

et al., 1993). 

Las proteínas morfogenéticas óseas (BMPs) están implicadas en el 

desarrollo preantral y en la activación folicular. Esto incluye a la BMP6, la cual se 

expresa en células de la granulosa de folículos preantrales y en ovocitos (Webb y 

Campbell, 2007). Además, la transición de folículo primordial a primario es 

favorecida por BMP4 y BMP7 (Drummond, 2005).  

También se ha estudiado la interrelación entre algunos factores. Por 

ejemplo, se puede mencionar que la expresión de KL puede ser suprimida por 

GDF-9, ya que se ha comprobado que GDF-9 recombinante puede inhibir la 

expresión de KL en las células de la granulosa (Joyce et al., 2000). Otsuka y 

Shimasak (2002) indicaron que otro factor secretado por el ovocito, como BMP-15, 

puede estimular la expresión de KL en las células de la granulosa de ratas. 

Otro de los factores que se han relacionado con la activación folicular es el 

estradiol. Cultivos de piezas ováricas fetales de vaca, obtenidas en diferentes 

momentos de la gestación, revelaron que hubo una máxima producción de 

estradiol por los ovarios colectados en el día 80 de gestación; por el contrario, los 

niveles de  estradiol no fueron detectables en el día 160 de gestación. Esta última 

reducción en los niveles de estradiol es consistente con el momento de inicio de la 

activación folicular fetal. Por otra parte, el tratamiento con estradiol de piezas 

fetales ováricas colectadas entre los días 90-140 de gestación, disminuyó la tasa 

de activación folicular (Yang y Fortune, 2008). 

http://www.publish.csiro.au/view/journals/dsp_journal_fulltext.cfm?nid=44&f=RD09218#R20
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El factor de transcripción (FOXL2) es un mecanismo de regulación esencial 

(Schmidt et al., 2004) de las células somáticas en la activación folicular. En 

ausencia de FOXL2, la población folicular se queda detenida en el estado 

primordial de desarrollo. Algunos genes regulados por FOXL2 incluyen a la 

proteína de regulación aguda de la esteroidogénesis (Star), proteína esencial para 

la esteroidogénesis (Pisarska et al., 2004), lo que implica aún más a los esteroides 

sexuales en la activación de los foliculos primordiales y complementa la 

información de Yang y Fortune (2008) quienes hablan sobre el control que pudiera 

tener el estradiol en esta activación. 

Algunos estudios postulan que existen algunos factores de transcripción 

involucrados en esta transición de folículo primordial a primario. Por ejemplo, la 

supresión del factor de transcripción Nobox (factor específico del ovocito) resulta 

en una disminución de la reserva folicular (Rajkovic et al., 2004). Este factor de 

transcripción regula genes expresados por el ovocito, como GDF9 y BMP15 

(Ballow et al., 2006). Hay otros dos factores de transcripción implicados en la 

activación folicular, como  los miembros de la familia de genes Lim, entre ellos la 

proteína Lim 8 (Lhx8) (Choi et al., 2008a), y el factor de transcripción que regula la 

ovogénesis-espermatogénesis (Sohlh2) (Choi et al., 2008b). La supresión de estos 

factores puede inducir una disminución en los folículos primordiales. 

Este tipo de folículos primarios expresa receptores para FSH en las células 

de la granulosa y receptores para LH en las células de la teca. A pesar de que 

diversos estudios in vitro han probado la hipótesis de que la FSH puede promover 

el desarrollo de folículos preantrales (Fortune, 2003), y a pesar de la expresión de 

receptores para FSH y LH, se considera que el crecimiento de estos folículos 

comprometidos es independiente de gonadotropinas.  

La transición de folículos primarios a secundarios puede ser estimulada por 

el factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF), demostrado en tejido ovárico 

de vaca in vitro (Yang y Fortune, 2007). 

http://www.publish.csiro.au/view/journals/dsp_journal_fulltext.cfm?nid=44&f=RD09218#R82
http://www.publish.csiro.au/view/journals/dsp_journal_fulltext.cfm?nid=44&f=RD09218#R84
http://www.publish.csiro.au/view/journals/dsp_journal_fulltext.cfm?nid=44&f=RD09218#R6
http://www.publish.csiro.au/view/journals/dsp_journal_fulltext.cfm?nid=44&f=RD09218#R12
http://www.publish.csiro.au/view/journals/dsp_journal_fulltext.cfm?nid=44&f=RD09218#R13
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Folículos sensibles a gonadotropinas 

Después de la formación del antro, los folículos crecen lentamente. El 

folículo toma alrededor de 30 días para incrementar de 0.2 mm a 0.7 mm. Sin 

embargo, al final de este estado la velocidad de crecimiento se incrementa y el 

folículo toma 5 días para crecer de 0.8 mm a 2.5 mm. La tasa máxima de 

proliferación de las células de la granulosa se alcanza cuando el folículo es de 

0.85 mm de diámetro, disminuyendo posteriormente (Turnbull et al., 1977). La 

actividad de la enzima aromatasa, se detecta en esta clase de folículo. Sin 

embargo, no se detectan cantidades apreciables de estradiol hasta que el folículo 

alcanza aproximadamente 0.5 mm (Scaramuzzi et al., 1993). La actividad de la 

aromatasa por célula incrementa en paralelo con el incremento en la sensibilidad 

de las células de la granulosa a la FSH.  

Campbell (2009) menciona que el comienzo de la fase sensible a 

gonadotropinas en el desarrollo folicular ha sido difícil de probar y aunque el FSHr 

esté presente en los folículos con solo una o dos capas de células de la granulosa 

(Mc Natty et al., 1999 y 2000), hay poca evidencia de que concentraciones 

fisiológicas de FSH puedan modular el desarrollo folicular en este estado de 

desarrollo. Sin embargo, Campbell et al. (2004) mencionan que estudios de ovario 

autotransplantado para evaluar el desarrollo preantral en condiciones hipo, hiper y 

normogonadotrópicas, los han llevado a sugerir que el inicio de la fase sensible a 

gonadotropinas se encuentra alrededor del comienzo de la fase folicular 

multilaminar terciaria. Esto último también coincide con el momento de desarrollo 

folicular, durante el cual se detecta la expresión de RNAm para LHr, cuando la 

teca se forma alrededor de las células de la granulosa (McNatty et al., 1999, 

2000).  

Todo esto es apoyado aún más por la evidencia de que se detecta RNAm 

para enzimas esteroidogénicas como citocromo P450 cortadora de la cadena 

lateral (P450scc), citocromo P450 17α hidroxilasa (P450c17) y 3β hidroxiesteroide 
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deshidrogenasa (3β-HSD) luego de la formación de la teca interna (Bao y 

Garverick, 1998), y la citocromo P450 aromatasa (P450arom) se detecta 

solamente en las células de la granulosa. Estos patrones de expresión de RNAm 

confirman que el estado de desarrollo folicular sensible a gonadotropinas es 

funcionalmente esteroidogénico y los folículos tienen la habilidad para producir 

estradiol, progesterona y andrógenos en cantidades pequeñas, pero significativas 

(McNatty et al., 1999, 2000; Webb et al., 2003). Además, los folículos sensibles a 

gonadotropinas también expresan altos niveles de RNAm y proteínas para las 

subunidades de activina/inhibina (McNatty et al., 1999) y hormona antimulleriana 

(Campbell, 2009). 

De igual forma, se ha asociado a los miembros del sistema Insulina/IGF 

como moduladores potenciales del desarrollo folicular independiente de 

gonadotropinas. En este sentido, el estudio de Armstrong et al. (2002) demostró 

que los folículos preantrales de bovino expresan RNAm que codifica para IGFBP-2 

y 3 y para el receptor de IGF-1. Webb et al. (2003) reportan que la exposición del 

folículo y del ovocito en desarrollo a las acciones proliferativas y diferenciantes de 

los IGFs está básicamente modulada por la expresión local y abundante de 

IGFBP-2 durante estados preantrales del  desarrollo folicular (Webb et al., 2003), 

apoyado también por estudios de cultivo in vitro (Walters et al., 2006). 

Hay aproximadamente cerca de 25 folículos (entre 1 a 2.5 mm de diámetro) 

sensibles a gonadotropinas que componen el “pool” desde el cual los folículos 

ovulatorios se desarrollarán (McNatty et al., 1982; Scaramuzzi et al., 1993). En 

ovejas, una vez que el folículo alcanza 2 mm en diámetro, sufre una transición de 

independiente a dependiente de gonadotropinas (Driancourt, 2001). El final de la 

fase sensible a gonadotropinas en la oveja está marcado por el pico en el índice 

mitótico de las células de la granulosa en folículos antrales pequeños de 1.2 mm 

de diámetro (Turnbull et al., 1977), seguido de una marcada declinación de este 

índice en folículos de 2-2.5 mm de diámetro. Esto señala el inicio de la fase 
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dependiente de gonadotropinas en esta especie, que, a su vez, está acompañado 

por un incremento en la tasa de atresia folicular  (McNatty et al., 1999). 

 

Folículos dependientes de gonadotropinas 

Las gonadotropinas, FSH y LH controlan los estados finales de la 

foliculogénesis. Este control también está dado por la expresión diferencial de 

factores de crecimiento derivados del ovocito y de células somáticas, que modulan 

la acción de las gonodotropinas en puntos clave del desarrollo folicular (Campbell, 

2009). Como su nombre lo indica, la FSH juega un papel crucial tanto en el 

crecimiento como en la diferenciación del folículo y ha sido probado en ovejas 

(McNeilly et al., 1992; Campbell et al., 1998a) y vacas (Garverick et al., 2002) y 

confirmado en otras especies, como el ratón (Kumar et al., 1997) y los humanos 

(Simpson, 2008). 

 En el mismo sentido, la LH participa de manera importante durante la 

foliculogénesis y la maduración del ovocito. Está bien establecido, en la mayoría 

de las especies, que en un ciclo normal la maduración final y el desarrollo de 

folículos antrales y sus ovocitos es dependiente de un incremento en la secreción 

pulsátil de LH (Baird, 1983; Hillier, 2001).  

La LH tiene efectos directos e indirectos sobre el desarrollo y 

mantenimiento de los folículos antrales. Se ha postulado que existe una 

concentración máxima de LH que es perjudicial para el desarrollo del folículo 

antral (Hillier, 1994) y estudios realizados  en ovejas tratadas con un antagonista 

de GnRH también sugiere la existencia de una concentración umbral de LH 

(Campbell et al., 2007). La LH puede afectar el desarrollo del folículo de una 

manera indirecta a través de su papel esteroidogénico (Baird et al., 1981; Peluso 

et al., 1984; Walters y Schallenberger, 1984), ya que el nivel de secreción de 

estrógenos ováricos depende no solamente de la presencia de un folículo 

estrogénico en el ovario, sino del patrón de LH al cual el folículo está expuesto 
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(Campbell et al., 1999a; 2007). Por tanto, en un ciclo normal, la LH es capaz de 

influir en el nivel y patrón de liberación de la FSH al controlar el nivel de secreción 

de estradiol en el ovario.  

Además, hay evidencias que sugieren que la LH  tiene un mecanismo 

adicional para actuar de manera indirecta sobre el desarrollo de folículos sensibles 

a gonadotropinas, ya que puede influir sobre el nivel de secreción de inhibina A 

(Campbell et al., 2007). 

Para que un folículo progrese de sensible a gonadotropinas a dependiente 

de gonadotropinas, hay un absoluto requerimiento de FSH. El número de folículos 

dependientes de gonadotropinas en el “pool” que crece puede ser de 1 a 8 con un 

diámetro de 2.5 mm. (Scaramuzzi et al., 1993). Con el adecuado apoyo de FSH, 

hay un incremento en la actividad de aromatasa y los folículos secretan estradiol 

en cantidades incrementadas. En esta clase de folículos se detectan receptores 

para LH en las células de la granulosa. Sin un adecuado apoyo de FSH, la 

actividad de aromatasa no se mantiene, la secreción de estradiol cae y los 

andrógenos se acumulan dentro del folículo, conllevando a la atresia. Los folículos 

en el estado dependiente de gonadotropinas tienen requerimientos más altos de 

FSH que los folículos sensibles a gonadotropinas y ovulatorios, una característica 

que los hace vulnerables a la atresia (Scaramuzzi et al., 1993). 

Folículos ovulatorios 

La imagenología ultrasónica transrrectal (Pierson y Ginther, 1984) permitió 

el estudio del desarrollo folicular en rumiantes. Al usar esta metodología, la cual 

permite visualizar folículos ováricos ≥ 2 mm en tamaño, fue posible elucidar que la 

tasa de crecimiento de un folículo desde el reclutamiento hasta que éste alcanza 

el tamaño preovulatorio es aproximadamente de 1mm/día (Bartlewski et al., 1999; 

Evans et al., 2000). 
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En ovejas de ovulación simple, el folículo ovulatorio usualmente alcanza un 

diámetro ≥ 5 mm. Ovejas homocigotas para el gen Booroola pueden tener más de 

5 ovulaciones por ciclo y los folículos pueden alcanzar un tamaño preovulatorio de 

2-4 mm (Montgomery et al., 2001; Souza et al., 2001).  

La transformación del folículo dependiente de gonadotropinas a uno capaz 

de ovular requiere una baja, pero crítica concentración de FSH (Campbell et al., 

1999a). Los folículos ovulatorios tienen un gran número de receptores para LH y 

FSH; el incremento en su tamaño se debe a un aumento en el número de células 

de la granulosa y a la acumulación de líquido folicular en el antro (Turnbull et al., 

1977). El folículo ovulatorio tiene una máxima actividad de aromatasa y por esta 

razón tiene los niveles más altos de estradiol  intrafolicularmente (Hsueh et al., 

1984); de esta forma, es el responsable de 90% de las concentraciones 

circulantes de esta hormona (Baird et al., 1991). 

En el siguiente apartado se describirá más específicamente la modulación 

endocrina y génica que regula el crecimiento de los folículos en etapas más 

tardías de desarrollo y que llevan a la selección del folículo dominante.  

 

DINÁMICA FOLICULAR EN OLEADAS Y MECANISMOS MODULADORES 

El desarrollo folicular que puede ser regulado por gonadotropinas ocurre de 

una manera cíclica y organizada, denominada oleadas de desarrollo folicular. Una 

oleada folicular se define como el crecimiento sincrónico inicial de una cohorte de 

folículos (emergencia), sensibles a gonadotropinas, de los cuales uno, en especies 

o razas monoovulares, es seleccionado para continuar su crecimiento y se vuelve 

el folículo dominante. Mientras está creciendo, el folículo dominante promueve 

atresia en los otros folículos de la misma cohorte (Evans, 2003). La foliculogenésis 

dependiente de gonadotropinas se divide en tres etapas: reclutamiento, selección 

y dominancia. 
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En algunas especies, como ratas, primates y cerdos, los folículos 

dominantes se desarrollan solamente durante la fase folicular y se destinan, 

entonces, para la ovulación. En otro grupo de especies, como la vaca, oveja y 

yegua, el reclutamiento, la selección y la dominancia ocurren a intervalos 

regulares, pero sólo el folículo dominante presente durante la fase folicular ovula 

(Fortune, 1994).  

Con el uso de la ultrasonografía transrrectal se demostró la existencia de 

las oleadas foliculares en la vaca y se pudo monitorear diariamente el desarrollo 

folicular en animales (Pierson y Ginther, 1984; Sirois y Fortune, 1988). El ciclo 

estral del bovino está caracterizado por dos o tres oleadas de crecimiento folicular 

(Adams, 1999). 

 Las oleadas foliculares en la oveja ocurren en forma similar a las de la vaca, 

ya que estas oleadas están precedidas por incrementos transitorios, en forma de 

oleadas cada 3 a 5 días (Bister y Paquay 1983), de las concentraciones de FSH, 

que estimulan la emergencia de la oleada folicular (Evans et al., 2000; Souza et 

al., 1998). También se confirmó por ultrasonografía el patrón en forma de oleadas 

de folículos 3 a 5 mm de diámetro y la asociación temporal entre un pulso de FSH 

y la emergencia de cada oleada en la oveja (Ginther et al., 1995; Bartlewski et al., 

1998, 2000; Leyva et al., 1998; Viñoles et al., 1999; Seekallu et al., 2009). 

 En ovejas y cabras, cada oleada folicular emerge cada 4 o 5 días y está 

compuesta por un grupo de folículos reclutados (cohorte) de aproximadamente 2 a 

3 mm de diámetro, de los cuales algunos crecerán hasta un diámetro de 4-7 mm y 

ovularán, mientras que el resto sufrirá atresia (Bartlewski et al., 1999). Un rango 

de 2 a 5 ondas foliculares ocurren en cada ciclo interovulatorio, pero el patrón 

predominante es de 3 ondas que emergen, respectivamente, en los días 0, 6 y 11 

del ciclo estral del ovino (Rubianes, 2000). En la oveja se ha descrito también una 

dinámica folicular compuesta de cuatro oleadas (Toosi et al., 2009; Seekallu et al., 

2010). 
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 A continuación se describirán los cambios endocrinos y marcadores 

moleculares involucrados en el reclutamiento cíclico, selección y dominancia que 

llevan al folículo a convertirse en ovulatorio. 

Reclutamiento cíclico 

En la vaca, cada oleada de crecimiento folicular está caracterizada por el 

reclutamiento de 3 a 5 folículos que crecen por encima de 4 mm de diámetro. Este 

grupo de folículos reclutados continúa su crecimiento hasta que alcanzan un 

diámetro de 8 mm y en ese momento un folículo es seleccionado para continuar 

su crecimiento y se convierte en folículo dominante (Webb et al., 2003).  El 

reclutamiento implica que una cohorte de folículos antrales escapa de la apoptosis 

debido a los niveles incrementados de la FSH circulante (Aerts y Bols, 2010b). En 

la vaca una cohorte de folículos en desarrollo abarca entre 5-10 folículos 

(Driancourt, 2001), pero puede contener por encima de 24 folículos (Mihm y 

Austin, 2002). En la oveja, el número de folículos reclutados pueden ser entre 1 a 

8, con un diámetro de 2.5 mm (Scaramuzzi et al., 1993). 

La involución del folículo dominante durante una oleada de crecimiento 

causa un aumento transitorio en FSH circulante; además, la pérdida del folículo 

dominante está acompañada por una disminución en los niveles de hormonas 

sintetizadas por el folículo, como estrógenos e inhibina, por tanto, disminuye la 

retroalimentación negativa que ejercen estos esteroides sobre la FSH y esto 

produce un incremento temporal en la secreción de esta gonadotropina. La FSH 

actúa como un factor de sobrevivencia para los folículos antrales tempranos y, por 

lo tanto, es la gonadotropina responsable del reclutamiento de una nueva cohorte 

de folículos antrales para la próxima oleada folicular (Webb et al., 1999a; Fortune 

et al., 2004; Aerts y Bols, 2010b). 

 Los folículos reclutados están caracterizados por la expresión de RNAm 

que codifica para LHr y FSHr en las células de la teca y de la granulosa, 

respectivamente, con pocos cambios en la expresión de estos receptores durante 
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este estado de desarrollo. La expresión de RNAm para P450scc y P450arom se 

detecta en las células de la granulosa. A medida que el folículo madura, hay un 

cambio en la dependencia de FSH a LH y éste puede ser parte de los mecanismos 

involucrados en la selección del  folículo dominante. Además, hay cambios en los 

patrones de expresión de RNAm para receptores de gonadotropinas y enzimas 

esteroidales en las células foliculares, estrechamente ligados a cambios en las 

concentraciones periféricas de gonadotropinas (Webb et al., 1999a). 

En estudios de Gong et al. (1996a) y Garverick et al. (2002) se ha 

comprobado el papel que cumple la FSH en el crecimiento folicular y en la 

expresión de RNAm para P450scc y P450arom, en animales tratados con 

agonistas de GnRH y con infusiones de FSH. La expresión de RNAm para 

P450scc y P450arom en las células de la granulosa y para P450c17 en las células 

de la teca fue mayor en los folículos reclutados de vacas infundidas con FSH y con 

un agonista de GnRH que en los folículos reclutados de tamaño similar en vacas 

con ciclos estrales normales. Además la infusión de FSH en vacas tratadas con un 

agonista de GnRH indujo una mayor expresión de P450scc y P450arom en 

folículos pequeños comparado con vacas testigo (Garverick et al., 2002). Esto 

puede ser comparable con lo que ocurre en ovejas, que poseen el gen mayor 

FecB, el cual incrementa la tasa ovulatoria y causa una diferenciación folicular 

precoz. Esto se debe a una mutación en el receptor BMPR-1B y la presencia de la 

mutación en FecB incrementa la expresión de RNAm para P450arom e inhibina βA 

en las células de la granulosa (Campbell 1998b; Webb et al., 1999b). 

Como se ha descrito anteriormente los sistemas de IGF y de la hormona de 

crecimiento participan en el desarrollo folicular en diferentes etapas. Tienen 

participación en el desarrollo preantral y en estados finales del crecimiento 

folicular, lo que permite asociar la acción del sistema de IGF con la etapa de 

reclutamiento, ya que en ovejas, el IGF-1 promueve la proliferación de las células 

de la granulosa de folículos pequeños (1-3 mm de diámetro), mientras que en 
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folículos grandes (> 5 mm) estimula la secreción de progesterona (Monniaux y 

Pisselet, 1992).  

Se sabe que el IGF-I actúa en sinergia con la FSH para estimular la 

esteroidogénesis de las células de la granulosa de folículos de todas las tallas. Se 

sugiere que la biosíntesis de estrógenos y progesterona está regulada 

diferencialmente por IGF-I dependiendo del tamaño de los folículos (Monget et al., 

2002). En un estudio realizado en vacas seleccionadas para ovulación doble,   se 

mostró que las concentraciones de IGF-I están son dos veces más elevadas en la 

sangre y en el fluido folicular que en las de vacas no seleccionadas para esta 

característica. De acuerdo con estos autores, las elevadas concentraciones de 

IGF-I pueden modificar la foliculogénesis ovárica al promover el desarrollo de más 

folículos preantrales, el reclutamiento de más folículos dentro de la cohorte de 

folículos en desarrollo y la selección de dos o más folículos dominantes dentro de 

una oleada folicular (Echternkamp et al., 2004). 

 La hormona del crecimiento se ha relacionado, también, con el 

reclutamiento folicular, ya que en vacas, su administración conduce a un 

incremento de las concentraciones de IGF-I y del número de folículos antrales 

sanos de 2-5 mm de diámetro, sin afectar el número de folículos ovulatorios ni las 

concentraciones séricas de FSH, LH, progesterona o estradiol (Gong et al., 1991). 

Además, en vacas Brahman con deficiencia en el receptor de GH, se observó una 

disminución de 30% del peso corporal, de los niveles de IGF-I, del número de 

folículos con 2-5 mm de diámetro y del número de folículos > a 5 mm, sin cambios 

en los niveles de FSH, LH y estradiol (Chase et al., 1998).  

 Monget et al. (2002) indican que tanto en la vaca como en el ratón se ha 

visto que el IGF-I juega un papel al incrementar la sensibilidad de los folículos 

antrales pequeños (200 µ en el ratón y 5 mm de diámetro en la vaca) a la acción 

de las gonadotropinas y a su transición al estado folicular dependiente de 

gonadotropinas. 
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Selección 

 Durante la selección, uno o dos folículos son seleccionados para continuar 

creciendo; los otros folículos de la cohorte se convierten en subordinados y entran 

en atresia (Driancourt, 2001). En el bovino,  el folículo ovulatorio se selecciona 

alrededor de tres días antes de la ovulación (Webb y Armstrong, 1998). 

 Durante la selección folicular, la expresión de RNAm para LHr, tanto en 

células de la teca como de la granulosa, fue mayor para el folículo recién 

seleccionado comparado con folículos reclutados. En contraste, los niveles de 

RNAm para FSHr en células de la granulosa no cambiaron durante el proceso de 

selección (Bao y Garverick, 1998). 

Tan pronto ocurre la selección del folículo dominante, el RNAm para LHr y 

3β-HSD comienza a expresarse en las células de la granulosa (Bao y Garverick 

1998, Garverick et al., 2002; Webb et al., 2003). De acuerdo con esto, un folículo 

que adquirió receptores para LH en las células de la granulosa antes que otros 

folículos puede inhibir el crecimiento de los otros folículos al inhibir selectivamente 

a la FSH; mientras la FSH es inhibida por estradiol e inhibina, la secreción de LH 

no lo es y el proceso es visto como una competencia en la que el ganador es el 

folículo que primero expresa receptores para LH en las células de la granulosa 

(Lucy, 2007). 

Esto indica que el folículo puede usar el soporte de LH para continuar su 

crecimiento cuando las concentraciones circulantes de FSH han disminuido. Esto 

ha sido demostrado en modelos hipogonadotrópicos con infusión de LH y FSH 

para investigar el papel de estas gonadotropinas en la selección y dominancia 

folicular en vacas (Gong et al., 1996b) y en ovejas (Campbell et al., 2000). En 

ovejas, los folículos comienzan a mostrar LHr cuando miden aproximadamente 3.5 

mm de diámetro (Campbell et al., 2003).  
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Por otro lado, Evans y Fortune (1997) indican que al comparar el folículo 

más grande con los dos subordinados más grandes en el día 2 de la primera 

oleada folicular, en vacas, no encontraron diferencias significativas en el nivel de 

expresión para receptores de gonadotropinas y enzimas esteroidogénicas. No así 

en el día 3 de la oleada: cuando el folículo dominante fue 3 mm más grande que el 

subordinado más grande, se detectaron diferencias en la producción de estradiol y 

en los niveles de RNAm. Específicamente, los niveles de RNAm para LHr y 17 α 

hidroxilasa fueron más altos en la teca interna, así como los niveles de RNAm 

para FSHr y aromatasa en las células de la granulosa del folículo dominante que 

en el folículo subordinado más grande. Además, no fue detectado RNAm para LHr 

en las células de la granulosa, lo que sugiere que la adquisición de LHr ocurre en 

estados más tardíos de diferenciación del folículo dominante. 

  Por su parte, Fortune et al. (2004) proponen al sistema de IGF como uno 

de los principales involucrados en la selección del folículo dominante. El IGF 

promueve la síntesis de estradiol en folículos antrales y, por su parte, las proteínas 

de unión a IGFs (IGFBPs), específicamente las de bajo peso molecular, como 

IGFBP-2, 4 y 5, tienen efectos negativos sobre las acciones de los IGFs al unirse a 

ellos e impedir que se unan a sus receptores. Sin embargo, hay proteasas 

específicas para estas proteínas de unión que se encargan de hidrolizar las 

IGFBPs, permitiendo así que el IGF se una a su receptor. Por tanto, cambios en 

algún componente del sistema de IGF puede afectar potencialmente el desarrollo 

folicular. 

 Rivera et al. (2001) demostraron una asociación negativa entre las 

concentraciones de estradiol y las IGFBPs de bajo peso molecular en el fluido 

folicular en el día 2 de la primera oleada folicular del ciclo estral del bovino. En el 

momento en que sólo hubo una diferencia de 1 mm de diámetro entre el folículo 

dominante y el subordinado más grande, las concentraciones de estradiol en el 

líquido folicular fueron cuatro veces mayores y los niveles IGFBP-4 cerca de 2.5 

veces menores en el folículo dominante que en el folículo subordinado. 
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Posteriormente, con la administración de dosis pequeñas de FSH recombinante 

bovina, lograron la selección de folículos codominantes, que tuvieron altas 

concentraciones de estradiol y bajas de IGFBP-2, 4 y 5 comparados con los 

subordinados (Rivera y Fortune, 2001). 

 Webb et al. (2003 y 2007) mencionan que la FSH inhibe la expresión de 

IGFBP-2 de una manera indirecta y que bajas cantidades de esta proteína y un 

incremento en el número de receptores de LH en las células de la granulosa están 

relacionados con el establecimiento del folículo dominante. En conjunto, estos 

resultados indican que la regulación de la biodisponibilidad de IGF intrafolicular es 

el factor clave que controla la selección y el mantenimiento del folículo dominante 

en la vaca. 

 Rivera et al. (2001) proponen que la dominancia folicular en la vaca está 

asociada con la adquisición de una proteasa para IGFBP-4 (en humanos conocida 

como proteína A del plasma asociada a la preñez (PAPP-A)), que se encuentra 

3.5 veces más concentrada en el folículo dominante que en el folículo 

subordinado.  

Estos estudios muestran evidencias que indican que tan pronto el folículo 

dominante alcanza un mayor tamaño con respecto al resto de la cohorte, su 

líquido folicular tiene significativamente mayores concentraciones de estradiol y 

PAPP-A, pero menores concentraciones de IGFBPs de bajo peso molecular. En el 

mismo sentido, se sugiere que antes de que el folículo dominante sea 

significativamente más grande que el resto de los folículos de la cohorte, éste 

adquiere PAPP-A en respuesta a un incremento en las concentraciones 

circulantes de FSH, lo que conlleva a un incremento de IGF intrafolicular libre, el 

cual sinergiza con la FSH para estimular un rápido incremento en la producción de 

estradiol. El incremento en estradiol ejerce un efecto de retroalimentación negativa 

sobre la secreción de FSH para evitar que otros folículos de la cohorte adquieran 

PAPP-A (Fortune et al., 2004). Además, estudios en folículos de vacas (Nicholas 
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et al., 2002) y de ovejas (Hastie y Haresing, 2006) han demostrado que a medida 

que el folículo incrementa en tamaño, disminuye la expresión para IGFBPs. 

Posteriormente, Beg y Ginther (2006) diseñaron una serie de experimentos 

destinados a dilucidar el papel del IGF en la selección del folículo dominante y 

propusieron una tercera opción que combina las dos teorías: ellos postulan que el 

incremento en la expresión de LHr en las células de la granulosa y el incremento 

en el IGF-I libre ocurren aproximadamente al mismo tiempo, y que la degradación 

de las IGFBPs en el líquido folicular y la expresión de LHr en las células de la 

granulosa probablemente se requieren para el establecimiento de la dominancia. 

Sin embargo, recientemente un estudio realizado por Luo et al. (2011) en 

vacas tratadas con un antagonista del receptor de la hormona liberadora de 

gonadotropina (GnRH), justo antes de la selección folicular, investigaron el papel 

de la LH sobre posibles cambios en las concentraciones de RNAm durante la 

selección del folículo dominante. Estos investigadores encontraron que un evento 

temprano durante la selección del folículo dominante consiste en la inducción de 

RNAm para LHr en las células de la granulosa y la expresión de RNAm es 

dependiente de la LH circulante. 

 

 Dominancia 

 El folículo dominante funcional tiene la capacidad de inhibir el desarrollo de 

otros folículos en ambos ovarios mientras continúa con su crecimiento. De hecho, 

si el folículo dominante es removido, se producirá un nuevo reclutamiento de 

forma inmediata (Ginther et al., 2000). En la vaca, cuando el folículo más grande 

de la oleada, después de aproximadamente 3 días de crecimiento, alcanza un 

diámetro de 8.5 mm en promedio, ocurre una diferenciación entre el futuro folículo 

dominante y el resto de los folículos subordinados. Este momento decisivo se 

denomina "desviación" (Ginther et al., 1999; Beg y Ginther, 2006). El folículo 

dominante en desarrollo es el inhibidor principal de la secreción de FSH y es 
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capaz de continuar su crecimiento a pesar de la reducción en FSH. Esta baja 

concentración de FSH tiene la ventaja de evitar la emergencia de una nueva 

cohorte de folículos en crecimiento (Aerts y Bols, 2010b). La desviación, entre el 

folículo dominante y los subordinados ocurre de manera abrupta y en un período 

crítico de 8 horas, momento en el cual el folículo dominante suprime la FSH y 

provoca la atresia de los folículos antrales restantes (Ginther et al., 2000). 

 Durante el período posterior a la selección y durante el establecimiento de 

la dominancia, existe un crecimiento continuo del folículo, durante el cual se 

incrementa la expresión de RNAm para los receptores de gonadotropinas, 

enzimas esteroidogénicas y de la proteína regulatoria aguda de la 

esteroidogénesis (StAR) en las células de la teca y de la granulosa, y los folículos 

producen grandes cantidades de estradiol, lo que indica que los folículos 

dominantes adquieren una elevada capacidad para producir esteroides a lo largo 

de su desarrollo (Webb et al., 2003). 

 La LH tiene un papel clave durante la fase de dominancia. Ginther et al. 

(2001) consignaron en novillas, que los receptores para LH se expresan en las 

células de la granulosa del futuro folículo dominante 8 horas antes del inicio de la 

desviación. En folículos bovinos en general, los LHr aparecen cuando los folículos 

tienen 8 mm de diámetro (Webb et al., 2003). Por lo tanto, se supone que el 

folículo dominante sufre una transición de dependencia de FSH a LH (Mihm et al., 

2006) Y el folículo dominante es capaz de sobrevivir y madurar a pesar de los 

bajos niveles circulantes de FSH. Durante la dominancia, hay cambios funcionales 

en el folículo dominante, como la disminución en la relación estradiol-progesterona 

(Mihm et al., 2006) para prepararlo para la ovulación. Aún no está claro qué es lo 

que determina que un folículo se convierta en dominante o subordinado. Se ha 

propuesto que la adquisición de LHr en las células de la granulosa es lo que 

diferencia a los folículos dominantes de los subordinados (Bao y Garverick, 1998).   
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 La angiogénesis tiene un papel importante en el desarrollo folicular, se ha 

demostrado que un incremento en el aporte sanguíneo a folículos antrales 

individuales está asociado con incremento en el desarrollo folicular, con la 

selección y la dominancia folicular (Zeleznik et al., 1981; Plendl, 2000; Acosta et 

al., 2005). Estudios en vacas, cerdos y primates no humanos, bien sea a través de 

la estimulación de la producción de VEGF o de la inhibición de su acción, 

indicaron que este factor puede causar una tasa acelerada o disminuída del 

desarrollo folicular, respectivamente, lo que sugiere que el VEGF tiene un papel en 

el crecimiento folicular (Zimmermann et al., 2002; Shimizu et al., 2003; Acosta et 

al., 2005).  

El factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF) es un factor que regula 

la angiogénesis en el ovario. Se ha observado que los folículos dominantes tienen 

un lecho vascular más grande por acción de factores angiogénicos, como el 

VEGF, y se ha propuesto que también tienen un suministro mayor de 

gonadotropinas con respecto a los folículos subordinados (Barboni et al., 2000). 

 

TASA OVULATORIA: FACTORES QUE LA AFECTAN Y MECANISMOS 
REGULATORIOS INVOLUCRADOS 

La tasa de ovulación, que se define como el número de ovulaciones que 

tiene un grupo de hembras en un determinado ciclo estral, está afectada por 

factores como la genética y ambientales. 

 El potencial de la tasa ovulatoria se controla genéticamente en una 

determinada raza o especie, sin embargo, puede estar influída por la 

administración exógena de hormonas y por factores ambientales como la nutrición. 

En ovejas se han identificado algunas razas de tasa ovulatoria alta como 

Romanov y Finish Landrace. En estas razas la tasa ovulatoria refleja la acción de 

varios genes y la selección folicular es multigénica (Webb et al., 1998). La fase 
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folicular es de mayor duración, debido a que las concentraciones de estrógenos 

son mayores y las concentraciones de FSH disminuyen de manera lenta (Bindon 

et al., 1979). La mayor duración de la fase folicular ofrece la oportunidad de 

reclutar y mantener una mayor cantidad de folículos preovulatorios. 

Existe otro grupo de razas de ovejas, en las cuales, la tasa de ovulación y el 

tamaño de la camada puede ser genéticamente regulado por la acción de un gen 

mayor, llamado gen de la fecundidad (Fec). Las ovejas Booroola (gen FecB), 

Inverdale (gen FecXI) y Hanna (gen FecH) tienen una alta tasa de ovulación que 

refleja la mutación del gen Fec y la mutación se localiza en el cromosoma 6 de la 

raza Booroola y en el cromosoma X para las otras dos razas (Davis, 2005). En la 

raza Booroola se ha observado que los animales heterocigóticos tienen una tasa 

de ovulación de 3 a 4, mientras que en los animales homocigóticos la tasa 

ovulatoria es mayor a 5. Sin embargo, en las razas Inverdale y Hanna los animales 

heterocigóticos tienen una tasa de ovulación alta mientras que los homocigóticos 

son infértiles (Monget et al., 2002). También se identificó una mutación en el gen 

GDF-9 para las razas de ovejas Cambridge y Belclare (Hanrahan et al., 2004), y 

se identificaron cinco mutaciones en la proteína morfogénetica ósea tipo 15 (BMP-

15), y una mutación en el receptor de la proteína morfogenética ósea tipo IB 

(BMPR-IB o cinasa similar a activina 6, (ALK-6)) (Galloway et al., 2000; Monget et 

al.,2002; Hanrahan et al., 2004; McNatty et al., 2005a, 2005b). 

Se han desarrollado varias estrategias, para incrementar el número de crías 

nacidas anualmente por animal gestante y se han implementado esquemas de 

inducción de estros que permiten gestar a las hembras fuera de la época 

reproductiva. También se ha buscado incrementar el número de crías nacidas por 

parto al aumentar la tasa ovulatoria y disminuir la mortalidad embrionaria (Martin et 

al., 2004).  

Hay diferentes métodos para incrementar la tasa ovulatoria, dentro de los 

cuales se puede mencionar el uso de gonadotropina coriónica equina (eCG) y 
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FSH, que promueven el desarrollo de folículos medianos y grandes (Lindsay, 

1991). Otros métodos indirectos son la inmunización contra hormonas esteroides 

(estrógenos, estrona, androstenediona y testosterona) (Campbell et al., 1991), 

inmunización pasiva y activa contra inhibina, que produce aumentos en la FSH y 

en la tasa de ovulación (Wheaton et al., 1992), así como la administración de 

líquido folicular de origen equino (Scaramuzzi et al., 1993; García et al., 2001) y 

bovino (Henderson et al., 1986). 

Sin embargo, Martin et al. (2004) proponen algunos métodos naturales para 

incrementar la eficiencia reproductiva en pequeños rumiantes, buscando una 

producción animal limpia, verde y ética (Martin y Kadokawa, 2006). Dentro de las 

estrategias señalan: 1) el efecto macho, para inducir una ovulación sincronizada 

en hembras anovulatorias; 2) la alimentación focalizada  en la reproducción, con 

suplementaciones nutrimentales de corto tiempo destinadas y diseñadas 

específicamente para algunos eventos reproductivos, tales como producción de 

gametos, sobrevivencia embrionaria, programación fetal y producción de calostro, 

3) una combinación de manejo, nutrición y selección genética para 

comportamiento (temperamento), destinada a maximizar la sobrevivencia de las 

crías. Todas estas estrategias involucran manipulaciones sin fármacos. Se 

menciona que el uso de herramientas para un manejo limpio, verde y ético de los 

animales puede disminuir costos, incrementar la productividad y, al mismo tiempo, 

mejorar la imagen de la industria de la carne y de la leche en la sociedad y en el 

mercado. 

NUTRICIÓN Y TASA OVULATORIA 

La nutrición durante la vida fetal de la oveja puede influir en el número de 

folículos y el subsecuente tamaño de la camada (Robinson et al., 2002). En la 

oveja pospúber la transformación de un folículo primordial a folículo ovulatorio 

toma aproximadamente seis meses (Campbell et al., 2003) y el plano nutricional 

del animal durante este período influye en el número de  folículos que alcanza el 
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estado final de crecimiento (Oldham et al., 1990). Una vez que el folículo ha 

entrado a esta fase de crecimiento sólo tiene dos alternativas: degenerarse a 

través del proceso de atresia u ovular. Más de 99% de los folículos ováricos sufren 

atresia (Hsueh et al., 1994); de esta forma, sólo 0.1-0.2% de los folículos 

presentes al nacimiento llegan a ovular (Webb et al., 2003).  

 El mecanismo por el cual la nutrición aumenta la tasa ovulatoria no está 

totalmente dilucidado; sin embargo, en todos los sistemas de producción animal el 

objetivo es optimizar el tamaño potencial de la camada y la alimentación es uno de 

los principales recursos limitantes para conseguir ese objetivo (Martin et al., 2004). 

 Con los años, se han formulado diversas definiciones del efecto de la 

nutrición. Esto incluye los llamados efectos estático, dinámico e inmediato. El 

término efecto estático se refiere a una mayor tasa de ovulación observada en 

ovejas pesadas comparadas con ovejas livianas, mientras que el efecto dinámico 

se refiere a incrementos en la tasa de ovulación debido a incrementos en el peso 

vivo y la condición corporal debido a una suplementación nutricional durante 

períodos cortos (3 semanas) antes del apareamiento (Lindsay et al., 1993; 

Scaramuzzi et al., 2006). El efecto inmediato se refiere a aumentos en la tasa 

ovulatoria con una suplementación por 4 a 6 días con grano lupino (una 

leguminosa con alto contenido en energía y proteína), sin cambios en el peso vivo 

o la condición corporal (Downing et al., 1995a; Scaramuzzi et al., 2006). 

 Dentro de las estrategias nutrimentales utilizadas está el “flushing”, que 

puede definirse como una sobrealimentación energética que se suministra a las 

hembras algunas semanas antes del empadre, de tal forma que se encuentren 

ganando peso rápidamente antes de la presentación del estro (Heape, 1899). 

 Inicialmente, la suplementación se realizaba 3 semanas antes del empadre; 

posteriormente, Gherardi y Lindsay (1982) indicaron que sólo 9 días de consumo 

antes de la ovulación eran suficientes para promover el aumento en la tasa 

ovulatoria. Oldham y Lindsay (1984) después redujeron ese tiempo a 6 días. Por 
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otro lado, Stewart y Oldham (1986) encontraron que el consumo de lupino causó 

un efecto positivo si el consumo ocurría entre el día 8 y 5 antes de la ovulación; sin 

embargo, el efecto fue negativo o neutral si el consumo ocurría entre los dias 4 y 1 

antes de la ovulación. Posteriormente a estos estudios, el período efectivo para 

tratamientos nutrimentales fue ampliamente reducido en la oveja. El período crítico 

durante el cual la suplementación de corto tiempo estimula la tasa ovulatoria va 

del día 8 al día 4 antes de la ovulación, o los días 10-14 del ciclo estral (Gherardi y 

Lindsay, 1982; Oldham y Lindsay, 1984; Nottle et al., 1985; Stewart y Oldham, 

1986; Teleni et al., 1989; Nottle et al., 1990; Parr et al., 1992). Este es el rango de 

tiempo en el cual la oleada ovulatoria emerge. Sin embargo, dado que el patrón en 

oleadas de desarrollo folicular no había sido aclarado cuando las investigaciones 

arriba mencionadas se desarrollaron, los autores no fueron capaces de asociar el 

período crítico con la emergencia de la oleada ovulatoria. 

 El efecto estático de la nutrición promueve aumentos consistentes en la 

tasa ovulatoria, que van desde 1.2-2%/Kg de aumento en el peso vivo (Lindsay et 

al., 1975). Sin embargo, los resultados obtenidos utilizando el efecto inmediato de 

la nutrición varían desde 0 a 54% (Gherardi y Lindsay 1982; Downing et al., 

1995b; Nottle et al., 1997, Williams et al., 2001). Las fuentes de variación son la 

duración de la suplementación y el día del ciclo en qué se aplica el tratamiento 

(Viñoles et al., 2007). 

 La mayoría de los intentos para determinar la importancia relativa de los 

contenidos de energía y proteína de la dieta han indicado que la energía es el más 

importante (Teleni et al., 1989). En los rumiantes hasta 35% de los requerimientos 

de glucosa pueden provenir de los aminoácidos. Un incremento en la proteína 

resultará, por lo tanto, en un incremento de glucosa. Aunque la suplementación de 

energía y proteína en la dieta incrementan la tasa ovulatoria en las ovejas (Abecia 

et al., 1997), las infusiones de glucosa (Downing et al., 1995a) y de una mezcla de 

aminoácidos también lo hacen (Downing et al., 1995c). Scaramuzzi et al. (2010a), 

en dos estudios realizados en ovejas con ovario autotransplantado, tomaron 
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muestras sanguíneas de la arteria carótida y las venas ovárica y yugular y 

midieron las concentraciones de glucosa, así como las diferencias en las 

concentraciones arterial-venosa (arteria carótida-vena yugular y arteria carótida-

vena ovárica) de glucosa y lactato. Los resultados indican que hay una significante 

remoción de glucosa desde la sangre arterial en su paso por el ovario en las fases 

lútea, folicular temprana y folicular tardía del ciclo estral; además, hubo producción 

de lactato en la fase lútea del ciclo, no así en la folicular, lo que sugiere que en la 

fase lútea del ciclo estral el metabolismo ovárico puede ser anaeróbico. 

 
Dentro de los tratamientos nutrimentales utilizados para provocar un 

aumento de la tasa ovulatoria se pueden mencionar los trabajos con 

suplementación con grano lupino, con glucosa y con glucosamina (Downing et al., 

1995a; Downing et al., 1995b; Muñoz-Gutiérrez et al., 2002), tratamientos orales 

con soluciones glucogénicas, como glicerol, propilenglicol y sus mezclas (Martínez 

2004), suplementación con aminoácidos, como leucina e isoleucina (Downing et 

al., 1995c), así como la adición de ácidos grasos poliinsaturados en la dieta (ácido 

oléico, linolénico y linoléico) (Bilby et al., 2006; Zachut et al., 2008) y la adición de 

ácidos grasos in vitro (Coyral-Castel et al., 2010).  

El rango de duración de estos tratamientos es muy amplio; se han utilizado 

tratamientos largos, que empiezan desde 6 semanas antes del empadre. Sin 

embargo, la tendencia actual es utilizar tratamientos de suplementación cortos, 

que coincidan con los períodos críticos del crecimiento folicular y, por lo tanto, 

ubicados en la parte final de la fase lútea del ciclo estral. 

 

INFLUENCIA DE LA NUTRICIÓN A NIVEL CENTRAL: EFECTOS SOBRE LA 
RETROALIMENTACIÓN HIPOTÁLAMO-HIPÓFISIS-OVARIO 

 Actualmente se acepta que las influencias ambientales sobre la 

reproducción están integradas dentro de mecanismos homeostáticos que 
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controlan la reproducción principalmente a nivel hipotalámico. Por ejemplo, el 

efecto del fotoperíodo en el patrón de actividad reproductiva estacional está 

controlado por la acción de la melatonina sobre el hipotálamo. 

 El efecto de la subnutrición en la reproducción se ejerce en forma 

primaria a nivel del eje hipotálamo-pituitaria, bloqueando la frecuencia de pulsos 

de LH y la ovulación. Sin embargo, Monget y Martin (2007) consignan que la 

cantidad de óvulos liberados no parece estar afectada por cambios en el patrón de 

secreción de LH.  

Los mecanismos que relacionan el estado nutricional con la secreción 

pulsátil de LH no se conocen. Se ha sugerido que existen señales sanguíneas que 

reflejan  el estado metabólico del animal, como glucosa, insulina y leptina, que 

pueden influir en la secreción de LH (Steiner et al., 1983; Butler, 2000).  

Algunos estudios mencionan cambios en la secreción de LH, pero en 

animales sometidos a una restricción alimenticia. En cabras con ayuno por 72 

horas ocurrió una disminución en la frecuencia pulsátil de LH, asociada a una 

disminución simultánea de insulina y de glucosa, aunque esto sólo ocurrió en 

cabras ligeras con un peso corporal < 24 kg (Tanaka et al., 2002). De igual forma, 

en cabras ovariectomizadas, con implantes que contenían 17β estradiol y 

sometidas a un ayuno por 72 horas, disminuyó la frecuencia de pulsos de LH, en 

asociación con cambios en glucosa e insulina (Espinosa, 2010).  

En otro estudio, ovejas sometidas a un ayuno agudo durante la fase 

folicular del ciclo estral, mostraron tanto una disminución en la tasa de ovulación y 

en las concentraciones plasmáticas como en la amplitud de pulsos de leptina, LH y 

FSH (Kosior-Korzecka et al., 2006).  

 
Es probable que los efectos inhibitorios de la subnutrición en la secreción 

de LH involucren mecanismos del sistema nervioso central que controlan la 

secreción de GnRH por el hipotálamo (Ebling et al., 1990). No obstante, se conoce 
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poco acerca de cómo el animal informa al sistema nervioso central sobre su 

estado nutricional y de cómo esta información es traducida en una señal 

neuroendocrina. Existen diferentes hipótesis que tratan de explicar como la 

secreción de LH  podría estar regulada por las reservas de grasa corporal o por 

señales metabólicas presentes en la sangre, como glucosa, ácidos grasos libres, 

insulina, tiroxina, GH, leptina e IGF-I (Randel, 1990; Hall et al., 1992; Roche et al., 

2000; Tanaka et al., 2002; Ohkura et al., 2004). Sin embargo, no se ha concluido 

si es una sola señal nutricional específica la que controla la secreción de LH o si 

intervienen  varios factores que actúan sinérgicamente en dicho proceso.  

Dado que la FSH y la LH son necesarias para el crecimiento y maduración 

folicular, se postulaba que los mecanismos por los cuales la nutrición influía en la 

tasa ovulatoria deberían estar mediados por cambios en las concentraciones de 

estas hormonas. 

Las gonadotropinas, sobre todo la FSH, y los circuitos de retroalimentación 

negativa del eje hipotálamo-hipófisis-ovario son de importancia crítica en la 

modulación de la respuesta a la estimulación folicular nutricional (Scaramuzzi et 

al., 2006). Sin embargo, los esfuerzos por encontrar correlaciones entre nutrición, 

cambios en el mecanismo de retroalimentación negativa estradiol-FSH y tasa 

ovulatoria han producido resultados contradictorios. El efecto de la nutrición en los 

niveles de FSH es confuso, con resultados a favor y en contra de aumentos en la 

concentración de esta hormona. En algunos estudios se observó que un mayor 

nivel de ingesta aumentaba las concentraciones de FSH durante la fase lútea y 

folicular del ciclo y esto se asoció con un aumento en la tasa ovulatoria (Rhind et 

al., 1985; Smith y Stewart, 1990). Sin embargo, ovejas que tienen ovulaciones 

dobles tienen mayores concentraciones de FSH en la fase lútea, pero menores 

concentraciones durante la fase folicular, respecto a ovejas con ovulación simple 

(Scaramuzzi y Radford, 1983; Lindsay et al., 1993). Este hallazgo tendría sentido, 

ya que un aumento en el número de folículos en crecimiento conduciría a la 

secreción extra de estrógenos e inhibina, que reducirían los niveles de FSH a 
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través del mecanismo de retroalimentación negativa. Esto es lo que se ha llamado 

la paradoja de la tasa ovulatoria, ya que la asociación entre niveles de FSH, 

crecimiento folicular y producción de estradiol no respeta el mecanismo de 

retroalimentación negativa (Monget y Martin 1997).  

Por otro lado, el incremento en el consumo produce un aumento en el 

reclutamiento folicular en vacas, lo cual se ha asociado a un incremento en la 

insulina circulante, sin observarse cambios en las concentraciones de FSH, 

hormona de crecimiento o IGF-I (Gutiérrez et al., 1997a). O´Callaghan et al. (2000) 

encontraron que al administrar a las ovejas raciones alimenticias de hasta dos 

veces las necesidades de mantenimiento, se aumenta el número de folículos 

mayores de 3 mm y, en consecuencia, la tasa ovulatoria; este manejo tampoco 

aumentó las concentraciones circulantes de IGF-I o FSH. Sin embargo, a pesar de 

la falta de cambios en las concentraciones de FSH (Gutiérrez, et al., 1997a; 

O´Callaghan et al., 2000; Armstrong et al., 2002), la nutrición tiene efectos a nivel 

local en el ovario.  

Para explicar la inconsistencia de los resultados entre autores, Monget y 

Martin (1997) proponen que los niveles normales de gonadotropinas observados 

por algunos autores podrían, en realidad, reflejar un ajuste en el sistema de 

retroalimentación esteroide-gonadotropinas. Se ha postulado que la leptina, uno 

de los productos de secreción del tejido adiposo, sería la responsable de este 

nuevo nivel de ajuste en el mecanismo de retroalimentación hipófisis-ovario 

(Scaramuzzi et al., 2006; Viñoles, 2007). 

Al respecto, Scaramuzzi et al. (2006) mencionan que en el caso de la FSH, 

al estar sujeta a un mecanismo regulatorio por retroalimentación negativa, 

cualquier estímulo nutricional sobre sus concentraciones puede corregirse 

rápidamente por este mecanismo homeostático de retroalimentación. Además, 

comentan que mientras no haya claridad respecto a cuán rápida o transitoria sea 
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dicha corrección luego de una estimulación nutricional, el efecto de la nutrición en 

las concentraciones de FSH permanecerán díficiles de demostrar. 

En relación con las hormonas ováricas implicadas en la retroalimentación, 

algunos estudios señalan que tanto la infusión de glucosa como la suplementación 

con grano lupino suprimen la secreción de estradiol durante la fase folicular del 

ciclo estral y esto parece ser un efecto directo sobre el folículo, ya que se lleva a 

cabo, bien sea en presencia de concentraciones ligeramente aumentadas o en 

ausencia de cambios en la FSH. No está claro si estos efectos de la nutrición 

alteran las vías de señalización estimuladas por la FSH a nivel intracelular o la 

actividad aromatasa estimulada por FSH (Scaramuzzi et al., 2006; Somchit et al., 

2007). 

En la oveja, la suplementación de corto tiempo estimula la foliculogénesis 

(Viñoles et al., 2005; Somchit et al., 2007) e incrementa la tasa de ovulación 

(Teleni et al., 1989; Letelier et al., 2008). Se ha sugerido que el mecanismo de 

este efecto no es principalmente hipotálamico, sino que involucra efectos directos 

de nutrimentos y metabolitos sobre el folículo (Scaramuzzi et al., 2006). Un 

incremento en la nutrición estimula la foliculogénesis y hay fuertes evidencias que 

muestran que el folículo responde a acciones directas de la nutrición. Por el 

contrario, hay poca evidencia acerca de que la nutrición estimule la foliculogénesis 

indirectamente al incrementar la secreción de gonadotropinas. La desnutrición 

inhibe la foliculogénesis y hay evidencia que muestra que este proceso reduce la 

secreción de LH y FSH por acciones centrales sobre el sistema pituitaria-

hipotálamo y, particularmente, por la inhibición del pulso generador de GnRH. 

Estas diferencias sugieren que los efectos de una subnutrición y una 

sobrenutrición sobre la foliculogénesis no son los extremos opuestos de un solo 

mecanismo, sino son dos mecanismos diferentes (Scaramuzzi et al., 2010b). 

Bajo estas circunstancias, el siguiente trabajo se enfocará en un modelo en 

el cual los carbohidratos y ácidos grasos además de tener un papel central como 
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reguladores del metabolismo, tienen funciones señalizadoras, que localmente 

modifican las acciones gonadotrópicas sobre el folículo. 

 

EFECTOS METABÓLICOS DE LA SUPLEMENTACIÓN NUTRIMENTAL: 
MECANISMOS MOLECULARES INVOLUCRADOS 

 Una vía para relacionar la reproducción con la nutrición es a través del 

balance energético negativo. Cuando los requerimientos netos de nutrientes de los 

animales son mayores que el consumo neto de nutrientes, los animales usarán 

sus reservas energéticas como glucógeno, triglicéridos y proteínas para satisfacer 

el déficit: en este estado el animal se encuentra en balance energético negativo. 

En un balance energético positivo el requerimiento neto de nutrientes es menor 

que el consumo neto. El estado metabólico y la partición de nutrientes dentro del 

organismo están regulados por una serie compleja de interacciones entre las 

concentraciones sanguíneas de hormonas metabólicas y el flujo de nutrientes en 

todo el cuerpo. Muchas de las hormonas y nutrientes que ayudan a mantener la 

homeostasis también afectan al sistema reproductivo (Scaramuzzi et al., 2006) 

Los cambios en los niveles circulantes de hormonas son señales 

importantes que informan acerca del estado metabólico del animal (Lindsay et al., 

1993). El folículo tiene un sensor de nutrientes específico y mecanismos 

metabólicos que pueden modificar la foliculogénesis y muchos de los sistemas 

hormonales que responden a la nutrición también afectan al ovario, como el 

sistema de glucosa-insulina, el sistema de IGF y el sistema de leptina (Scaramuzzi 

et al., 2006).  

Sistema Glucosa-Insulina 

Glucosa 

La glucosa es un combustible imprescindible para el metabolismo de las 

células y su estatus está regulado localmente por varios mecanismos 
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intracelulares que, probablemente, estén interrelacionados. Éstos incluyen las vías 

de señalización de insulina, las acciones de la cinasa de monofosfato de 

adenosina (AMPK) y la vía de las hexosaminas (Scaramuzzi et al., 2010b).  

Williams et al. (2001) consignaron que las concentraciones de GLUT-1 y 

GLUT- 4 fueron de 7-18 veces mayor en las células de la granulosa que en las de 

la teca y de la granulosa, sin embargo la concentración de estas proteínas no fue 

afectada por el tratamiento nutrimental. La presencia de estos transportadores de 

glucosa en las células de la granulosa y de la teca de los folículos indican que 

tienen un papel como moduladores de la función folicular. Además, en ovejas con 

autotransplante ovárico se ha determinado un aumento significativo (P<0.001) en 

la concentración arterial de glucosa (58.0 ± 5.0 mg/dL) comparada con la 

concentración en sangre venosa ovárica (42.3 ± 2.4 mg/dL) (Scaramuzzi et al., 

2010a). Williams et al. (2001) proponen tres mecanismos por medio de los cuales 

la glucosa e insulina pudieran afectar la función folicular: 1) los cambios en 

energía disponible, independientemente de los cambios en GLUT, pueden alterar 

el ambiente endocrino y la capacidad esteroidogénica de las células foliculares; 2) 

alteraciones en la función o expresión de los transportadores de glucosa en el 

ovario pueden modificar el consumo de glucosa, y 3) los cambios en las 

concentraciones circulantes de glucosa e insulina conllevan a un incremento en el 

consumo de glucosa, el cual altera la capacidad esteroidogénica, que en parte 

puede afectar la función o la expresión de los transportadores GLUT. 

 

Insulina 
 

Una consecuencia fisiológica del incremento de los niveles de glucosa en la 

sangre es el incremento de la insulina circulante. Se ha propuesto que la 

respuesta al estímulo nutrimental está mediada por el aumento en los niveles de 

insulina, la cual aumenta la utilización de glucosa a nivel ovárico, provocando así 

un aumento de la tasa ovulatoria.  
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En ovejas infundidas intravenosamente con glucosa por 5 días, desde el día 

8 hasta el día 12 del ciclo estral, se incrementaron las concentraciones 

sanguíneas de glucosa e insulina y aumentó la tasa ovulatoria. Los autores 

concluyen que la insulina estuvo involucrada en mediar la ovulación en respuesta 

al estímulo nutrimental (Downing et al.,1995a). De manera similar, el incremento 

en la tasa ovulatoria por infusión intravenosa de una mezcla de leucina, isoleucina 

y valina se asoció a un incremento en las concentraciones sanguíneas de insulina 

(Downing et al.,1995c). En estudios realizados con grano lupino como suplemento 

en la dieta por 5 días, la tasa de ovulación aumentó y se encontraron 

incrementadas las concentraciones sanguíneas de insulina (Scaramuzzi et al., 

2006). De igual forma, Viñoles et al. (2005) señalaron aumentos en las 

concentraciones sanguíneas de glucosa e insulina en ovejas que recibieron un 

suplemento por 6 días; estos aumentos se asociaron a un aumento en el número 

de folículos en crecimiento de 2-3 mm. La administración el día 14 del ciclo estral 

de glicerol a 90% en dosis única en ovejas aumentó las concentraciones de 

glucosa e insulina y esto se relacionó con un aumento en la tasa ovulatoria de 

80% (Martínez, 2004). 

 El folículo tiene un sistema funcional de glucosa-insulina (Ver figura 1.1) y 

se ha comprobado la presencia de receptores para insulina con función de 

tirosincinasa, que se autofosforila al unirse la insulina (Poretsky et al., 1999). Las 

proteínas sustrato del receptor de insulina (IRS-1, IRS-2, IRS-4) interactúan con el 

receptor de insulina, el cual, una vez activado por el ligando y fosforilado, inicia  

las respuestas intracelulares de insulina. Las IRS han sido detectadas en células 

de la granulosa en humanos (Yen et al., 2004) y en células de la teca y de la 

granulosa en la oveja (Somchit, 2008). El folículo expresa otras cinasas activadas 

por la insulina como la cinasa de fosfatidilinositol-3 (PI3K), un miembro de la 

familia de proteíncinasas específicas para serina/treonina (Akt), la cinasa P70S6 

(P70S6K), el blanco en mamíferos de la rapamicina (mTOR) y las cinasas 
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reguladas por la señalización extracelular (ERKs) (Zeleznik et al., 2003; Ryan et 

al., 2007 y 2008). 

 

Figura 1.1. Vías de señalización de insulina en el folículo ovárico. Akt, proteíncinasa para 
serina/treonina;  BAD, proteína antiapoptótica antagonista de Bcl2; ERK 1/2, 
proteíncinasas reguladas por señales extracelulares; FOXO, factores de transcripción 
miembros de la familia Forkhead; GLUT4, transportador de glucosa 4; Grb2, proteína 
adaptadora de unión 2; GSK, proteíncinasa de la glucógeno sintetasa; IRS, sustrato del 
receptor de insulina; MEK 1/2, cinasa de MAPcinasa; mLST8, proteína vinculada a mTOR; 
mTOR, proteincinasa serina/treonina blanco en mamíferos de la rapamicina; mTORC1, 
complejo sensible a mTOR1; PI3K, cinasa de fosfato de inositol 3; PIP2, fosfatidilinositol 
4, 5-difosfato; PIP3, fosfatidilinositol 3, 4, 5-trifosfato; PTEN, fosfatasa y homólogo de la 
tensina; PTP1, protein-tirosina-fosfatasa 1; Rac, proteína GTPasa; Ras, proteína G de 
unión a GTP; RHEB, proteína GTPasa; SHIP, fosfatasa de inositol con homología a SRC; 
Shc, proteína de colágeno homóloga; SOCS, supresor de la señalización de citoquinas; 
Sos 1, factor intercambiador de nucleótidos; TSC1, proteína de esclerosis tuberal 1; 
TSC2, proteína de esclerosis tuberal 2. Las flechas indican las vías de estimulación, las 
terminaciones "T" indican las vías inhibitorias, y las líneas discontinuas indican los 
acontecimientos terminales en una vía. Adaptado de Scaramuzzi et al., 2010b. 
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 Hay por lo menos dos maneras en que la insulina cumple su papel en la 

foliculogénesis. La primera es que la insulina tiene funciones esenciales no 

específicas en el mantenimiento de la integridad y salud de las células foliculares, 

como lo hace en todas las demás células. Segundo, el sistema de insulina-glucosa 

también puede tener efectos específicos en las células de la granulosa y de la 

teca. Esta última posibilidad está apoyada en evidencias derivadas principalmente 

de estudios in vitro que muestran que la insulina tiene acciones específicas 

durante la foliculogénesis y hasta efectos gonadotrópicos directos (Poretsky y 

Kalin, 1987). En estudios in vitro, en medio de cultivo con células de la granulosa 

de folículos bovinos, se demuestra cómo IGF-I e insulina interactúan con FSH 

para estimular la producción de estradiol por estas células (Gutiérrez et al., 

1997b). Datos de estudios in vivo han demostrado que la insulina o tratamientos 

que incrementan la insulina de forma aguda, aumentaron el número de folículos y 

disminuyeron la expresión de aromatasa en células de la granulosa (Somchit, 

2008; Gallet et al., 2009) y las concentraciones circulantes de estradiol (Peluso et 

al., 1991; Letelier et al., 2008; Gallet et al., 2009). 

Vía de las hexosaminas 
 
 La vía de las hexosaminas ha sido propuesta como un sensor celular del 

estatus energético (Marshall et al., 1991), que puede ser un mediador en los 

efectos de la glucosa sobre la expresión de diversos genes. Luego del consumo 

de alimento y de la fosforilación de glucosa a glucosa 6 fosfato, la glucosa se 

utiliza en dos vías principales, la síntesis de glucógeno y la síntesis de ATP vía 

glicólisis o vía del ciclo de los ácidos tricarboxílicos. Sin embargo, una pequeña 

cantidad de glucosa se convierte a fructosa 6-fosfato, que entra a la vía 

biosintética de las hexosaminas; el primer paso en esta vía es la conversión de 

fructosa 6 fosfato en glucosamina 6 fosfato por la enzima glutamin fructosa- 6-

fosfato amidotransferasa. El producto final de esta vía es la UDP-N-acetil 
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glucosamina (UDP-Glc-NAc), principal sustrato para la glicosilación de proteínas. 

(Ver figura 1.2) (Scaramuzzi et al., 2010b). 

La entrada de glucosa a la vía de las hexosaminas regula la expresión de 

algunos genes, cuyos productos tienen efectos en la función folicular. Entre ellos 

están TGFα y FGF2, tanto TGFα como FGF2 inhiben a la aromatasa in vitro 

(Harlow et al., 1995) y la secreción de 17β estradiol in vivo (Campbell et al., 1994; 

Scaramuzzi y Downing 1995). Muñoz-Gutiérrez et al. (2004) mostraron que la 

infusión de glucosamina en ovejas por 3 días incrementó el número de folículos 

grandes y postularon a está vía sensora de nutrientes como mediadora de la 

foliculogénesis estimulada por la nutrición. 

 

 
Figura 1. 2. Vía de biosíntesis de hexosaminas y otras vías metabólicas de glucosa en el 
folículo. GFAT, enzima glutamina fosfato amido transferasa; OGT, enzima O- glucosamil-
N-acetiltransferasa. Adaptado de Scaramuzzi et al., 2010b. 
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Sistema de IGF 
 

El sistema de IGF está compuesto por dos ligandos, (IGF-I e IGF-II), dos 

receptores,  (IGF-IR, IGF-IIR), 8 proteínas de unión para IGF (IGFBP-1, 2, 3, 4, 5 y 

6) y al menos una proteasa para las IGFBPs (Kostecka y Blahovec, 1999; Monget 

et al., 2002). 

El IGF-I está relacionado con el crecimiento folicular y es un potente 

estimulador de la proliferación y de la secreción de esteroides a nivel folicular en la 

mayoría de las especies. Experimentos llevados a cabo con un análogo como IGF-

LR3 muestran los efectos estimulatorios a corto plazo sobre la esteroidogénesis 

folicular y los efectos estimulatorios a largo plazo sobre la proliferación folicular, 

que conllevan a una hipersecreción de estradiol por el ovario (Gutiérrez et al., 

1997b; Scaramuzzi et al., 1999; Scaramuzzi et al., 2006). 

La acción del IGF-I sobre el folículo es estimular la proliferación y la 

esteroidogénesis folicular. Gong et al. (2002) indican que en vacas posparto en 

condiciones de balance energético negativo, las concentraciones sanguíneas de 

IGF son bajas y, por lo tanto, la foliculogénesis y la secreción de esteroides se 

encuentran suprimidas.  

La producción folicular de IGF-I parece estar limitada a pequeños 

mamíferos, como los roedores, con ciclos estrales muy cortos o a especies como 

el cerdo, con alta tasa de ovulación (Hernández 1995; Zhou et al., 1996). Sin 

embargo, los folículos de mamíferos como la vaca, la oveja y la mujer no producen 

cantidades significativas de IGF-I (Bondy et al., 1993; Perks et al., 1995; Perks et 

al., 1999; Mazerbourg et al., 2003; Hastie et al., 2006).  Ya que el mecanismo de 

retroalimentación que controla la secreción hepática de IGF-I no incluye al ovario, 

las acciones intrafoliculares de IGF-I deben controlarse localmente. Al respecto, en 

estudios de suplementación de corto tiempo con infusión de glucosa o consumo 

de grano lupino, no se encontraron cambios en las concentraciones sanguíneas 

de IGF-I en los animales tratados comparados con los animales controles y en 
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relación al sistema intrafolicular de IGF-I, se suprimió la acción de IGF-I al 

disminuir la expresión para RNAm de IGF-IR e IGFBP-5 y aumentar la expresión 

de RNAm para IGFBP-2 (Muñoz-Gutiérrez et al., 2002, 2004, 2005). Se postula 

que el efecto de la suplementación en el sistema de IGF es reducir las acciones 

foliculares de IGF-I a través de las acciones intrafoliculares de IGF-II y de 

proteínas de unión para IGFs, como las IGFBP 2, 4 y 5, que actúan para controlar 

la biodisponibilidad de IGF-I en el folículo (Scaramuzzi et al., 2006). 

Por su parte, Viñoles et al. (2005) proponen que una suplementación de 

corto plazo causa aumentos en las concentraciones sanguíneas de IGF-I y 

proponen que IGF-I probablemente actúa a nivel ovárico promoviendo el 

crecimiento folicular debido a una disminución local de las IGFBPs. 

La administración exógena de IGF-I en un modelo de ovario 

autotransplantado en oveja indujo una hiperestimulación de la foliculogénesis y de 

la secreción folicular de estradiol e inhibina (Scaramuzzi et al., 1999). Bajo 

condiciones fisiológicas, la actividad del IGF-I es mantener en límites precisos y a 

través de sistemas intrafoliculares una sobreactividad del IGF-I intrafolicular 

(Scaramuzzi et al., 2010b). 

 

Sistema de leptina 
 
La leptina es una hormona proteica producida en las células adiposas (Dyer 

et al., 1997), que afecta la función reproductiva. Esta hormona actúa directamente 

en el hipotálamo para regular el consumo, el balance energético de todo el cuerpo 

y tiene una acción directa a nivel ovárico (Spicer et al., 2003). Las concentraciones 

plasmáticas de leptina varían con cambios agudos en la nutrición y están 

correlacionadas con la grasa corporal en la oveja (Blache et al., 2000). 

Existe una relación entre insulina y leptina, ya que la insulina estimula la 

secreción de leptina por los adipocitos. La insulina es una hormona anabólica, que 
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interviene en el metabolismo intermediario de carbohidratos, lípidos y proteínas. 

Así, al promover la lipogénesis puede, de una manera indirecta, incrementar la 

producción de leptina (Poretsky et al., 1999). Hay evidencias que indican que las 

concentraciones de leptina incrementan 2-8 horas después de una comida, lo que 

indica la asociación entre insulina y leptina (Marie et al., 2001).  

Muñoz-Gutiérrez et al. (2002) observaron un aumento en las 

concentraciones plasmáticas de insulina y leptina en ovejas que consumieron 

grano lupino. Las concentraciones plasmáticas de leptina se incrementaron 24 

horas después de comenzar la suplementación y permaneció alta por otras 72 

horas. En otro estudio de suplementación corta por 6 días en ovejas, también se 

consignaron incrementos en las concentraciones sanguíneas de insulina y leptina 

(Viñoles et al., 2005). 

En el mismo sentido, se ha comprobado la presencia del sistema de leptina 

en ovarios de ovejas. Trabajos realizados por Muñoz-Gutiérrez et al. (2005) y 

Pisani et al. (2008) han detectado RNAm para el receptor de leptina (ObRb) en el 

folículo de oveja. En ovejas suplementadas por 5 días con infusiones de glucosa o 

con grano lupino en su dieta se incrementó el número de folículos con RNAm para 

ObRb. Algunos experimentos también han revelado que la leptina inhibe la 

secreción in vivo de estradiol y estimula la foliculogénesis durante la fase folicular 

del ciclo estral. La inmunización pasiva contra leptina tuvo el efecto opuesto de 

incrementar la secreción de estradiol (Kendall et al., 2004; Muñoz-Gutiérrez et al., 

2005); aunque la infusión directa de leptina en la arteria ovárica redujo la 

secreción de estradiol (Kendall et al., 2004). 

In vitro, la leptina muestra un efecto bifásico en la esteroidogénesis. En 

células de la granulosa (Campbell et al., 1999b) la leptina en concentraciones 

bajas tuvo acción estimulante, mientras que a dosis altas resultó inhibidora.  

La inhibición que produce la leptina sobre la secreción de estradiol 

aparentemente puede involucrar al sistema de IGF. La inmunoneutralización de 
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IGF-I revirtió los efectos inhibitorios de la leptina en la secreción de estradiol 

(Sirotkin et al., 2005). Además, la leptina inhibió el efecto de IGF-I en la secreción 

de estradiol estimulada por FSH en las células de la granulosa (Zachow y 

Magoffin, 1997; Spicer et al., 2000), e inhibió el efecto de IGF-I en la producción 

de androstenediona estimulada por LH en las células de la teca (Spicer et al., 

2000). 

En el bovino, se ha demostrado que las concentraciones circulantes de 

leptina se relacionan con la condición corporal (Leon et al., 2004). Adicionalmente, 

las concentraciones de leptina en vaquillas aumentan con cada punto que 

aumente la condición corporal y este aumento está asociado con folículos 

dominantes más grandes, aumento en la tasa de crecimiento folicular, persistencia 

del folículo dominante y mayor número de folículos reclutados (Leon, 2003). 

 

Vía de señalización por Cinasa de monofosfato de adenosina (AMPK) 
 
 La AMPK es una cinasa serina /treonina que es activada por un incremento 

en la relación de monofosfato de adenosina (AMP)/Adenosintrifosfato (ATP) y está 

asociada con un agotamiento de ATP en respuesta a estrés ambiental y 

nutrimental (Hardie, 2004).  

 En tejidos periféricos, la AMPK está involucrada en diversas vías 

metabólicas intracelulares, como la entrada de glucosa, glicólisis, oxidación de 

ácidos grasos y síntesis de esteroles (Carling et al., 1987). 

 La AMPK también está implicada en la función ovárica en diversas 

especies, ya que ha sido identificada en células de la granulosa, células de la teca 

y en ovocitos (Tosca et al., 2008). En células de la granulosa in vitro, en vacas, 

dos activadores de la AMPK, como el 5-imidazol-4-carboxamida-1-beta-d-

ribofuranosida (AICAR) y N, N-dimetilimidodicarbonimídico diamida (metformina) 

inhibe tanto la secreción de estradiol como de progesterona (Tosca et al., 2008) y 
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en células de la granulosa aisladas de ovarios de rata inmaduras la AMPK inhibió 

la proliferación celular inducida por FSH (Kayampilly y Menon 2009). Estos efectos 

están asociados a la inhibición de la vía de señalización de proteincinasa activada 

por mitógeno y la cinasa regulada extracelularmente (MAPK; ERK1⁄2).  

 Muchas de las hormonas metabólicas y algunos metabolitos involucrados 

en la reproducción, tales como glucosa, leptina y, en menor grado, resistina, 

adiponectina y ghrelina, pueden actuar a través de la cascada de señalización de 

AMPK (Mitchell et al., 2005).  

Ácidos grasos- Receptores activados por proliferador de peroxisomas 
(PPARs) 
 Hay evidencia de que los ácidos grasos insaturados tienen también un 

papel en la regulación de la reproducción y, más concretamente, en la función 

ovárica. En el ganado vacuno, la suplementación dietética con ácidos grasos 

poliinsaturados produjo cambios en la calidad del ovocito y en varios aspectos de 

la foliculogénesis. Por ejemplo, aumentó el número total de folículos y el tamaño 

del folículo dominante (Staples et al., 1998).  

 Los PPAR son una familia de tres factores de transcripción, α, β, y γ, 

activados por un ligando, que comparten una estructura común con receptores de 

hormonas esteroides y están implicados en la regulación del balance energético y 

metabolismo de los lípidos y actúan como sensores, informando a las células 

acerca del estatus energético.  

Los ligandos endógenos para PPARγ son compuestos lipofílicos (Komar, 

2005), como ácidos grasos poliinsaturados y eicosanoides derivados directamente 

de la dieta o a través de metabolismo. Algunos ligandos sintéticos para PPARγ 

incluyen las tiazolidinedionas (TZDs), una clase de agentes sensiblizadores a la 

insulina (Forman et al., 1996). 
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En varias especies, las tres isoformas de PPAR se han detectado en el 

ovario: PPARγ se expresa fuertemente en las células de la granulosa y en menor 

medida, en las células de la teca y el cuerpo lúteo de los roedores y rumiantes 

(Dupont et al., 2008). El tratamiento con TZD ha producido efectos contradictorios 

en la secreción de esteroides ováricos (inhibición o estimulación de progesterona y 

estradiol) en las células de la granulosa. Las TZDs estimulan la secreción in vitro 

de progesterona y estradiol por las células de la granulosa (Komar et al., 2001), 

mientras que inhiben la secreción de estos esteroides en las células de la 

granulosa humana (Mu et al., 2000). En ratones, la ausencia de PPARγ en los 

ovarios reduce la fertilidad, pero no tuvo efectos sobre la foliculogénesis o tasa de 

ovulación; sin embargo, hubo menos embriones implantados, probablemente 

debido a la menor producción de progesterona por el cuerpo lúteo (Cui et al., 

2002).  

En resumen, aunque el efecto de la nutrición sobre la foliculogénesis y los 

mecanismos involucrados no se conocen completamente, se estudian dos teorías. 

Scaramuzzi et al. (2006) encontraron que en ovejas suplementadas por 5 días con 

una infusión intravenosa de glucosa o con grano lupino aumentaban la tasa 

ovulatoria, la población de folículos pequeños (<3.5mm) (aunque sin cambios en 

los animales con infusión de glucosa), el número de folículos grandes (>3.5 mm), 

las concentraciones de FSH de manera transitoria y las concentraciones 

circulantes de insulina y leptina; disminuían la secreción de estradiol e inhibina, y 

las concentraciones de hormona del crecimiento, y no se modificaban las 

concentraciones de IGF-I. En relación con la expresión génica, señalan que la 

suplementación estimula el sistema intrafolicular de glucosa-insulina y aumenta la 

entrada de glucosa, pero el sistema de IGF-I está inhibido, la expresión de RNAm 

para IGF-IR e IGFBP-5 disminuída y el RNAm para IGFBP-2 aumentado. Por otra 

parte, el sistema intrafolicular de leptina se encuentra estimulado, con incrementos 

de RNAm para leptina y su receptor. Estos investigadores postulan que el 

aumento en las concentraciones de leptina inducido por los suplementos de corta 
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duración disminuye la capacidad del IGF-I para estimular la producción folicular de 

estradiol. Esto, por lo tanto, disminuye el mecanismo de retroalimentación negativo 

ejercido por el estradiol, permitiendo un aumento en la concentración de FSH y el 

desarrollo de más folículos (Ver figura 1.3) (Kendall et al., 2004; Scaramuzzi et al., 

2006). 

 

 

Figura 1. 3. Modelo para la regulación nutrimental de la foliculogénesis y la tasa ovulatoria 

en ovejas. Adaptado de Scaramuzzi et al., 2006. 

 

Por su parte, Viñoles et al. (2005) proponen que la respuesta a la 

suplementación nutrimental está mediada por la acción directa de la glucosa, 

insulina, leptina e IGF-I, y probablemente otras hormonas metabólicas, sobre los 

folículos ováricos (Muñoz-Guiérrez et al., 2002, 2004, 2005; Scaramuzzi et al., 

2006). Estos estímulos metabólicos parecen ejercer sus efectos durante las fases 

finales de crecimiento de los folículos dominantes, cuando las concentraciones de 

FSH son bajas, pero altas concentraciones de glucosa y hormonas metabólicas 

aumentarían la respuesta de los folículos a la FSH. Esto permite a los folículos 
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continuar creciendo a pesar de que el apoyo gonadotrópico haya disminuido. De 

igual forma, sostienen que el efecto de la nutrición no implica cambios en el 

sistema de retroalimentación hipófisis-hipotálamo-gónada (Ver Figura 1.4). 

 

Figura 1.4. Representación esquemática del efecto inmediato de la nutrición sobre la 

actividad ovárica en la oveja. Adaptado de Viñoles et al., 2005. 

 

Aunque no está completamente entendido el mecanismo de acción de la 

nutrición sobre la reproducción, las evidencias encontradas indican que tiene 

efectos directos a nivel ovárico (Muñoz-Gutiérrez et al., 2002; Muñoz-Gutiérrez et 

al., 2004), es independiente de las concentraciones de gonadatropinas (Downing 

et al., 1995a; Muñoz-Gutiérrez et al., 2002) y se relaciona con un incremento en 

los niveles sanguíneos de glucosa e insulina (Downing et al., 1995; Martínez 2004; 

Viñoles et al., 2005). 

Scaramuzzi et al. (2010b) proponen ciertos mecanismos y vías integradoras 

entre los diferentes sistemas analizados, que consisten en una cascada de 

múltiples y divergentes vías de señalización intracelular, que modifican una amplia 
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gama de funciones celulares y que se activa cuando las gonadotropinas estimulan 

las células foliculares (Richards et al., 2002; Hunzicker-Dunn y Maizels 2006). Es 

importante destacar que la insulina y el IGF-I también pueden activar estas vías, 

con excepción de la vía AMPc-PKA. Por lo tanto, es posible que la insulina y el 

IGF-I puedan modificar muchas de las respuestas de las células a FSH y 

viceversa. Detalles de las vías intrafoliculares de señalización de la insulina están 

empezando a surgir, pero el conocimiento de cómo las vías de señalización de la 

insulina interactúan e influyen en la esteroidogénesis estimulada por 

gonadotropinas es especulativo (Fig. 1. 5). En estudios recientes, se ha observado 

que un estímulo nutrimental a corto plazo con grano de lupino aumentó el IRS-2 y 

el IRS-4 en las células de la granulosa, pero redujo la aromatasa (Somchit, 2008). 

En otro experimento, una infusión a corto plazo de glucosa aumentó el número 

total de folículos, pero disminuyó el nivel de Akt fosforilada y AMPK, así como la 

aromatasa en lisados de células de la granulosa (Gallet et al., 2009). 

Nuestro limitado conocimiento del efecto de la nutrición sobre el desarrollo 

folicular y los perfiles hormonales impiden que una suplementación particular sea 

aplicada en forma masiva por los productores (Martin et al., 2004). Hasta que no 

podamos explicar esta variación la suplementación de corto plazo es demasiado 

impredecible para ser incorporada dentro del manejo comercial de los rebaños. 
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Figura 1.5. Sitios establecidos (líneas sólidas) y potenciales (líneas discontinuas)  entre las vías de 
señalización de FSH (PKA-AMPc) e insulina (ERK y PI3K) en células de la granulosa y vías de 
comunicación cruzada entre la vía de señalización de FSH y la vía de hexosaminas. Akt, 
proteíncinasa de serina/treonina; AMPc, monofosfato de adenosina; CREB, proteína de unión con 
el elemento de respuesta al AMPc; ERK 1/2, proteincinasas reguladas por señales extracelulares; 
FSH, hormona foliculoestimulante; FSH-R, receptor de FSH; Grb2, proteína adaptadora; GFAT, 
enzima glutamina fosfato amido transferasa; IRS, sustrato del receptor de insulina; OGT, enzima 
O-glucosamil-N-acetil transferasa; MEK 1/2, cinasa de MAP cinasa; PI3K, cinasa de fosfato de 
inositol 3; PIP2, difosfato de inositol; PIP3, trifosfato de inositol; PKA, proteincinasa A; Rac, 
proteína GTPasa; Ras, proteína G de unión a GTP; Shc, proteína de colágeno homóloga a Src; 
Sos 1, factor intercambiador de nucleótidos; TGFα, factor de crecimiento transformante alfa. 
Adaptado de Scaramuzzi et al., 2010b. 
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USO Y METABOLISMO DE SUSTANCIAS GLUCOGÉNICAS EN RUMIANTES 

 Algunas de las sustancias glucogénicas que se han utilizado en la dieta de 

los rumiantes incluyen al glicerol y al propilenglicol y algunas soluciones de 

mezclas entre ellas.  

El glicerol o propanotriol es un alcohol que puede obtenerse de la 

producción de biodiesel y por hidrólisis de triglicéridos y, aunque en general se 

utiliza para productos de cuidado personal y alimentos, algunos autores 

mencionan que el exceso de producción podría dirigirse a la alimentación de los 

rumiantes (Schroeder y Sudekum, 1999; Trabue et al., 2007). 

En el mismo sentido, los estudios con relación a la utilización del 

propilenglicol o propanodiol, que puede obtenerse del glicerol, también mencionan 

su uso como aditivo alimenticio energético en la dieta de rumiantes por sus 

propiedades anticetogénicas y glucogénicas (Rémond et al., 1993; Kristensen y 

Raun, 2007; Trabue et al., 2007).  

Hippen et al. (2008) mencionan que la adición de glicerol a las dietas de 

vacas en período de transición mejora las características de fermentación y 

eficiencia de la alimentación, mejora la palatabilidad de los alimentos, incrementa 

el consumo de agua y es un suplemento esencialmente energético, que 

incrementa las concentraciones sanguíneas de glucosa. Por su parte, el 

propilenglicol es usado comúnmente como aditivo en vacas lecheras en lactación 

temprana para disminuir las concentraciones sanguíneas de ácidos grasos libres y 

betahidroxibutirato e incrementar las concentraciones sanguíneas de insulina 

(Nielsen y Ingvartzen, 2004; Chiofalo et al., 2005). Sin embargo, el uso de 

propilenglicol por períodos largos y en dosis mayores a 500 g/día, debe hacerse 

con precaución, ya que altas concentraciones de esta sustancia pudieran ser 

tóxica para algunos microorganismos ruminales (Trabue et al., 2007). 
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La utilización del glicerol y propilenglicol como precursores glucogénicos se 

ha basado en algunos estudios in vitro e in vivo, en los cuales se menciona que 

aumentan el ácido propiónico como producto de su fermentación (Johns 1953, 

Garton 1961; Emery et al., 1967; Kristensen y Raun 2007, Rémond et al., 1993). El 

propionato es el único ácido graso volátil glucogénico; se estima que puede ser 

extraído de la sangre por el hígado con un 95% de eficacia (Bergman, 1990) y se 

considera la principal fuente de energía para el rumiante. De lo anterior, se deduce 

que en la práctica veterinaria se haya adoptado el uso de precursores 

glucogénicos, como propionato de calcio (Goff et al., 1996), propilenglicol, glicerol 

y combinaciones de algunos de ellos, para incrementar la glucosa y, 

principalmente, para resolver problemas en vacas lecheras en período de 

transición o lactancia temprana, como disminuir los efectos del balance energético 

negativo causado por las altas demandas energéticas de la producción de leche y 

el desorden metabólico que en algunos casos esto conlleva (Hippen et al., 2008; 

Rukkwamsuk et al., 2005).  

La fermentación ruminal y el metabolismo del glicerol y del propilenglicol 

difieren. La administración oral del glicerol puede resultar en su fermentación 

ruminal y ser convertido a propionato. Si el glicerol es absorbido o administrado 

directamente a la circulación puede ser convertido a glucosa en el hígado, 

entrando a una vía glucogénica al nivel de la dihidroxiacetona fosfato y 3 

fosfogliceraldehído. La ventaja que se le atribuye al glicerol como precursor 

glucogénico es que entra en rutas metabólicas más cercanas a la glucosa, 

específicamente en la vía de las triosas fosfato. En el mismo sentido, el 

propilenglicol tiene actividad glucogénica si es fermentado a propionato en el 

rumen o si es absorbido y metabolizado en hígado. El metabolismo hepático del 

propilenglicol depende principalmente de la actividad de la enzima lactato 

deshidrogenasa, enzima que se encarga de la conversión de lactato, sustrato 

común en la gluconeogénesis en rumiantes, en piruvato; el piruvato restaura el 

ciclo del ácido cítrico, permitiendo que la gluconeogénesis aumente (Hippen et al., 
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2008; Nielsen e Ingvartsen, 2004). Además de promover un aumento en ácido 

propiónico y entrar en rutas gluconeogénicas que dan como resultado glucosa, de 

igual forma, se ha señalado que tanto el glicerol como el propilenglicol aumentan 

las concentraciones sanguíneas de glucosa (Linke et al., 2004; Martínez 2004; 

Chung et al., 2007) e insulina en la sangre (Aguilar 2006, Butler et al., 2006; 

Nielsen y Ingvartsen, 2004).  

Otro ingrediente energético que se utiliza en la alimentación de los 

rumiantes es la melaza. La melaza es fuente concentrada de carbohidratos 

rápidamente fermentables en forma de azúcares simples (Wiedmeier et al., 1992) 

y como subproducto de la industria azucarera, se usa en la alimentación del 

ganado para mejorar la palatabilidad y reducir el polvo en los alimentos. Cuando la 

melaza se incluye en cantidades por encima del 15%, se reduce el propionato y 

hay un incremento anormal de ácido butírico (Marty y Preston, 1970; Olbrich y 

Wayman, 1972). Sin embargo, niveles más bajos en la dieta no modifican el patrón 

de fermentación que es similar al observado con dietas altas en granos (Martin y 

Wing, 1966; Hatch y Beeson, 1972). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



58 

 

CAPÍTULO 2 

 

Producción de gas in vitro y fermentación ruminal de glicerol, propilenglicol y 
melaza 

Artículo publicado: 
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CAPITULO 3 
 
Cinética de la producción de gas y fermentación ruminal in vitro de glicerol, 

propilenglicol y melaza combinados con forrajes. Efecto de una sola dosis oral en 

las concentraciones sanguíneas de glucosa e insulina en ovejas 
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RESUMEN 

 
Se determinó la cinética de fermentación ruminal in vitro para glicerol, 

propilenglicol y melaza combinados con forrajes, y se estudió el efecto de su 

administración oral en las concentraciones sanguíneas de glucosa e insulina en 

ovejas. En el estudio 1, la combinación de ensilado de maíz con glicerol (4.31 h) y 

propilenglicol (2.18 h) retrasó el inicio de la producción de gas (P<0.01). 

Independientemente del forraje utilizado, los tratamientos con propilenglicol, 

mostraron los menores volúmenes de producción de gas (P<0.01), ya fuera 

combinado con alfalfa (295.68 ml g-1) o con ensilado de maíz (266.51 ml g-1). El 

glicerol mostró el mayor tiempo lag (P<0.01) y la melaza, el menor (P<0.01). La 

fermentación de glicerol redujo la producción de acetato e incrementó la de 

butirato con el tiempo (P<0.01), mientras que el propionato mostró un incremento 

lineal en el tratamiento con alfalfa (P<0.01), pero un efecto cuadrático (P<0.01) 

con ensilado de maíz. La combinación de alfalfa y propilenglicol redujo la 

producción de acetato y butirato con el tiempo e incrementó la de propionato 

(P<0.01). El patrón de fermentación fue diferente con ensilado de maíz, 

observándose un efecto cuadrático con acetato y propionato (P<0.01). La 

fermentación de la melaza fue similar con los dos forrajes; presentó una 

disminución en la producción de acetato y un incremento en la de butirato con el 

tiempo (P<0.01); el propionato incrementó desde las 0 a las 12 h. En el estudio 2, 
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las concentraciones sanguíneas de glucosa aumentaron a los 30 (P<0.01) y 60 

minutos (P<0.001) después de la administración de glicerol o propilenglicol, 

respectivamente y permanecieron elevadas hasta los 120 minutos para el glicerol 

y 180 minutos para el propilenglicol. Las concentraciones sanguíneas de insulina 

incrementaron significativamente desde los 30 (P<0.05) a los 720 minutos en el 

grupo tratado con glicerol y desde los 90 (P<0.001) a los 720 minutos en el grupo 

de propilenglicol. La fase lag más larga del glicerol pudiera permitir su paso a 

través del rumen y su absorción, ofreciendo al hígado un sustrato gluconeogénico 

que incrementará las concentraciones de glucosa e insulina en la sangre. 

Adicionalmente, el glicerol pudiera incrementar la glucosa a partir de su conversión 

a propionato. El propilenglicol actúa básicamente como precursor gluconeogénico 

a partir de su fermentación a propionato. La combinación de glicerol y 

propilenglicol con forrajes cambia la cinética de producción de gas y muestra la 

asociación entre los forrajes y las fuentes energéticas empleadas. 
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Introducción 

El uso de sustancias con propiedades anticetogénicas y glucogénicas, 

como el glicerol y propilenglicol se ha estudiado extensivamente en rumiantes 

(Griffiths, 1952; Rémond, 1993; Goff y Horst 2001; Hoedemaker et al., 2004; 

Nielsen e Ingvartsen 2004; Chung et al., 2007; Kristensen y Raun 2007; Hippen et 

al., 2008; Osman et al., 2008; Osborne et al., 2009). El glicerol o propanotriol es un 

alcohol que puede obtenerse del procesamiento de las grasas y los aceites, así 

como de la producción del biodiesel. El glicerol puro y refinado con grado 

nutricional se utiliza para productos de cuidado personal y alimentos, aunque su 

uso en la dieta de vacas lecheras es costoso. Sin embargo, algunos autores 

mencionan que un exceso de la producción de glicerol no refinado y crudo podría 

dirigirse a la alimentación de rumiantes (Schroeder y Sudekum 1999; Trabue et al., 

2007; Sudekum et al., 2008). 

La utilización de glicerol y propilenglicol como precursores gluconeogénicos 

se ha basado en algunos estudios in vitro e in vivo, en los cuales se menciona que 

aumentan el ácido propiónico como producto de su fermentación (Johns 1953, 

Garton 1961; Czerkawski y Breckenridge 1972; Rémond et al., 1993; Schroder y 

Sudekum 1999; De Frain et al., 2004; Linke et al., 2004; Nielsen e Ingvartsen 

2004; Kristensen y Raun 2007). El propionato es el único ácido graso volátil 

gluconeogénico; se estima que puede ser extraído de la sangre por el hígado con 

95% de eficacia (Bergman, 1990; Francisco et al., 2002) y se considera la principal 

fuente de energía para el rumiante. De lo anterior se deduce que en la práctica 

veterinaria se haya adoptado el uso de precursores gluconeogénicos, como 

propionato de calcio (Goff et al., 1996; Paton et al., 2004), propilenglicol, glicerol y 

combinaciones de algunos de ellos, para incrementar la glucosa y, principalmente, 

para resolver problemas en vacas lecheras en período de transición o lactancia 

temprana (Miyoshi et al., 2001; Nielsen e Ingvartsen 2004; Chiofalo et al., 2005;  

Osman et al., 2008; Osborne et al., 2009) como disminuir los efectos del balance 

energético negativo causado por las altas demandas energéticas de la producción 
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de leche y el desorden metabólico que en algunos casos esto conlleva (Hippen et 

al., 2008; Rukkwamsuk et al., 2005).  

Hippen et al. (2008) mencionan que la adición de glicerol a las dietas de 

vacas en período de transición mejora las características de fermentación, la 

eficiencia de la alimentación y la palatabilidad de los alimentos, incrementa el 

consumo de agua y es un suplemento esencialmente energético, que incrementa 

las concentraciones sanguíneas de glucosa. Por su parte, el propilenglicol o 

propanodiol puede obtenerse a partir del glicerol (Trabue et al., 2007) y es usado 

comúnmente como aditivo en vacas lecheras en lactación temprana para disminuir 

las concentraciones sanguíneas de ácidos grasos libres y betahidroxibutirato, 

incrementar las concentraciones sanguíneas de insulina, glucosa y ácido 

propiónico (Nielsen y Ingvartzen, 2004; Chiofalo et al., 2005) y disminuir el riesgo 

de hígado graso en vacas lecheras en período de transición (Rukkwamsuk et al., 

2005).  Sin embargo, el uso de propilenglicol por períodos largos y en dosis 

mayores a 500 g/día debe hacerse con precaución, ya que altas concentraciones 

de esta sustancia pudieran ser tóxicas para algunos microorganismos ruminales 

(Trabue et al., 2007). El propilenglicol puede causar efectos como ataxia, 

salivación, hiperventilación y depresión (Nielsen e Ingvartsen, 2004). 

La melaza es un subproducto de la caña de azúcar, usada ampliamente en 

rumiantes como una fuente de carbohidratos solubles rápidamente fermentables 

en el rumen; mejora de la palatabilidad y reduce el polvo en los alimentos 

(Wiedmeier et al., 1992). Los efectos de la melaza en la producción de ácidos 

grasos volátiles están relacionados con su nivel en la dieta. Bajos niveles de 

melaza (<15% de materia seca) en la dieta no modifican el patrón de fermentación 

y la producción de ácidos grasos volátiles es similar a la observada en dietas con 

granos (Martin y Wing, 1966; Hatch y Beeson, 1972), con una producción 

deseable de propionato como sustrato gluconeogénico para el hígado. En 

contraste, cuando la inclusión de melaza excede 15% se observa una reducción 
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en la producción de propionato y un incremento anormal en la de ácido butírico 

(Marty y Preston, 1970; Olbrich y Wayman, 1972). 

La fermentación de los alimentos por los microbios ruminales produce gas y 

la tasa en la cual el gas se produce es directamente proporcional a la tasa en la 

cual el sustrato se degrada. El sistema de producción de gas in vitro permite 

estudiar las características de fermentación de los alimentos en el liquido ruminal y 

se han desarrollado y validado varias técnicas en diferentes experimentos. Estos 

estudios han mostrado el valor de medir la producción de gas como una manera 

de estimar la tasa y la producción de gas durante la fermentación ruminal in vitro 

(Dhanoa et al., 2000; Taghizadeh et al., 2008). Las dietas formuladas para 

rumiantes generalmente son una mezcla de ingredientes individuales; la alfalfa 

(Medicago sativa) es una de las leguminosas que se utiliza ampliamente debido a 

su alto contenido de proteína y digestibilidad, comparada con otros forrajes 

(Engels and Jung 2005). De manera similar, el ensilado de maíz (Zea mays) es 

también un importante componente de la dieta de las vacas lecheras por su alto 

contenido energético (Sheaffer et al., 2006).  

El interés de este estudio fue, primero, determinar la producción de gas y la 

fermentación in vitro de glicerol, propilenglicol y melaza cuando se combinaron con 

alfalfa o ensilado de maíz y, segundo, determinar los efectos de la administración 

oral de una dosis única en las concentraciones sanguíneas de insulina y glucosa. 

Las hipótesis a probar son que cuando el glicerol y el propilenglicol se combinan 

con forrajes, la producción de gas y las variables de fermentación ruminal cambian 

y que, además, ambas sustancias son rápidamente degradadas por los microbios 

ruminales y producen una respuesta insulinémica y glicémica mayor que la 

melaza. 
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2. Material y métodos 
 
2. 1 Producción de gas in vitro (Experimento 1) 
Inóculo e inoculación 

El líquido ruminal se obtuvo de tres borregos Suffolk, utilizando una bomba 

aspiradora, y se almacenó en un termo a temperatura de 39°C; se filtró a través de 

capas de gasa, se mantuvo a una temperatura de 39°C hasta su inoculación a los 

frascos y, finalmente, se añadió al medio de cultivo en una proporción de 10%. 

(Menke y Steingass, 1988). Los sustratos molidos y secos (500 mg) así como los 

aditivos líquidos, se colocaron en frascos de 120 ml,  los cuales se taparon y 

sellaron. El líquido ruminal con el buffer (90 ml) se pipeteó dentro de cada frasco 

que contenía los sustratos y aditivos e inmediatamente los frascos se colocaron a 

baño de María a 39°C. Se utilizaron tres réplicas por tratamiento y tres 

repeticiones del blanco. Los frascos con el blanco sólo contenían líquido ruminal y 

el medio de cultivo. 

Medio de cultivo 

El medio estuvo compuesto por una solución mineral I (6.0 g K2HPO4 por litro de 

agua destilada), una solución mineral II (6.0 g KH2PO4; 6.0 g (NH4)2SO4; 12.0 g 

NaCl; 2.45 g MgSO4 y 1.6 g CaClH2O por litro de agua destilada), una solución 

buffer de carbonato de sodio al 8% y una solución reducida de sulfuro cisteína (2.5 

g de L-cisteína en 15 ml de NaOH (2N); 2.5 g de Na2S y 0.1 ml de rezarsurina 1%) 

(Cobos y Yokoyama, 1995).  

Sustratos para la fermentación 

Muestras de alfalfa y ensilado de maíz (0.5 g) se secaron a 60°C por 24 horas, se 

molieron con una criba de 1 mm y se combinaron con los aditivos líquidos (320 µl), 

glicerol a 90% (p/v), propilenglicol a 90% (p/v) y melaza, en un volumen total de 90 

ml y equivalente a 0.36 g de glicerol, 0.30 g de propilenglicol y 0.48 g de melaza. 

Lecturas de producción de gas 

Se midió la presión de gas con una aguja acoplada a un manómetro (con escala 

de 0-1 Kg cm-2) e insertada a través del tapón de goma, a las 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 
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12, 16, 20, 26, 32, 44, 56, 68, 80 y 92 h de incubación. Las medidas de presión 

(Kg cm-2) se transformaron a volumen y los valores de presión y volumen se 

ajustaron por regresión lineal. La producción acumulada de gas se ajustó al 

modelo propuesto por Menke y Steingass (1988): Y= v/(1+ exp (2-4*s*(t-L))), 

donde Y= volumen total de producción de gas, v= volumen, s= tasa de producción 

de gas, t= tiempo, L= fase lag. 

Determinación de ácidos grasos volátiles en el líquido ruminal 

Se tomaron muestras (1 ml) de los frascos a las 0, 12 y 26 horas de incubación y 

se conservaron en 4 ml de ácido metafosfórico al 25%. Las muestras se 

centrifugaron a 2500 g por 20 minutos y el sobrenadante se colocó en viales para 

la determinación de ácidos grasos volátiles por cromatografía de gases (Erwin et 

al. 1961). 

 

2.2 Determinación de la concentración sanguínea de glucosa e insulina 
(Experimento 2) 
Animales: se utilizaron 16 ovinos, con una condición corporal de 2 y con una 

alimentación de mantenimiento basada en forrajes, alfalfa y rye grass. Los 

animales se asignaron al azar en cuatro grupos de tratamientos (n=4).  

Tratamientos: al grupo testigo se le suministró agua y los otros tres grupos 

recibieron cantidades isoenergéticas (1470.83 Kcal EB) de glicerol (270 ml), 

propilenglicol (246 ml) y melaza (369 ml), en dosis oral única. 
Métodos analíticos para glucosa e insulina: las muestras de sangre se obtuvieron 

por punción de la vena yugular a los -30, 0, 30, 90, 120, 150, 180, 210, 360, 540, 

720, 1080, 1440 minutos post-administración de los tratamientos. Se centrifugaron 

a 1500 g x 20 minutos y se almacenaron para determinación de glucosa e insulina. 

La glucosa se determinó en el plasma por el procedimiento de glucosa oxidasa 

(Trinder, 1969) y la concentración se expresó en mg dL-1. La insulina se determinó 

por radioinmunoensayo (RIA) con el Kit Coat-A Count® (Diagnostic product 

corporation, Los Angeles, CA, USA), con una sensibilidad de 0.064 ng mL-1 y un 
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coeficiente de variación intraensayo de 5.31%; la concentración se expresó en ng  

mL-1. 

 

2. 3 Análisis estadístico 
El estudio de fermentación in vitro se realizó por duplicado en cada ensayo, con 

tres réplicas por tratamiento probado y sus respectivos blancos. El volumen 

máximo de gas, la tasa de producción de gas y la fase lag in vitro se estimaron 

con el PROC NLIN BEST (SAS, 1999). Los datos se analizaron como un diseño 

de bloques al azar y se utilizó la incubación como criterio de bloqueo (dos 

incubaciones) (PROC GLM, SAS, 1999). La comparación de medias se realizó por 

la prueba de Tukey. La concentración de ácidos grasos volátiles se determinó en 

una sola incubación y los datos de proporción molar se transformaron a arcoseno 

de la raíz cuadrada del valor porcentual y se analizaron como un diseño 

completamente al azar. Los datos de las concentraciones sanguíneas de insulina y 

glucosa se transformaron a logaritmo y se evaluaron con el procedimiento MIXED 

para mediciones repetidas de SAS (1999). El modelo estadístico incluyó: animal 

anidado dentro del tratamiento, tratamiento, tiempo y la interacción tratamiento x 

tiempo. Se consideraron significativas las diferencias entre las medias de 

tratamientos al nivel de P<0.05. 

 

 

Resultados 
 

Experimento 1 

En el cuadro 1 se presentan los efectos de la combinación de alfalfa y 

ensilado de maíz con glicerol, propilenglicol y melaza en las variables de cinética 

enzimática in vitro. Los tratamientos con propilenglicol produjeron los menores 

volumenes máximos de gas y aún más si fue combinado con ensilado (P<0.01). 

La tasa de producción de gas diminuyó cuando el glicerol (0.0320 h-1), el 

propilenglicol (0.0341 h-1) y la melaza (0.0583 h-1) se combinaron con el ensilado 
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de maíz (P<0.01). Asímismo, la combinación del ensilado de maíz con el glicerol 

(4.31 h) y el propilenglicol (2.18 h) retrasó el inicio de la producción de gas 

(P<0.01). Independientemente del forraje utilizado, el glicerol mostró el mayor 

tiempo lag (P<0.01) y la melaza el menor (P<0.01). 

En las figuras 1 y 2 se observa el patrón de fermentación ruminal del 

glicerol, propilenglicol y melaza combinados con alfalfa y con ensilado de maíz, 

respectivamente. La fermentación del glicerol redujo la producción de acetato y 

aumentó la de butirato con el tiempo (P<0.01), mientras que el propionato mostró 

un incremento lineal en el tratamiento con alfalfa (P<0.01) (Figura1a), pero un 

efecto cuadrático con ensilado de maíz (P<0.01) (Figura 2a). 

La combinación de alfalfa y propilenglicol (Figura 1b) redujo la producción 

de acetato y la de butirato con el tiempo e incrementó la de propionato (P<0.01). 

Sin embargo, el patrón de fermentación fue diferente con ensilado de maíz (Figura 

2b): similar a lo observado con alfalfa, disminuyó la producción de butirato 

(P<0.01), pero se observó un efecto cuadrático en acetato y propionato (P<0.01). 

El patrón de fermentación de la melaza (Figuras 1c y 2c) con los dos 

forrajes fue similar: presentó una disminución en la producción de acetato y un 

incremento en la de butirato con el tiempo, pero solamente un incremento en 

propionato desde las 0 a las 12 h (P<0.01); la concentración se mantuvo de las 12 

a las 26 horas de incubación. 
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Cuadro 1. Producción acumulada de gas y variables de cinética enzimática  

en tratamientos con glicerol, propilenglicol y melaza combinados con forrajes. 

                                                     Variables de producción de gas 
 
 
                                 Volumen               Tasa de producción  
                             máximo (ml g-1)              de gas   (h-1)              Tiempo Lag  (h)                                               
                                 
                                   Forrajes                         Forrajes                       Forrajes 
 
Fuentes  
energéticas       Alfalfa    Ensilado        Alfalfa     Ensilado        Alfalfa      Ensilado    
 
Glicerol 
 
 
Propilenglicol 
 
 
Melaza 
 

 
401.71ax 

 
 

295.68bx 

 
 

406.65ax 

 
393.60ax 

 
 

266.51by 

 
 

398.62ax 

 

 
 0.0470ax 

 
 

0.0485bx 

 
 

0.0688cx 

 
0.0320ay 

 
 

0.0341ay 

 
 

0.0583by 

 
 2.2214ax 

 

 
0.7540bx 

 
 

0.0722bx 

 
 4.3101ay 

 

 
2.1859by 

 
 

0.4272cx 

 

EEM 6.38   0.002   0.20   

abc Letras diferentes dentro de la columna indican diferencias (P<0.01). 
xyz Letras diferentes dentro de la fila indican diferencias (P<0.01) 
Los valores representan las medias del cuadrado mínimo ± EEM: Error estándar 
de la media de los tratamientos. 
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Figura 1. Patrón de fermentación ruminal para los tratamientos: A) Glicerol + alfalfa; B) 

Propilenglicol + alfalfa; C) Melaza + alfalfa (abc Letras diferentes indican diferencias para acetato, def 

Letras diferentes indican diferencias para propionato, ghi Letras diferentes indican diferencias para 

butirato, *P<0.05 entre tratamientos). Los valores representan la proporción molar (mmol/100 

mmoles) ± error estándar de la media de los tratamientos. 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0 12 26

P
R

O
P

O
R

C
IÓ

N
 M

O
LA

R
 

(m
m

o
l/

1
0

0
 m

m
o

le
s)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0 12 26

P
R

O
P

O
R

C
IÓ

N
 M

O
LA

R
 

(m
m

o
l/

1
0

0
 m

m
o

le
s)

0

20

40

60

80

0 12 26

P
R

O
P

O
R

C
IÓ

N
 M

O
LA

R
(m

m
o

l/
1

0
0

 m
m

o
le

s)

f 

A)  

B) 

C) 

TIEMPO DE INCUBACIÓN (h) 

a b c 

d e 

g h 

i 

a b 

c 
d e 

f 

g g i 

c b a 

e e d 

i g 



78 

 

 

 

 
 

 
Figura 2. Patrón de fermentación ruminal para los tratamientos: A) Glicerol + ensilado de maíz; B) 

Propilenglicol + ensilado de maíz; C) Melaza + ensilado de maíz (abc Letras diferentes indican 

diferencias para acetato, def Letras diferentes indican diferencias para propionato, ghi Letras 

diferentes indican diferencias para butirato, *P<0.05 entre tratamientos). Los valores representan la 

proporción molar (mmol/100 mmoles) ± error estándar de la media de los tratamientos. 
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Experimento 2 

En la Figura 3a se muestran las concentraciones sanguíneas de glucosa e 

insulina entre los grupos tratados con glicerol, propilenglicol, melaza y agua (grupo 

testigo). En las ovejas del grupo testigo no se incrementó significativamente la 

concentración de glucosa con el tiempo. En el tratamiento con melaza, se 

incrementó significativamente la glucosa al minuto 0 (P=0.05), para posteriormente 

disminuir significativamente a partir de los 90 minutos (P<0.01) y mateniéndose 

constante hasta los 1440 minutos. En contraste, la administración oral de glicerol y 

propilenglicol causó un incremento significativo en las concentraciones de glucosa 

a los 30 (P<0.01) y 60 minutos (P<0.001), respectivamente, después de su 

administración; las concentraciones de glucosa permanecieron elevadas hasta los 

180 minutos en el caso del tratamiento con propilenglicol y hasta los 120 minutos 

en el tratamiento con glicerol. En el cuadro 2 se  presentan las probabilidades de 

diferencias entre los tratamientos. 

Después de la administración de la dosis, las concentraciones sanguíneas 

de insulina incrementaron significativamente desde los 30 (P<0.05) a los 720 

minutos en el grupo tratado con glicerol y desde los 90 (P<0.001) a los 720 

minutos en el grupo de propilenglicol. Por otro lado, en el grupo con melaza la 

concentración sanguínea de insulina se incrementó desde los 30 (P<0.05) a los 90 

minutos postratamiento. En el grupo testigo la concentración de insulina se 

mantuvo constante hasta los 180 minutos con un aumento significativo a los 360 

(P<0.01) y 720 minutos (P<0.01) (Figura 3b). En el cuadro 3 se  presentan las 

probabilidades de diferencias entre los tratamientos. 
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A) 

 
B) 

                                             
Figura 3. Concentraciones sanguíneas de glucosa (A) e insulina (B) a diferentes tiempos 

posadministración oral de glicerol, propilenglicol y melaza en ovejas (Letras diferentes 

indican diferencias, *P<0.05 entre tratamientos). Los valores representan la media del 

logaritmo natural ± error estándar de la media de los tratamientos.
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Cuadro 2. Probabilidades de diferencias a través del tiempo en la concentración sanguínea de glucosa. 

 
 

  
                                                 TIEMPO (MINUTOS) 
 
  

TRATAMIENTO -30 0 30 60 90 120 150 180 360 540 720 1440 
             

 
TESTIGO-GLICEROL NS NS <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.057 0.027 NS NS 

 
TESTIGO-
PROPILENGLICOL 
 

NS NS NS <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.009 NS 
 

TESTIGO-MELAZA NS NS 0.047 NS NS NS NS NS NS NS NS NS 
 

GLICEROL-
PROPILENGLICOL 
 

NS NS <0.001 NS NS 0.038 0.003 0.002 0.011 0.023 NS NS 
 

GLICEROL-MELAZA NS NS 0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.002 <0.001 0.004 0.047 NS NS 
 

PROPILENGLICOL-
MELAZA 

NS NS NS <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 NS NS 
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Cuadro 3. Probabilidades de diferencias a través del tiempo en la concentración sanguínea de insulina. 
  

 
  

TIEMPO (MINUTOS) 
 
TRATAMIENTO 

 
   -30 

 
0 

 
30 

 
60 

 
90 

 
120 

 
150 

 
180 

 
360 

 
540 

 
720 

 
1440 

             
TESTIGO-
GLICEROL 
 

0.007 NS NS 0.040 0.005 <0.001 <0.01 <0.001 0.003 <0.001 0.009 NS 
 

TESTIGO-
PROPILENGLICOL 
 

NS 0.011 NS 0.003 NS 0.001 0.001 <0.001 NS <0.001 NS NS 
 

TESTIGO-MELAZA NS NS 0.004    0.009 0.001 NS NS NS NS 0.036 NS NS 
 

GLICEROL-
PROPILENGLICOL 
 

0.036 0.003 0.011 <0.001 0.012 NS NS 0.045 NS NS NS 0.003 
 

GLICEROL-
MELAZA 
 

NS NS NS NS NS 0.002 <0.01 <0.001 0.001 0.009 0.002 NS 
 

PROPILENGLICOL-
MELAZA 

NS 0.002 0.002 <0.001 0.020 NS 0.002 <0.001 0.059 0.036 NS NS 
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4. DISCUSIÓN 

Los resultados del experimento 1 muestran que el glicerol se fermentó con 

una fase lag mayor con respecto al propilenglicol y la melaza, independientemente 

del forraje utilizado. Asimismo, la combinación de glicerol o propilenglicol con 

ensilado de maíz retrasó el inicio de la producción de gas. 

La fase lag larga del glicerol y la menor tasa de producción de gas 

contrastan con los resultados de Rémond et al. (1993), quienes consignaron una 

fermentación rápida entre 4 y 6 horas, en animales adaptados previamente y que 

consumieron glicerol por dos semanas. En el mismo sentido Trabue et al. (2007) 

en un estudio in vitro, indican que luego de 24 horas, 80% del glicerol es 

metabolizado por los microbios ruminales. En el presente estudio, a partir de la 

tasa de producción de gas observada, se estimó que la mitad del volumen máximo 

de gas en el tratamiento de glicerol y alfalfa se produce entre las 12 y 14 horas, y 

entre las 16 y 18 horas si la combinación fue con ensilado de maíz, lo que resulta 

en una fermentación lenta del glicerol. Sin embargo, en otro estudio de producción 

de gas in vitro (Ferraro et al., 2009) al utilizar glicerol sin forrajes, se observó que 

el tiempo lag fue de entre 10 y 12 horas y la mitad del gas se produjo entre 28 y 36 

horas. El presente estudio muestra que la asociación entre los forrajes y el glicerol 

permite una disminución en el tiempo de inicio de la producción de gas.  

Aunque la fermentación del glicerol en el presente estudio fue más lenta 

que la señalada por Rémond et al. (1993), hay que considerar la adaptación previa 

de los animales al consumo de glicerol. Si la administración oral del glicerol se 

hace en una dosis única, la fermentación puede ser lenta, como se observa en 

este estudio; sin embargo, si el glicerol es consumido continuamente en la dieta, la 

adaptación de los microbios puede cambiar la cinética y, así, la tasa de 

degradación y la fase lag. Al respecto, Kijora et al., (1998) mencionan que en 

vacas a las cuales se les administraron 200 g de glicerol vía intrarruminal por 6 

días, la tasa de degradación fue más rápida en el último día de administración, lo 
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que indicó un mecanismo de adaptación de los microorganismos ruminales a la 

utilización del glicerol. Con una fase lag más larga, el glicerol, en teoría, pudiera 

tomar tres vías para su metabolismo: una ruta de desaparición en el rumen hacia 

la formación de ácido propiónico, absorción directa a través del rumen y pasaje 

directo al intestino al escapar de la fermentación ruminal. Al respecto, Holtenius et 

al. (2009) mencionan que la rápida tasa de desaparición del glicerol en el rumen 

observada in vivo, se debió principalmente a la absorción del glicerol y en menor  

grado, al flujo hacia el intestino y digestión microbiana en el rumen. Igualmente 

señalan que el glicerol fue absorbido por difusión pasiva sin transportadores. 

La fermentación del glicerol redujo la producción de acetato y aumentó la de 

butirato, mientras que el propionato mostró un incremento lineal en el tratamiento 

con alfalfa, pero un efecto cuadrático con ensilado de maíz.  Estudios realizados 

por Johns et al. (1953) y Garton et al. (1961) mostraron que el glicerol fue 

principalmente fermentado a propionato. Trabue et al. (2007) observaron que la 

fermentación del glicerol reduce la proporción de acetato y produce ciertas 

cantidades de valerato y caproato. En el mismo sentido, De Frain et al. (2004) 

observaron en vacas posparto que con una dosis de 430 g de glicerol disminuyó la 

producción de acetato y aumentó la de propionato, sin cambios en la de butirato. 

Por su parte, Rémond et al. (1993) muestran un patrón similar de fermentación 

comparado con el presente estudio, en el caso del glicerol combinado con alfalfa; 

estos autores demostraron incrementos significativos en las concentraciones de 

ácido propiónico y butiríco con una disminución significativa en ácido acético.  En 

un experimento in vivo con vacas consignaron que las dosis vía intrarruminal de 

240 g o 489 g de glicerol aumentaron la proporción de butirato y de propionato 

aunque en diferente magnitud.  

De los experimentos mencionados antes y a partir del presente estudio, se 

puede concluir que la administración de glicerol cambia el patrón de fermentación 

de los ácidos grasos volátiles; sin embargo, estos resultados dependen de la vía 

de administración de la sustancia, así como también del tiempo de adaptación al 
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compuesto y por tanto, de su utilización por los microbios ruminales. Cómo se 

observó, en la fermentación del glicerol pueden formarse ciertas cantidades de 

butirato y entonces su actividad glucogénica probablemente dependa más de su 

absorción que de su fermentación hacia propionato o butirato. 

La fermentación del propilenglicol con alfalfa o ensilado de maíz produjo los 

menores volúmenes de gas. El volumen máximo de gas producido por el 

propilenglicol sin forrajes fue 10 veces menor (Ferraro et al., 2009) a lo encontrado 

en este estudio, sugiriendo que la combinación del propilenglicol con los forrajes 

cambia la cinética de producción de gas. Por otro lado, el tiempo estimado para 

obtener la mitad del volumen máximo de gas producido en el tratamiento con 

propilenglicol fue de entre 10 (si estaba combinado con alfalfa) y 14 horas (con 

ensilado de maíz) y estos resultados son similares a las de la fermentación in vitro 

observados por Trabue et al., (2007), del S-propilenglicol y R-propilenglicol que se 

fermentaron completamente a las 24 y 8 horas de incubación, respectivamente. En 

conjunto, la tasa de producción de gas obtenida en este estudio y el volumen de 

gas producido pudieran indicar que el propilenglicol puede ser un precursor 

glucogénico en el rumiante cuando es fermentado en el rumen a propionato y/o 

cuando es absorbido directamente.  

En este estudio el propilenglicol produjo la mayor proporción de propionato, 

a expensas de una reducción en acetato y butirato. Esto es similar a lo encontrado 

por Trabue et al. (2007) en un estudio in vitro. Ellos indican que las 

concentraciones de propionato fueron mayores cuando se añadió S- y R-

propilenglicol al líquido ruminal in vitro. El patrón de fermentación observado en el 

presente experimento, en conjunto con los datos de una menor producción de gas, 

pudiera indicar que el propilenglicol se fermenta principalmente a propionato en el 

rumen, aunque algunos autores mencionan su absorción directa y su conversión a 

glucosa en el hígado. Así, Bruni y Chilibroste (2001) indican que cambios en el 

patrón de fermentación que aumenten la proporción de propiónico a expensas del 
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butírico y acético resultarían en menos producción de gas a partir de la 

fermentación. 

La fermentación de melaza en este estudio presentó características de un 

sustrato rápidamente fermentable en el rumen con una fase lag mínima 

comparada con los otros dos sustratos (glicerol y propilenglicol); además la 

melaza presentó una alta producción de gas, debido a su alta concentración en 

azúcares solubles, principalmente de sacarosa (Wiedmaier et al., 1992). Por otro 

lado, la adición de melaza aumentó la proporción de butirato, disminuyó la de 

acetato e incrementó la de propionato sólo desde las 0 a las 12 horas de 

incubación, independientemente del forraje utilizado. Sin embargo, hay diversos 

estudios que confirman que la fermentación ruminal de melaza incrementa la 

proporción de butirato (Marty y Preston, 1970; Olbrich y Wayman, 1972). 

La administración de glicerol, propilenglicol y melaza en el presente estudio 

causó cambios en la concentración sanguínea de glucosa e insulina. En los 

animales a los cuales se administró glicerol, la respuesta en la concentración de 

glucosa fue inicialmente más rápida con respecto a los grupos testigo y con 

melaza, pero la respuesta glicémica causada por el propilenglicol fue mayor y más 

constante luego de los 60 minutos post-administración. El propilenglicol puede 

absorberse intacto a través de las paredes del rumen para ser metabolizado en el 

hígado, mientras que otra fracción puede convertirse a propionato en el rumen 

antes de su absorción (Emery et al., 1967). Sin embargo, Kristensen y Raun 

(2007) indican que cierta cantidad de propilenglicol puede metabolizarse a lactato 

y cuando se infunde en el rumen se consigue un aumento en la concentración 

plasmática de propilenglicol, etanol, propanol, propanal, glucosa, L-lactato y 

propionato y se reducen las concentraciones de acetato y β hidroxibutirato. 

Miyoshi et al. (2001) mencionan que en vacas durante la lactación después de la 

administración de 500 ml de propilenglicol vía oral, se incrementaron rápidamente 

las concentraciones sanguíneas de insulina y glucosa, a los 30 minutos y 

continuaron en incremento gradual hasta los 90 minutos. Este incremento tuvo un 
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efecto lineal en el tiempo para glucosa y un efecto cuadrático para insulina. En el 

presente estudio, una sola administración oral de propilenglicol produjo una 

respuesta glicémica constante en el tiempo posdosis y generó una respuesta 

insulinémica limitada a los 90 minutos postratamiento, cuando se compara con la 

provocada por el glicerol. A pesar del incremento de insulina, se observó que la 

repuesta glicémica fue constante. Kristensen y Raun (2007) mencionan que el 

incremento en la concentración de glucosa luego de una dosis de 650 g de 

propilenglicol vía intrarruminal, fue causado principalmente por una disminución en 

la demanda de glucosa por los tejidos periféricos, a pesar del incremento en 

insulina. En este sentido, la resistencia a insulina causada por la administración 

del propilenglicol parece estar asociada al efecto que causa el alcohol producto de 

su metabolismo como el propanol. Diferentes mecanismos de acción del 

propilenglicol han sido discutidos, sin embargo, parecen diferir en los diferentes 

experimentos ya que parece estar relacionado con la forma de administración. 

Después de la dosis de glicerol, el aumento en la concentración de glucosa 

reguló en forma positiva la respuesta insulinémica, la cual fue mayor en el tiempo 

con respecto a la causada por el propilenglicol y melaza o en el grupo testigo. 

Chung et al. (2007) indican que en vacas en período de transición a las que se 

administró glicerol diariamente (250 g/d), desde el parto hasta los 21 días en 

lactación, se presentó un estado energético positivo con altas concentraciones 

plasmáticas de glucosa, bajas concentraciones plasmáticas de betahidroxibutirato 

y bajas concentraciones de cetonas en la orina durante la segunda semana de 

lactación. Sin embargo, en este estudio no se observaron cambios en los niveles 

de insulina. Para tratar de explicar algunas diferencias encontradas en relación a 

la forma de administración del glicerol y la respuesta de fermentación ruminal y 

metabólica a su administración, Linke et al. (2004) evaluaron tres formas de 

administración del glicerol, en administración oral mediante una botella, mediante 

un tubo esofágico y como aditivo combinado con la dieta. Al respecto, encontraron 

que la concentración plasmática de glucosa e insulina se incrementó cuando el 
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glicerol se infundió a través de un tubo esofágico o por administración oral 

comparada con la respuesta causada por administración como aditivo combinado 

en el alimento y con la respuesta causada en animales controles sin glicerol. Goff 

y Horst (2001) encontraron que 0.83 kg de glicerol, administrado por tubo 

esofágico, aumentó la concentración sanguínea de glucosa 16% a los 30 minutos 

y este incremento se mantuvo durante 8 horas y retornó a niveles basales a las 24 

horas. En el presente estudio, una sola dosis oral de glicerol produjo una 

respuesta glicémica limitada comparada con la obtenida en el grupo que recibió 

propilenglicol y probablemente se debió a que el incremento inicial en glucosa 

produjo un aumento en la concentración de insulina, la cual posteriormente reguló 

las concentraciones sanguíneas de glucosa, disminuyéndola. Las diferencias 

encontradas en los estudios realizados están relacionadas con la forma de 

administración del glicerol, como se mencionó anteriormente, y la respuesta de la 

glucosa y la insulina dependerá de la forma y rapidez con que se libere el glicerol y 

la adaptación de los microorganismos ruminales al compuesto.  

 

5. Conclusiones 

Independientemente del forraje utilizado los tratamientos con propilenglicol 

mostraron los menores volúmenes de producción de gas, el glicerol presentó el 

mayor tiempo lag y la melaza, el menor. La fase lag más larga del glicerol pudiera 

permitir su paso a través del rumen y su absorción ofreciendo al hígado un 

sustrato gluconeogénico que incrementará las concentraciones de glucosa en 

insulina en sangre. Adicionalmente, el glicerol pudiera incrementar glucosa a partir 

de su conversión a propionato. El propilenglicol actúa básicamente como 

precursor gluconeogénico a partir de su fermentación a propionato y produce una 

respuesta glicémica más constante en el tiempo. En contraste, la fase lag corta de 

la melaza y su rápida fermentación hacia ácidos grasos volátiles, menor respuesta 

glicémica e insulinémica en el tiempo comparada con glicerol y propilenglicol 

sugiere su menor capacidad glucogénica con respecto a las otras sustancias 



89 

 

estudiadas. La combinación de glicerol y propilenglicol con forrajes cambia la 

cinética de producción de gas y muestra la asociación entre los forrajes y las 

fuentes energéticas empleadas. 
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Expresión de genes que regulan la tasa ovulatoria en ovejas en respuesta a un 

flushing ultracorto 
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EXPRESIÓN DE GENES QUE REGULAN LA TASA OVULATORIA EN OVEJAS 
EN RESPUESTA A UN FLUSHING ULTRACORTO 

 
RESUMEN 

 
La selección del folículo ovulatorio obedece a la sincronización refinada de 

eventos, incluyendo el aumento en la producción de estradiol, que produce una 

retroalimentación negativa sobre la secreción de FSH, y la aparición de receptores 

para LH en las células de la granulosa, lo que le permitirá al folículo mantener su 

crecimiento en concentraciones decrecientes de gonadotropinas. El objetivo del 

estudio fue determinar si el estímulo de un “flushing” ultracorto tenía efecto sobre 

la expresión de RNAm para la aromatasa P450, la 3β-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa (3β-HSD) y el receptor de LH (LHr) en folículos antrales de ovejas 

al momento de la luteólisis. Se utilizaron 30 ovejas sincronizadas con 

progestágenos y tratadas con 300 ml de glicerol a 90% o agua al momento del 

retiro del progestágeno. Se realizaron ovariectomías a las 0, 12, 24 y 48 h 

posterior a la luteólisis. Se disecaron los folículos ≥ 3 mm de diámetro y de ellos se 

extrajo RNAm para determinar la expresión de RNAm para aromatasa P450, 3β-

HSD y LHr por PCR de tiempo real. El “flushing” ultracorto disminuyó 

significativamente la expresión de RNAm para aromatasa 12 horas después de 

retirar el progestágeno. El tratamiento aumentó el número de folículos ≥ 3 mm de 

diámetro; sin embargo, no hubo efecto en la expresión de RNAm para 3β-HSD y 

LHr. En conclusión, el tratamiento con una dosis oral de una solución glucogénica 

de glicerol aumentó el número de folículos ovulatorios potenciales debido a una 

disminución de aromatasa P450, lo que afecta la retroalimentación negativa 

estradiol-FSH.  
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INTRODUCCIÓN 

La prolificidad es un factor clave en la eficiencia reproductiva y está 

determinada por la tasa ovulatoria y la supervivencia embrionaria.  El potencial de 

la tasa ovulatoria se controla genéticamente en una raza o especie determinadas 

(Hunter et al., 2004) y depende finalmente del número de folículos seleccionados 

en la oleada ovulatoria (Webb y Campbell, 2007). 

Los estadíos tardíos de desarrollo folicular están regulados principalmente 

por las gonadotropinas, FSH y LH. En la oveja y en la vaca, el reclutamiento de la 

oleada folicular está precedido de un incremento transitorio en FSH (Webb et al., 

2003) y el estradiol y la inhibina derivadas de los folículos reclutados actúan sobre 

la pituitaria para inhibir gradualmente la secreción de esta gonadotropina (Ginther 

et al., 2002). La reducción de FSH induce atresia en la mayoría de los folículos 

que iniciaron su crecimiento en la cohorte; las concentraciones de FSH alcanzan 

un nadir y el crecimiento del folículo dominante se hace dependiente de LH. De 

esta forma, cuando el folículo dominante madura hay un cambio de dependencia 

de FSH a LH. Las características de un folículo ovulatorio maduro involucran alta 

expresión de aromatasa, altas concentraciones de estradiol en el líquido folicular y 

la inducción de receptores de LH y 3β-HSD en células de la granulosa (Bao y 

Garverick, 1998; Webb et al., 2003; Luo et al., 2011).  

En el caso de ovejas de razas prolíficas, la tasa de ovulación y el tamaño de 

la camada pueden estar genéticamente regulados por la acción de un gen mayor, 

llamado gen de la fecundidad (Fec), o por efectos menores de varios genes, de 

esta forma, la selección folicular es multigénica (Webb et al., 1998; Davis et al., 

2005). Se han identificado cinco puntos de mutación en la proteína morfogenética 

ósea 15 (BMP15) y una mutación en el factor de crecimiento diferenciante 9 (GDF-

9), que resultan en un incremento en la tasa de ovulación y en el tamaño de la 

camada en heterocigotos, mientras que los homocigotos son estériles (McNatty et 

al., 2005a y b). En contraste, el fenotipo Booroola o FecB se debe a una mutación 
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en el receptor de la proteína morfogenética ósea tipo IB (BMPR-IB) o cinasa 

similar a activina 6 (ALK-6). La presencia de la mutación en FecB disminuye la 

acción proliferativa de las BMPs sobre las células de la granulosa y la acción 

inhibitoria sobre FSH. Esto genera un incremento en la expresión de RNAm para 

la aromatasa P450 e inhibina βA en las células de la granulosa (Webb et al., 

1999). La consecuencia final es la presencia de folículos maduros más pequeños, 

con menor número de células de la granulosa, una sensibilidad aumentada a FSH 

y una mayor expresión de marcadores de diferenciación dependientes de FSH, 

tales como genes de enzimas esteroidogénicas, subunidades activina/inhibina y 

receptor de LH en las células de la granulosa (Fabre et al., 2006). El resultado es 

una desregulación de los mecanismos de selección folicular, un aumento en el 

número de folículos antrales desarrollados precozmente y un aumento en la tasa 

de ovulación (Campbell, 2009). 

De igual forma, la estimulación nutricional (“flushing”) puede aumentar el 

número de folículos antrales. En la oveja, la tasa ovulatoria está influída por la 

nutrición y las evidencias encontradas señalan que los mecanimos que la regulan 

involucran una compleja relación entre mecanismos señalizadores intrafoliculares 

y la retroalimentación hipotálamo-hipófisis-ovario. La estimulación nutricional 

inicialmente se realizaba durante 3 semanas antes del empadre; posteriormente, 

Gherardi y Lindsay (1982) indicaron que tan sólo 9 días de estimulación nutricional 

antes de la ovulación eran adecuados para promover el aumento en la tasa 

ovulatoria. Oldham y Lindsay (1984) lo redujeron a 6 días; además, Stewart y 

Oldham (1986) encontraron que el consumo de lupino causó un efecto positivo, si 

ocurría entre el día 8 y 5 antes de la ovulación. Después de estos estudios, el 

período efectivo para tratamientos nutricionales se redujo ampliamente en la 

oveja.  

Se han utilizado diversos tratamientos de “flushing” agudo para aumentar la 

tasa ovulatoria, que incluyen la suplementación en la dieta con grano lupino 

(Muñoz-Gutiérrez et al., 2002; Somchit et al., 2009) en ovejas sincronizadas y por 
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un tiempo de 5 días; y las infusiones intravenosas a base de glucosa, glucosamina 

(Muñoz-Gutiérrez et al., 2002; Gallet et al., 2009) y aminoácidos (Downing et al., 

1995) durante 3-5 días. Estos tipos de “flushing” se aplicaron en períodos previos 

a la luteólisis y cercanos a la emergencia de la oleada ovulatoria, probablemente 

destinados a aumentar el número de folículos reclutados. El período crítico 

durante el cual la suplementación de corto tiempo estimula la tasa ovulatoria va 

del día 8 al día 4 antes de la ovulación o de otra forma durante los días 10-14 del 

ciclo estral (Oldham y Lindsay 1984; Stewart y Oldham 1986; Nottle et al., 1990). 

Este es el rango de tiempo en el cual la oleada ovulatoria emerge, de tal forma 

que el tratamiento de “flushing” se ha limitado al período fisiológico crítico de 

desarrollo folicular para lograr aumentar el número de folículos (Somchit et al., 

2007; Gallet et al., 2009; Somchit et al., 2009) y la tasa ovulatoria (Martínez 2004; 

Letelier et al., 2008). 

El “flushing” ultracorto desarrollado para este estudio actúa únicamente a 

partir del momento de la luteólisis. Se demostró que la administración oral de una 

dosis de glicerol a 90% al momento de la luteólisis incrementa 80% la tasa 

ovulatoria en ovejas (Martínez, 2004; Gutiérrez et al., 2007). Este “flushing” 

ultracorto tiene la ventaja de identificar el momento de la selección y se asocia con 

un aumento transitorio en las concentraciones sanguíneas de glucosa e insulina 

por un período de tiempo aproximadamente de 12 horas. Esto indica que existen 

períodos críticos cercanos a la luteólisis, durante los cuales puede aumentar la 

cantidad de folículos ovulatorios y son la ventana fisiológica durante la cual los 

folículos son susceptibles de ser estimulados y rescatados de la atresia. Se cree, 

que el mecanismo que produce un aumento en la tasa ovulatoria está a nivel de la 

selección y dominancia y no en el reclutamiento folicular. 

Es probable que el “flushing” cause una maduración temprana de los 

folículos antrales similar a lo que ocurre en razas prolíficas de ovejas y que esto se 

vea reflejado en cambios en la expresión de RNAm para marcadores de 

maduración, como 3β-HSD, LHr e incluso aromatasa P450. Esto permitiría el 
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desarrollo precoz de los folículos con la expresión de estos marcadores, antes de 

lo que ocurriría en condiciones no estimuladas.  

En este estudio, se utilizó el modelo de “flushing” ultracorto para determinar 

la expresión de genes que modulan la tasa ovulatoria en ovejas. Se evaluó la 

respuesta en la expresión de RNAm para aromatasa P450 y la maduración 

folicular a a través de la expresión de RNAm para 3β-HSD y LHr en folículos 

antrales de ovejas sometidas a “flushing” ultracorto al momento de la luteólisis. 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Animales experimentales 

El Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de 

Experimentación (CICUAE) de la FMVZ de la UNAM aprobó los procedimientos y 

el manejo de los animales. 

Se utilizaron 30 ovejas dentro de la estación reproductiva natural, con un 

peso promedio de 35 Kg y una condición corporal promedio de 2. Los animales 

recibieron una dieta de mantenimiento, basada en heno de alfalfa y grano de 

avena, suministrada en dos períodos, a las 10:00 h y a las 17:00 h.  

 

Diseño experimental 

Las ovejas se sincronizaron con esponjas intravaginales impregnadas con 

fluorogestona (Cronogest) por 10 días y 48 horas antes del retiro de la esponja se 

les colocó una inyección i.m. de 125 µg de un análogo de prostaglandina F2α, 

cloprostenol, para inducir la luteólisis. Las ovejas se asignaron a un grupo tratado 

que recibió una dosis oral única (300 ml) de glicerol a 90%; a un grupo testigo, que 

recibió agua al momento de retirar la esponja; o a un grupo control sincronizados, 

pero sin tratamiento (control tiempo 0h). Los folículos ováricos se recuperaron por 
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ovariectomía a las 0, 12, 24 y 48 h posteriores al retiro de la esponja y del 

tratamiento con glicerol o agua. Los folículos ≥ a 3 mm de diámetro se disecaron y 

conservaron para su posterior procesamiento (Ver figura 1).  

Recolección de los ovarios 

A las ovejas, bajo anestesia con Ketamina i.v. a una dosis de (2,2 mg/Kg) 

asociada con Xilacina al 2%, i.v. (0.1 mg/Kg), se les realizó ovariectomías a las 0, 

12, 24 y 48 horas de haber retirado el progestágeno y de la administración de los 

tratamientos. Se obtuvieron los dos ovarios, que se depositaron en placas de petri 

estériles (Corning, NY, USA), y se realizó la disección de los folículos ≥ 3 mm de 

diámetro. A cada folículo sano macroscópicamente (por color e irrigación) se le 

midió el diámetro, se hemiseccionó y se colocó en tubos de 1.5 ml estériles, con 

RNAlater™, reactivo de estabilización de RNA (Qiagen), y se almacenó a -80°C, 

hasta su posterior procesamiento para la extracción de RNA. Todos los folículos ≥ 

1 mm de diámetro se contaron bajo una lupa y el resto del ovario se almacenó a -

80°C en tubos estériles de 50 mL. 

 

Extracción de RNA, Retrotranscripción y PCR de tiempo real  

 Los folículos ≥ 3 mm de diámetro se homogeneizaron a temperatura 

ambiente en 1 ml de reactivo Tri® (Sigma Chemical Co. Ltd) y usando un 

homogenizador de tejido TearorTM de Daigger® (Daigger & Company. Inc.). La 

extracción de RNA total se realizó de acuerdo con las instrucciones de la casa 

comercial. El RNA obtenido fue disuelto en 50 µl de agua inyectable (Pisa, SA de 

CV (Mexico)) y, posteriormente, tratado con DNAsas (Kit DNA-free™, Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA). La concentración y pureza se determinaron 

por la medición de la absorbancia a 230, 260 y 280 nm, así como por las 

relaciones 260/280, 230/260, en un espectrofotómetro Uv-Vis NanoDrop ND-1000 

(Thermo Fisher Scientific Inc. Wilmington DE, USA). 
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Figura 1. Diseño experimental 

 

 El RNA total de cada folículo (1 µg) se utilizó para la transcripción reversa 

con un volumen total de mezcla de reacción de 21 µl. Se añadió 1 µg de RNA y se 

utilizaron cebadores aleatorios, de acuerdo con las instrucciones del Kit 

SuperScript First-Strand (Invitrogen). 

 La expresión de RNAm para aromatasa P450, 3βHSD y LHr en 

homogeneizados de folículos se cuantificó por PCR en tiempo real y se utilizaron 

los primers que se muestran en el Cuadro 1. Los cebadores y las sondas Taqman 

fueron diseñados por Applied Biosystems. Se utilizaron los siguientes ciclos de 

amplificación: 95°C por 10 min y 40 ciclos a 95°C por 15 s, 60°C por 1 min. Se 

utilizó TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA). La cantidad de RNAm expresada en las células foliculares se estimó a 

través de una curva estándar realizada para cada gen. Se realizó un pool con 2 µl 

del cDNA de las muestras y se amplificó por PCR con los cebadores indicados 

antes, a 95 °C por 10 min y 40 ciclos a 95 °C por 15 s y 60 °C por 1 min. Los 

productos de amplificación se separaron por electroforesis a 2.5%; posteriormente, 

se identificaron con un transiluminador y se extrayeron de los geles con el Kit 
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QIAquick Gel Extraction. El Kit PCR Purification MinElute (Qiagen) se utilizó para 

la purificación del producto de PCR. Para la cuantificación de los extractos se 

utilizó un espectrofotómetro Nanodrop. El número de copias de cDNA total se 

calculó de acuerdo con Tricarico et al. (2002). El número de copias para las 

muestras desconocidas se calculó por regresión lineal (Software Step One™) y 

cada curva estándar se realizó en un rango de 1x109 a 1x103 copias. Los 

parámetros de la PCR en tiempo real fueron: para aromatasa, r2= 0.99 y una 

eficiencia de 99%; para LHr, r2= 0.99 y una eficiencia de 102%; para 3β-HSD, r2= 

0.99 y una eficiencia de 97%. 

 

Cuadro 1. Secuencias de las sondas y los cebadores, tamaño del amplicón generado por 

RT-PCR de tiempo real para el receptor de LH, aromatasa P450 y 3β-HSD de oveja. 
Gen Primers utilizados Sonda Taqman (5´-3´) Amplicon 

(pb) 
N° de 

acceso 

GenBank 

LHr 

(Ovis aries) 

 Sentido (5’-3’) 

GTCATGCCTTCAATGGGACAAC 

Antisentido (5’-3’) 

CTTCTTCAGGTGTGCATTCTCCTT 

FAM-

CAGCTCCAGGGAAATC 

65 L36329 

GI:1196881 

 

 
P450arom 
(Ovis aries) 

 

Sentido (5’-3’) 

CTCTCCTTCTCAAACCAGACATCTT  

Antisentido (5’-3’) 

ATGGCATCTTTCAAGTCCTTGACA 

 

FAM- 

ACAGCCAAGAAATCTT 

 

87 

 

NM_174305 

Bovino 

AJ012153 

oveja 

 

3β-HSD 
(Ovis aries) 

Sentido (5’-3’) 

ACCTTGTACACTTGTGCCTTGAG  

Antisentido (5’-3’) 

CCATGCATGTAGGCAGAAAGGA 

FAM-

ATGGGCTCCCCTCCCC 

77 NM_001135

932 

Los primers y las sondas se diseñaron con el Software Primer Express 3.0 (Applied Biosystems, CA, USA), las 

secuencias se tomaron del GenBank y fueron sintetizadas por Applied Biosystems. 
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Análisis estadístico 

Los datos para las variables aromatasa P450, LHr y 3β-HSD se transformaron a 

logaritmo natural para corregir la heterogeneidad de la varianza. Para determinar 

el efecto de tratamiento, se usó un diseño completamente al azar y se utilizó el 

procedimiento de modelo lineal general (PROC GLM; SAS, 1999). La comparación 

de medias se realizó por la prueba de Dunnett, entre los tratamientos y el control 

tiempo 0h y por el método de medias de mínimos cuadrados entre los tratamientos 

testigo y glicerol. Para detectar diferencias en el número de folículos entre los 

tratamientos y entre tratamientos con el control tiempo 0h, se utilizó una prueba no 

parámetrica (Prueba U-Mann-Whitney; SAS, 1999). Se consideró significativa la 

diferencia entre las medias al nivel de P<0.05. 

 

RESULTADOS 

Expresión ovárica de RNAm para aromatasa P450 

Se encontró efecto de tratamiento en la expresión de la aromatasa P450 en 

homogeneizados de folículos ≥ 3 mm de diámetro. Se observaron diferencias 

entre los tratamientos y el control tiempo 0h. En el grupo testigo aumentó la 

expresión de la enzima a las 12 (P=0.05) y a las 48 horas (P=0.04) posterior al 

tratamiento con respecto al control tiempo 0h. No se encontraron diferencias entre 

el grupo con glicerol y el control tiempo 0h. Se detectó una disminución 

significativa (P=0.01) a las 12 horas en el grupo con glicerol, comparado con el 

grupo testigo con agua en el mismo tiempo (Figura 2; panel A).  

Expresión ovárica de RNAm para 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa 

No se encontró efecto de tratamiento en la expresión del RNAm que codifica para 

3β-HSD. La cantidad de copias/µg RNA fue similar entre el grupo testigo y el 

grupo tratado con glicerol en los tiempos estudiados. Sin embargo, se encontró un 
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un aumento desde las 0h hasta las 48h (Figura 2; panel B) tanto en el grupo 

testigo (P=0.01) como en el grupo con glicerol (P=0.02) 

Expresión ovárica de RNAm para LHr 

No se encontró efecto de tratamiento en la expresión del RNAm que codifica para 

LHr y la cantidad de copias/µg RNA fue similar entre el grupo testigo y el grupo 

tratado con glicerol en los tiempos estudiados (Figura 2; panel C). 

Número de folículos 

El tratamiento con glicerol aumentó el número de folículos ≥ a 3 mm de diámetro a 

las 48 horas (Cuadro 2). No se encontraron diferencias en el número de esta clase 

de folículos a las 12 o 24 horas entre el grupo testigo y el grupo con glicerol. No se 

encontraron diferencias en el número de folículos ≥ 1< 3 mm de diámetro. 
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A) 

B)  

 

C) 

 

Figura 2. Efecto de la suplementación con glicerol (barras oscuras) o con agua (testigo; barras 
blancas) y control tiempo 0h (barras grises) sobre las cantidades de RNAm para (A) aromatasa 
P450, (B) 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3βHSD) y (C) receptor de LH (LHR). Los valores 
representan la media del logaritmo natural del número de copias de cDNA por microgramo de RNA 
± el error estándar de la media de los tratamientos. abc Letras diferentes indican diferencias entre el 
grupo testigo y el control tiempo 0h (P <0.01). def Letras diferentes indican diferencias entre el grupo 
glicerol y el control tiempo 0h (P <0.01). 
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Figura 3. Efecto de la suplementación con glicerol (barras oscuras) o con agua (barras blancas) 
sobre las cantidades de RNAm para la aromatasa P450. Los valores representan la media del 
mínimo cuadrado del logaritmo natural del número de copias de cDNA por microgramo de RNA ± el 
error estándar de la media de los tratamientos. abc Letras diferentes indican diferencias entre grupos 
del mismo tiempo (P <0.01). xyz Letras diferentes indican diferencias dentro del mismo grupo a 
través del tiempo (P <0.01). 
 
 
 
 
Cuadro 2. Número de folículos en ovejas suplementadas con y sin glicerol a las 0, 
12, 24 y 48 horas postratamiento. 

 
ab Letras diferentes dentro de la fila y del tiempo, indican diferencias (P<0.01). Los valores 
representan la media ± error estándar de la media.    
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Diámetro                                                    Tratamientos 
del 
folículo 
(mm)                                              
 
 

 
        Tiempo 0h 

 
Tiempo 12h 

 
Tiempo 24 h 

 
Tiempo 48 h 

 

    

 Testigo 
(n=6) 

Testigo 
(n=4) 

Glicerol 
(n=4) 

Testigo 
(n=4) 

Glicerol 
(n=4) 

Testigo 
(n=4) 

Glicerol 
(n=4) 

 
 

≥1<3 

        

 
 
 

13.29 
± 2.31 

17.50 
± 1.89 

12.83 
± 2.02 

23.00 
± 4.69 

20.00 
± 3.78 

18.00 
± 4.36 

17.33 
± 4.69 

        
        

≥3  
 

1.00 
± 0.22 

1.25 
±  0.25 

1.83 
± 0.30 

1.50 
± 0.28 

1.25 
± 0.25 

1.00a 

± 0.00 
2.75b 

± 0.75 
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DISCUSIÓN 

Los resultados del presente estudio indican que el “flushing” ultracorto 

disminuye significativamente la expresión de RNAm para aromatasa 12 horas 

después de retirar el progestágeno. Adicionalmente, aumentó el número de 

folículos ≥ 3 mm de diámetro, sin cambios en la expresión de RNAm para 3β-HSD 

y LHr.  

La disminución en la expresión de RNAm para la aromatasa P450 nos 

sugiere cambios en la retroalimentación estradiol-FSH, con la consecuente 

disminución en la secreción de estradiol y en la inhibición que este produce sobre 

la FSH. Esto afecta el mecanismo de retroalimentación negativa sobre FSH, 

rescata otros folículos de la atresia y aumenta el número de folículos destinados a 

ovular. 

Estos resultados están de acuerdo con estudios previos sobre el efecto de 

la suplementación nutricional aguda en los componentes del sistema de 

retroalimentación negativa en ovejas. Algunas evidencias indican que el aumento 

de la tasa ovulatoria está fuertemente asociado a una disminución en la 

concentración de estradiol, lo que permite un incremento transitorio de FSH, lo que 

a su vez, permite el incremento en el número de folículos destinados a ovular 

(Muñoz-Gutiérrez et al., 2002; Scaramuzzi et al., 2006; Somchit et al., 2007). Sin 

embargo, los esfuerzos por encontrar correlaciones entre nutrición, cambios en el 

mecanismo de retroalimentación negativa FSH-estradiol y tasa ovulatoria han 

producido resultados contradictorios.  

Al respecto, en ovejas sincronizadas con progestágenos, una infusión 

intravenosa de glucosa por 72 horas, aumentó el número de folículos > 2 mm de 

diámetro, con una disminución significativa en la expresión de aromatasa en 

células de la granulosa y en la secreción de estradiol a las 27 horas de la infusión, 

pero no hubo efecto en las concentraciones de FSH en sangre (Gallet et al., 

2009). De igual forma, Somchit et al. (2009) indican que la suplementación con 
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grano lupino por 5 días, en ovejas, aumentó el número de folículos > 1 mm de 

diámetro, disminuyó la concentración de estradiol y la expresión de aromatasa y 

no afectó la concentración de FSH. De estos estudios, se puede concluir que 

probablemente los cambios en FSH circulante son rápidamente corregidos por el 

sistema de retroalimentación esteroide-gonadotropinas y no alcanzan a ser 

detectados. Es conocido el papel central de las gonadotropinas en la regulación de 

la foliculogénesis, sin embargo, hay fuertes evidencias que muestran que el 

folículo responde a acciones directas de la nutrición, pero hay pocas evidencias 

que muestran que la nutrición afecta la foliculogénesis indirectamente por 

incrementar la secreción de gonadotropinas (Scaramuzzi et al., 2010) 

Las evidencias previas han relacionado los cambios en los componentes 

del sistema de retroalimentación y el aumento en el número de folículos con 

aumentos en las concentraciones de glucosa e insulina. En primer lugar, estudios 

in vitro de cultivos de células de la granulosa (Campbell et al., 1996; Gutiérrez et 

al., 1997) y de la teca (Campbell et al., 1998) señalan que la insulina incrementa la 

esteroidogénesis y la proliferación celular inducida por las gonadotropinas. En 

segundo lugar, in vivo, se ha visto que la insulina o los tratamientos que causan 

aumentos agudos en la insulina, aumentan el número de folículos y disminuyen la 

expresión de la aromatasa en folículos estrogénicos (Gallet et al., 2009), así como 

las concentraciones circulantes de estradiol (Letelier et al., 2008; Gallet et al., 

2009). Además, se detectó la presencia de transportadores GLUT4 tanto en 

células de la granulosa como de la teca en folículos antrales de oveja (Williams et 

al., 2001). Así mismo, las células foliculares en medio de cultivo carente de 

glucosa tienen menor producción de esteroides que las células cultivadas con 

glucosa (Stewart et al., 1995). En conjunto, las evidencias indican que el sistema 

glucosa-insulina está implicado en la regulación nutricional de la foliculogénesis y 

de la tasa de ovulación en la oveja.  

Sin embargo, poco se conoce acerca de la vía de señalización utilizada por 

la insulina o sus efectos sobre la señalización de FSH en las células de la 
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granulosa. Al respecto, en un estudio en ovejas con una infusión intravenosa de 

glucosa por 72 horas, los niveles de Akt (cinasa de serina/treonina) y AMPK 

(cinasa de monofosfato de adenosina) fosforiladas se encontraron reducidos. Los 

autores sugieren que la disminución en las proteínas podría indicar que la vía de 

señalización de la cinasa 3 de fosfatidilinositol (PI3K) se inhibió en respuesta a la 

infusión continua de glucosa y, probablemente, la disminución en PI3K afectó a la 

Akt, una de las proteínas en la vía de señalización de la insulina. La probable 

participación de Akt afectaría la producción de aromatasa y los autores sugieren 

que pueden existir vías de comunicación cruzada entre las vías de señalización de 

insulina (ERK/PI3K) y las de FSH (AMPc/PKA) en las células de la granulosa 

(Gallet et al., 2009). Sin embargo, no está claro si estos efectos de la nutrición, 

mediados por la insulina, alteran las vías de señalización estimuladas por FSH a 

nivel intracelular o la actividad de la aromatasa estimulada por FSH (Scaramuzzi 

et al., 2006; Somchit et al., 2007). 

En los resultados de nuestro estudio, también se observa que la expresión 

de RNAm para la enzima aromatasa P450 en el grupo testigo aumenta a las 12 y 

a las 48 horas y en el grupo con glicerol lo hace a las 48 horas, comparados con el 

tiempo 0h. Estudios previos han demostrado la correlación positiva entre las 

concentraciones séricas de estradiol y la cantidad de aromatasa en las células de 

la granulosa en folículos que crecen desde 3 a ≥ 5 mm de diámetro (Duggavathi et 

al., 2006). De igual forma, se sabe que a medida que el folículo dominante 

madura, tiene una alta expresión de aromatasa en las células de la granulosa, 

altas concentraciones de estradiol en el líquido folicular y se inducen los 

receptores de LH en las células de la granulosa (Campbell et al., 1995; Webb et 

al., 2003). En este sentido, los resultados del presente estudio indican que el 

aumento en la expresión de aromatasa, aumenta la producción de estradiol a 

medida que el folículo madura. Todo lo anterior, confirma el hecho de que el 

folículo ovulatorio tiene una máxima actividad de aromatasa, tiene los niveles más 
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altos de estradiol intrafolicularmente (Hsueh et al., 1984) y es el responsable del 

90% de las concentraciones circulantes de esta hormona (Baird et al., 1991).  

El modelo de flushing ultracorto que utilizamos en el presente estudio tiene 

la ventaja de identificar el momento de la selección e indica la ventana fisiológica 

durante la cual los folículos son susceptibles de ser estimulados y rescatados de la 

atresia. En este estudio propusimos como hipótesis que el aumento en la 

concentración de insulina provocado por el flushing, producía cambios en la 

expresión de RNAm aromatasa P450 como uno de los componentes del sistema 

de retroalimentación negativa estradiol-FSH y en la expresión de RNAm de 

marcadores de maduración folicular como 3β-HSD y LHr en folículos antrales. 

Se encontró un aumento en la expresión de RNAm para 3β-HSD, desde las 

12 a las 48 horas postratamiento en ambos grupos, aunque el tratamiento no 

afectó la expresión de RNAm para 3β-HSD. Nuestros resultados están de acuerdo 

con estudios previos que indican que hay un aumento progresivo en la expresión 

de RNAm para 3β-HSD en células de la granulosa y de la teca en folículos que 

crecen desde 3 a ≥ 5 mm de diámetro (Duggavathi et al., 2006). Además, está 

demostrado que a medida que el folículo crece produce altas cantidades de 

progesterona (Hanukoglu, 1992) y que el incremento en RNAm que codifican para 

P450scc, P450c17 y 3 -HSD, pero no de aromatasa P450, está asociado con la 

diferenciación de los folículos preovulatorios durante la fase folicular en la vaca 

(Tian et al., 1995). En estudios previos, en ovejas (White et al., 1987; Spicer et al., 

1995; Jolly et al., 1997) y en vacas (Fortune y Hansel, 1985), el folículo 

preovulatorio después del pico de LH tuvo una alta concentración en 

progesterona. Duggavathi et al. (2006) indican que la mayor producción de 

progesterona por el folículo dominante se debe a la mayor abundancia de 

transcriptos de 3β-HSD en células de la granulosa. En conjunto esto pudiera 

indicar que los folículos que crecen en una oleada folicular además de producir 

estradiol pueden iniciar la producción de progesterona y prepararse para la 

luteinización. En nuestro estudio, el aumento en la expresión de RNAm para 3β-
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HSD, desde las 0h hasta las 48 horas de retiro del progestágeno, sugiere el inicio 

de la producción de progesterona por las células foliculares antes de la ovulación.  

Medimos otro marcador de maduración LHr. Durante el desarrollo folicular 

los receptores para LHr primeramente se detectan en células de la teca y a 

medida que el folículo se desarrolla uno de los eventos que marca la selección 

folicular es la aparición de receptores de LHr sobre las células de la granulosa 

(Bao et al., 1997; Luo et al., 2011). Sin embargo, en nuestro estudio no se 

encontró efecto de tratamiento ni de tiempo sobre la expresión de RNAm para LHr, 

probablemente debido a que se realizó un homogeneizado del folículo completo y 

no se realizó una separación de las células foliculares. Quizás, la abundancia de 

transcriptos en las células de la teca no permitió que se encontrara una diferencia 

significativa en los folículos, en los tiempos estudiados y en respuesta al 

tratamiento. 

Finalmente, el efecto del “flushing” ultracorto sobre la expresión de RNAm 

para aromatasa P450, probablemente es causado por el aumento transitorio en las 

concentraciones sanguíneas de glucosa e insulina producido por el glicerol. Al 

respecto, estudios previos (Ferraro et al., 2009a), de producción de gas in vitro, 

han demostrado que el glicerol presenta una fase lag mas larga comparado con 

propilenglicol y melaza. Asi mismo, el glicerol y propilenglicol son fermentados 

principalmente a propionato. In vivo, (Ferraro et al., 2009b) una dosis de glicerol y 

propilenglicol en cantidades isoenergéticas provocan una respuesta glicémica 

mayor que la observada en el grupo con melaza. Sin embargo la respuesta 

insulinémica es mayor en el grupo con glicerol, comparado con tratamientos con 

propilenglicol o melaza.  De tal forma, que las evidencias indican que el glicerol se 

fermenta lentamente y que esto permite su paso al intestino o su absorción, 

ofreciendo al hígado un sustrato glucogénico que incrementará las 

concentraciones sanguíneas de glucosa y por tanto de insulina. De esta forma, el 

glicerol puede aumentar la producción hepática de glucosa, bien sea por su 

conversión a propionato o directamente a partir de glicerol absorbido. 
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Conclusión 

El “flushing” ultracorto aumenta el número de folículos potenciales 

ovulatorios, al disminuir la expresión de RNAm para la aromatasa P450. Este 

efecto parece estar mediado por el sistema glucosa-insulina. Se propone que esta 

respuesta al “flushing”, está mediada por el efecto de insulina sobre las vías de 

señalización de FSH en las células de la granulosa. Sin embargo, determinar si el 

efecto de insulina es permisivo o determinante en el aumento de la tasa ovulatoria 

abre las perspectivas de estudio, en relación con la vía de señalización de insulina 

involucrada en el aumento de la tasa ovulatoria, vía la señalización de FSH o en la 

actividad de aromatasa. 
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CAPÍTULO V 
 
 
DISCUSIÓN GENERAL 

 
 

El “flushing” ultracorto con glicerol en dosis oral única causa disminución en 

la expresión de RNAm para aromatasa P450 y aumenta el número de folículos 

potenciales ovulatorios asociado al aumento en las concentraciones de glucosa e 

insulina por un período transitorio de aproximadamente 12 horas. El glicerol y 

propilenglicol pueden ser absorbidos intactos o metabolizados a propionato, 

ofreciendo al hígado un sustrato para la conversión a glucosa. Ambos causan 

aumentos en insulina, aunque el glicerol causa una respuesta insulinémica mayor.  

El “flushing” ultracorto utilizado en el presente estudio actúa únicamente 

desde el momento de la luteólisis. Ya se demostró que la administración oral de 

una dosis de glicerol a 90% al momento de la luteólisis incrementa la tasa 

ovulatoria en ovejas en 80% (Martínez, 2004; Gutiérrez et al., 2007). Sin embargo, 

se desconocía la forma en que el glicerol causaba un aumento en el número de 

folículos seleccionados. Así, se planteó realizar estudios de fermentación in vitro 

(capítulos 2 y 3), e in vivo (capítulo 3) para determinar los productos de su 

fermentación y su acción en la concentración sanguínea de glucosa e insulina. De 

igual forma, se midió el efecto del propilenglicol y de la melaza, a fin de determinar 

diferencias y ventajas entre las fuentes energéticas disponibles. 

En el capítulo 2 y 3 de la tesis se mostró que el glicerol y el propilenglicol 

son sustancias glucogénicas. La fermentación lenta del glicerol con una fase lag 

mayor, comparado con propilenglicol y melaza, sugieren que, in vivo, el glicerol 

puede tener efecto glucogénico al ser absorbido intacto o en su conversión a 

propionato. Similar actividad glucogénica puede ser adjudicada al propilenglicol, ya 

que produjo el menor volumen máximo de gas, asociado con una mayor 

fermentación a propionato. Asimismo, los datos del patrón de fermentación 

confirmaron el efecto glucogénico de estas dos sustancias, ya que la fermentación 
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del glicerol aumentó la producción de propionato y butirato y el propilenglicol se 

fermentó mayormente a propionato.  

El glicerol, en condiciones in vitro, se fermentó lentamente y aumentó la 

producción de propionato y butirato. La fase lag más larga y la tasa lenta de 

degradación del glicerol (capítulos 2 y 3) contrastan con los resultados de Rémond 

et al. (1993), quienes consignaron una fermentación rápida entre 4 y 6 horas del 

glicerol, en animales adaptados previamente y que consumieron glicerol por dos 

semanas. En el mismo sentido, Trabue et al. (2007), en un estudio in vitro, indican 

que luego de 24 horas, 80% del glicerol es metabolizado por los microbios 

ruminales. En el primer estudio de esta tesis (capítulo 2) se estimó que se 

necesitaron entre 28 y 36 horas para producir la mitad del volumen máximo de 

gas, lo que indicó una fermentación lenta. En el capítulo 3, a partir de la tasa de 

producción de gas observada, se estimó que la mitad del volumen máximo de gas 

en el tratamiento de glicerol y alfalfa se produce entre las 12 y 14 horas, y entre 

las 16 y 18 horas si la combinación fue con ensilado de maíz. Sin embargo, ese 

estudio mostró que la asociación entre los forrajes y el glicerol permite una 

disminución en el tiempo de inicio de la producción de gas, comparado con lo 

obtenido en el primer estudio.  

Aunque la fermentación del glicerol en el presente estudio fue más lenta 

que la señalada por Rémond et al. (1993), hay que considerar la adaptación previa 

de los animales al consumo de glicerol. Si se considera la administración oral del 

glicerol en una dosis única, la fermentación puede ser lenta, como se observa en 

este estudio; sin embargo, si el glicerol es consumido continuamente en la dieta, la 

adaptación de los microbios puede cambiar la cinética y, así, la tasa de 

degradación y la fase lag. Al respecto Kijora et al. (1998) mencionan que en vacas 

a las cuales se les administraron 200 g de glicerol vía intrarruminal por 6 días, la 

tasa de degradación fue más rápida en el último día de administración, lo que 

indicó un mecanismo de adaptación de los microorganismos ruminales a la 

utilización del glicerol.  
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Con respecto al patrón de fermentación, el glicerol aumentó la producción 

de propionato y butirato. Trabue et al. (2007) también observaron que la mayor 

parte del glicerol fue convertido a ácidos grasos volátiles, por la vía glicolítica, 

disminuyó la producción de acetato y se produjeron ciertas cantidades de valerato 

y caproato. Estudios realizados por Johns et al. (1953) y Garton et al. (1961) 

mostraron que el glicerol fue principalmente fermentado a propionato. La 

fermentación en el tratamiento de glicerol con alfalfa linealmente redujo la 

producción de acetato y aumentó la de butirato con el tiempo, o si la combinación 

fue con ensilado de maíz, el efecto fue cuadrático. La adición de glicerol cambió el 

patrón de fermentación de los ácidos grasos volátiles; sin embargo, la cinética de 

producción de gas y el patrón de fermentación del glicerol, cuando se combinó con 

forrajes, específicamente con ensilado de maíz o alfalfa (capítulo 3), fue similar a 

lo encontrado en el capítulo 2 y confirmó su lenta fermentación, así como, el 

aumento en propionato y butirato producto de su fermentación. Con una fase lag 

más larga el glicerol, en teoría, podría tomar tres vías para su metabolismo: una 

ruta de desaparición en el rumen hacia la formación de ácido propiónico, 

absorción directa a través del rumen y pasaje directo al intestino al escapar de la 

fermentación ruminal. Al respecto, Holtenius et al. (2009), mencionan que la rápida 

tasa de desaparición del glicerol en el rumen observada in vivo, fue principalmente 

debida a la absorción del glicerol y en una menor  extensión debida a flujo hacia el 

intestino y digestión microbiana en el rumen. 

Por otra lado, la metabolización in vitro del propilenglicol (capítulos 2 y 3) 

produjo un menor volumen máximo de gas y una mayor proporción en propionato, 

independientemente de su combinación con alfalfa o ensilado de maíz (capítulo 3). 

Sin embargo, el volumen máximo de gas producido por el propilenglicol sin 

forrajes fue 10 veces menor (capítulo 2) a lo encontrado en el segundo estudio 

(capítulo 3), sugiriendo que la combinación del propilenglicol con los forrajes 

cambia la cinética de producción de gas. El tiempo medio estimado para obtener 

el volumen máximo de gas producido por el propilenglicol fue de 11 a 12 horas 
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(capítulo 2) y de 10 a 14 horas (capítulo 3). Esto fue similar a lo obtenido por 

Trabue et al. (2007), para S- propilenglicol, que se fermentó en 24 horas; sin 

embargo el R-propilenglicol fue metabolizado más rapidamente y disminuyó en 8 

horas. La mayoría del propilenglicol se convierte a ácido propiónico (Velman et al., 

1998). Esto fue confirmado en nuestros estudios (capítulos 2 y 3) y fue similar a lo 

observado en estudios in vitro con R- y S- propilenglicol, que se metabolizaron 

principalmente a propionato, con reducción en acetato y butirato (Trabue et al., 

2007). En conjunto, las evidencias indican que la mayoría del propilenglicol puede 

ser absorbido y utilizado como precursor glucogénico en el rumiante, con algunas 

diferencias con el glicerol. 

El glicerol en dosis oral única aumentó las concentraciones sanguíneas de 

glucosa e insulina (capítulo 3). La respuesta glicémica fue mayor en los grupos 

con una sola dosis oral de glicerol y propilenglicol; sin embargo, inició antes en el 

grupo con glicerol. La respuesta glicémica por glicerol reguló en una forma positiva 

el aumento en insulina, que inició desde el minuto 30 y se mantuvo por un período 

aproximado de 12 horas. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Goff 

y Horst (2001), quienes, al administrar 0.83 Kg del glicerol, consiguieron un 

aumento en la concentración sanguínea de glucosa a los 30 minutos, que 

permaneció elevada durante 8 horas y retornó a niveles basales a las 24 horas. 

De igual forma, Linke et al. (2004) demostraron que cuando el glicerol se 

administra a través de un tubo esofágico o con la ayuda de una botella, las 

concentraciones sanguíneas de glucosa aumentan a las 3 y 1.5 horas 

respectivamente, mientras que las concentraciones sanguíneas de insulina 

aumentaron a las 1.1 y 1.4 horas. En el presente estudio, una sola dosis oral de 

glicerol produjo una respuesta glicémica limitada comparada con la obtenida en el 

grupo que recibió propilenglicol, y probablemente se debió a que el incremento 

inicial en glucosa produjo aumento en insulina, la cual posteriormente reguló las 

concentraciones sanguíneas de glucosa, disminuyéndola.  
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El propilenglicol, en forma similar al glicerol, aumentó las concentraciones 

sanguíneas de glucosa e insulina. Miyoshi et al. (2001) mencionan que en vacas 

durante la lactación, después de la administración de 500 ml de propilenglicol vía 

oral, se incrementaron rápidamente las concentraciones sanguíneas de insulina y 

glucosa a los 30 minutos y continuaron en incremento gradual hasta los 90 

minutos. Este incremento tuvo un efecto lineal en el tiempo para glucosa y un 

efecto cuadrático para insulina. En nuestro estudio, una sola administración oral 

de propilenglicol produjo una respuesta glicémica constante en el tiempo posdosis 

y generó una respuesta insulinémica limitada a los 90 minutos postratamiento, 

cuando se comparó con la provocada por el glicerol. A pesar del incremento de 

insulina, se observó que la repuesta glicémica fue constante. Kristensen y Raun 

(2007) mencionan que el incremento en glucosa, luego de una dosis de 650 g de 

propilenglicol vía intrarruminal, fue causado principalmente por una disminución en 

la demanda de glucosa por los tejidos periféricos, a pesar del incremento en 

insulina. La resistencia a insulina causada por la administración del propilenglicol 

parece estar asociada al efecto que causa el alcohol producto de su metabolismo, 

como el propanol. 

En el presente trabajo, se comparó directamente la respuesta glicémica e 

insulinémica  entre los tratamientos con glicerol y propilenglicol. Ambos causaron 

aumento en la concentración sanguínea de glucosa e insulina; sin embargo, se 

presentaron algunas diferencias entre el glicerol y el propilenglicol en su efecto 

glucogénico. Aunque ambas sustancias aumentaron la glucosa y la insulina en 

sangre, la cinética de producción de gas y el patrón de fermentación fue diferente. 

El glicerol produjo una respuesta glicémica rápida y una respuesta insulinémica 

mayor con respecto al propilenglicol y la melaza (capítulo 3) y puede ser 

considerado como un importante precursor glucogénico en los rumiantes. Sin 

embargo, estudios del patrón de fermentación ruminal del glicerol indican que 

pueden formarse ciertas cantidades de butirato y otros productos, lo que puede 

atribuirse a la vía y velocidad de liberación de esta sustancia, lo que afecta su uso 
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por los microbios ruminales. Entonces, la actividad glucogénica del glicerol 

depende más de su absorción que de su fermentación a butirato o propionato. Una 

de las ventajas del glicerol con respecto al propilenglicol es la entrada en una vía 

gluconeogénica más cercana a la glucosa, la vía de las triosas fosfato. Por otro 

lado, el propilenglicol presenta características de un sustrato glucogénico basado 

en una respuesta glicémica constante (capítulo 3) después de su administración, 

un patrón de fermentación que básicamente incrementa el propionato. El 

propilenglicol, con un menor volumen máximo de producción de gas (capítulo 2), 

puede transformarse en ácido propiónico o absorberse intacto a través de las 

paredes ruminales para metabolizarse en otros compuestos intermediarios en el 

hígado. A pesar de sus propiedades gluconeogénicas algunos autores mencionan 

que este compuesto debe ser usado con precaución debido a su toxicidad cuando 

aumentan los niveles de gases sulfúricos. En contraste, la melaza es un sustrato 

de rápida fermentación, con una fase lag muy corta y una tasa de producción de 

gas rápida, asociada a una alta concentración de carbohidratos, especialmente 

sacarosa (capítulo 2). 

La información obtenida de los capítulos 2 y 3 permitió determinar las 

ventajas de usar glicerol en el “flushing” ultracorto para aumentar la tasa 

ovulatoria. De esta forma, se diseñó un tercer estudio (capítulo 4) para determinar 

el efecto de la expresión de genes que modulan la tasa ovulatoria en ovejas. En 

este sentido, se evaluó la respuesta en la expresión de RNAm para aromatasa 

P450 y la maduración folicular a través de la expresión de RNAm para 3β-HSD y 

LHr en folículos antrales de ovejas sometidas a “flushing” ultracorto al momento de 

la luteólisis. 

La disminución encontrada en la expresión de RNAm para aromatasa P450 

en los folículos dominantes después del flushing ultracorto, sugiere cambios en la 

retroalimentación estradiol-FSH, con la consecuente disminución en la secreción 

de estradiol y en la inhibición que produce el esteroide sobre la FSH, lo que afecta 
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el mecanismo de retroalimentación negativa sobre FSH, rescata otros folículos de 

la atresia y aumenta el número de folículos destinados a ovular. 

Estos resultados están de acuerdo con estudios previos sobre el efecto de 

la suplementación nutricional aguda en los componentes del sistema de 

retroalimentación negativa en ovejas. Algunas evidencias indican que el aumento 

de la tasa ovulatoria está fuertemente asociado a una disminución en la 

concentración de estradiol, que permite un incremento transitorio de FSH, lo que, 

a su vez, permite el incremento en el número de folículos destinados a ovular 

(Muñoz-Gutiérrez et al., 2002; Scaramuzzi et al., 2006; Somchit et al., 2007). Sin 

embargo, los esfuerzos por encontrar correlaciones entre nutrición, cambios en el 

mecanismo de retroalimentación negativa FSH-estradiol y tasa ovulatoria, han 

producido resultados contradictorios.  

Al respecto, en ovejas sincronizadas con progestágenos, con una infusión 

intravenosa de glucosa por 72 horas, se encontró un aumento en el número de 

folículos > 2 mm de diámetro, una disminución en la secreción de estradiol a las 

27 horas de la infusión, que permaneció reducida hasta el final de la infusión, una 

disminución significativa en la expresión de aromatasa en las células de la 

granulosa y no hubo efecto sobre las concentraciones de FSH en sangre venosa 

yugular (Gallet et al., 2009). De igual forma, Somchit et al. (2009) indican que la 

suplementación con grano lupino por 5 días, en ovejas, aumentó el número de 

folículos > 1 mm de diámetro, disminuyó la concentración de estradiol y la 

expresión de aromatasa y no afectó la concentración de FSH. 

Evidencias previas han relacionado los cambios en los componentes del 

sistema de retroalimentación y el aumento en el número de folículos con aumentos 

en las concentraciones de glucosa e insulina. En primer lugar, estudios in vitro de 

cultivos de células de la granulosa (Campbell et al., 1996; Gutiérrez et al., 1997) y 

de la teca (Campbell et al., 1998) señalan que la insulina incrementa la 

esteroidogénesis y la proliferación celular inducida por las gonadotropinas. 
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Segundo, in vivo, la insulina o tratamientos que causan aumentos agudos en 

insulina aumentan el número de folículos y disminuyen la expresión de aromatasa 

en folículos estrogénicos (Gallet et al., 2009), así como las concentraciones 

circulantes de estradiol (Letelier et al., 2008; Gallet et al., 2009). Además, se 

detectó la presencia de transportadores GLUT4 tanto en células de la granulosa 

como de la teca en folículos antrales de oveja (Williams et al., 2001) y, en 

conjunto, las evidencias indican que el sistema glucosa-insulina está implicado en 

la regulación nutricional de la foliculogénesis y de la tasa de ovulación en la oveja.  

Sin embargo, poco se conoce acerca de la vía de señalización utilizada por 

la insulina o sus efectos en la señalización de FSH en las células de la granulosa. 

Al respecto, en un estudio en ovejas con una infusión intravenosa de glucosa por 

72 horas, los niveles de Akt (cinasa de serina/treonina) y AMPK (cinasa de 

monofosfato de adenosina) fosforiladas se encontraron reducidos. Los autores 

sugieren que la disminución en las proteínas podría indicar que la vía de 

señalización de la cinasa 3 de fosfatidilinositol (PI3K) fue inhibida en respuesta a 

la infusión continua de glucosa. De igual forma, sugieren que pueden existir vías 

de comunicación cruzada entre las vías de señalización de la insulina y las de 

FSH en las células de la granulosa (Gallet et al., 2009). Sin embargo, no está claro 

si estos efectos de la nutrición, mediados por la insulina, alteran las vías de 

señalización estimuladas por FSH a nivel intracelular o la actividad de la 

aromatasa estimulada por FSH (Scaramuzzi et al., 2006; Somchit et al., 2007). 

El “flushing” ultracorto aumentó el número de folículos potenciales 

ovulatorios, al disminuir la expresión de RNAm para la aromatasa P450. Este 

efecto parece estar mediado por el sistema glucosa-insulina. Se propone que esta 

respuesta al “flushing”, está mediada por el efecto de la insulina en las vías de 

señalización de FSH en las células de la granulosa. Sin embargo, determinar si el 

efecto de insulina es permisivo o determinante en el aumento de la tasa ovulatoria 

abre las perspectivas de estudio, en relación con la vía de señalización de insulina 
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involucrada en el aumento de la tasa ovulatoria, vía la señalización de FSH o en la 

actividad de aromatasa. 

Finalmente, el efecto que provoca la estimulación nutricional aguda en la 

tasa ovulatoria parece estar mediado por dos mecanismos: i) por efectos directos 

de nutrientes o factores intrafoliculares que actúan directamente a nivel del 

folículo, como glucosa, insulina, leptina o factores de la familia de IGF-I. Este 

efecto se ha denominado actualmente efecto de señalización de nutrientes. Bajo 

este efecto, el aumento de la tasa ovulatoria estaría dado por un efecto de 

señalización de nutrientes sobre el folículo, que lo sensibilizan para promover su 

crecimiento y desarrollo, aún cuando el soporte gonadotrófico de FSH ha 

disminuido, debido a la alta secreción de estradiol por parte del folículo dominante 

(Muñoz-Gutiérrez et al., 2002; Viñoles et al., 2005; Viñoles et al., 2010). Este 

efecto no involucra cambios en las concentraciones circulantes de FSH. ii) Por 

cambios en el sistema de retroalimentación negativa estradiol-FSH, que conllevan 

a una disminución en la secreción de estradiol y aumentos en FSH circulante, lo 

que produciría un aumento en la tasa ovulatoria. Una tercera opción sería, el 

efecto combinado de la señalización de nutrientes, que a su vez provoca cambios 

en el sistema de retroalimentación negativa estradiol-FSH. 
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