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Resumen

El compuesto de gonadotropinas, Veterin Anestro® que contiene 400 Ul de
gonadotropina coriénica equina (eCG) y 200 Ul de gonadotropina coriénica
humana (hCG) se usa para inducir el celo en cerdas primerizas, sin embargo,
las respuestas a este como, tamafo de camada, presentaciéon de signos de
estro, entre otros pueden ser variables. Por lo tanto, el objetivo de este estudio
fue evaluar el efecto de este compuesto de gonadotropinas sobre el tamafo
folicular en dos etapas del ciclo estral: proestro y estro. Se utilizaron cuatro
grupos (n=3 por grupo con n=10 observaciones cada uno). Los grupos 1 y 3
fueron tratados con una combinacion de 400 Ul eCG mas 200 Ul de hCG (4 ml
de Veterin Anestro®) en etapa de proestro: el dia 17 del ciclo estral (Grupo 1) y
etapa de estro dia 0 (grupo 3). Los grupos 2 y 4, no recibieron tratamiento en
etapa de proestro y estro, respectivamente. En todos los grupos (n=12) se
detecto el celo con exposicidn al verraco durante 15 min dos veces al dia,

antes y después de iniciado el tratamiento.

Todas las cerdas nuliparas fueron sacrificadas en la etapa de ciclo indicada (de
3 a 6 dias después del tratamiento), para extraer los ovarios y analizar el
crecimiento folicular a través de la tincion Hematoxilina y Eosina con ayuda de
un microscopio optico. Como resultado se encontré que el tratamiento con
gonadotropinas exogenas no afecto la cantidad de foliculos encontrados en la
etapa proestro (Grupos 1y 2) (P<0.05). Sin embargo, por efecto de tratamiento
en la cantidad de foliculos terciarios, asi como en el total de estructuras
foliculares y no foliculares se encontrd diferencia estadistica significativa

(P<0.05) en la etapa de estro (Grupos 3 y 4). Por otro lado, hubo diferencia



estadistica significativa (P<0.05) en el tamafo de foliculos primarios,
secundario, terciario y cuerpo luteo después del tratamiento en las diferentes
etapas.

Bajo las condiciones de este estudio, podemos concluir que la observacion de
las estructuras ovaricas a través de la histologia no mostr6 cambios en la
cantidad de foliculos en la etapa de proestro sin embargo hubo diferencia en la
cantidad de foliculos terciarios en la etapa de estro por efecto del tratamiento.
Asimismo, mostr6 que la administracion de eCG+hCG provocd cambios
morfométricos en las diferentes estructuras ovaricas, principalmente sobre los

foliculos secundarios y terciarios en ambas etapas.

Palabras clave: Crecimiento folicular, Ovarios, eCG y hCG, Gonadotropinas

exdgenas, Proestro, Estro.



Cuadro de contenido

L CC T [0 o 2
T INEFOAUCCION ... ssssssssnnnnnnnnnes 5
2.Revision de literatura y planteamiento del problema.................ccccoovvvveeean.... 8
2.1 Generalidades reproductivas de lacerda ...........ccccooevvieeiiiiiieeiciiieeeeeee, 8
2.2 ANatoOmMia GENETAI ........uiiiiiiiiiiie it nnne 8
2.2.1 Anatomia e histologia vaginal ..............ccccooeeiiiiiiiiiciiccee e, 10
2.2.2 Anatomia e histologia OVAriCa ..................uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieinee 11

2.3 Ovogénesis Y foliCUIOGENESIS........cceeeiiiiiieece e 12
2.4 Ciclo reproductivo de la cerda ..o 16
AR 1] F=Ta 1Tz (o] o U] F= SRR 19
2.6 Regulacion hormonal................uuueeiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 20
2.6.1 GNRH L. nnnnnnne 20
2.6.2 LH Y FSH oo nnnnnnnnnnnne 21
2.6.3CG Y NCG... e nnnnne 25

2.7 Manipulacion del ciclo estral...........coooo oo 27
2.7.1 MEtOdOS fISICOS ....uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiit e eeeeeeneennenenes 27
2.7.2 MEt0d0OS QUIMICOS ....ceeeeeeiiiiieee e e e e e e e 28
2.8.1 ProgestagenOs .....cccooiiieieeieeee e 31
AR IV € To] o F=To (o 1 0] o] F= - U 32

2.9 Veterin @NESIrO®............uuuuuueeiiiieiiiiiiiieeiieaieeeaeeesseeeeeaaeesnessaeesseneensnsnnnnnnnes 34
S.0DJELIVOS ..o 35
ODbJetiVO GENETAL.......ccoieeeeeee e aanaes 35
Objetivos eSPeCIfiCOS.......cooiiiiiiiiiiiiiii 35
o 1] 0Jo (= 1] SRR 35
5. Material Y MELOUOS ...........eeeeee e 35
6.ReSUNAUOS ... 41
WA D Yo (o o N 46
B.CONCIUSION. ... sssssssssssnssssnsssnnnnnnns 58
9.RECOMENAACIONES.........cce e et a e 58
TO.RETEIOINCIAS ... sssssssnssssnnnnnnnnnnes 60
T1.LiSta dE CUAAIOS ........coeeeeeeeeeeeee e 69
12.LiSta d€ IMAGENES ...ttt 70
LR Y 1= o I 70



1. Introduccion

En la industria porcina intensiva, la productividad del hato reproductor
depende en gran medida del rendimiento reproductivo de la cerda de forma
individual, entre los indicadores productivos que mas se utilizan se tiene el
tamano de la camada, la tasa de partos y el intervalo entre el destete al estro
(Tummaruk, 2003), ademas del numero de lechones destetados por hembra

por afo (Sechin et al., 1999) y la fertilidad (Carrera, et al., 2019).

La “cerda ideal” en la actualidad, es la cerda que produce cuatro toneladas,
(3,629 kg) de carne cada afno; esto se consigue trabajando en la eficiencia de
la cerda con respecto a diferentes indicadores reproductivos (Vega, 2020), ya

mencionados anteriormente.

Los avances genéticos, la alimentacion y la modernizacion de los sistemas
productivos porcinos (Gaspa, 1997) los cuales se pueden observar en el
cuadro 1.

Cuadro 1 Datos de 2008 -Primer trimestre a 2020 -segundo trimestre (12

ANOS), México.

Parametro 2008-1 2020-2
Lechones destetados /cerda productiva y afio (n°) 24 .61 29.93
Nacidos totales / camada 12.23 15.71
Repeticiones (%) 18.84 13.36
Intervalo destete - 12 cubricién (dias) 6.67 5.94
Intervalo destete - cubricion feértil (dias) 10.46 9.07
Intervalo entre partos (dias) 147 149
Edad de la cerda al 1r parto (dias) 387 387
Edad de la cerda a la baja (meses) 31.61 31.47
Partos / cerda de baja (n°) 4.46 4.31




Fuente: Datos obtenidos del comparador de datos productivos de tres3tres.com
(3tres3, 2020).

Por lo mismo, el control del ciclo estral ha sido objeto de diversos estudios, con
resultados variantes lo cual limita a los especialistas y productores a la toma de
decisiones para incrementar el desarrollo folicular y por ende la ovulacién

(Gamba, et al., 2015).

En la actualidad, son utilizados diferentes métodos para la sincronizacion del
ciclo estral en la cerda que incluyen: practicas de manejo como deteccion de
estro con macho celador y uso de farmacos de origen esteroidal vy
gonadotropico son las mas comunes. La sincronizacion del estro tiene como
proposito conocer la fecha exacta de inicio del estro, asi como reducir
intervalos productivos (Trujillo Ortega, 2004) y manejar un gran grupo de
animales al mismo tiempo, lo cual se logra al utilizar dichos productos. Sin
embargo, la efectividad en la respuesta de los animales tratados sigue
dependiendo del individuo, a pesar de la eficacia de los productos utilizados

(Gaspa, 1997; Knauer y Van Heugten, 2020)

El uso de gonadotropinas exégenas para inducir o sincronizar estro en cerdas
es una practica que se realiza desde hace afos, con el objeto de proveer
métodos sencillos y de bajo costo que permitan inducir o sincronizar el estro sin
provocar patologias reproductivas, fundamentalmente a nivel ovarico

(Anderson et al., 1994).

Para llegar a conseguir el celo y la ovulacidon, la cerda requiere utilizar
hormonas con caracter foliculo estimulante y luteinizante. Las gonadotropinas

eCG (gonadotropina coridnica equina, antes llamada PMSG, (gonadotropina



sérica de yegua gestante) y hCG (gonadotropina coridénica humana) presentan
actividad similar a la que producen la FSH (hormona foliculo estimulante) y LH
(hormona luteinizante), respectivamente, durante el proestro y estro de la cerda
(Falceto et al., 2014). Las gonadotrofinas son esenciales para la funcion
ovarica actuando a través de la interaccion con sus receptores, en la regulacion
del crecimiento y la maduracién folicular asi como en la esteroidogénesis (Hutu,
et al, 2020).El tratamiento en cerdos mas utilizado para la induccion de estro

desde los afos 1970 incluye 400 Ul de eCG y 200 Ul de hCG.

Por otro lado, es importante conocer o determinar la fase del ciclo estral en la
que se encuentra la cerda. Para lo cual, se puede utilizar la citologia vaginal
exfoliativa, esta sirve como indicador de la etapa del ciclo estral en muchas
especies pues refleja la influencia de los estrégenos y la progesterona
(Papanicolaou, 1956). La mucosa vaginal participa en las variaciones ciclicas
del tracto genital, en ella se expresan fendmenos de reconstrucciéon
morfolégica a nivel del epitelio y con base en las caracteristicas morfoldgicas
celulares es posible identificar facilmente cambios en un frotis vaginal
(Anderson et al., 1994).

Las células epiteliales vaginales fueron clasificadas segun su ubicacién en la
mucosa vaginal como células parabasales, intermedias, intermedias
superficiales y superficiales o escamosas (Banks, 1986). En los mamiferos, la
actividad estrogénica causa cornificacion y descamaciéon del epitelio vaginal

(Montero, 2015).



2.Revision de literatura y planteamiento del problema

2.1 Generalidades reproductivas de la cerda

La pubertad en cerdas primerizas se define como el momento en que se
produce el primer estro y éste puede ocurrir entre los 6 o 7 meses (Carrera, et
al., 2019) o0 150 y 220 dias de edad. Este intervalo puede ser muy amplio, ya
que su presentacion esta en funcion de factores nutricionales, hormonales,

genéticos, ambientales entre otros.

A partir de la presentacion de la pubertad la cerda se considera ciclica, es
decir, la cerda es apta para la reproduccién y a partir de este momento
presentara estro cada 21 dias, en un rango de 18 a 24 dias (Soede y Kemp,

1997).

2.2 Anatomia general

El aparato reproductor de la cerda se encuentra conformado por las siguientes
estructuras: Vulva, vagina, cérvix, utero, tuba uterina y ovarios Como se
observa en la Imagen 1. A continuacién se presentaran las principales
caracteristicas de la morfologia de cada estructura antes mencionada (Banks,

1986; Montero, 2015)



Imagen 1 Fotografia y esquema del aparato reproductor de la cerda (Adaptado

de Falceto, 2015).

1. Cuerpo del utero, 2. Cérvix, 3. Cuernos uterinos, 4. Oviducto, 5. Ovario, 6.

Mesometrio, 7. Vejiga, 8. Vagina, 9. Vestibulo vaginal, y 10. Vulva.

Cuadro 2 Caracteristicas de los 6rganos reproductores de la cerda

Organo Caracteristica

Forma del ovario Racimo de uvas

Peso de los ovarios (g) 3a7

Numero de foliculos que | 10a25

maduran

Bolsa ovarica Bien desarrollada, encierra al ovario

completamente.

Longitud del oviducto (cm) 15a30

Tipo de utero Bicornual de fusién baja
Longitud de los cuernos (cm) | 40 a 65

Longitud de cuerpo 5

Caracteristicas del cérvix En forma de tirabuzon
Longitud del cérvix (cm) 10

Longitud de la vagina (cm) 10a15

Diametro de los foliculos (mm) | 8 a 12

Diametro del cuerpo Iluteo|10a 15

(mm)

Adaptado de (Zarco, 2018)




2.2.1 Anatomia e histologia vaginal

La vagina es una estructura localizada en el canal pélvico (Kdnig and Liebich,
2011), tiene como limite craneal al cérvix y caudal a la vulva(Paramo, 2012),
mide de 10 a 15 cm de longitud; esta constituida por dos partes: la vagina y el
vestibulo vaginal.

La principal funcion de la vagina es fungir como el 6rgano copulador femenino
(Pascual, 2002; Contreras, et al., 2015). Los pliegues musculares son los que
permiten la distension de la vagina durante el coito y, sobre todo, durante el
parto. Ademas, a través de la vagina también se excretan las secreciones del

cuello uterino, el endometrio y las tubas (Contreras, et al., 2015).

La vagina se compone de tres capas: serosa, muscular y mucosa; esta ultima
capa esta compuesta por epitelio escamoso estratificado, el que tiene la
capacidad de cambiar de grosor y su tipo celular, dependiendo de la etapa del
ciclo estral en que se encuentre la cerda, debido a la alta sensibilidad a las
hormonas esteroideas que presentan estas células(Paramo, 2012).Esto
permite determinar la etapa del ciclo que cursa la cerda, a través de la
observacion microscépica de las células del epitelio vaginal, mediante una
sencilla citologia vaginal que puede realizarse con un hisopo o0 una pequefa
espatula. La porcidon muscular de la vagina se compone de una capa de
musculo liso grueso circular y otra capa de musculo delgado longitudinal; esta
ultima rica en vasos sanguineos, paquetes nerviosos, grupos de células

nerviosas y tejido conectivo laxo y denso (Contreras, et al, 2015).
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2.2.2 Anatomia e histologia ovarica

Los ovarios son las gonadas femeninas encargadas de la produccion de los
gametos (6vulos), y de hormonas importantes (androgenos, estrogenos e
inhibina) que contribuyen a la regulacién del ciclo reproductivo de la

cerda (Rangel, 2009) junto con otras hormonas hipotalamicas.

El ovario tiene una disposicion par (Pascual, 2002; Konig y Liebich, 2011),
presenta forma elipsoidal, con bordes sumamente irregulares (Trujillo, 2002;
Contreras, et al, 2015). A diferencia de los testiculos, los ovarios se encuentran
dentro de la cavidad abdominal (Pascual, 2002; Truijillo, 2002; Paramo, 2012)
en su parte dorsal, cerca de la punta del utero caudalmente a los rifiones
(Trujillo, 2002; Paramo, 2012). Debido a la elevada formacion de foliculos y
cuerpos luteos, consecuencia de la gran cantidad de 6vulos que la cerda es
capaz de producir en un solo ciclo estral, el ovario toma una forma similar a la

de una mora o uva (Contreras, et al., 2015).

El ovario esta cubierto por un epitelio de superficie, en los primeros estadios de
su desarrollo el epitelio es cuboidal, con el tiempo este cambia a escamoso
(Banks, 1986; Caballero, 1995). En la mayoria de las especies los ovarios se
componen, principalmente, de dos tipos de tejido: el mas profundo, la médula
es la porcion vascular del ovario y esta constituida por tejido conjuntivo laxo
areolar(Caballero, 1995.), mientras que la corteza que protege y cubre a la
médula, se compone a su vez de tres zonas: la primera es propiamente la
corteza la porcion parenquimatosa del ovario (Caballero, 1995; Truijillo, 2002).

En ésta suceden el desarrollo folicular y la formaciéon de los demas elementos

11



que caracterizan al ovario: el cuerpo hemorragico, el cuerpo luteo y el cuerpo
albicans (Galina, 2012) ademas se puede observar tejido conjuntivo laxo
(Caballero, 1995) . Por otra parte, bajo el epitelio de revestimiento se observa
la tunica albuginea, una capa densa de tejido conectivo que se ve interrumpida
cuando se lleva a cabo el crecimiento folicular y la ovulacion(Caballero, 1995;
Contreras, Trujillo y Hernandez, 2015). Por ultimo, se tiene al tejido epitelial,

conocido también como epitelio germinal (Caballero, 1995).

2.3 Ovogénesis y foliculogénesis

La primera manifestacién de las gonadas se aprecia en el embriéon en forma de
una par de eminencias longitudinales llamadas crestas gonadales (Paramo,
2012). El ovario se origina bilateralmente a partir de la cresta gonadal en la
region lumbar, medial al rindn embrionario. Aqui migran desde el endodermo
del intestino y el epitelio del saco vitelino las células germinales primordiales
que luego formaran las denominadas eminencias ovaricas. A partir de ellas se
desarrollan los diferentes estadios de la maduracion del ovocito (Koénig y

Liebich, 2011). En la imagen 2 se observan foliculos en la primera etapa de

desarrollo folicular, denominados foliculos primordiales.

N R
\\\‘«\’\;m M 1\ \%\

)
"‘“\uﬂa |

A ‘fq ’f’ﬂ‘ ‘) “\‘W

Imagen 2 Microfotografia de foliculos primordiales 10x, tefiidas con HE. (Calles,
2019)
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Durante el desarrollo del feto se producen los oogonios, que se multiplican por
division mitética para una posterior divisidon meidtica, lo que da por resultado
varios millones de oocitos hasta que esta division se detiene en la etapa de
profase. Después de este proceso, ocurre atrofia de los oocitos al momento del

nacimiento y, posteriormente, en la pubertad (Contreras, et al., 2015).

El desarrollo folicular empieza desde la vida fetal, y dos semanas después del
nacimiento pueden encontrarse foliculos en todas las fases de desarrollo
excepto preovulatorios. El crecimiento y diferenciacion del ovocito, y la
proliferacion y diferenciacion de las células somaticas que lo rodean ocurre de
manera coordinada en las distintas etapas de la foliculogénesis (Lanuza y
Baranao, 1999). Los primeros signos morfolégicos de crecimiento folicular son
la proliferaciéon de las células de la granulosa, las cuales cambian de forma
plana a cubica, asi como el crecimiento del ovocito (Valencia, 2018). Durante
las primeras fases del desarrollo folicular el ovario es aparentemente
independiente a la secrecion de gonadotropinas, a pesar de que el eje
hipotalamo-hipofisario-gonadal comienza ya a funcionar en la vida fetal. Esto
se debe a que el desarrollo preantral del foliculo esta sometido a control
intraovarico exclusivamente (Mota y Lozano, 2015; Williams y de la Sota,

2017).

La iniciacion del crecimiento de los foliculos primordiales implica tanto la accion
hormonal a nivel sistémico como el efecto regulador de factores locales
producidos por las células somaticas del foliculo (Hirshfield, 1991) v,

probablemente, de la propios oocitos en crecimiento (Picton, Briggs y Gosden,
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1998). Las células foliculares continuan proliferando para formar varias capas
de células de la granulosa, asi como las células de la teca que las rodean,
transformando los foliculos primarios en secundarios (Sacristan, 1998). La
transformacién de foliculo primario a secundario es independiente de las
gonadotropinas hipofisarias (Manjarin, 2013). El foliculo entra en la etapa
secundaria con 3 a 20 capas de células de la granulosa y un diametro de 0.14
a 0.40 mm. El crecimiento mas alla de los 0.4 mm se asocia con la formacién
del antro o foliculo terciario. Los foliculos antrales tienen una amplia variacion
en su diametro (0.4-1.5 mm), asi como en el numero de capas de células de la
granulosa 10-30 (Knox, 2005). El fluido folicular deriva tanto de la sangre, como
de sustancias sintetizadas por las células de la granulosa y teca. Durante la
fase antral, las células de la granulosa siguen proliferando y empiezan a
desarrollar receptores para la hormona foliculo estimulante (FSH). Al mismo
tiempo, las células de la teca aparecen completamente diferenciadas formando
dos capas concéntricas: la teca interna, con receptores para LH y la teca

externa (Manjarin, 2013).

Durante la maduracion folicular, las células de la teca y la granulosa sintetizan
y secretan grandes cantidades de esteroides, que junto con las hormonas
hipofisarias FSH y LH, permiten a los foliculos crecer y alcanzar su desarrollo
final (Cardenas y Pope, 2002). El mecanismo implicado consiste en que,
durante el desarrollo folicular, la LH se une a receptores de membrana LH-
especificos localizados en las células de la teca interna del foliculo en
desarrollo, activando una cascada de eventos intracelulares resultantes en

ultima instancia en la conversion de colesterol a testosterona. La testosterona

14



se difunde fuera de las células de la teca interna y entra en las células de la
granulosa, que tienen receptores para FSH. Cuando la FSH se une a su
receptor, provoca la conversion de testosterona a estradiol mediante la enzima
aromatasa. Al mismo tiempo, el estradiol, junto con el factor de crecimiento
insulinico 1 (IGF-1), complementa el efecto de la FSH y LH para aumentar aun

mas la actividad de la aromatasa en los foliculos (Manjarin, 2013).

Una vez que el foliculo alcanza un tamano critico, las células de la granulosa
unidas a la lamina basal se distancian del complejo oocito-cumulus, y
establecen un segundo microambiente dentro del foliculo (Richards, 2001).
Esta separacién requiere la regulacion de las células de la granulosa por parte
de factores y hormonas distintas a las del complejo oocito-cumulus.
Localmente, la FSH induce cambios especificos en la expresion génica de las
células de la granulosa, aumenta su proliferacion, e induce la formacion del
antro que separa el componente oocito-cumulus de la capa lateral de células
endocrinas. En ultima instancia, las células de la granulosa expresan también
receptores para la LH, asi como la enzima P450 aromatasa , activina e
inhibina, mientras que las células de la teca se diferencian para producir
andrégenos a traves de la ruta biosintética P45017a. Todos estos cambios
aumentan aun mas la esteroidogénesis en el ovario, inhiben la secrecion
hipofisaria de FSH, de tal manera, que los foliculos de menor diametro, cuyo
desarrollo depende de la FSH, sufren atresia, y conduce a la retroalimentacion
positiva del estradiol en el hipotalamo para desencadenar el pico ovulatorio de

LH, estos cambios se reflejan graficamente en la imagen 3. (Manjarin, 2013)
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Imagen 3 Concentraciones hormonales en sangre durante el ciclo estral de la
cerda (adaptado de Laing et al., 1991).

2.4 Ciclo reproductivo de la cerda

En condiciones normales las cerdas alcanzan la pubertad entre los 6 y los 9
meses de edad con un peso vivo que oscila entre los 70 y los 90 kg (Carrera, et
al , 2019). La duracién del ciclo sexual o estral (intervalo de tiempo entre un
celo y otro) es en la cerda de 21 dias (18-24), en caso de haber fecundacién
este ciclo se alarga a 150-160 dias aproximadamente. Esto corresponde a: 115
de gestacion, mas 30-35 de lactancia, por ultimo 5-10 dias, mas que
corresponden al destete hasta la nueva manifestacion de celo. (Soede y Kemp,

1997; Mota y Lozano, 2015).

Los procesos que tienen lugar en los ovarios, mencionados en la seccion
anterior, son el punto de partida para que se produzca el estro en el ciclo
sexual .(Konig, I., 1978). Sin embargo, existe una gran variacién de la duracién

del estro. De aqui viene la importancia de conocer el ciclo estral.
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El ciclo se inicia con el estro como se muestra en la imagen 4, que se
caracteriza por la receptividad sexual y que dura en promedio de 12 y 60 horas
(con variaciones de 24 a 96 horas)(Jiménez, 2011). La ovulacion ocurre
durante el 70% de la duracion del estro (Konig, I., 1978; Soede y Kemp, 1997;
Anuvongnukroh et al., 2004) o entre 36 y 44 horas de iniciado el estro, o sea
hacia las 2/3 del celo y su duracion es de unas 3-4 horas produciendo entre 10

a 22 ovulos. (Valencia, 2018).

Después de la ovulacion, viene el proceso de formacién de cuerpo hemorragico
del foliculo que corresponde a la etapa del metaestro. Posteriormente el
proceso de luteinizacion (imagen 4) que sucede a la par de un proceso de
angiogénesis muy activa apoyada por varios factores como los IGFs y factor de
crecimiento endotelial vascular VEGF (Ptak, et al, 2003) El cuerpo luteo
alcanza su funcionalidad maxima hacia el dia 7 del ciclo estral que sintetiza
progesterona (P4) cuyos niveles se correlacionan con el numero de cuerpos

[Uteos.

La formacion del cuerpo luteo se da por el pico de LH que es independiente de
la secrecidn ténica de LH. Es decir que el cuerpo Iuteo no necesita de soporte
gonadotropico durante los primeros 10 dias. En la segunda mitad de la fase
lutea, los cuerpos luteos dependen de LH la cual tiene un patrén de pulsatilidad
de baja frecuencia y mayor amplitud (Quesnel et al., 2010; Jiménez, 2011).

La lutedlisis sucede hacia los 15 dias del ciclo, pero solo hasta el dia 12-13 el

cuerpo luteo es sensible a las prostaglandinas. Antes del dia 12, debido a un
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escaso numero de receptores para la prostaglandinas, en el cuerpo luteo es
resistente a la lutedlisis y por esta razbn no son muy utilizadas en

sincronizacion del ciclo estral en porcinos (Jiménez, 2011).

En el proestro la creciente produccion de estrogeno folicular inicia la
preparacion del aparato reproductivo para el apareamiento (Zarco, 2018). Dura
de 2 a 3 dias, sin embargo su duracidn se puede reducir hasta un dia en
cerdas primerizas (Cintra et al., 2006). Esta fase comienza con la regresion del
cuerpo luteo del ciclo anterior, por lo que las concentraciones de progesterona
disminuyen. Aqui aumenta la concentracion de estradiol e inhibina secretados

por los foliculos que comenzaron su desarrollo durante el diestro (Zarco, 2018).

Se lleva a cabo el proceso de crecimiento y maduracion folicular (Pascual,
2002; Gamba, et al, 2015; Williams y de la Sota, 2017), existen foliculos en
continuo crecimiento y atresia dentro de otros (imagen 4), sin embargo, es mas
grande el numero de foliculos que involucionan que el de los crecen
destinados a la ovulaciéon (Pascual, 2002; Mota and Lozano, 2015). En esta
fase, los foliculos en desarrollo comienzan a producir cantidades crecientes de
estrégenos (Pascual, 2002; Mota y Lozano, 2015; Williams y de la Sota, 2017;

Zarco, 2018).
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Imagen 4 Esquema ciclo reproductivo y dinamica folicular y lutea de la cerda
(adaptado de Hafez, 1987; Mc Donald, 1991)

2.5 Dinamica folicular

El proceso de crecimiento continuo y la regresion de foliculos antrales, que
termina con el desarrollo de foliculos preovulatorios, se conoce con el nombre
de dinamica folicular. Se destacan tres procesos importantes que son:

reclutamiento, seleccion y dominancia como se observa en la imagen 5.

Reclutamiento se refiere al proceso por el que, bajo la responsabilidad de la
FSH, un conjunto de foliculos antrales tempranos, comienzan a crecer en un
medio con suficiente soporte gonadotréfico que les permita progresar a la
ovulacion.

Seleccion, es el proceso por el cual un foliculo evita la atresia con la posibilidad
de llegar a la ovulacion.

La dominancia folicular sucede cuando el foliculo ovarico alcanza un tamafio
determinado, es sefal que escapd a la atresia y de que secreta productos
(inhibina y estrégenos), capaces de inhibir el reclutamiento de una nueva onda

y crecimiento folicular. Cuando el foliculo dominante encuentra el ambiente
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hormonal adecuado: bajos niveles de P4 y un pico de LH, es capaz de ovular.
En caso contrario, cuando el foliculo dominante llega cuando existen altos
niveles de P4, no permite que el E2 sintetizado por el mismo provoque un pico
de LH, por lo tanto, no ovulara y este foliculo dominante pierde su dominancia.
De tal manera que permite el reclutamiento y la emergencia de una nueva
cohorte de foliculos del cual saldra el préximo foliculo dominante (Manjarrés,

2015).

Imagen 5 Estructuras ovaricas. (adaptado de Andrés Santos, 2013).

1. Foliculo primordial 2.Foliculo primario 3.Foliculo secundario 4.Foliculo
terciario 5.0vulo liberado 6.Cuerpo hemorragico 7. Cuerpo luteo 8. Cuerpo
albicans 9.Vasos sanguineos 10.Médula 11.Corteza.

2.6 Regulacion hormonal

2.6.1 GnRH

En la cerda ciclica, los centros tonico y pulsatil estan regulados por los niveles

de progesterona y de estradiol en sangre. La progesterona ejerce una
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retroalimentacion negativa en ambos centros, aunque la mayor parte de su
efecto se lleva a cabo sobre el centro tonico. En contraste, el centro pulsatil
responde a un aumento en los niveles de estradiol con una retroalimentacion
positiva. Durante la fase lutea (con altos niveles de progesterona en sangre,
por parte del cuerpo luteo ) la secrecion de GnRH por parte del centro tonico
ocurre en episodios cada 4-8 h (Senger, 2012). Esta secrecion basal, aunque
permite un cierto crecimiento folicular, no permite un desarrollo folicular
suficiente para la produccion de niveles preovulatorios de estradiol y la
generacion de un pico de LH. En consecuencia, las cerdas no ovulan bajo la
influencia de la progesterona, tanto durante la fase lutea del ciclo estral como

durante la gestacion.

Durante la fase folicular temprana, la retroalimentacion negativa ejercida por la
progesterona en el hipotalamo se elimina, y la GnRH es liberada por el centro
tonico con una mayor frecuencia que durante la fase lutea (1.5-2 h). Esto
estimula el aumento de la liberacion de FSH y LH, que a su vez aumenta la
secrecion de estradiol por parte de los foliculos. Durante la fase folicular tardia,
y una vez que el estradiol alcanza un cierto nivel en sangre, el centro pulsatil es
estimulado positivamente, liberando grandes cantidades de GnRH que causan

la liberacion de la ola preovulatoria de LH (Manjarin, 2013).

26.2LHyFSH

Las gonadotropinas son un conjunto de hormonas reproductoras secretadas
por la adenohipdfisis (hipdfisis), gracias a la estimulacion que realiza la

hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) sobre dicho 6rgano. Dichas

21



hormonas tienen la funcion de actuar sobre las gbnadas, tanto femeninas como

masculinas como se observa en la imagen 6.

Entre las hormonas que constituyen este grupo, se encuentran: la hormona
luteinizante (LH), la hormona foliculo estimulante (FSH), la gonadotrépica

corionica humana (hCG) y la gonadotrépica coridnica equina (eCG).

Las hormonas que actuan sobre el desarrollo folicular son FSH y la hormona
LH. Estas hormonas se conocen con el nombre de hormonas gonadotropinas
hipofisiarias, ya que son producidas y liberadas hacia la sangre por la hipofisis

(Trujillo, 2004).

La hormona estimulante del foliculo es secretada por la glandula pituitaria
anterior, una glandula pequefa en la base del cerebro. FSH inicia el
crecimiento y desarrollo de los foliculos en el ovario, cada foliculo que
desarrolla contiene un évulo maduro. Todos estos foliculos terciarios secretan
estrégeno, que es responsable de los signos tipicos del celo o reflejo de parada

(May, 2014)

La hormona luteinizante promueve la ovulacién y también es secretada por la

adenohipdfisis. Una vez que se libera un ovulo las células restantes dentro del

foliculo roto continuan desarrollandose y forman el cuerpo luteo. (May, 2014)
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Imagen 6 Hormonas reproductivas (falceto, 2015)

En los cerdos, el crecimiento de los foliculos ovaricos provoca un aumento
progresivo de las concentraciones plasmaticas de estradiol que provoca una
inhibicion a corto plazo de la secrecion de LH durante la fase folicular tardia del
ciclo estral (Prunier et al., 1987; Clarke, 1989). Aparentemente, estradiol puede
inhibir o reducir en gran medida la liberacion de GnRH por un periodo de
aproximadamente 54 hasta 60 h , y a continuacion, provocar una liberaciéon
masiva de GnRH, induciendo una ola preovulatoria de LH proporcional a la
cantidad de la GnRH secretada. La importancia fisiologica de esta inhibicion
temporal podria ser el darles tiempo a las células hipofisarias para preparar la
maquinaria celular para el subsiguiente evento de retroalimentacion positiva.

(Manjarin, 2013)

En porcino, cambios en las concentracién de esteroides en el liquido folicular
indican dos olas de crecimiento folicular y aumento de la esteroidogénesis
(Guthrie and Cooper, 1996). En el cerdo, el receptor de LH aparece en una

etapa relativamente inmadura del desarrollo folicular (Liu et al., 2000).
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La primera ola de crecimiento folicular consiste en la reposicion de la poblacion
de foliculos entre los dias 2 y 8 del ciclo estral, seguido por un aumento en la
incidencia de atresia entre los foliculos de pequefio y mediano diametro entre
los dias 5 y 7. La segunda ola de crecimiento folicular consiste en la seleccion
y el crecimiento de los foliculos preovulatorios, acompanado de la atresia del
resto de los foliculos durante la fase folicular del ciclo (dias 15-21)(Manjarin,
2013). El patrén de crecimiento folicular durante las etapas media y final de la
fase luteal en cerdos (dias 7-15) se caracteriza por el continuo crecimiento y
atresia de los foliculos ovaricos(Guthrie and Cooper, 1996) representado en la
imagen 7. En las cerdas, cambios en el numero y distribucion de tamafio de los
foliculos durante el ciclo estral estan también parcialmente asociados con
cambios en las concentraciones de FSH plasmatica (Guthrie et al., 1995). La
secrecion de FSH queda suprimida hasta el pico preovulatorio de LH debido a
una retroalimentacion negativa ejercida por la inhibina, sintetizada por el mismo
foliculo preovulatorio. Esto favorece la atresia de las poblaciones foliculares
pequefias y medianas. Después de la ovulacion, al no existir inhibina, la FSH
vuelve a aumentar transitoriamente entre los dias 2 y 3 y favorece el

reclutamiento de nuevos foliculos. (Guthrie et al., 1995; Manjarin, 2013).
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Imagen 7 Dinamica folicular y lutea. (falceto, 2015)

2.6.3eCGyhCG

La gonadotropina coridénica equina es producida en el corion de la yegua
gestante, tiene funciones de promover la liberacion de LH favoreciendo la
formacion de los cuerpos luteos accesorios entre los dias 36 y 60 de gestacion
en la yegua. Es una hormona glicoproteica compuesta por dos subunidades la
alfa y beta.(Marti Vidal, 2020) Debido a que estas subunidades son muy
similares a las de otras hormonas como la FSH en especies distintas la yegua,
eCG puede estimular ser utilizada para impulsar el crecimiento inicial y la
maduracion folicular (Am-in, et al, 2019). Gracias a distintos mecanismos
fisioloégicos puede acabar induciendo la ovulacién un ejemplo de estos son: la
induccion del receptor LH (Yang et al., 2008), la activacién de las vias de
esterol (Wang et al., 2009) y la estimulacién del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (Chen et al., 2008).

La eCG se utiliza, sola o combinada con hCG u otras hormonas como son la
GnRH o progestagenos(Solorio et al., 2002). Esta molécula se utiliza tanto en

cerdas nuliparas como multiparas para la induccién y sincronizacién del estro
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(Marti Vidal, 2020). En cerdas nuliparas ciclicas se llega a conseguir la
presentacion de estro del 95% y una ovulacién del 93.3%, reduciéndose un
10% la salida en celo de nuliparas aciclicas (StanCi¢ et al., 2012). Estos
protocolos de sincronizacién obtienen buenos resultados, en especial los
protocolos que combinan la eCG y hCG o sus analogos teniendo como
respuesta un gran porcentaje de ovulaciones antes de los 7 dias post-
inyeccion (Marti Vidal, 2020).

La gonadotropina coridnica humana se forma en los citoblastos de las
vellosidades coridnicas de la placenta humana, de cuya orina se
extrae;(Velazquez, 2014) al igual que la eCG esta constituida por dos
subunidades la a (alfa) y la B (beta), estas subunidades son muy similares a las
de otras hormonas como son la FSH, LH o TSH. La subunidad a es equivalente
a las subunidades de la LH y FSH, ademas la subunidad  comparte un
parecido con la LH entre 80-85,(Velazquez, 2014; Marti Vidal, 2020) esta
pertenece a la familia de hormonas glicoproteicas (MSD, 2020).

Debido a la similitud estructural entre la hCG y la LH, ambas se unen al mismo
receptor, aunque las acciones de la hCG son mas potentes, ya que tiene mayor
afinidad por el receptor y mayor vida media en la circulacién sanguinea (Rao y

Lei, 2007).

En las gonadas la hCG actua estimulando la biosintesis de esteroides
sexuales, debido a su actuacion directa sobre los receptores de la LH ovaricos.
La estimulacién producida sobre los ovarios desencadena un incremento de la
produccion de progesterona y estradiol por parte de la granulosa, teca y

estroma (Soede et al., 2001).
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El uso de hCG para la induccion de la ovulacion ha sido usado con éxito
durante afos en la induccién de la ovulacién. (Knox, 2015) La hCG es una
hormona que en la practica no es muy utilizada en los protocolos de
sincronizacion e induccidn a la ovulacion por si sola. Sin embargo, hay
medicamentos que contienen esta hormona como principio activo combinada
con la eCG como es el caso de Veterin Anestro ®; la cual se expondra a

continuacion (Marti Vidal, 2020).

2.7 Manipulacion del ciclo estral

Durante las ultimas décadas el hombre ha desarrollado diversos métodos para
manipular la actividad ovarica de los animales con diversos propésitos: inducir
la actividad reproductiva en animales que se encuentran en anestro, ya sea
prepuberal, estacional, posparto o lactacional; sincronizar el estro y la
ovulacion de grupos de animales con el objeto de facilitar el manejo
reproductivo, la inseminacion artificial o la aplicacién de otras biotecnologias;
programar el estro o la ovulacién de animales individuales; alterar el desarrollo
folicular con el objeto de mejorar la fertilidad, permitir la inseminacién a tiempo
fijo o aumentar los indices de ovulacion; corregir patologias asociadas a

alteraciones en la funcién ovarica (Zarco, 2018).

2.7.1 Métodos fisicos

Limitar el tiempo desde el inicio de la estimulacion (efecto verraco) de las
cerdas de reemplazo hasta presentar el primer celo registrado (30 dias a partir
de los 170 dias de edad) permite a los productores identificar las primerizas

maduras mas tempranas y, por lo tanto, aprovechar el vinculo entre la madurez
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sexual temprana y la mayor vida productiva de las cerdas (Patterson,et al,

2010)

En segundo lugar, dados los sistemas de alimentacién ad libitum tipicos de la
industria porcina, una edad limite relativamente agresiva en la que se completa
la seleccion de reemplazos (200 a 210 d) reduce el riesgo de sobrepeso (> 170
kg) en las cerdas (Calderdn Diaz et al., 2015) y de sacrificio temprano debido a

problemas de locomocion (Bortolozzo et al., 2009)

No obstante, debido a que no se siguen protocolos estandarizados en el
manejo de los reemplazos en los sistemas de produccion porcina, es muy
comun el uso de hormonas exdégenas con la finalidad de inducir la pubertad en
las cerdas, sincronizar los celos y minimizar la eliminacion de las cerdas de

reemplazo, aspectos que no han sido evaluados(Patterson et al., 2016).

2.7.2 Métodos quimicos

Con la induccion y sincronizacion del celo se busca optimizar el recurso,
buscando una respuesta homogénea en grupos de animales. A su vez la
utilizacion de hormonas sintéticas permite mejorar los parametros
reproductivos, como también, se puede realizar la inseminacion con un alto
porcentaje de efectividad, lo que permitird obtener nacimientos simultaneos
que favorezca la planificacion adecuada de la explotacion porcina (Zabala,
2005). La induccion de la actividad reproductiva en animales que se
encuentran en anestro tiene como objetivo lograr que la ovulacion y el estro

fértil se presenten antes de lo que ocurriria en forma natural, para reducir la
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edad a la primera gestacion, el intervalo entre el parto y la siguiente

concepcion, o los intervalos entre partos.

De manera alternativa, puede utilizarse para obtener gestaciones y partos en
épocas del afo en las que no ocurririan en forma natural, o para corregir la
inactividad ovarica de animales que deberian estar ciclando, lo cual facilita su
manejo reproductivo y la inseminacion artificial. (Falceto et al., 2014; Zarco,
2018). Ya que si bien es motivo de controversias, una condicion que puede
retrasar la aparicién de la pubertad y que es importante en algunas zonas de
México, es la temperatura ambiente elevada, se reporta que temperaturas
arriba de 25 grados centigrados pueden causar dicho efecto(Larsson,et al,

1988).

Los animales que se encuentran en anestro fisiolégico, independientemente de
su tipo (prepuberal, estacional, posparto o lactacional), tienen una excesiva
sensibilidad hipotalamica a la retroalimentacion negativa ejercida por los
estrégenos sobre la secrecion de GnRH y de las gonadotropinas, lo que impide
que los foliculos ovaricos completen su desarrollo, por lo que son incapaces de
producir suficiente estradiol para inducir un pico preovulatorio de LH. (Zarco,

2018)

La mayoria de los métodos utilizados para inducir la ovulacién en animales que
se encuentran en anestro se basan en el uso de hormonas que reducen la
sensibilidad a la retroalimentacion negativa de los estrogenos o estimulan el
desarrollo folicular hasta el punto en que el animal produce suficientes

estrégenos para generar una elevaciéon preovulatoria de LH. Debemos
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considerar, sin embargo, que el estado de anestro fisioldgico se debe a sefiales
que le indican al animal la pertinencia de mantenerse en anestro. La falta de
desarrollo corporal, por ejemplo, le sefiala a la hembra que debe mantenerse
en anestro prepuberal; el amamantamiento frecuente le indica a una cerda o a
una vaca productora de carne que debe hacerse cargo de sus crias antes de

volver a reproducirse (Manjarin, 2013; Falceto et al., 2014; Zarco, 2018).

Al inducir la actividad reproductiva en forma artificial debemos asegurarnos de
que el animal cuente con los elementos que requiere durante la gestacion para
que ésta no se convierta en un problema. Al inducir la actividad ovarica en
animales prepuberes por ejemplo, hay que cerciorarse de que tengan un
porcentaje minimo del peso corporal adulto, ademas de una edad adecuada
para la raza y proporcionarles una alimentacion suficiente para terminar de
crecer, no estar sometidos a estrés y condiciones ambientales convenientes

(Zarco, 2018).

2.8 Intervencion hormonal en el manejo reproductivo de las hembras.

Para el uso adecuado de las hormonas reproductivas en la granja es
fundamental entender el funcionamiento del eje hipotalamo-hipofisario-ovarico
y el ciclo sexual de la cerda. Existen infinidad de factores externos e internos
que inciden sobre ellos y que pueden modificar los efectos esperados. Del
mismo modo, una mala decisién o la aplicacion inadecuada de las diferentes
hormonas pueden producir efectos secundarios adversos que provocan el
descontrol del ciclo sexual de la cerda, uno de los mas importantes ya que
tiene grandes repercusiones en la produccion es la formacién de quistes

ovaricos.(Trujillo, 2004; Falceto et al., 2014)
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Las hormonas exdgenas disponibles en el mercado tratan de imitar la accion
de las hormonas naturales producidas en el ovario, utero, etc. La efectividad
de las hormonas exogenas dependera de su administracion (dosis y duracion)
y el momento o estado estral de la hembra a la que se administrara el

tratamiento.(Trujillo, 2004; Zabala, 2005)

Al utilizar hormonas exdégenas muchas veces se pueden obtener los resultados
deseados, sin embargo, en otras no.
Las causas de los buenos o malos resultados pueden deberse a un sinnumero

de causas entre ellas:

¢ No es la hormona adecuada para el objetivo.

¢ No es la dosis adecuada.

¢ No es la via de administracién adecuada.

e La combinacion de diferentes productos altera los resultados de estos.

e El momento de la administracién no es el adecuado.

e ElI animal se encuentra en un estado fisiolégico diferente al
recomendado para la administracion de la hormona.

e El medio ambiente, altera los resultados esperados (Truijillo, 2004).

2.8.1 Progestagenos
La progesterona y sus analogos sintéticos (Altrenogest®) mimetizan los efectos
del cuerpo luteo e inhiben la presentacidon del estro durante su administracion,

al terminar su administracion el intervalo a la presentacion del estro es corto (4
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dias aproximadamente), después de la supresién aumenta la actividad ovarica,
aun mas si se administran ademas gonadotropinas (Trujillo, 2004; Bravo,
2015). Para lograr que la progesterona inhiba la presentacion del estro es
necesario que se administre diariamente, y en el caso de la cerda existen
presentaciones de administracion oral lo cual facilita su administraciéon, sin
embargo, es necesario tener cuidado con lo dosis suministrada ya que a dosis

bajas pueden provocar la presencia de quistes. (Truijillo, 2004).

2.8.2 Gonadotropinas

El uso de gonadotropinas permite reducir los dias no productivos de la cerda
en la explotacion porcina, ya que concede la oportunidad de que las cerdas
que presentan ausencia de celo detectable a los ocho meses de edad y un
intervalo destete-salida en celo mayor de 7-10 dias salgan en celo antes de

eliminarse definitivamente de la explotacion.(Falceto et al., 2014)

Combinaciones comerciales de hormonas gonadotrépicas contienen eCG, que
puede ser usada sola o en combinacién hCG. Una combinacion hormonal muy
comun en porcino es 400 Ul de eCG + 200 Ul de hCG (MSD, 2020). La
inyeccion de PG600 es eficaz para la induccion del estro en cerdas destetadas,
pero cuando se administra a las cerdas prepuberes para la estimulacion de la
pubertad, hasta el 30% de los animales puede no exhibir comportamiento
estral, y aproximadamente el 30 % de aquellos que exhiben signos de estro

pueden no ovular regularmente (Manjarin, 2013) (Cuadro 3).
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Cuadro 3 Porcentaje de estros en cerdas prepuberes en respuesta a la

inyeccion con PG600

Estro (%) Ovulaticion (%) Ciclando (%) Fuente

88 100 87 Paterson (1982)

-- 97 60 60 Paterson
(1982)

70 99 - Tilton et al. (1995)

78 -- 67 Kirkwood (1999)

PG600: combinacion de 400 Ul eCG + 200 IU hCG (Manjarin, 2013)

Segun (Lépez et al.,, 2002) la eCG, sola o combinada con la hCG, ha sido
utilizada para inducir y sincronizar el estro. Tanto en el caso de aplicacion unica
de eCG como en la combinacion de ésta con hCG en forma simultanea (las dos
se aplican al mismo tiempo) o diferida (aplicacion de eCG y 56 a 96 h después
la hCG), se ha logrado acortar el intervalo destete a estro y aumentar el
porcentaje de cerdas en estro antes del dia siete posdestete con fertilidades
similares a las de estros no inducidos.(Christenson and Teague, 1975; Hurtgen

and Leman, 1979)

La evidencia disponible indica que en el caso de administracion unica de eCG
0 su combinacion diferida con hCG, las dosis de 1 200 y 500 UI,
respectivamente, producen mejores resultados en cuanto a induccion y
sincronizacion del estro que dosis menores, aumentando a su vez el numero
de ovulaciones y tamafo de la camada.8,12 En el caso de aplicacion
simultanea solamente se han evaluado dosis bajas (400 y 200 Ul de eCG y

hCG, respectivamente) (Manjarin et al., 2009).
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2.9 Veterin anestro®

Veterin anestro ® es una gonadotropina sintética constituida a partir de la unién
de otras gonadotropinas como son la eCG y la hCG. En el mercado esta
molécula se encuentra bajo el nombre de PG600® o Veterin anestro®
monodosis liofilizada para solucion inyectable. Las sustancias activas que la
componen son eCG y hCG, una dosis esta compuesta por 400 Ul eCG mas
200 Ul hCG se puede encontrar como una solucién reconstituida.(Marti Vidal,

2020)

Veterin anestro® actuara estimulando el desarrollo de los foliculos como la
hormona FSH, la induccion a la ovulacion como la LH y finalmente la

manifestacion del estro.

La dosis de este producto depende de si es cerda joven o nulipara o multipara.
En multiparas se recomienda dosis mas pequefas de 0,5 x (media dosis)
(Bates et al., 2000; Breen, et al, 2006). Ademas, las dosis mas altas 1,5 x (una
dosis y media) incrementan la proliferacion de quistes ovaricos y una

disminucion de la tasa de ovulacion (Fitko et al., 1996).

Por el contrario, en nuliparas y primiparas se recomiendan dosis de 1,0 x (400
Ul de eCG+200 Ul de hCG)favoreciendo la ovulacién sin que se produzca un
incremento notable de la aparicion de quistes ovaricos (Vargas et al., 2006;

Williams y de la Sota, 2017).

En cerdas nuliparas se ha combinado Veterin anestro® con altrenogest via
oral (15 mg/d) durante 14 dias y tras 24 h desde la ultima racién se produce la

inyeccion de Veterin anestro® IM, dicha combinacién ha dado buenos
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resultados reproductivos, en especial, garantiza la salida en estro antes de 7

dias tras la inyeccion (Estienne y Crawford, 2015).

En virtud de lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de eCG
y hCG aplicadas de manera simultanea, sobre la funcion ovarica de cerdas
nuliparas.

3.0bjetivos

Objetivo general

Evaluar los cambios histolégicos en los ovarios de cerdas nuliparas con y sin
tratamiento de eCG y hCG durante la etapa de proestro y estro.

Objetivos especificos

Evaluar los cambios morfométricos a través de la histologia ovarica de cerdas
nuliparas durante las etapas de proestro y estro.

Determinar si existe diferencia en los cambios morfométricos histolégicos en
las etapas de proestro y estro de cerdas tratadas con 400 Ul eCG mas 200 Ul

de hCG.

4 Hipotesis
El uso de gonadotropinas exdgenas (eCG y hCG) el dia 17 de ciclo estral,

modificaran la morfometria ovarica de cerdas nuliparas en la fase folicular.

5.Material y métodos

El presente trabajo se realizé en las instalaciones del Centro de Ensefianza,
Investigacion y Extensidén en Producciéon Porcina (CEIEPP) ubicado en el Km. 2
de la carretera Jilotepec-Corrales en el Municipio de Jilotepec, Estado de

México, el cual se encuentra en los 99° 31’ 45” de longitud oeste del meridiano

35



de Greenwich, su latitud norte es de 19° 57" 13", y a una altura de 2,250 metros
sobre el nivel del mar.

Se utilizaron 12 cerdas comerciales (hibridas) prepuberes, con un peso
promedio de 70 Kg y una edad aproximada de 120 dias, de linea terminal. Se
mantuvieron en corrales con un maximo de cinco animales, con piso de
cemento y bebedero de chupon, segun las indicaciones de la Norma Oficial
Mexicana: Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio, (NOM-062-ZO0-1999). Todas las cerdas se
sometieron a exposicion directa a un verraco maduro durante 15 minutos
diarios por la mafana y por la tarde, para facilitar la deteccién del estro.
Numero de protocolo autorizado por CICUA: 598

El estro se definio como la expresion de un reflejo rigido de pie en presencia
del macho. Posteriormente, se programaron cuatro grupos, dos grupos
recibieron una aplicacion de 400 Ul eCG mas 200 Ul de hCG (4 ml de Veterin
Anestro®) en las fases de proestro y estro y los otros dos grupos se utilizaron

como control (no recibieron tratamiento).

Clasificacion de grupos:
e Grupo 1: Hembras en el segundo proestro con citologia previa: Grupo
proestro
e Grupo 2: Hembras en un segundo ciclo sometidas a una dosis comercial
para inducir la sincronizacion recibiendo una dosis comercial de Veterin
anestro® |.M (400 Ul de eCG y 200 Ul de hCG), en proestro

e Grupo 3: Hembras en el segundo estro con citologia previa: Grupo estro.
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e Grupo 4: Hembras en un segundo ciclo sometidas a una dosis comercial
para inducir la sincronizacion recibiendo una dosis comercial de Veterin

anestro® |.M (400 Ul de eCG y 200 Ul de hCG), en estro (Imagen 8).

Grupo 1(3)
Proestro (6)
Grupo 2 (3) f
Grupo 3 (3)
Estro (6)
Grupo 4 (3) f

Imagen 8 Division de las cerdas por grupo.

Se aplico el tratamiento durante la fase folicular, el dia 17 del ciclo anterior a
las cerdas de los grupos 2 y 4 (Imagen 9).

0 1 2 3 4 5 6 7 & 9 101112 13 14 4516 17 18 qg9 20 21
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Entre 7y 8 meses de edad
con un peso de 130kg.
Induccion y sincronizacion de Inseminar durante el segundo
cerdas jovenes nuliparas o tercer celo. en este Gltimo
aumenta la posibilidad de tener
camadas mas numerosas

Cerdas Jovenes, Nuliparas
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Imagen 9 Adaptacién uso de hormonas exdégenas (Carrera, et al, 2019)

Analisis citologico

Para determinar la etapa del ciclo estral en la que se encuentran las cerdas, se
procedié a dar seguimiento a partir del dia en que presentaron la pubertad
como se observa en la imagen 10. Con un peso promedio de 95 kg y una edad
de 6 meses de edad. Parametros establecidos por la Falceto (2015). Para
confirmarlo, se realizaron dos citologias vaginales exfoliativas por cerda,
durante dos dias anteriores a la fecha esperada, bajo la técnica establecida
por Fernandez (2010). Estos frotis se fijaron en alcohol al 96% para realizar la
tincion de Papanicolaou y al aire para realizar tincion de hematoxilina-eosina

(HE).
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Imagen 10 Flujograma de actividades. (Calles M., 2021).

Analisis histolégico

Una vez que las hembras fueron caracterizadas por cada etapa del ciclo estral, se
sometieron a un proceso de muerte humanitaria, por el método de electro
insensibilizacién y desangrado por corte de vena cava anterior segun la norma:
Sacrificio humanitario de los animales domésticos y silvestres (NOM-033-ZOO-
2014),(DOF - Diario Oficial de la Federacion, 2014). Se colectaron los ovarios,
estos fueron fijados en paraformaldehido al 4%, después fueron embebidos en
parafina y cortados en secciones de 5 a 10 micras. Para estudiar la morfologia, las
secciones de tejido fueron tefidos mediante la tincion de HE con ayuda de un
microscopio Optico Axioskop 2 plus adaptado a la camara Axiocam 506 color y
manipuladas por el programa Scope Photo de acuerdo con De Buen de Argutello,

(2001) Para ver detalles del protocolo Ver Anexo 1.
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Medicion de estructuras

De cada grupo de estudios se evaluaron 10 laminillas con 6 campos de

observacion cada una (40X) Se identificaron estructuras y las variables evaluadas

fueron: estructuras foliculares (foliculo primordial, primario, secundario y terciario)

y estructuras no foliculares (cuerpo luteo y cicatriz). A todas estructuras se midio:

radio, diametro y area (mm) y cantidad. Tomando en cuenta la etapa del ciclo

estral en que se encontraron: Proestro (Grupo 1y 2) y Estro (Grupos 3 y 4).

Para las mediciones, se utilizd una regla para estandarizar una medida con el

programa imageJ®-1.522 (Wayne Rasband, 2012).

Cuadro 4 Clasificacion de las estructuras

Clasificacion

Criterios

Foliculo primordial

Cubiertos por una capa de células mesodérmicas
simples o aplanadas (células foliculares) , las cuales
rodean al ovocito primario. Clasificado por su tamafo

como muy pequenfo.

Foliculo primario

Formacion de mas capas de células foliculares,
alrededor de la ovogonia. Clasificado por su tamafio

como muy pequenfo.

Foliculo secundario

Aumento en la poblacién de células foliculares y el
completo desarrollo de la zona pelucida, Las células
del estroma se diferencian en dos capas, la teca

interna y la teca externa. Clasificado por su tamafio
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como pequeno a mediano.

Foliculo terciario El antro folicular se encuentra aumentado de tamarnio
debido a la acumulacion de liquido en su interior.

Clasificado por su tamafio como mediano a grande.

Cuerpo Luteo Las células que correspondian a las células de la

granulosa y la teca interna se encuentran luteinizadas.

Cicatriz El foliculo se encuentra en proceso de regresion

Analisis estadistico

La diferencia entre grupos, del numero de estructuras foliculares y no foliculares
fue analizada utilizando el Sistema de Analisis Estadistico SAS (PROC GLIMMIX;
SAS 9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC , EE. UU.), en el cual se utilizo la prueba U

Mann Whitney Wilcoxon.

6.Resultados

A continuacién, se presentan los resultados en imagenes de ovarios colectados

(Imagen 11) para su evaluacion morfologia macroscopica de las 12 cerdas, 6 en la

etapa de proestro imagenes 1y 2, y 6 cerdas en estro imagenes 3 y 4.
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Imagen 11 Proestro: Grupo 1. Control , Grupo 2, tratados con eCG+hCG : Estro:
Grupo 3, control y Grupo 4, tratados con eCG+hCG.

Posteriormente de cada uno de los ovarios, se realizd el estudio microscépico,
para lo cual se observaron 10 laminillas por cada ovario, divididas en 6 campos de
observacion. En el Cuadro 5, se presentan los resultados para la etapa del
Proestro, mientras que en el Cuadro 6, se presentan los resultados de la etapa del

Estro.
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Cuadro 5 Estructuras ovaricas encontradas en cerdas nuliparas durante la etapa

de proestro en Grupo 1, control (n = 10) y Grupo 2, con eCG+hCG (n = 10).

Proestro

Estructura Grupo 1 Grupo 2
Foliculo primordial 212 272
Foliculo primario 472 462
Foliculo secundario 152 212
Foliculo terciario 1142 1262
Cuerpo Luteo ke 62
Cicatriz 72 82
Total 213 234

Literales diferentes en la misma fila (p<0.05).

Cuadro 6 Estructuras ovaricas encontradas en cerdas nuliparas durante la etapa

de estro en Grupo 3, control (n = 10) y Grupo 4 con eCG+hCG (n = 10).

Estro

Estructura Grupo 3 Grupo 4
Foliculo primordial 22 52
Foliculo primario 222 432
Foliculo secundario 122 132
Foliculo terciario 702 101°
Cuerpo Luteo 32 62
Cicatriz 102 132
Total 119 181

Literales diferentes en la misma fila (p<0.05).

En el cuadro 5, se muestran los valores del Grupo 1y 2 en el cual no se observé

significancia estadistica (p<0.05) al comparar las estructuras, sin embargo, en la
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tabla 6, donde se encuentran los valores del Grupo 3 y 4, encontrandose
diferencia estadistica significativa (p<0.05) por efecto de tratamiento en los

foliculos terciarios.

A continuacion, en el Cuadro 7, se presentan los resultados para el radio, diametro
y el area (mm) respectivamente, para la etapa de proestro en los grupos 1

(control) y 2 (eCG+hCG).

Cuadro 7 Radio (mm), Didametro (mm) y Area (mm),de las estructuras ovaricas
encontradas en cerdas nuliparas durante la etapa de Proestro en Grupo 1 control

(n=10)y Grupo 2 eCG+hCG (n = 10).

Proestro
Radio (mm)
Estructura Grupo 1 Grupo 2
Media + DS Media + DS

Foliculo primordial
Foliculo primario
Foliculo secundario
Foliculo terciario
Cuerpo Luteo
Cicatriz

Foliculo primordial
Foliculo primario
Foliculo secundario
Foliculo terciario
Cuerpo Luteo
Cicatriz

Foliculo primordial
Foliculo primario

0.073 £ 0.0582
0.373 £ 0.0702
0.783 £ 0.0982
3.373 £ 0.609°2
8.074 + 1.893
7.421 £12.512
Diametro (mm)
0.146+ 0.1152
0.747+ 0.140°
1.567+ 0.197°
6.747 £ 1.217°
16.149 £ 3.786
14.842 + 25.025
Area (mm)
1.547 + 0.8082
36.336 + 72.8652

0.111 £ 0.038°
0.434 + 0.039°
1.034 +0.182°
3.826 + 0.252°

7.967+ 0.462
4.094 £ 0.871

0.222 + 0.076°
0.868 + 0.077°
2.067 + 0.365°
7.651 + 0.505°
15.935 + 0.923
8.188 +1.743

1.547 +0.808
36.336 + 72.865°



Foliculo secundario
Foliculo terciario
Cuerpo Luteo
Cicatriz

177.798 + 177.798
777.201 £ 162.8712
2127.307 + 345.0242

214.024 £ 91.171

Literales diferentes en la misma fila (p<0.05).

Grupo1= control, Grupo 2 = ECG + HCG

177.798 + 177.798
777.201 + 162.871°
2127.307 + 345.024°

214.024 £ 91.171

En el Cuadro 8 se presentan los resultados para el radio, diametro y el area (mm)

respectivamente, para la etapa de estro en los grupos 3 (control) y 4 (eCG+hCG).

Tabla 8 Radio (mm), Diametro (mm) y Area (mm) de las estructuras ovaricas

encontradas en cerdas nuliparas durante la etapa de Proestro en Grupo 3 control

(n=10)y Grupo 4 eCG+hCG (n =10).

Estro
Radio (mm)
Estructura Grupo 3 Grupo 4
Media + DS Media + DS
Foliculo primordial 0.110 £ 0.009 0.081 £0.024

Foliculo primario
Foliculo secundario
Foliculo terciario
Cuerpo Luteo
Cicatriz

Foliculo primordial
Foliculo primario
Foliculo secundario
Foliculo terciario
Cuerpo Luteo
Cicatriz

Foliculo primordial

0.647 £0.494
1.262 + 0.5832
2.832 + 1.5012
11.777 + 5.2062
1.179 £ 0.313
Diametro (mm)
0.2198 £ 0.0183
1.293 £ 0.988°2
2.524 + 1.166°
5.664 + 3.0022
23.553 £ 10.4112
2.357 £ 0.625
Area (mm)
2.152 £ 1.052

0.383 +0.162°
0.683 + 0.195P
2.511 + 1.652°
7.432 +2.361°
1.182 £ 0.581

0.164 + 0.048
765.793 + 0.324°
1.366 + 0.391°
5.024 + 3.304°
14.865 + 4.723°
2.363 £ 1.162

1.214 £ 0.707
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Foliculo primario 70.135 +48.208 38.865 + 31.732

Foliculo secundario 219.583 + 156.13 109.386 + 50.391
Foliculo terciario 1531.029 £ 1451.254 1396.501 £ 1591.953
Cuerpo Luteo 6340.089 + 2307.774 5322.238 + 1868.268
Cicatriz 261.621 + 123.004 278.931 + 203.061

Literales diferentes en la misma fila (p<0.05).

Grupo 3= control, Grupo 4 = ECG + HCG

El andlisis estadistico se realizé a través de la prueba U Mann Whitney Wilcoxon.

7.Discusion

El rendimiento reproductivo 6ptimo se gestiona mediante diferentes estrategias
para cumplir con las expectativas de alto rendimiento de las granjas modernas. Se
han utilizado hormonas para controlar las funciones reproductivas de cerdas y
primerizas en diferentes protocolos para optimizar las practicas de manejo y
mejorar la eficiencia general de la produccion porcina.Los productos
farmacéuticos, como los analogos de progesterona y las gonadotropinas, se usan
comunmente en la practica para ayudar al desempeio reproductivo de cerdas y

nuliparas (Am-in, et al, 2019).

En este estudio, se proporciona evidencia macroscépica y microscopica del efecto
tras la aplicacién de la combinacion de gonadotropinas exdégenas en comparacion
con el grupo control en los foliculos de cerdas nuliparas.Las variables
cuantitativas (numero, radio, diametro y el area) indican que las gonadotropinas
utilizadas en el manejo del desempefo reproductivo de cerdas primerizas

modifican la morfometria de los foliculos.
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El tamafio de las estructuras ovaricas es variable de acuerdo a la etapa de
desarrollo en la que se encuentren. Incluso, algunas no poseen forma circular u
ovalada bien definida, poder analizar variables como diametro, radio y area podra
proveer mas informacion, ya que hay poca bibliografia que proporcione estos

datos.

Diferencias en la cantidad de foliculos

Diversos autores como Falceto (2015) y Manjarin (2009) clasifican a los foliculos
como pequefos (2-3 mm), medianos (4-6 mm) y grandes (7-12 mm), por lo que en
este apartado relacionamos nuestros datos de acuerdo con estos tamafos y no
directamente al estadio folicular que incluye a los foliculos: primordial, primario,

secundario y terciario.

Con respecto a ello, en el presente estudio se encontraron, Cuadro 5, 15 y 21
foliculos secundarios (pequefios) en la etapa de proestro sin y con hormonas
exogenas respectivamente y 114 foliculos terciarios (grandes) sin tratamiento y
126 foliculos terciarios en cerdas con eCG+hCG; ademas de (Cuadro 6) 12 y 13
foliculos secundarios (pequenos) sin y con hormonas exdgenas respectivamente y
70 foliculos terciarios (grandes) sin tratamiento y 101 foliculos terciarios en cerdas
con eCG+hCG en la etapa de estro. Solorio (2002) encontré 23.2 foliculos
pequefios en cerdas sin tratamiento y 10.9 de estos foliculos en cerdas con

gonadotropinas exogenas, 4.6 y 0 en foliculos medianos en cerdas sin tratamiento
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y tratadas con eCG+hCG respectivamente y 0.9 y 10.8 en foliculos medianos en
cerdas sin tratamiento y tratadas con eCG+hCG respectivamente en la etapa de
estro. Nuestros resultados contrastan con lo publicado por Solorio (2002), ya que
la cantidad de foliculos grandes es diferente en la etapa de Estro en las cerdas
después de usar gonadotropinas exogenas en contraste con las cerdas sin
tratamiento. Adicionalmente, también comenta que el numero de foliculos
pequefios se redujo. De igual manera, Am-in (2019) encontraron un aumento de
foliculos grandes de 17.3 en el grupo control a 18.9 tras la aplicacion de 400 Ul de
eCG con 200 Ul de hCG (PG600 ®). La aplicacion simultdnea de una dosis de
(400 Ul de eCG y 200 Ul de hCG) en cerdas ha permitido el crecimiento y
desarrollo de una mayor cantidad de foliculos terciarios, ya que se ha demostrado
que esta dosis logra inducir el estro y la ovulacidon en contraste con la dosis
utilizada por Solorio 1 200 Ul eCG + 500 Ul hCG, la cual no se usa con la misma
frecuencia pese a que existe evidencia de que, producen mejores resultados en
cuanto a induccion y sincronizacién del estro que dosis menores, aumenta a su
vez el numero de ovulaciones y tamafio de la camada, sin embargo en algunos
casos se han provocado alteraciones en el proceso de ovulacion como es la
formacion de quistes foliculares, el uso de diferentes dosis pudo influir en la

diferencia de nuestros resultados.

Diferencias en el tamaino de los foliculos

Con la intencidn de poder comparar los resultados que se muestran en este

trabajo, con los encontrados por algunos autores, se tomaran en cuenta las
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medidas foliculares de pequefo, mediano y grande. En relacion con diametro o
tamano, en el presente estudio se encontraron foliculos terciarios (medianos a
grandes) 6.747 £+ 1.217 'y 7.651 + 0.505 mm de diametro para la etapa de
proestro grupo 1 y 2 respectivamente y 5.664 + 3.002 y 5.024 + 3.304 para la
etapa de estro grupo 3 y 4 respectivamente , lo cual concuerda con Knox, (2015)
que reporta que en fase folicular, pueden estar presentes foliculos pequefos y
medianos de 3 a 6,4 mm sin tratamiento, mientras que (Manjarin et al., 2009) sus
resultados varian en el rango del diametro de 1 a 4 mm, observadas por ecografia

transrectal.

Manjarin (2009) comenta que después del uso de PG600, la mayoria de las
nuliparas en su estudio tenian solo foliculos pequefios (1—2 mm) en sus ovarios y
pocas primerizas (al menos un parto) tenian foliculos >2 mm de didmetro.
También menciona que, aunque se midieron foliculos de 4 mm en dos de las
primerizas tratadas con PG600, la posibilidad de que fueran demasiado inmaduras
para responder a la estimulacion gonadotréfica no se puede descartar, ademas se
debe considerar que estas medidas se tomaron con ecografia transrectal.
Contrario a esto, en el presente estudio, los foliculos terciarios (medianos) tras la
aplicacién de gonadotropinas fueron de 5.024 mm de diametro, no concuerda con
el tamano mencionado por Williams, et al, 2010 , quienes refieren que foliculos de
6 mm fueron visualizados a las 20 h previas al inicio del estro y foliculos de 7 y 8
mm (al inicio del estro), mientras que los foliculos de 9 mm sélo fueron observados

en algunas de las hembras y proximo al momento de ovulacién.
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Los foliculos de tamarfio ovulatorio, o aquellos foliculos que se cuentan y miden
con mayor frecuencia alrededor del estro, suelen tener entre 6 y 12 mm,
dependiendo de si se miden por ultrasonido (6 a 8 mm) o por medicién fisica (8 a
12 mm). Existe evidencia de que no todos los foliculos en la etapa Estro tienen el
mismo tamano. (Hunter y Wieszak, 1990) y (Knox et al., 2009). Considerando lo
anterior, en el presente estudio el promedio de diametro folicular tras la aplicacion

del tratamiento fue 7.651mm en proestro y 5.024mm en estro.

Diferencia de tamaino en foliculos primarios.

Segun Hirshfie (1991), los foliculos primarios constan de un ovocito rodeados por
una capa unilaminar de células pre-granulosas de morfologia cubica. Estas
células presentan gran actividad mitdtica y daran lugar a las células de la
granulosa formando un epitelio estratificado, entre el ovocito y las células de la
granulosa circundantes se originan espacios, donde se deposita una sustancia
que representa el inicio de la zona pelucida (ZP). Por lo tanto, la adquisicion de la

ZP es una caracteristica del foliculo preantral primario (Thibault, et al, 1987).

En este estadio, comienzan la mitosis de estas células, el foliculo aumenta su
tamano. Las células granulosas cuboidales se dividen formando varias capas
alrededor del ovocito, de este modo, el foliculo primario se transforma en foliculo
preantral multilaminar comenta Fortune (2003), sin aun llegar ser un foliculo
secundario, ya que la principal caracteristica de este es la formacion de cavidades

en el espacio extracelular llenas de un fluido denominado fluido folicular (Filipiak,
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et al, 2016). A medida que la cantidad de liquido folicular aumenta, las cavidades
que ocupan también aumentan de tamafo para formar el antro. (Thibault, et al,

1987)

Esto podria explicar la diferencia encontrada entre los foliculos primarios después
del uso de gonadotropinas exdégenas y el grupo control, ya que no se tomo en
cuenta la diferencia entre foliculos unilaminares y multilaminares al ser evaluados,
todos se evaluaron como un mismo grupo dado que en cerdos no existe evidencia
que respalde el uso de esta subclasificacion, esta es usada con mayor frecuencia
en bovinos y humanos, ya que al tener marcadas las oleadas foliculares es mas
facil identificarlos, aunque se tomo en cuenta el tamafio y el inicio en la formacion
de una cavidad para la aceptacién o descarte todos los foliculos primarios, es

impotante considerarlo para futuros estudios.

Por otro lado Hirata (2018) observo crecimiento folicular (>1,0 mm de diametro)
en perras después de la administracion de eCG+hCG, y aparecié un nuevo
crecimiento folicular de 2 a 8 dias después de la administracion de eCG+hCG. El
diametro medio de los foliculos y el numero maximo de foliculos oscilaron entre
2.8 y 5.5 mm, lo cual podria hacernos pensar que en cerdas tuvo un efecto similar,

estimulando el crecimiento y desarrollo de foliculos preantrales en la fase folicular.

Diferencia de tamafio en secundarios y terciarios.

De acuerdo al estudio de Breen (2006), el numero de foliculos grandes en el estro

es influenciado por la dosis de PG 600 (p <0.01). Las dosis de 1,0 x y 1,5 x de
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PG600 aumentaron el numero de foliculos grandes en comparacion con las dosis
de 0,5 x. De acuerdo con ello en nuestro estudio se utilizé una dosis (400 Ul (1,0
x) de eCG+200 Ul de hCG) lo cual coincide con sus resultados ya que el numero
de los foliculos grandes tuvo una respuesta similar. También menciona que la
dosis de PG600 no influyé (p> 0.10) en el tamano del foliculo grande en el estro,
contrario a nuestros hallazgos. En donde se noto diferencia entre tratamientos en
la etapa de proestro y los foliculos secundarios 10.40, 24.28 (p <0.05) y terciario
90.51, 147.63 (p <0.05), para los Grupos 1y 2 respectivamente y en la etapa estro
fue 17.33, 9.00 (p <0.05) en el secundario y 94.88, 79.84 (p <0.05) para el

terciario, Grupo 3 y 4 respectivamente.

Nissen (1995) comenta que, el grupo de control mostro, en el dia 3 (estro) foliculos
que eran tipicamente de 3-7 mm y crecieron hasta 7-10 mm durante 2 dias, donde
permanecieron durante aproximadamente 24 h hasta que se produjo la
ovulacion. El grupo de hCG mostro foliculos que alcanzaron 5-8 mm de diametro

en el momento de la ovulacion.

Como se muestra en los resultados en la etapa de proestro hubo 40 % mas
foliculos secundarios en el grupo con eCG +hCG mientras que foliculos terciarios
hubo 8.33 % mas, por otro lado, en la etapa de estro hubo 10.5 % mas foliculos
secundarios en el grupo con eCG +hCG mientras que foliculos terciarios hubo

44.28 % mas respuesta.
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Aunque es especulativo, se ha mencionado que la administraciéon de hCG podria
estar seleccionado foliculos adicionales solo en el momento de la inyeccion,

mejorando el crecimiento folicular. (Manjarin, 2013)

De acuerdo con ello Lewchalermwong, et al (2020), explican que la mayoria de
las primerizas de su experimento también desarrollaron foliculos grandes el dia 3
después de la inyeccién de PG600 con un tamanio folicular promedio de 7,1 mm.

Si bien la mayoria de las nuliparas expresaron celo y ovularon, hubo una variaciéon
considerable en el numero de foliculos y el tamafo, asi como las concentraciones

de estrégeno en el dia 3.

Los resultados del experimento de (Manjarin, 2013) respaldan el efecto positivo de
la hormona hCG en el crecimiento folicular, ya que aunque no se realizé la
medicion del diametro, si indic6 aumento en el porcentaje de cerdas prepuberes
con niveles de P4 = 30 ng/mL cuando la PG600 fue suplementada con hCG 24 o
48 h después. Ziecik (2021) también menciona que las diferentes propiedades
endocrinas de la LH y la hCG, comprenden un potente papel progestacional y
androgénico y una accion prodesarrollista y antiapoptética de la LH en el control

de los foliculos preovulatorios porcinos.

Ademas, Hunter y Wiesak (1990) comentan que la variacion en la poblacion
folicular dentro de un animal en cada grupo, en términos de diametro del foliculo,
progesterona, estradiol y secrecion de progesterona, fue mayor en los animales

tratados con eCG que en los animales ciclicos (P <0,05).
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Breen, et al , 2006 mencionan que existe una variacion considerable en la
respuesta de las primerizas a las hormonas exdgenas en el desarrollo de foliculos
grandes, la tasa de ovulacion, la expresion del estro y la duracién del ciclo estral.
Por ejemplo, cuando las primerizas prepuberales son tratadas con PG600 la
respuesta mejora significativamente con la edad, la exposicion al verraco o la

dosis de gonadotropina.

Estos hallazgos son consistentes con el concepto de que el uso de hormonas

exdgenas esta involucrado en la variacion del tamafio folicular.

Diferencias de tamafo en cuerpos luteos.

La eCG + hCG actua como las dos hormonas mas importantes para el desarrollo
de los foliculos, la ovulacion y la formacion del cuerpo luteo (Garcia, 2005). El
principal efecto observado es el incremento en la concentracion plasmatica de
progesterona acompafado en varios casos, por un incremento en el numero de
cuerpos luteos accesorios en ovinos (Catalano, et al, 2016). Estudios realizados
con estas hormonas en cerdas, indican que la hCG estimula el crecimiento de los

foliculos estrogénicos y la funcidn del cuerpo luteo.(PIC, 2017).

Nissen (1995) , Downey y Draincourt, (1994) informaron que la administracion de

hormonas exdgenas como GnRH o hCG de forma temprana, en la etapa de
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desarrollo del foliculo, puede causar la ovulacion de mas foliculos inmaduros,
inducir quistes o inhibir la expresién del estro. En la cerda, esto parece ser el
resultado de la luteinizacion temprana de las células foliculares en respuesta a la
hCG, que puede detectarse mediante cambios en la produccion de esteroides

dentro de las 24 horas in vitro y dentro de las 48 horas in vivo.

Hunter y Wieszak, (1990) mencionan que tanto la heterogeneidad folicular
morfolégica como bioquimica continta hasta el periodo preovulatorio inmediato, es
l6gico predecir que esto tendra consecuencias para la formacion del cuerpo luteo,
Rao y Edgerton (1984) informaron disimilitudes entre los cuerpos luteos (CL)
dentro del mismo ovario y también entre los ovarios izquierdo y derecho, mientras
que Ottobre (1984) concluyeron que habia poca variabilidad entre los cuerpos

luteos y que los ovarios de cerdo contenian una poblacion homogénea de estos.

En el ganado, las diferencias en los patrones de produccién de progesterona
sugieren que la hCG puede ser mejor para inducir la formacién de cuerpos luteos
en comparacion con la GnRH (buserelina) debido a la vida media reducida de la
actividad de la LH (5 horas) en comparacion con la hCG (30 horas) De Rensis

(2010).

La diferencia en el numero de cuerpos luteos podria estar asociado a una mayor
produccion endogena de androgenos. En este sentido, la administracién de
testosterona en cerdas prepuberes aumenté el numero de foliculos preovulatorios

y cuerpos luteos, mientras que la superovulacion del hamster mediante la
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administracion de hCG estuvo asociada a un aumento en la sintesis de
androgenos a nivel folicular. Ademas de un mayor numero de cuerpos luteos, la
dosis de hCG (200 IU) también indujo quistes foliculares en la mayoria de las

cerdas, como mencionan Cardenas y Pope (2002).

Las observaciones obtenidas en este estudio respecto a las medidas de los
cuerpos luteos han demostrado que estas pueden variar (p <0,05). Ya que
presentaron un diametro de 16.149 £+ 3.786 y 15.935 + 0.923 en la etapa de
proestro en el grupo 1y 2 respectivamente y de 23.553 + 10.411y 14.865 + 4.723

en la etapa de estro en el grupo 3 y 4 respectivamente.

Lewchalermwong, et al, 2020 indican que la variacibn en la respuesta a
gonadotropinas exdgenas no se pudo atribuir a medidas asociadas con los
foliculos, el peso corporal o la grasa dorsal en el momento del tratamiento con
eCG + hCG. Sin embargo, la respuesta ovarica a las gonadotropinas al considerar
los cambios en el numero y tamafo de los foliculos y la produccion de estrogeno
indica que una parte considerable de la variacion en la respuesta podria estar en
el ovario. La variacion en el numero y las etapas de madurez de los foliculos en el
momento de la administracion de eCG + hCG podria ser un factor determinante en
la respuesta tanto a eCG como a hCG y afectar la seleccion de foliculos que a su

vez afecta la produccion de estrégeno.

El estado de madurez del hipotdlamo y la hipofisis podria ser el factor

determinante en el grado de variacion en el tamafio del foliculo mas grande, el
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numero de foliculos grandes y la concentracion de estrogeno que podria ser el
resultado de la variacion en la tasa de desarrollo de los foliculos porque no se
espera que todas las primerizas respondan a las hormonas al mismo ritmo. Esto
respalda las observaciones preliminares que indican que existe heterogeneidad en
los foliculos seleccionados el dia 3 después del tratamiento con PG600 en

primerizas (Breen, 2009).

Una revisién de los estudios centrados en la fase folicular en el cerdo proporciona
evidencia clara de que existe heterogeneidad en la poblacion de foliculos
ovulatorios en el estro tanto en el numero de células de la granulosa como en la
produccion de estrogenos Hunter (1989); Knox (2019). Esto puede explicar
también la variacion del tamafo de las estructuras tras recibir una estimulacion

exdgena con gonadotropinas.
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8.Conclusion

Bajo las condiciones de este estudio, podemos concluir que la observacion de las
estructuras ovaricas a través de la histologia no mostré cambios en la cantidad de
foliculos en la etapa de proestro sin embargo hubo diferencia en la cantidad de

foliculos terciarios en la etapa de estro por efecto del tratamiento.

Asimismo, mostr6 que la administracion de eCG+hCG provocd cambios
morfométricos en las diferentes estructuras ovaricas, principalmente sobre los

foliculos secundarios y terciarios en ambas etapas.

La variaciéon en la respuesta de las cerdas nuliparas a eCG+hCG se relaciona con
la variacion en la respuesta del foliculo en el ovario y por lo tanto con la variacién

en el numero y tamano de los foliculos.

9.Recomendaciones

Se recomienda desarrollar mas investigacion respecto al efecto del tratamiento de
gonadotropinas exdgenas sobre el tamafio de foliculos primordiales. Ademas de
tomar de consideracion si la clasificacion de foliculos establecida como foliculo

pequefio, mediano y grande es suficiente para su evaluacion o si es mejor tomar
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en cuenta el estadio de desarrollo folicular especifico para la obtencion vy

valoracion de resultados.

Aun se requiere mas investigacion para revelar los mecanismos que gobiernan las
numerosas relaciones entre las gonadotropinas exogenas/endogenas y la

madurez sexual durante el desarrollo y la funcion de los foliculos preovulatorios.

Efectuar este tipo de investigacion con un mayor numero de animales de tal forma

que se pueda apreciar de mejor manera la variabilidad entre los tratamientos

aplicados podria ayudar a confirmar este estudio.
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13. Anexo 1

Obtencion de la muestra

Una vez identificada la muestra, se extrajo del organismo con el menor dafio
posible. Los tejidos vivos son muy fragiles y la morfologia se altera cuando se
hace un manejo inapropiado. La mayor parte de las células y los tejidos empiezan
a degenerar tan pronto como son separados de su microambiente. Estos cambios
autoliticos pueden ser minimizados, al reducir el tiempo en que el tejido esté

expuesto al ambiente.
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Fijacion
En la fijaciéon quimica se aplicaron diferentes agentes con la funciéon de detener la
vida de las células e impedir las modificaciones postmortem que pueda sufrir la
célula (procesos autoliticos), manteniendo la estructura morfolégica de células y
tejidos sin que ocurran cambios notables en ellos. Esta accion garantiza la
integridad de las células y tejidos; se efectua por mediante agentes quimicos
denominados fijadores. El fijador usado en este caso fue el formaldehido.
Una sustancia fijadora para que ejerza de manera eficiente y adecuada sus
funciones debe poseer las siguientes condiciones:

e Impedir la aparicién de los procesos autoliticos.

e Producir cierta dureza a los tejidos sin que se provoque excesiva retraccion

o hacerlos quebradizos y friables.

e Debe de ser de facil manipulacién.

¢ No debe disolver componentes celulares

e Proteger la muestra de agentes bacterianos.

¢ Que sea facil de conseguir y que sea barato.
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Una vez recolectada la muestra de tejido, se colocé de inmediato en el fijador, y se
cuido el tamafo de la muestra para que se cubriera completamente. El tiempo

requerido para la fijacion completa con formaldehido suele realizarse en 24 horas.

Técnica de inclusién en parafina

Los tejidos fijados adquieren cierta consistencia y dureza, pero no la suficiente
para que, de ellos, se obtengan secciones delgadas. Estas secciones, que deben
medir milésimas de milimetro (3 a 10 um), se conseguiran cuando los tejidos se
infiltren con sustancias denominadas “de inclusion” y adquieran tal dureza que
sometidos al filo de una navaja produzcan secciones, cortes o laminas sumamente
delgados y transparentes. Las sustancias de inclusion tienen la propiedad de
incorporarse e infiltrarse al interior de las células y tejidos con la finalidad de
servirles de soporte. Asi los tejidos y la sustancia de inclusion forman un bloque
homogéneo en dureza y consistencia, a pesar de que sus componentes tuvieron
originalmente distinta dureza. Existen una serie de sustancias de inclusion que se
han empleado o se utilizan actualmente. Unas son solubles en agua (gelatina,
carbowax, glicol metacrilato) y otras, solubles en solventes organicos (parafina,
celoidina, resinas epdxicas).

Cualquiera que sea el medio de inclusién a emplear es condicién indispensable
que la muestra a incluir se encuentra embebida en la sustancia que disuelve al
medio de inclusién de las muestras, éstas se encuentran embebidas en agua o en
alcohol, por lo que resulta imposible que se infiltren con parafina, medio de

inclusion insoluble en agua y alcohol. Por lo tanto, para que los tejidos puedan ser
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incluidos en parafina se requiere deshidratarlos e infiltrarlos con el solvente de la
sustancia de inclusion. Los pasos a seguir para la inclusion de las muestras en
parafina fueron:

Deshidratacion, impregnacion en el solvente (a este paso también se le denomina

aclaracion o diafanizacién), inclusion y formacion del bloque de parafina.

Deshidrataciéon

Significa extraer o remover el agua de los tejidos fijados. La deshidratacién debe
ser completa porque, de lo contrario, el solvente no actua de forma adecuada y el
bloque de inclusién no alcanza la dureza requerida. Para tal fin se utilizan liquidos
deshidratadores en los cuales se sumergen los tejidos. Los deshidratadores mas
usados son el alcohol etilico, el alcohol isopropilico, el dioxano y el cloroformo.

Las muestras de ovarios incluidas en parafina, se deshidrataron en bafios
sucesivos en soluciones de concentracion crecientes de alcohol etilico hasta la

deshidratacion total con alcohol etilico absoluto.

Diafanizacion.

Las muestras deshidratadas se encuentran totalmente embebidas en alcohol
etilico absoluto; pero la parafina tampoco es soluble en alcohol por lo que es
necesario reemplazarlo por sustancias que sean capaces, simultaneamente, de
mezclarse con el alcohol y disolver la parafina. Estas se denominan liquidos
diafanizadores o intermediarios. Ejemplos: xilol, tolueno, benceno, y el cloroformo.

El liquido diafanizador de uso mas frecuente es el xilol. La diafanizacion de los
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tejidos deshidratados se debe a que estas sustancias poseen un alto indice de

refraccidn y al interactuar con los tejidos los vuelven transparentes.

Inclusién y formacién del bloque de parafina.
Las parafinas son hidrocarburos saturados provenientes de la destilacién del
petroleo. Generalmente son sustancias solidas a temperatura ambiente. Existen
diferentes tipos de parafina que se caracterizan por sus puntos de fusion. Estos
oscilan entre 40° y 60° C.

La penetracion de la parafina al interior de los tejidos se efectua cuando ésta se
encuentra en estado liquido. La parafina reemplazara el xilol de las muestras y se
infiltrara al interior de estas. Se contendra a las muestras “bloques” de parafina. El
tiempo que permanezcan las muestras dentro de los recipientes de parafina
dependera de la naturaleza del tejido y el tamafno de las muestras (Hiatt J, 2002;
Montero, 2015; Arenas, no date).

El bloque de parafina contenia la muestra
correctamente orientada para facilitar la obtencién de
las secciones o “cortes”. El molde se llen6 con
parafina caliente pura; con una pinza calentada en un
mechero se tomo una pieza de tejido y se sumergio al
interior del molde, en el que la parafina se

comenzaba a solidificar y se le aplico una leve

presion. Después se llenaron los moldes y se dejaron

enfriar para que la parafina se solidificara de manera homogénea.
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Microtomia

Cuando la parafina estaba dura, se sacaron los bloques del molde y se recortaron
para exponer el tejido embebido. Se montaron en el micrétomo donde se
obtuvieron rebanadas finas de la muestra; las bandas obtenidas se hicieron flotar
en agua tibia, lo que ejercia un efecto de planchado para ser extendidos en un
portaobjetos; estos se colocaron en una plancha tibia para que el corte se

adhiriera mejor al cristal. Las secciones tenian 5 a 7 ym de espesor.

Tincién

El procedimiento de coloraciéon o tincidon consiste en que una estructura celular o
tisular adquiere especificamente un color bajo la accién de una sustancia
colorante. Se considera que una estructura se ha coloreado o tefiido cuando al ser
lavada con el liquido que disuelve al colorante, no se decolora. El proporcionar
color a las estructuras que constituyen un tejido o un 6rgano se hace con la

finalidad de distinguirlas entre si y facilitar su observacién.
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Tinciéon de Hematoxilina -Eosina (HE)
La coloracion de hematoxilina - eosina se considera como la técnica de tincion de
uso mas frecuente en el estudio de células y tejidos, a través del microscopio
foténico. Consiste en la tincion de:
Los nucleos mediante una hematoxilina (basico), previamente oxidada se colorean
de azul, azul morado, violeta, pardo oscuro o negro, dependiendo de los agentes
oxidantes y mordientes que se utilizaron.

e EIl citoplasma y material extracelular utilizando la eosina (acido) que les

confiere diversos grados de color rosado.

Montaje

Concluido el proceso de tincion de los cortes, éstos se colocaron en condiciones
de proteccion y para poderlos utilizar infinidad de veces sin que se deterioren.

Este procedimiento consistié en colocar encima del corte coloreado y diafanizado
una gota de una sustancia adherente, y encima de ellos, una Ilaminilla

cubreobjetos, cuidando que no quedaran burbujas de aire entre la resina.
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