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1.- RESUMEN

Pablo Escorcia Ortiz. Comparacion y dinamica folicular de dos protocolos de
sincronizacion de estros con acetato de fluorogestona y glicerol en ovejas Pelibuey
(bajo la direccion del MVZ M en C Antonio Roldan Roldan).

En México, frecuentemente se emplean tratamientos de sincronizacion
tradicionales (11 dias) con el fin de realizar una inseminacion artificial (IA) en su
mayoria por via cervical con semen fresco, reportando 67% de fertilidad. Sin
embargo, este tratamiento se ha asociado a la presentacion de persistencia
folicular, ademas, el uso frecuente de eCG genera una respuesta inmunologica
(IgG), afectando su eficiencia en el desarrollo folicular y aumentando la formacién
de quistes foliculares. Como una alternativa a esto, se implementa un tratamiento
de corta duracion (5 dias) para promover un recambio folicular y asi evitar la
persistencia folicular. El objetivo de este trabajo fue administrar el glicerol (sustrato
gluconeogénico). Para ello, se realiz6 el seguimiento de la dindmica folicular en
tres grupos de ovinos Pelibuey (n=17) con distintas duraciones del progestageno
intravaginal (Tratamiento Largo Control: 11 dias; Tratamiento Corto Control y
Tratamiento Corto Glicerol: 5 dias). Al retiro del dispositivo se aplic6 una
prostaglandina, ademas para el grupo TCG se administr6 glicerol PO (50 mL). A
su vez, se realiz6 diariamente el seguimiento ultrasonografico via transrectal (7.5
MHz), determinando el tamafio y nimero de las estructuras ovéricas desde la
insercion del progestageno y hasta la formacién del cuerpo Iuteo. Con relacion al
diametro de los foliculos, no hubo diferencia entre grupos, sin embargo en los
grupos TCC (1) y TCG (1.29) hubo un aumento en el numero de foliculos
ovulatorios que son reclutados después del retiro del dispositivo intravaginal en
comparacién al grupo TLC (0.59) (p < 0.05). Concluyendo que utilizando un
tratamiento de corta duracion se aumenta el numero de foliculos ovulatorios que
son reclutados después del retiro del progestageno y si se adiciona glicerol se
obtiene un aumento en el total de foliculos ovulatorios (2.92) en comparacion al
tratamiento de larga duracién (1.59).



2.- ABSTRACT

Pablo Escorcia Ortiz. Comparison and follicular dynamics of two estrus
synchronization protocols with fluorogestone acetate and glycerol in Pelibuey ewes
(under direction of MVZ M en C Antonio Roldan Roldan).

In Mexico, traditional synchronization treatments (11 days) are mostly used in
order to perform artificial insemination (Al) mostly by cervical route with fresh
semen, reporting 67% fertility. However, this treatment has been associated with
the presentation of follicular persistence, in addition, the frequent use of eCG
generates an immunological response (IgG), affecting its efficiency in follicular
development and the formation of follicular cysts. As an alternative to this, a short
duration treatment (5 days) is implemented to promote a follicular exchange and
thus avoid follicular persistence. The objective of this work was to administer
glycerol (gluconeogenic substrate). For this, follicular dynamics were monitored in
three groups of Pelibuey sheep (n = 17) with different durations of the intravaginal
progestogen (Long Control Treatment: 11 days; Short Control Treatment and Short
Glycerol Treatment: 5 days). The removal of the device was applied in a
prostaglandin; in addition to the TCG group glycerol PO (50 ml) was administered.
In turn, ultrasonic transrectal monitoring (7.5 MHz) is used, the size and number of
ovarian structures are determined from the insertion of the progestogen and until
the formation of the corpus luteum. There is no difference between groups,
however, in the TCC (1) and TCG (1.29) groups there was an increase in the
number of ovulatory follicles that are recruited after removal of the intravaginal
device compared to the TLC group (0.59) (p <0.05). Conclusion that using a short-
term treatment increases the number of ovulatory follicles that are recruited after
progestogen withdrawal and if glycerol is added an increase in the total ovulatory
follicles is obtained (2.92) compared to long-term treatment (1.59).



3.- INTRODUCCION

Con el objeto de aumentar la prolificidad en los ovinos se ha recurrido al uso de
protocolos de sincronizacion que emplean ademas, hormonas como la
gonadotropina coriénica equina (eCG) en una inseminacion artificial a tiempo fijo
(IATF) via cervical con semen fresco, siendo de ser la mas utilizada en México,
reportando resultados que indican un 57% de fertilidad (Balcazar J, 2013). Sin
embargo, el uso frecuente de este tratamiento genera una alta variabilidad en la
eficiencia reproductiva, debido a una respuesta inmunolégica por parte del
organismo que conduce a la produccion de anticuerpos (inmunoglobulinas de tipo
G) contra esta hormona (Bodin et al., 1997; Roy et al., 1999a, 1999b). Asociado a
esto, se ha observado que los individuos sometidos a un segundo 0 mMas
tratamientos con eCG presentan un efecto negativo sobre el desarrollo folicular, lo
que retrasa su ovulacién y como consecuencia afecta la fertilidad en protocolos de
IATF (Salas-Razo et al., 2013a; Vifoles et al., 2001).

El uso de protocolos de sincronizacion prolongados (11 a 12 dias) con acetato de
medroxiprogesterona (MPA por sus siglas en inglés) causa persistencia folicular,
lo que conlleva a una disminucién en el porcentaje de fertilidad por envejecimiento
de los ovocitos (Salas-Razo et al., 2013a; Vifioles et al., 2001). Una alternativa a
este procedimiento consiste en aplicar un tratamiento corto (5 dias) lo que supone
un recambio folicular evitando el envejecimiento folicular (Menchaca and
Rubianes, 2004).

La administracion de glicerol como sobrealimentacion ultracorta en un esquema de
sincronizacion de corta duracién parece ser una alternativa para evitar los efectos
negativos de protocolos largos y el uso de eCG sobre la tasa ovulatoria. El flushing
ultracorto se basa en la sobrealimentacion del animal al momento del retiro del
dispositivo intravaginal con un sustrato altamente energético como lo es el glicerol.
A este respecto, resultados obtenidos por Escorcia (Escorcia P, 2016), indican que

la aplicacion de flushing ultracorto en un tratamiento largo de sincronizacion



obtuvo un 70% de fertilidad, ademas que no se presenta diferencia estadistica al
inseminar por via cervical una sola vez o dos veces al dia a lo largo del estro.
Asociado a esto, Gutierrez et al. (2011) y Vifioles et al. (2005), demuestran que la
seleccién y el desarrollo folicular estan asociados al aumento de glucosa, insulina
y leptina en circulacion, sin embargo no identificaron un aumento en namero y

tamanfo de los foliculos.

El estudio de la dinAmica folicular en diferentes especies se ha descrito con base
en observaciones realizadas con ultrasonografia transrectal, lo que ha permitido
monitorear el nimero y tamafo de foliculos (Ginther et al., 1989; Vifioles et al.,
2004, 2001). Con esta herramienta se han identificado las oleadas foliculares, la
presencia de foliculos dominantes, subordinados y el cuerpo lateo (Ginther et al.,
1989; Salas-Razo et al., 2013a; Vifoles et al.,, 2004, 2001). Con esta serie de
observaciones, hoy se conoce que en los ovinos los foliculos con un tamario igual
o mayor a 5 mm son candidatos para ser seleccionados y continuar con su
desarrollo (Bartlewski, et al., 1999; Evans et al., 2000; Ginther et al., 1995; Leyva
et al., 1998; Vifioles et al., 2001). Asi mismo, se sabe que el reclutamiento folicular
se realiza a partir de foliculos con un diametro entre 2 a 3 mm (Evans et al., 2000;
Schrick et al., 1993; Vifioles et al., 1999).

Al conocer la dinamica folicular en tratamientos de sincronizacion de estros en la
oveja Pelibuey, la cual esté distribuida en la mayoria del territorio nacional y se
considera que constituye la mitad del rebafio nacional debido a rusticidad,
capacidad adaptativa, baja estacionalidad y alta prolificidad (Lara et al., 2007;
Partida and Martinez, 2010; Valencia and Roldan, 2013), permitira mejorar el
estudio de los sistemas de reproduccion en producciones verdes y sustentables en
esta especie (Martin and Kadokawa, 2006). Ademas, el empleo del glicerol como
sustituto de la eCG, promovera el desarrollo folicular en protocolos de
inseminacion artificial a tiempo fijo, lo cual permitiria incrementar el nimero de

ovulaciones y en su medida, la tasa de fertilidad. De esta manera se podra



desarrollar un protocolo de sincronizacion en el que se evite la respuesta

inmunolégica que se genera con el uso de hormonas exdgenas.



4.- REVISION DE LITERATURA

4.1.- Ciclo estral

El ovino es un rumiante con actividad reproductiva poliéstrica estacional, esto
quiere decir que se rige por dos ciclos. El primero es un ciclo estral que dura en
promedio 17 dias y el segundo es un patron anual que se determina con el
fotoperiodo (Karsch, 1984).

El ciclo estral involucra cambios morfologicos, fisioldgicos y conductuales que son
regulados por el eje hipotdlamo-hipofisis-gonadal aunados a eventos de
retroalimentacion para estimular o inhibir la secrecion de diferentes hormonas: el
hipotalamo secreta la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), la
adenohipofisis produce las hormona foliculoestimulante (FSH) y luteinizante (LH),
en el ovario, el foliculo secreta esteroides e inhibina, el cuerpo lateo secreta
progesterona y oxitocina y finalmente en el Utero se da la sintesis de
prostaglandina F2a (Scaramuzzi et al., 1993).

El ciclo estral se divide en dos fases: fase folicular y fase IUtea. La fase folicular se
define como el periodo que comprende desde el desarrollo folicular y hasta la
ovulacién provocada por secrecion de LH de la adenohipdfisis que a su vez es
estimulada por GnRH proveniente del hipotalamo (Karsch et al., 1980). A partir de
este punto se inicia la fase latea, en la cual predomina la secreciéon de
progesterona por parte del cuerpo luteo vy finaliza con la lutedlisis causada por la
secrecion de prostaglandina F2a en el utero, dando inicio a un nuevo ciclo
(Karsch, 1984).

4.2.- Foliculogénesis

La mayoria de los mamiferos tienen un numero determinado de foliculos
primordiales al momento del nacimiento. En la oveja la formacion de foliculos
primordiales se da en vida fetal, comenzando su desarrollo 35 dias después de la

concepcion y culmina hasta los 70 dias de vida fetal (Baillet et al., 2008; Garverick



et al., 2002; Picton, 2001; Sawyer et al., 2002; Scaramuzzi et al., 2011). La
formacién de los foliculos comienza cuando las células de la pregranulosa que
provienen de las células epiteliales del ovario, migran y rodean a las células
germinales (Sawyer et al., 2002), en promedio se necesitan 16 células por cada
ovogonia (Lundy et al., 1999). Para que este evento se lleve a cabo es necesaria
la comunicacion entre células germinales y células sométicas, se postula que el
sistema Notch actia como un mediador entre estas células. El receptor NOTCH2
se presenta en células de la pregranulosa y se activa por JAGGEDL1 por parte de
la ovogonia, con el fin de formar uniones estrechas entre ambas células. Se
conoce que en ratones cuando se interrumpe esta sefializacion, puede disminuir el
namero de foliculos primordiales (Buratini and Price, 2011; Scaramuzzi et al.,
2011; Trombly et al., 2009). Luego de que la célula germinal continua el proceso
de meiosis y de unirse a las células de la pregranulosa, al menos un 80% de las
células germinales sufren apoptosis, no asi las células de la pregranulosa
(Scaramuzzi et al., 2011). Se estima al momento del nacimiento la oveja tiene
entre 40,000 a 300,000 foliculos primordiales de 0.03 mm de diametro

(Scaramuzzi et al., 1993).

El tiempo del desarrollo folicular es aproximadamente de 4 a 6 meses, de los
cuales el desarrollo preantral ocupa entre 3 a 4 meses (Campbell et al., 2003;
Driancourt et al., 1985). Durante el desarrollo folicular, los foliculos se clasifican en
distintos tipos con base en su independencia o0 respuesta a gonadotropinas y
comprende desde foliculos primordiales, comprometidos, sensibles a
gonadotropinas, dependientes de gonadotropinas y foliculos ovulatorios
(Scaramuzzi et al., 1993). A continuacion se describen brevemente los distintos

tipos de foliculos que pueden estar presentes en el ovario.



4.2.1.- Foliculos Primordiales

Este estadio folicular constituye la reserva que mantiene quiescente su desarrollo
y que a lo largo de la vida reproductiva se van agotando, aunque parece que su
desarrollo se encuentra mas relacionado a la ontogenia y asociacion celular con
células de la pregranulosa (Scaramuzzi et al., 1993). Este tipo de foliculos
primordiales se reconocen por tener un ovocito primario en posicién central sin
zona pelucida, rodeado de una capa de células pregranulosa aplanadas y no
poseen red vascular (Nilsson and Skinner, 2001; Picton, 2001). Lo foliculos
primordiales son el estado mas inmaduro de la foliculogénesis y comienzan su
desarrollo bajo estimulos intraovaricos y hormonales (Mcgee and Hsueh, 2000).
Estos foliculos no presenta receptores en células de la granulosa a FSH (FSHTr) ni

actividad de la enzima aromatasa (Scaramuzzi et al., 1993).
4.2.2.- Foliculos Comprometidos

En esta etapa los foliculos primordiales dejan la latencia. En la oveja
aproximadamente, entre 25 y 30 foliculos comienzan su activacién y crecimiento
diariamente convirtiéndose en foliculos comprometidos (Fortune, 2003; McNatty et
al., 2007). Los cambios mas notorios son el agrandamiento del ovocito, cambio en
la morfologia de las células de la pregranulosa, de planas a cubicas, desarrollo de
la zona pelucida y proliferacion de las células cuboidales. En esta etapa hay entre
20 a 520 células acomodadas en capas concéntricas alrededor del ovocito y el
foliculo tiene un diametro que oscila entre 0.03 a 0.1 mm. Cuando las células de la
teca forman tres capas, se diferencian del estroma ovarico y se fijan a la

membrana basal del foliculo (Scaramuzzi et al., 1993).

Existe una gran variedad de estimulos que promueven el reclutamiento de
foliculos primordiales para que continten su desarrollo (Mcgee and Hsueh, 2000).
Dentro de estos estimulos encontramos a la insulina, el factor de crecimiento
parecido a insulina (IGF) (Mazerbourg et al., 2003; Thomas et al., 2007), miembros

de la familia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), el factor



diferenciador del crecimiento tipo 9 (GDF-9), la proteina morfogénica del hueso
tipo 15 (BMP-15), la hormona antimulleriana (AMH) (Durlinger et al., 2002; Knight
and Glister, 2006), el ligando de Kit (KL), el factor de crecimiento epidermal (EGF)
(Qu et al., 2000), el factor de crecimiento fibroblasticos-7 (FGF) y el factor de
crecimiento de queratinocitos (FGK). En ratas el FGF-7 esta presente en células
circundantes del foliculo primordial y en bovinos en las células de la granulosa de
foliculos preantrales, ademas, presenta una retroalimentacién simultanea con el
sistema Kit/KL (Berisha et al., 2004; Kezele et al., 2005). La expresion de KL en
las células de granulosa se inhibe por el factor GDF-9, por el contrario, cuando el
ovocito secreta BMP-15, se estimula la expresion de KL en células de la granulosa
(Joyce et al., 2000; Otsuka and Shimasaki, 2002; Scaramuzzi et al., 2011).

En cuanto a las proteinas morfogénicas del hueso (BMPs), la que esta presente
en las células de la granulosa y el ovocito es la BMP6, siendo la encargada del
desarrollo preantral y activacién folicular (Webb and Campbell, 2007). Las BMP4 y
7 favorecen la transicion de foliculos primordiales a primarios (Drummond, 2005).

Para la activacion folicular, otro factor importante es la presencia del estradiol. Se
ha visto que la sintesis de estradiol es regulada en las células somaticas del ovario
por el factor de transcripcion FOXL2, ya que sin su presencia, los foliculos
detienen su desarrollo como foliculos primordiales (Schmidt et al., 2004). Este
factor modula el gen de la proteina de regulacién aguda de la esteroidogénesis
(StAR) (Pisarska et al., 2004) apoyando la teoria de Yang y Fortune (2008) en la

importancia del estradiol para la activacion folicular en vida fetal.

Los foliculos primarios o comprometidos presentan receptores para FSH en
células de la granulosa y en tecales para LH, pero alin no son responsivos a
gonadotropinas aunque in vitro la FSH y LH logran promover el desarrollo folicular
(Fortune, 2003).



4.2.3.- Foliculos Sensibles a gonadotropinas

Previo a la formacion del antro, la poblacién de las células de la granulosa
experimentan entre siete y ocho mitosis y la diferenciacién de los fenotipos, de
células de la granulosa del cimulo y murales (McNatty et al., 2007). Una vez que
se forma el antro folicular: los foliculos crecen de 0.2 mm a 0.7 mm en un lapso de
30 dias. Una vez que los foliculos alcanza un diametro de 0.8 mm, se presenta la
méaxima tasa de proliferacion de las células de la granulosa para permitirle al
foliculo crecer hasta 2.5 mm de diametro en tan solo 5 dias (Turnbull et al., 1977).
Para que un estimulo de FSH sea efectivo, se necesita que exista al menos 3
capas laminares de células de la granulosa, aunque los FSHr se presentan desde
gue existe solo una capa de células de la granulosa (Campbell, 2009; Campbell et
al., 2004; McNatty et al., 1999, 2000). Esto coincide con la expresiéon de RNA para
LHr, cuando la teca se forma alrededor del foliculo (McNatty et al., 1999, 2000). En
este momento se activa la enzima aromatasa y es posible detectar
concentraciones de estradiol en el foliculo cuando presenta un diametro de 0.5
mm, todo esto bajo el estimulo de FSH en las células de la granulosa (Scaramuzzi
et al., 1993).

Lo anterior se complementa con la deteccion de RNAmM para enzimas
esteroidogénicas como citocromo P450 cortadora de la cadena lateral (P450scc),
citocromo P450 17a hidroxilasa (P450c17) y 3B hidroxiesteroide deshidrogenasa
(3p-HSD), luego de la formacion de la teca interna (Bao and Garverick, 1998) y la
citocromo P450 (450arom) la cual solo se detecta en las células de la granulosa.
Esto implica que cuando los foliculos son sensibles a gonadotropinas ya son
funcionalmente esterodiogénicos produciendo estradiol, progesterona y ciertos
androgenos en pequefias cantidades (Campbell et al., 2003; McNatty et al., 1999,
2000). Ademas estos foliculos son capaces de producir Inhibina, activina y AMH
(Campbell, 2009; McNatty et al., 1999, 2000). Asi mismo, a través del control
esteroidogénico, puede modular la concentracion y patron de secrecion de FSH
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asi como de inhibina A (Baird et al., 1981; B. K. Campbell et al., 1999; Peluso et
al., 1984; Walters et al., 1984; Webb and Campbell, 2007).

De igual forma, el sistema insulina/IGF actda en foliculos preantrales como
moduladores potenciales del desarrollo folicular independiente de gonadotropinas,
demostrando la presencia de RNAm para IGFr, IGFBP-2 y 3 (Armstrong et al.,
2003). Se sabe que el IGFBP-2 es el que modula localmente las acciones
proliferativas y de diferenciacion de IGF-1 (Campbell et al., 2003; Walters et al.,
2006).

Al terminar este periodo de desarrollo folicular , existe una cohorte de alrededor de
25 foliculos entre 1 a 2.5 mm de diametro que son sensibles a gonadotropinas
(McNatty et al., 1982; Scaramuzzi et al., 1993). Cuando se presenta la méaxima
tasa de mitosis de la células de la granulosa y que el foliculo tenga un diametro
entre 1.2 y 2 mm, se marca el inicio de la etapa dependiente de gonadotropinas
(Driancourt, 2001; Turnbull et al., 1977), seguido de un aumento en la tasa de
atresia en foliculos de 2 a 2.5 mm (McNatty et al., 1999; Turnbull et al., 1977;
Webb and Campbell, 2007).

4.2.4.- Foliculos Dependientes de gonadotropinas

Como se mencion6 anteriormente que se requiere del aporte de FSH para que el
foliculo pase de sensible a gonadotropinas a ser dependiente a gonadotropinas,
siendo que llegan a esta etapa entre 1 hasta 8 foliculos con un diametro de 1.2 a
2.5 mm (Driancourt, 2001; Scaramuzzi et al., 1993; Turnbull et al., 1977). La FSH
se encarga de la actividad de la enzima aromatasa para promover e incrementar
las concentraciones de estradiol. En particular, aunque ya se presentan LHr en las
células de la granulosa, es necesario el sustento de FSH para mantener la
actividad de la enzima aromatasa, con el fin de evitar la atresia por acumulacién
de andrégenos en el foliculo (Scaramuzzi et al.,, 2011). Este evento hace mas
susceptibles la falta de FSH a los foliculos dependientes de gonadotropinas en

comparacion a los sensibles y ovulatorios (Scaramuzzi et al., 1993).
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En esta etapa, las responsables de controlar el desarrollo final de la
foliculogénesis son la FSH y LH, asi como algunos factores de crecimiento
derivados del ovocito y células somaticas que modulan la accion de las
gonadotropinas (Campbell, 2009). La FSH estimula el crecimiento y diferenciacion
folicular (Campbell et al., 1998; McNeilly, 1992) y la LH es importante en la parte
final de la foliculogénesis y maduracion del ovocito debido a un patron de
secrecion pulsatil (Baird, 1983; Hillier, 2001).

En cuanto a LH, tiene efectos sobre el desarrollo de foliculos antrales, se sabe que
una concentracion maxima es perjudicial para el desarrollo folicular a través de su
papel estrogénico e inhibina A, influyendo en el nivel y patrén de secrecion de
FSH, modulando el reclutamiento de una nueva cohorte. También se conoce un
umbral minimo que si no se alcanza no se presenta la ovulacion (Campbell et al.,
2007; Hillier, 1994).

4.2 .5.- Foliculos Ovulatorios

Para que el foliculo sea capaz de ovular se requiere una baja pero critica
concentracion de FSH. A lo largo de la foliculogénesis se presentan una gran
cantidad de FSHr y LHr estimulando la proliferacién de células de la granulosa y
aumentan el liquido folicular, dando como resultado que se incremente el tamafio
folicular (B. K. Campbell et al., 1999; Turnbull et al., 1977). En este punto, la
actividad de la aromatasa esta en su punto maximo siendo responsable del 90%
de estradiol circulante (Baird et al., 1991; Hsueh et al., 1984).

En la oveja, el diametro promedio ovulatorio de un foliculo oscila debe ser 2 5 mm
con un crecimiento de 1 mm por dia. Sin embargo, algunos individuos que
presentan el gen boorola con ovulaciones multiples (hasta 5 foliculos ovulatorios),
el diametro promedio didmetro ovulatorio disminuye entre 2 a 4 mm (Bartlewski et
al., 1999; Evans et al., 2000; Montgomery et al., 2001; Souza et al., 2001).
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4.3.- Dinamica folicular en el ciclo estral

El desarrollo folicular que se da durante el ciclo estral de la oveja y otras especies,
es un evento ciclico y organizado, regulado por las gonadotropinas y se presenta
en un patron de olas a las que se les denomina oleadas foliculares. Cada ola se
divide en tres etapas: reclutamiento, seleccion y dominancia. En estas oleadas,
una cohorte de foliculos sensibles a gonadotropinas es reclutado de manera
sincronica, seguido de una seleccion para continuar su desarrollo, volviéndose un

foliculo dominante que detiene la activacion de otros foliculos (Evans, 2003).

En los pequefios rumiantes cada oleada folicular emerge a intervalos de entre 4 y
5 dias, encontrando foliculos con un diametro de 2 a 3 mm, de los cuales algunos
creceran hasta un didmetro de 4-7 mm y el resto sufrira atresia (Bartlewski et al.,
1999). Seguido de esta ovulacion, pueden presentarse de 2 a 5 oleadas en un
periodo interovulatorio con un promedio de 3 oleadas en los dias 0, 6 y 11
(Rubianes, 2000; Seekallu et al., 2010; Toosi et al., 2009). Lo anterior se demostrd
con ultrasonografia transrectal, monitoreando diariamente el desarrollo de los
foliculos (Bartlewski et al., 2000; Bartlewski, et al., 1999; Leyva et al., 1998;
Pierson and Ginther, 1984; Salas-Razo et al., 2013b; Sirois and Fortune, 1988;
Vifioles et al., 2004).

4.3.1.- Reclutamiento folicular

En la oveja el reclutamiento se conforma de una cohorte de 1 y hasta 8 foliculos
con 2.5 mm de didmetro (Scaramuzzi et al., 1993). La encargada de este
reclutamiento es la hormona FSH. En ausencia de un foliculo dominante se libera
el bloque por retroalimentacion negativa que tiene estradiol e inhibina hacia a FSH
y se permite un pico transitorio de esta hormona que promueve el desarrollo de
foliculos pequenos (Fortune, 2003; Scaramuzzi et al., 2011; Webb et al., 1999).
Los foliculos reclutados, expresan RNAm para LHr en células de la teca y FSHr
para las células de la granulosa, ademas de P450scc y P450arom necesarias para

continuar la esteroidogénesis. A medida que los foliculos maduran, se da un
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cambio en la dependencia de FSH a LH. Esto, determina la seleccion del foliculo
dominante, momento en el cual, se presentan cambios en patrones de expresion
de receptores a gonadotropinas y enzimas para la produccion de esteroides dentro
del foliculo (Webb et al., 1999).

Un factor que actla sinérgicamente en conjunto a FSH es el IGF-1, el cual
promueve la sensibilidad a gonadotropinas y luego su transicién a dependencia de
las mismas, asi como el estimulo de la esteroidogénesis (Monget et al., 2002). En
la oveja el IGF-1, actua en foliculos de 1 a 3 mm de diametro estimulando la
proliferacion de las células de la granulosa, mientras que en foliculos que superan
los 5 mm estimula la secrecién de progesterona (Monniaux and Pisselete, 1992).
Se conoce que en bovinos seleccionados a presentar ovulacion multiple, que las
concentraciones de IGF-lI se elevan al doble que en las no seleccionadas,
indicando que este factor promueve el desarrollo de foliculos antrales pequerios,
aumentando la cohorte de foliculos reclutados, llegando a seleccionar dos o mas

foliculos dominantes en la misma oleada folicular (Echternkamp et al., 2004).
4.3.2.- Seleccion

Dentro de la cohorte de foliculos reclutados, solo algunos son seleccionados para
continuar su desarrollo y el resto de foliculos subordinados sufren atresia
(Driancourt, 2001; Webb and Campbell, 2007). La seleccién de los foliculos se
realiza en el ovario tres dias antes de la ovulaciéon (Scaramuzzi et al., 2011; Webb
and Armstrong, 1998; Webb and Campbell, 2007). Bao y Garverick (1998) indican
que en el proceso de seleccion, es necesaria la expresion de RNAm para LHr en
células de la teca y granulosa. Esto hace que el primer foliculo en presentar
receptores a LH en las células de la granulosa se convierta en un foliculo
dominante (Lucy, 2007).

Una vez ocurrido este proceso, el foliculo dominante presenta LHr y actividad de
3B-HSD en las células de la granulosa (Webb et al., 2003), produciendo mas

estradiol e inhibina, lo cual inhibe selectivamente a FSH pero no asi a LH (Lucy,
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2007). Cuando FSH es inhibida, la que se encarga del crecimiento folicular es LH.
En la oveja esta etapa se alcanza cuando el foliculo mide 3.5 mm de didmetro
(Campbell et al., 2003).

Para alcanzar la etapa de dominancia, se propone que el sistema IGF tiene
relevancia en la sintesis de estradiol, asi como las proteinas de unién a IGF
(IGFBPs), con su efecto negativo y sus proteasas para controlar este efecto
(Monget et al., 2002). Se ha determinado un aumento al cuadruple en las
concentraciones de estradiol y una disminucién 2.5 veces de IGFBP-2, 4 y 5
cuando el foliculo dominante tiene una diferencia de 1 mm de diAmetro respecto a
los subordinados. En este momento, si se rescatan los foliculos subordinados con
la administracion de FSH y se logra alcanzar la madurez del foliculo dominante, se
crea una situacion de codominancia (Rivera et al., 2001; Rivera and Fortune,
2001; Scaramuzzi et al.,, 2011). Para esto, FSH inhibe a IGFBP-2 intrafolicular,
permitiendo que el efecto de IGF se presente, siendo esto, una de las claves para
la seleccion de este foliculo (Webb et al., 2003; Webb and Campbell, 2007). A su
vez, FSH también estimula la secrecién de una proteasa conocida como proteina
A del plasma, asociada a la prefiez (PAPP-A), secretandose en un foliculo
dominante 3.5 veces mas que un subordinado, ésta regula la presentacion de

IGFBP-4, incrementando el IGF libre intrafolicular (Rivera et al., 2001).
4.3.3.- Dominancia

En esta etapa lo que caracteriza a un foliculo dominante es su capacidad de inhibir
el desarrollo de otros foliculos subordinados y provocar un evento denominado
desviacion (Beg and Ginther, 2006; Ginther et al.,, 2000, 1999; Webb and
Campbell, 2007). El foliculo dominante se encarga de inhibir la secrecién de FSH,
asi, en concentraciones bajas de esta hormona, se evita la emergencia de una
nueva cohorte de foliculos sensibles a gonadotropinas, pero es capaz de continuar
su desarrollo (Aerts and Bols, 2010; Webb and Campbell, 2007). Este proceso de
desviacion se da en un periodo de 8 horas (Ginther et al., 2000).
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A este punto, la angiogénesis tiene un papel fundamental, cuando un foliculo
presenta una mayor vascularizacién, se le asocia a la seleccion de un foliculo
dominante (Acosta et al.,, 2005; Plendl, 2000; Robinson et al., 2009). El
responsable de fomentar el grado de vascularizacion es el factor de crecimiento
endotelio-vascular (VEGF) (Acosta et al., 2005; Rosales-Torres and Guzman-
Sanchez, 2011; Zimmermann et al., 2002). Este aumento en la vascularizacién en
el foliculo se traduce en un aumento en el suministro de gonadotropinas y factores
de crecimiento, en comparacién a los subordinados (Barboni et al., 2000; Torres
and Sanchez, 2011).

4 .4.- Protocolos de sincronizacion

Dentro de los métodos que existen para regular y sincronizar el ciclo estral en
ovinos, se presentan dos tipos; Aquellos considerados luteotropicos basados en el
uso progesterona 0 sus analogos, y aquellos que son lutoeliticos, usando
prostaglandinas (Menchaca and Rubianes, 2004; Wildeus, 2000).

La progesterona y sus analogos sintéticos pertenecen a la familia de los
esteroides que se utilizan para simular el efecto de progesterona que realizaria un
cuerpo luteo natural, la cual inhibe la secrecibn de LH por parte de la
adenohipofisis, como consecuencia se inhibe el pico preovulatorio de LH y se
bloguea la ovulacion (Hansel and Convey, 1983), entonces, si se retira el
progestageno, el ciclo se reanuda en pocos dias. En particular, los dispositivos
intravaginales impregnados con progestagenos se han usado a partir de los afios
sesentas para sincronizar el ciclo estral en ovejas (Robinson et al., 1970). Dentro
de los dispositivos mas utilizados esta el CIDR (Controlled Internal Drug Release),
gue es un implante de silicon que contiene progesterona natural (300 mg), el cual
libera el progestageno de manera prolongada. La progesterona liberada por el
CIDR es absorbida hacia la circulacién a través de la mucosa vaginal (Greyling
and Brink, 1987; Wheaton et al., 1993; Wildeus, 2000), provocando que dos horas

después de la colocacion del dispositivo ya existan concentraciones séricas de
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entre 1.9 a 5.5 ng/mL de progesterona (Ainsworth and Downey, 1986; Hamra et
al.,, 1986; Wheaton et al., 1993). Otro producto utilizado son las esponjas
intravaginales impregnadas con progestagenos sintéticos como el acetato de
fluorogestona o ahora Illamado cronolona (20 mg) o el acetato de
medroxiprogesterona (60 mg). Al igual que la progesterona natural, estos se
absorben hacia la circulaciébn para simular la presencia de un cuerpo lUteo
(Wildeus, 2000). El acetato de melengestrol es otra presentacion de un
progestageno utilizado para el control del ciclo estral, con la diferencia en la via de
administracion que es oral, adicionandolo en el alimento, a una dosis de 0.25
mg/individuo/dia (Daniel et al., 2001; Gordon, 1975). Tanto la progesterona natural
como los progestagenos sintéticos se administran por periodos de 12 a 14 dias
para permitir la regresion natural de cualquier cuerpo liteo que estuviera presente
al iniciar su administracion, a pesar de lo cual, la presencia del progestdgeno
continua simulando la presencia de un cuerpo liteo hasta el momento de ser
retirado, con aparicion del estro, en promedio 48 horas después del retiro de la
administracion (Abecia et al., 2012; Wildeus, 2000).

Otra forma de sincronizar el estro es ocasionando la lisis del cuerpo lateo
(lutedlisis), al aplicar prostaglandina PGF2a. La administracion exdgena de esta
prostaglandina o alguno de sus analogos sintéticos, son un buen método para
provocar la lutedlisis, lo que induce el inicio de una fase folicular con su respectiva
ovulacion (Douglas and Ginther, 1973; McCracken et al.,, 1979). La PGF2a se
aplican por via intramuscular y una vez ocurrida la lutedlisis, el 99% es
transformado por convertasas en metabolitos inactivos al pasar a través de los
pulmones (Davis et al., 1980). Se debe recalcar que para que cumplan su funcion,
las prostaglandinas naturales o sintéticas necesitan de un cuerpo luteo funcional
que posea receptores funcionales a dicha hormona, los cuales se presentan a
partir de tres a cinco dias posteriores a la ovulacién (Menchaca and Rubianes,
2004), esta es la razon de administrarla a partir del quinto dia del ciclo estral

(Rubianes et al., 2003). De manera préactica, cuando no se conoce el dia del ciclo
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en el que se encuentra la oveja, se implementa un esquema utilizando dos dosis
de PGF2a con 7 dias de separacion (Abecia et al., 2012; Menchaca and Rubianes,
2004; Rubianes et al., 2003; Wildeus, 2000). Si se presenta la lutedlisis, el estro se
manifiesta entre 46 a 48 horas después de la aplicacion de la hormona, mientras

que el pico preovulatorio de LH ocurre a las 62 horas (Wildeus, 2000).

El uso de progestagenos y prostaglandinas en un protocolo combinado, reduce a 5
dias el tiempo de insercion del dispositivo vaginal, sin la necesidad de esperar la
regresion natural de los cuerpos lateos. Con este protocolo se espera la
presentacion del celo en un periodo menor, entre las 36 a 48 horas, después del
retiro del dispositivo y la aplicacion de la prostaglandina (Abecia A, 2010; Abecia et
al., 2012; Wildeus, 2000). El uso del tratamiento de corta duracion en ovinos, que
va de 5 a 6 dias, con el dispositivo intravaginal, mas el uso de una prostaglandina
tiene como objetivo sincronizar la ovulacion, promoviendo un recambio folicular
(Menchaca and Rubianes, 2004; Vifoles et al., 2001).

4.5.- Vias metabodlicas que intervienen en la foliculogénesis

En lo que se refiere a la influencia nutricional, ésta actia en diferentes niveles del
eje hipotadlamo-hipofisiario-gonadal para estimular la foliculogénesis a través de
efectos directos o via metabolitos intermedios (Scaramuzzi et al., 2006). El
balance energético negativo en ovinos, bovinos y humanos reduce la pulsatilidad
de LH (Jorritsma et al., 2005). En el caso del ovario, se ha visto que tanto glucosa,
acidos grasos y diversos metabolitos tienen influencia directa en el foliculo,
promoviendo la foliculogénesis (Letelier et al., 2008; Scaramuzzi et al., 2006;
Vifioles et al., 2005; Webb et al., 2004).

El balance energético es el indicador metabdlico esencial para la reproduccion.
Este balance, se vuelve negativo cuando el requerimiento de nutrientes es mayor
al consumo neto de nutrientes, momento en el que los individuos utilizan sus

reservas energéticas de glucégeno, triglicéridos y proteinas. Cuando este balance
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es positivo, el estado metabdlico y la particion de nutrientes en el organismo son
regulados por una serie de complejos mecanismos e interacciones sanguineas de
hormonas metabdlicas, mas el flujo de nutrientes en todo el cuerpo para mantener
la homeostasis, lo cual también influyen en el sistema reproductivo y en especifico
en el ovario (Scaramuzzi et al.,, 2006). Para demostrar esto, Downing Yy
Scaramuzzi (1997), utilizando hembras bajo condiciones experimentales en estado
de hipoglucemia, observaron que el patron de secrecion pulsatil de LH se inhibe.
De igual manera una hembra en lactacion retrasa o inhibe la ovulacién debido al
importante gasto energético producto de la produccion de leche (Rhodes et al.,
1995).

Entre los mediadores relacionados con la foliculogénesis, encontramos a la
leptina, la glucosa-insulina, la hormona del crecimiento (GH) y el IGF. Las
concentraciones en sangre de leptina, glucosa e insulina estan elevadas cuando
se presenta un balance energético positivo. En contraste, la GH se eleva durante
el balance energético negativo (Downing et al., 1995), con el fin de movilizar
reservas de energia, contrarrestando el estado negativo y mandando esta

informacion al foliculo (Eckery et al., 1997).

Ahora bien, existe suficiente informacién que demuestra que la dieta y la condicion
corporal del individuo tienen influencia en la calidad de los ovocitos (Ferraro, 2011;
Fouladi-Nashta et al., 2009, 2007; Garnsworthy et al., 2009; Gutierrez et al., 2011,
Vifioles et al., 2001). Es decir, algunas dietas son benéficas para la calidad de los
ovocitos, mientras que otras afectan su desarrollo. En el ganado bovino, existe
una relaciéon entre la ingesta de nutrientes y la capacidad de desarrollo de los
ovocitos. Se ha demostrado que las dietas ricas en acidos grasos mejoran el
desarrollo de los ovocitos (Fouladi-Nashta et al., 2009, 2007; Garnsworthy et al.,
2009). Dicho esto, Garnsworthy et al., (2009) con el uso dietas enriquecidas con

acidos grasos para aumentar las concentraciones de insulina lograron un aumento
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en la tasa gestacion del 27% al 60%. A continuacion se describen brevemente los

sistemas y las interacciones metabdlicas involucrados en el desarrollo folicular.
4.5.1.- Glucosa - Insulina

La glucosa es el combustible indispensable para el metabolismo de las células y
su regulacion depende de una serie de vias intracelulares y en especifico cuando
tiene un efecto directo con insulina (Scaramuzzi et al.,, 2011; Taniguchi et al.,
2006). Para describir la via a través de la cual interviene la glucosa en el
desarrollo folicular, se propusieron tres mecanismos: primero, se sugiere que los
cambios en la energia disponible pueden alterar el ambiente endocrino y su
capacidad esteroidogénica en los foliculos, independientemente de cambios en los
transportadores GLUT; segundo, la expresion de transportadores de glucosa en el
ovario pueden modificar el consumo de glucosa; y tres, los cambios en las
concentraciones circulantes de glucosa e insulina conllevan a un incremento en el
consumo de glucosa, modificando la capacidad esteroidogénica, que en parte,
puede afectar la funcién o expresion de transportadores GLUT (R. J. Scaramuzzi
et al., 2010).

Se ha descrito un aumento en las concentraciones de trasportadores GLUT-1 y
GLUT-4, hasta 18 veces mayor en las células de la granulosa en comparacién a
las células de la teca, siendo que GLUT-4 se regula por insulina. Estas proteinas
internalizan glucosa al foliculo, actuando como moduladores de la funcion folicular
(Nishimoto, 2006; Williams et al., 2001). El aumento en los transportadores de
glucosa corresponde al cambio en la concentracién de glucosa en la sangre
arterial (58 mg/dL), disminuyendo en sangre venosa (42.3 mg/dL), comprobando el
uso de la glucosa por parte del ovario y foliculos en desarrollo (Scaramuzzi et al.,
2010).

Por otra parte, el pancreas secreta insulina en respuesta al aumento de glucosa

en circulacion sanguinea, esto supone un incremento en la internalizaciéon y
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utilizacion de glucosa e nivel ovarico y folicular (Ferraro, 2011). El foliculo presenta
proteinas sustrato del receptor a insulina IRS-1, IRS-2 y IRS-4 presentes en
células de la granulosa y teca en la oveja (Poretsky et al., 1999; Somchit, 2008) y
también se une en un menor grado a receptores de del sistema IGF (Willis and
Franks, 1995). Cuando se une la insulina se autofosorila el receptor y se activa la
via de tirosincinasa e interactia con las proteinas IRS (Poretsky et al., 1999). Se
ha descrito que las IRS funcionan para activar la proliferacion, diferenciacion y
sintesis de proteinas a través de diferentes sistemas como fosfatasas, quinasas,
accion de la cinasa monofosfato de adenosina (AMPK), proteincinasas especificas
para serinal/treonina (Akt), cinasa de fosfatidilinosiltol-3 (P13K), cinasas reguladas
por la sefalizacion extracelular (ERK), fosfatasa PTEN y la via de las exocinasas,
el blanco en mamiferos de la rapamicina (mTOR) (Ryan et al., 2008, 2007; R.

Scaramuzzi et al., 2010; Scaramuzzi et al., 2011; Zeleznik et al., 2003).

La importancia de las IRS se demostré en roedores, en donde la supresion del gen
para IRS-2 se asocié a la disminucién en la foliculogénesis (Neganova et al.,
2007). Ademas de las evidencias in vitro en los que actia durante la
foliculogénesis y efectos en la secrecion de gonadotropinas (Poretsky and Kalin,
1987), Gutierrez (Gutiérrez et al., 1997) demostrd que el uso de IGF-I e insulina
tienen un efecto estrogénico en las células de la granulosa. Por otra lado, estudios
in vivo describe que un aumento agudo de insulina provoca que un mayor numero
de foliculos disminuyendo la expresion de la enzima aromatasa en células de la
granulosa (Gallet et al., 2011; Somchit, 2008) y la concentracién de estradiol
circulante (Gallet et al., 2011; Letelier et al., 2008; Peluso et al., 1984). Con todo lo
anterior se puede decir que la insulina realiza funciones esenciales no especificas
y especificas de mantenimiento de integridad y salud de las células foliculares y

del ovocito (Ferraro, 2011).
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4.5.2.- IGF-1

El factor de crecimiento parecido a insulina o IGF es un sistema que se integra por
dos ligandos (IGF-I e IGF-Il), dos receptores (IGF-IR e IGF-IIR), proteinas de
unioén para IGF (IGFBP-1, 2, 3, 4, 5y 6) y al menos una proteasa para las IGFBPs
(Kostecka and Blahovec, 1999; Monget et al., 2002). Este factor actia como un
potente estimulador del crecimiento folicular, de la secrecion de estradiol y de la
proliferacion de las células de la granulosa (Scaramuzzi et al., 1999), siendo
esencial para la foliculogénesis en la etapa de seleccion de foliculos (Mihm and
Evans, 2008). En la borrega este factor de crecimiento actida en los foliculos
pequefios (2 mm) incrementando su sensibilidad a gonadotropinas, ademas,
presenta un efecto morfogénico el cual promueve la expresiéon de receptores a LH
reduciendo el tiempo para convertirse en un foliculo dependiente de
gonadotropinas (Mazerbourg et al., 2003; Silva et al., 2009) y para la secrecién de
progesterona en foliculos mayores a 5 mm de didmetro (Monniaux and Pisselete,
1992). Ademas, estudios in vivo en la oveja se logra estimular la secrecion de
estradiol e inhibina en las células de la granulosa (Campbell et al., 1998). Esto se
demostré con la administracion exdgena de IGF-I en un modelo de ovario
autotrasplantado en una oveja, con esto se logra inducir una hiperestimulacion de

la foliculogénesis y la secrecidn de estradiol e inhibina (Scaramuzzi et al., 1999).

En el ganado bovino durante la etapa de posparto, en donde se presenta un
estado de balance energético negativo, en este momento la concentracion
circulante de IGF es baja y por lo tanto la foliculogénesis y esteroidogénesis se ve
alterada (Gong, 2002). Respecto a esto, se propuso una suplementacion de corto
plazo que aumenta las concentraciones séricas de IGF, para que actue a nivel
ovarico promoviendo el crecimiento folicular debido a una disminucion local de
IGFBPs (Vifioles et al., 2005).

Puesto que todo el IGF que llega al ovario es por via sanguinea (Mazerbourg et

al., 2003), es necesario regular las concentraciones de IGF en el liquido
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intrafolicular ya que no hay una relacion entre el tamafio del foliculo y la
concentracion de IGF en el liquido intrafolicular y esto puede tener efectos nocivos
en etapas posteriores (Monget and Monniaux, 1995). Las proteinas encargadas de
evitar altas concentraciones de IGFs libres en el liquido intrafolicular son las
proteinas de union a IGF (IGFBP 2, 4 y 5). Conforme avanza el desarrollo folicular
las concentraciones de IGFBP 2 y 4 disminuyen, en cambio, cuando los foliculos
se desvian hacia la atresia aumentan las IGFBPs 2, 4 y 5. Estos cambios en la
concentracion de IGFBPs durante en el desarrollo sugieren que la modulaciéon
externa para la bioavilidad de IGF, determinando la diferenciacién entre foliculos

preovulatorios o atrésicos (Monget et al., 1993).
4.5.3.- Leptina

Esta hormona proteica se produce por los adipocitos y tiene influencia en la
funcién reproductiva (Dyer et al.,, 1997). La leptina actia directamente en el
hipotalamo para regular el consumo, el balance energético en todo el cuerpo y
posee una accion directa a nivel ovarico (Spicer, 2003). La insulina, en su funcién
anabdlica, interviene en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, de
igual forma se promueve la lipogénesis, activando la secrecion de leptina por parte
de los adipocitos (Poretsky et al., 1999) y a diferencia de la secrecion aguda de
insulina, la liberacion de leptina es tardia, ya que después del consumo de
alimentos se tarda entre 2 a 8 horas para presentarse en concentraciones

aumentadas en la circulacion sanguinea (Marie et al., 2001).

En la parte reproductiva, se comprob6 la presencia del sistema de leptina en el
ovario de la oveja (Mufioz-Gutiérrez et al., 2005; Pisani et al., 2008), detectando
ARNmM para el receptor de leptina (ObRb) en células de la teca, granulosa y en el
ovocito sugiriendo funciones paracrinas y autécrinas (Mufioz-Gutiérrez et al., 2005;
Pisani et al., 2008). En la oveja se ha que estimula la foliculogénesis (Kendall et
al., 2004; Mufioz-Gutiérrez et al., 2005), presentando una modulacion doble en la

esteroidogénesis de las células de la granulosa, in vitro, en concentraciones bajas

23



tiene un efecto estimulante (B K Campbell et al., 1999), aunque en estudios in vivo
(Zachow and Magoffin 1997; Spicer2001) e in vitro (Kendall et al. 2004) se ha
encontrado que inhibe la secrecion de estradiol. El mecanismo de accién involucra
al sistema IGF, en la estimulacion de las células de las granulosa por FSH para la
secrecion de estradiol (Spicer et al., 2000; Zachow and Magoffin, 1997) asi como
en la estimulacion de LH sobre las células de la teca (Spicer et al., 2000), es decir,
si se inmunoneutraliza el factor IGF se revierten los efectos inhibitorios de leptina

en cuanto a la produccién de estradiol (Sirotkin et al., 2005).

De manera practica, se ha utilizado la administracién exdgena de leptina o se
estimula su secrecion con una suplementacion de 5 dias de glucosa o grano
lupino, para aumentar el nimero de foliculos con receptores ObRb. El resultado de
esto in vivo es una inhibicidn en la secrecion de estradiol pero en la fase folicular
se estimula la foliculogénesis (Kendall et al., 2004; Mufioz-Gutiérrez et al., 2005).
Con el uso de diferentes tipos de suplementacién con grano lupino se determiné
gue las concentraciones elevadas de leptina se aprecian después de 24 horas y
durar hasta 72 horas (Mufioz-Gutiérrez et al., 2005; Vifioles et al., 2005) inhibiendo

la enzima aromatasa y asi disminuye la produccion de estradiol (Ferraro, 2011).

4.5.4.- Cinasa de monofosfato de adenosina (AMPK)

La cinasa de monofosfato de adenosina (AMPK) se considera una hormona
metabdlica maestra (Scaramuzzi et al., 2011), esta es una cinasa serina/treonina
gue se activa por un incremento en la relacion de monofosfato de adenosina
(AMP)/Adenosintrifosfato (ATP) y se asocia al agotamiento de ATP en respuesta
al estrés ambiental y nutricional (Hardie, 2004). Su principal accién es metabdlica,
promoviendo la entrada de glucosa, la glicolisis, la oxidacién de acidos grasos y la
sintesis de esteroles (Carling et al., 1987). Este sistema a través de AMPK se ha
visto en células de la granulosa, teca y ovocitos (Bilodeau-Goeseels et al., 2007;

Tosca et al.,, 2007) en donde inhibe la proliferacion de células de la granulosa
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inducida por FSH (Kayampilly and Menon, 2009), asi como la secrecion de
estradiol y progesterona (Tosca et al., 2008). Estos efectos se asocian a la
inhibicion de la via de sefalizacibn de proteincinasa activada por mitdgeno
(MAPK) vy la cinasa regulada extracelularmente (ERK) (Kayampilly and Menon,
2009). Otras hormonas metabdlicas y metabolitos que pueden actuar a través de
esta via son glucosa, leptina y en menor grado resistina, adiponectina y ghrelina
(Mitchell et al.,, 2005). Por lo tanto, la via de sefializacion de AMPK es un
modulador potencial de las interacciones entre el balance de energia y la

foliculogénesis (Scaramuzzi et al., 2011).
4.6.- Sobrealimentacion

La sobrealimentacién o flushing es una de las tecnologias reproductivas mas
antiguas y enfocadas para la eficiencia en produccion de crias en ovejas y en
cabras (Martin and Kadokawa, 2006; Scaramuzzi and Martin, 2008). Esta
tecnologia consiste en una suplementacion dentro de un plazo breve para
aumentar la tasa ovulatoria. EI primer reporte cientifico conocido de la
sobrealimentacion se da en 1899, cuando se describe que ovejas con mayor peso
corporal o alto consumo nutricional tienen una alta probabilidad de tener partos

gemelares debido a un aumento en la tasa de ovulacién (Heape, 1899).

Con todo lo anterior, se conoce que la nutricion tiene efectos en la foliculogénesis
y en diferentes niveles del eje hipotalamo-hipofisiario-gonadal. Esto permite la
implementacion de programas de suplementaciéon con el fin de mejorar la
eficiencia reproductiva de los ovinos (Scaramuzzi et al., 2006), (Gaskins et al.,
2005; Knight et al., 1975; Wang et al., 2004). Estos efectos de la suplementacién
se pueden presentar de tres formas: primero se describe el efecto estatico, este se
presenta en individuos en condiciones de peso corporal ideal a su raza debido a
una buena alimentacion a largo plazo; el segundo efecto se denomina dinamico,
aqui se ofrece una suplementacion alimenticia de mediano plazo y se observa un

incremento en el peso corporal del individuo; por udltimo, encontramos al efecto
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agudo, refiriéndose a la suplementacién en un periodo extremadamente corto sin
que lleguen a mostrar cambios en el peso del individuo (Letelier et al., 2008;
Scaramuzzi et al., 2006; Stewart and Oldham, 1986).

Desde hace tiempo, diversos autores han empleado sustratos energéticos
ofrecidos durante 4 a 9 dias antes del servicio, con el objetivo de aumentar las
concentraciones de glucosa e insulina en sangre y asi estimular la foliculogénesis.
Estos estudios describen un incremento en el nimero de foliculos de 2 a 3 mm de
didmetro en crecimiento con estas dietas energéticas (Downing et al.,, 1995;
Letelier et al., 2008; Scaramuzzi et al., 2006; Stewart and Oldham, 1986; Vifioles
et al., 2005; Webb et al., 2004). Otro método de suplementacion es con una Unica
dosis de glicerol al 90% al dia 14 del ciclo estral, que tiene el mismo efecto en
glucosa e insulina aumentando también la tasa ovulatoria (Gutierrez et al., 2011).
Resultados obtenidos por Gutiérrez et al. (2011) y Vifioles et al. (2005) en ovejas
de la raza Pelibuey y Corriedale respectivamente, sugieren que la seleccion y el
desarrollo de los foliculos esta asociado con un aumento en las concentraciones
de glucosa, insulina y leptina. La glucosa y las hormonas metabdlicas actian
directamente a nivel de ovario para regular la esteroidogénesis (Kendall et al.,
2004; Mufioz-Gutiérrez et al., 2004; Poretsky et al., 1999; Williams et al., 2001).

Posterior a esto, se desarroll6 una variante en la técnica, denominada como
“flushing ultracorto”; que consiste en una sola administracion de una sustancia
glucogénica al momento de inducir la lutedlisis o al retirar un tratamiento con
progestagenos. Con este método se ha logrado incrementar la tasa de ovulacion,
logrando que en el 89% de las ovejas se presente mas de una ovulacién, y que un
17.5% presente tres 0 mas ovulaciones (Gutierrez et al., 2011; Martinez, 2004).
Para esta técnica ultracorta se requieren de sustancias gluconeogénicas y anti-
cetogénicas como son el glicerol y el propilenglicol (Ferraro, 2011; Gutierrez et al.,
2011; Kristensen and Raun, 2007; Rémond et al.,, 1993). Es indispensable

sincronizar el estro para asi, poder administrar estas sustancias al momento de la
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lutedlisis, ya que una vez dado este evento, se abre una ventana de 12 horas para
el reclutamiento y la seleccion de foliculos potencialmente ovulatorios (Gherardi
and Lindsay, 1982; Gutierrez et al., 2011; Vifoles et al., 2001) y el individuo en
cuestion presenta un cuadro de hiperglicemia que logra estimular la seleccién de
mas de un foliculo por las vias que se mencionaron con anterioridad. Cabe
mencionar que para obtener los mejores resultados en la tasa ovulatoria el
estimulo debe mantener su efecto al menos 10 horas, sin exceder las 24
(Gutierrez et al., 2011).

El tratamiento de sobrealimentacion o flushing ultracorto actia limitando la
expresion de ARNm para la aromatasa P450, disminuyendo el sistema de
retroalimentacion negativa de estradiol a FSH, asi, se rescatan foliculos antes de
su desviacion (Ferraro, 2011; Kendall et al., 2004; Scaramuzzi et al., 2011, 2006).
Ademas, el sistema de glucosa-insulina a través del GLUT 4 internaliza glucosa al
ovario para que sea utilizada por los foliculos que se estan desarrollando (Williams
et al., 2001). De igual forma, promueve la liberacion de IGF-1 por parte del higado
y leptina por los adipocitos (Scaramuzzi et al., 2011). En consecuencia, el sistema
IGF actua de diversas maneras, degrada las proteinas de unién a IGF en el liquido
folicular, estimula la proliferacién de células de la granulosa y al mismo tiempo
promueve su transicién para que se establezca un foliculo dominante en menor
tiempo, expresando RNAm para LHr (Beg and Ginther, 2006; Luo et al., 2011;
Mazerbourg et al., 2003; Silva et al., 2009). Otra interaccién en la que el sistema
IGF actia es en la esteroidogénesis, estimulando la produccién de estradiol e
inhibina en todos los foliculos de diversos tamafos, asi como progesterona en los
foliculos dominantes (>5 mm) (Campbell et al., 1998; Monniaux and Pisselete,
1992).

Por ultimo tenemos los eventos que promueven la secrecién de leptina, esta
hormona tiene todo su complejo funcional en el hipotalamo y en los foliculos, con
efecto en células de la teca, ovocito y células de la granulosa, aunque en estas

tltimas en menor grado (Mufioz-Gutiérrez et al., 2005; Pisani et al., 2008; Ryan et

27



al., 2002; Spicer, 2003). Esta hormona proteica actia neutralizando el efecto de
IGF-1 para producir estradiol en las células de la granulosa por estimulo de la
hormona FSH y la produccion de androstenediona en células de la teca por efecto
de LH (Ferraro, 2011; Sirotkin et al., 2005; Spicer et al., 2000; Zachow and
Magoffin, 1997).

Con todo esto, observar la dinamica folicular al estudiar el funcionamiento de una
sobrealimentacion ultracorta en un tratamiento de sincronizacion de estros
proporciona una entrada a una tecnologia que no dependa del uso de hormonas
exdgenas y se convierta en una alternativa que podria remplazar a los
tratamientos tradicionales, aumentando la tasa de fertilidad y prolificidad
cumpliendo con los principios de una produccion limpia, verde y ética (Martin and
Kadokawa, 2006; Scaramuzzi and Martin, 2008).
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5.- Hipotesis

El uso de glicerol como flushing ultracorto, en combinacion con un protocolo de
sincronizacion de estros de corta duracion utilizando FGA, aumentara la tasa de

ovulacion y evitara la presencia de persistencia folicular.

6.- Objetivos

O Determinar la respuesta sobre el desarrollo folicular con uso de glicerol en

tratamientos de sincronizacién usando FGA.

O Describir la dinamica folicular por ultrasonografia en tratamientos de

sincronizaciéon basados en el uso de FGA.

O Identificar la presencia de foliculos persistentes que retrasen la
presentacion del estro y la ovulacion en tratamientos de sincronizacion con
FGA.
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7.- MATERIAL Y METODOS

7.1.- Localizacién

El estudio se realizé en el Centro de Ensefianza, Practica e Investigacion en
Produccion y Salud Animal (CEPIPSA), de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM)
ubicado en el km 28.5 de la carretera federal a Cuernavaca, delegacion Tlalpan,
Cd Mx., en la latitud 19° 13’ Ny 99° 8’ O, con una altura de 2,760 metros sobre el
nivel del mar. La regién tiene un clima semifrio-semihimedo con lluvias en verano
y con una precipitacion pluvial de 800 a 1,200 milimetros anuales y una

temperatura promedio de 19°C.
7.2.- Metodologia

Este estudio se dividi6 en dos partes, en la primera, se describidé la dindmica
folicular en tratamientos de sincronizacién largos y cortos, realizandose en los
meses de Junio a Julio de 2017, en plena época reproductiva (Valencia and
Roldan, 2013). En la segunda parte, se evalud la respuesta de estos tratamientos
dentro de un protocolo de inseminacion a tiempo fijo. Se conté con 60 hembras
Pelibuey adultas de 4 a 7 afios de edad, multiparas, las cuales se encontraban
dentro de un sistema de produccion intensivo, en estabulacion total y alimentacion

basada en avena, ensilado de maiz, alfalfa y concentrado de granos.
7.2.1.- Protocolo de sincronizacion

Los 60 individuos se distribuyeron de forma aleatoria en tres grupos
experimentales. La sincronizacion del estro para el tratamiento largo se establecio
en la aplicacion de un dispositivo intravaginal con un progestageno sintético (20
mg de cronolona micronizada) durante 11 dias (TLC, n=22); al momento del retiro
del dispositivo intravaginal se administré en todas las hembras 125 yg de una
prostaglandina sintética (cloprostenol) (Abecia et al.,, 2012; Escorcia P, 2016;

Wildeus, 2000). Para el grupo con tratamiento corto (TCC, n=17), se insert6 el
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dispositivo intravaginal durante 5 dias (Menchaca and Rubianes, 2004) y al retiro
de éste se aplicd la prostaglandina sintética en todos los individuos del grupo.
Finalmente, el grupo de corta duracion con la adicién de glicerol (TCG, n=17), se
utilizé el mismo protocolo del grupo TCC con la diferencia que al retiro del
dispositivo intravaginal ademas de la prostaglandina, se administraron 50 mL de
glicerol diluido en agua (9:1) por via oral (Gutierrez et al., 2011; Martinez 2004)
véase figura 1. En la segunda etapa del experimento se utilizd el mismo protocolo
de sincronizacion del estro con la diferencia en la cantidad de individuos,
guedando de esta manera TLC n=20; TCC n=20; TCG n=20.

Junio Julio
30
IO :LI:L 13 Tratamiento largo
i de FGA
Grupo TLC
0 5 7 24 Tratamiento corto
I | de FGA
| I Grupos: TCC y TCG
L Retiro esponjas Deteccion de
Aplicacion L. y — i
. Administracion . calores Ultrasonografia
esporjas Prostaglandinay glicerol A 15:00horas 0,6,12
8:00 horas rostag Ve » 0, 12Y
8:00horas 18:00 horas

Figura 1.- Calendario del protocolo de sincronizacion, seguimiento ultrasonogréfico, deteccion de

estros e inseminacion artificial en los grupos experimentales.

7.2.2.- Seguimiento por ultrasonografia

La ultrasonografia se realizd por via transrectal, por lo cual se utilizO un equipo
Mindray DP-50Vet, con un transductor lineal 75L50EAV a una frecuencia de 7.5
MHz (Salas-Razo et al., 2013b; Vifioles et al., 2004). Para poder describir la

dinamica folicular, en todas las ovejas se inicid el seguimiento de las estructuras
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ovaricas, dos dias antes del inicio del protocolo de sincronizacién del estro,
realizandose diariamente a lo largo del tratamiento y hasta la formacion del cuerpo
lateo (Abecia A, 2010; Evans G et al., 1987). Se contaron las estructuras ovaricas
en ambos ovarios, ademas de medir su didmetro en milimetros. Los foliculos
persistentes se catalogaron cuando emergian con 2 mm de didmetro y alcanzaban
una vida media igual o mayor a 9 dias o manteniendo la etapa de dominancia con
una duracion mayor a 6 dias con un diametro superior a 5 mm. Para detectar el
momento mas cercano a la ovulacion, se seleccionaron aleatoriamente 10
individuos de cada grupo experimental, el seguimiento por ultrasonografia se
realiz6 cada 12 horas después del retiro del progestageno y hasta la formacién del
cuerpo luteo (Vifoles et al., 2001). En la segunda parte del experimento, con el
objeto de determinar el numero de ovulaciones, Unicamente se realiz6 la
ultrasonografia al dia 9 después de retirado el dispositivo intravaginal, con el
objeto de determinar el nimero de ovulaciones, momento en el cual se encuentra

al cuerpo luteo en el didmetro maximo (Bartlewski, et al., 1999).
7.2.3.- Deteccion de estro

Para determinar el inicio del estro después del retiro del dispositivo y la duracion
de esta etapa, se utilizaron 2 machos enteros provistos de un mandil para evitar la
copula. Se ingresaron durante 15 minutos al corral cada 6 horas, desde 22 horas
después del retiro del dispositivo; ya que la literatura describe que manifiestan
estro entre las siguientes 30-48 horas (Escorcia P, 2016; Wildeus, 2000) hasta

finalizado el mismo.
7.2.4.- Inseminacion artificial

Todos los grupos se inseminaron via cervical con semen fresco diluido con leche
ultrapasteurizada semidescremada a una concentracion de al menos 200 millones
de espermatozoides por dosis, en un volumen de 0.15 mL (Escorcia P, 2016;
Evans G et al., 1987; Salamon S, 1962).
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7.2.5.- Diagnaéstico de gestacion

Para el diagnostico de gestacion se utilizd en primera instancia el no retorno al
estro al dia 17, confirméandolo por ultrasonografia al dia 35 de la gestacion con la
visualizacion de placentomas, vesicula embrionaria o el producto como

diagnéstico positivo (Abecia A, 2010).
7.2.6.- Analisis estadistico

Se realiz0 estadistica descriptiva en el niumero y tamafio de los foliculos por
individuo y por grupo, posteriormente se llevo a cabo un analisis comparativo entre
grupos mediante Chi-cuadrada en estas variables y en el nimero de cuerpos
luteos (Bartlewski, et al., 1999). Para determinar si un foliculo fue persistente se
categorizaron en dos clases con base en estudios realizados por Scaramuzzi et
al., (2011): 1- foliculos emergentes de 2 mm de didmetro con una vida de 9 0 mas
dias; 2- foliculos que alcanzan 5 mm de diametro y a partir de este punto duran 6
0 mas dias. Para analizar el intervalo entre el retiro del progestageno y el inicio del
celo, el momento de la ovulacién y la formacion del cuerpo luteo, mas la duracion
del estro, se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) seguido de una prueba de
Duncan para comparaciones multiples y en su caso una prueba de Wilcoxon para
variables no paramétricas, utilizando el programa estadistico SAS/STAT Version
8.2 (Procedures Guide SAS Institute Inc, 2014).
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8.- RESULTADOS

En el cuadro 1 se observa el promedio foliculos ovulatorios entre grupos en las
distintas etapas y total de este experimento. De manera global, el tratamiento corto
con glicerol obtuvo el mayor numero (p <0.05) de foliculos ovulatorios con un
promedio de 2.92, mientras que el mas bajo fue el tratamiento largo control con un
promedio de 1.59 ovulaciones (p<0.05). En la figura 2 se muestran la estructuras
que se identificaron determinando su didmetro y duracion a lo largo del

experimento.

Cuadro 1

Promedio de los foliculos ovulatorios

Corto con
Variable (promedio * ee) Largo Control Corto Control .

glicerol

) . : 1.727° 2.353°2 2.765°
Foliculos ovulatorios (primera etapa)

+0.1971 +0.2242 +0.2242

) : 1.45° 2.45"° 3.05°¢
Foliculos ovulatorios (segunda etapa)

+0.1797 +0.1797 +0.1797

a b c

Total de foliculos ovulatorios 1.5952 2.405 2.92
+0.1328 +0.1415 +0.1415

Literales diferentes por fila indican diferencia estadistica.
P <0.05

Figura 2.- Reconocimiento de estructuras ovaricas: a) ovario con un foliculo preovulatorio (F) de 5.5
mm de diametro; b) y c) cuerpo lateo funcional (CL) con un didmetro 9.9 mm con cavidad (ca) de

3.2 mm.
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Al hacer el andlisis de la dinamica folicular durante la primera etapa del
experimento, se encontré un mayor numero de foliculos ovulatorios (P < 0.05) en
los grupos TCC (2.3) y TCG (2.7) en comparacion al grupo TLC (1.7) (cuadro 1).
Sin embargo, no se encontré diferencia (P>0.05) en el diametro de los foliculos al
momento de la ovulacién, entre grupos (cuadro 2). Asi mismo, se observo que en
los tratamientos cortos un mayor numero de foliculos ovulatorios se desarrollan
después del retiro del dispositivo intravaginal. En cuanto a la presentacion de
persistencia folicular (cuadro 2), aunque fue una baja incidencia se presenté en
todos los grupos sin diferencia entre los mismos. En los grupos TLC, TCC hubo 4
foliculos persistentes con una duracién igual o mayor a 9 dias, mientras que en el
TCG se presentaron 8 foliculos persistentes. Cabe mencionar que solo uno de

estos, alcanzé un diametro mayor a 5 mm por mas de 6 dias.

Cuadro 2

Dinamica de los foliculos ovulatorios entre grupos experimentales

Variable (promedio * ee) Largo Control ~ Corto Control  Corto con glicerol
g , ., 5.42° 5.07° 5.05°

Didmetro de foliculos a la ovulacién (mm)

+0.0178 +0.0202 +0.0202
Numero de foliculos ovulatorios reclutados 1.1264° 1.2941° 1.4706 °
antes del retiro +0.211 +0.206 +0.193
Ndmero de foliculos ovulatorios reclutados 0.5909 ° 1.00® 1.2941°
después del retiro +0.214 +0.257 +0.206
Numero de foliculos persistentes por un 4° 4° g?
periodo mayor o igual a 9 dias
Total de individuos que presentaron 4° 32 6

persistencia folicular

Literales diferentes por fila indican diferencia estadistica.
P <0.05
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Para la segunda etapa del experimento se determiné un mayor numero de
ovulaciones en un tratamiento corto con glicerol (3.05) contra los otros dos grupos
(TCC=2.45; TCL=1.45; cuadro 1). La fertilidad obtenida en la segunda etapa se
muestra en el cuadro 3, el tratamiento corto con glicerina presenta la mayor
fertilidad por no retorno a estro, sin embargo, este disminuye drasticamente al dia
35 cuando se realiza el diagndstico por ultrasonografia transrectal, en
comparacion a los grupos corto y largo control. No hubo diferencia en la

prolificidad obtenida entre grupos.

Cuadro 3

Porcentaje de fertilidad y prolificidad en la segunda etapa

Variable Largo Control Corto Control Corto con glicerol

Diagnéstico de gestacidn por no
retorno a estro (17 * 3 dias) (%)
Diagnéstico de gestacion por
ultrasonido al dia 35 después de 45° 25 15°
la inseminacion artificial (%)

60 ° 50° 75°

Fertilidad (%) 45° 25 15°

Prolificidad 1.33° 1.8° 1.66°

Literales diferentes por fila indican diferencia estadistica.
P <0.05
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El grado del desarrollo folicular a lo largo del tratamiento de sincronizacién en
cada grupo se describe en la figura 3, sin encontrarse diferencia entre los mismos
y ajustando el dia cero como el momento del retiro del dispositivo de
progesterona.
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Figura 3.- Diametro promedio y duracion en dias de foliculos ovulatorios por grupo.

Respecto al protocolo de sincronizacion en la primera etapa del experimento, la
presentacion del estro después del retiro del dispositivo fue significativamente
menor en el grupo TLC que en los tratamientos de corta duracién (p<0.05). La
duracion del estro no presentd diferencias en los tres grupos, sin embargo, el
tiempo transcurrido entre el inicio del estro hasta la ovulacién, fue diferente entre
los grupos de corta duracién (p<0.05), sin ser distintos del grupo de larga
duracion. Asi mismo, la formacion del cuerpo lateo después de la ovulacion fue
mas tardia en el grupo TCC (47.29 h) que los grupos TLC (40.36 h) y TCG (39.53
h; P<0.05). Véase cuadro 4 y anexo figuras 8, 9, y 10 para observar el

comportamiento de presentacion del estro en cada grupo experimental.
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Cuadro 4

Respuesta al protocolo de sincronizacién

Variable (h dio + Largo Corto Corto con
ariable (horas promedio + ee) Control Control glicerol
Promedio entre el retiro del dispositivo al 49.85° 59.78" 57.2°P
inicio del estro +1.77 1+1.864 +1.864
., 31.36° 32.82° 33.20°
Duracién del estro
+2.1631 1 2.4608 +2.6197
- o 27.27°% 18.71° 30°
Inicio del estro a ovulacidn (primera etapa)
+2.33 12.65 12.822
g . . 40.36° 47.29° 39.53°
Formacion del cuerpo luteo (primera etapa)
+1.4727 +1.6753 +1.6753

Literales diferentes por fila indican diferencia estadistica.
P <0.05

En la figura 3, 4 y 5 se muestra por grupo (TLC, TCC y TCG, respectivamente) el
desarrollo folicular incluyendo los tiempos en respuesta al protocolo de
sincronizacion del estro y la ovulacion. Se observa que en el grupo TLC la
inseminacién se realiza durante el estro, en cambio, en los grupos de corta
duracion se insemina previo a la presentacion de la conducta reproductiva. En los
anexos se observa el comportamiento del desarrollo folicular incluyendo la
respuesta al protocolo de sincronizacion del estro y ovulacion de cada uno de los
individuos de los grupos experimentales.
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TLC
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Figura 4.- Crecimiento y duracién promedio de los foliculos ovulatorios incluyendo
la duracién promedio del estro y el momento de la inseminaciéon en el grupo TLC,
ajustado a la ovulacion al dia 0.
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Figura 5.- Crecimiento y duracion promedio de los foliculos ovulatorios incluyendo
la duracién promedio del estro y el momento de la inseminacién en el grupo TCC,
ajustado a la ovulacion al dia 0.
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TCG
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Figura 6.- Crecimiento y duracién promedio de los foliculos ovulatorios incluyendo
la duracién promedio del estro y el momento de la inseminacion en el grupo TCG,
ajustado a la ovulacion al dia 0.
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Las frecuencias en el momento de inseminacion respecto a la presentacion del

estro se desglosan en la figura 7, se muestra un nimero mayor de individuos

inseminados antes que se presente el estro, mientras que dos individuos del grupo

TCG no presentaron la conducta reproductiva.
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Figura 7.- Recuento del numero de animales inseminados respecto al momento de

inicio del estro.
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Dentro del tratamiento largo control, sucedi6é un caso de quiste folicular que sin ser
un foliculo persistente dur6é 9 dias y terminé luteinizdndose, con una duracion de
12 dias como CL, ver figura 8. En la segunda etapa de este trabajo hubo una
tendencia a presentar este tipo de situaciones en el tratamiento de larga duracion

ya que hubo dos casos mas.
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Figura 8.- Desarrollo de un foliculo anovulatorio que terminé luteinizdndose en un

miembro del grupo TLC.
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9.- DISCUSION

En este trabajo, en el total de foliculos ovulatorios, el maximo valor se obtuvo en el
grupo experimental con 2.92, con el uso de 50 mL de dglicerol, seguido del
tratamiento corto control con 2.40 ovulaciones y por ultimo, el grupo de larga
duracion, reportando la menor tasa ovulatoria con 1.59. En la segunda etapa de
este trabajo en la que encontramos que el grupo TCG era mayor sobre los demas
con una tasa ovulatoria de 3.05, seguido del TCC con 2.45 y el menor con 1.45
para el TLC. En comparacion, resultados obtenidos por Vifioles et al. (2001),
indican que el uso de eCG en tratamientos de sincronizacion disminuye el
porcentaje de fertilidad sin importar la duracion del tratamiento. Como una
alternativa al uso de eCG, Gutierrez et al. (2011), refieren que el uso de 50 mL de
glicerol aumenta la proporcién de ovulaciones dobles a un 78.57%. Estos datos
respecto a la tasa ovulatoria, excluyendo al grupo TLC, demuestran que superan
el maximo reportado por Gutierrez et al. (2011), con 2 ovulaciones utilizando 50

mL de glicerol y un maximo de 2.3 ovulaciones al usar 100 mL de glicerol.

Para promover este aumento en la tasa ovulatoria, Scaramuzzi et al. (2011),
describen dos modelos para aumentar el desarrollo de foliculos potencialmente
ovulatorios, evitando su desviacion hacia atresia. ElI primero es aumentar la
duracion de la ventana para el reclutamiento de foliculos responsivos a
gonadotropinas, en donde FSH sustente el desarrollo hacia foliculos dominantes o
dependientes de gonadotropinas (Baird et al., 1981), el segundo modelo consiste
en promover un reclutamiento en una ventana aun mas breve con el fin de
alcanzar la etapa de dominancia folicular en un periodo sincrénico, evitando que
un foliculo inhiba el desarrollo de los demas, evento denominado co-dominancia
(Baird and McNeilly, 1987), sustentando que ambas teorias pueden actuar

simultdneamente sin llegar a ser excluyentes.

Teniendo en cuenta lo anterior, diversos autores (Ferraro, 2011; Gutierrez et al.,
2011; Martinez, 2004; Menchaca and Rubianes, 2004; Vifioles et al., 2005, 2001),
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reportan un aumento en las ovulaciones con distintos tipos de suplementacion
nutricional. Al emplear una suplementacion de corta duracion con un sustrato
gluconeogénico, se activan los sistemas Glucosa-insulina, IGF-1 y leptina, que en
conjunto a gonadotropinas, promueven que un amplio nimero de foliculos
alcancen rpido y simultdneamente la dependencia a la LH (Baird and McNeilly,
1987; Ferraro, 2011; Scaramuzzi et al., 2011; Vifoles et al., 2005).

En el presente trabajo, como se menciond primeramente, el tratamiento de corta
duracion utilizando glicerol, aumenta el total de foliculos ovulatorios, en
comparacion a los tratamientos largo y corto control. Sin embargo, al enfocarnos
en la primera etapa del experimento, con la dindmica folicular completa,
encontramos que el reclutamiento de foliculos después del retiro del progestageno
es diferente solo entre los grupos TCG (1.29) y TLC (0.59), sin tener diferencias
con el grupo TCC. Para lograr este aumento en la tasa ovulatoria este tratamiento
tiene una serie de eventos multifactoriales e independientes que interactian
simultAneamente para su éxito. Scaramuzzi et al. (