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RESUMEN

MARTINEZ TORRES VICTOR MANUEL. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON UNA
SOLUCION GLUCOGENICA ORAL SOBRE LA TASA DE OVULACION EN OVEJAS
PELIBUEY (Tutor: Dr. Carlos G. Gutiérrez Aguilar). Con el objetivo de determinar el
efecto de una solucién glucogénica oral (glicerol:agua, 90%) sobre la tasa ovulatoria (TO)
en ovejas Pelibuey realizamos 5 experimentos. En los experimentos 1 y 2 se evalué el
efecto de 300 ml de glicerol en la TO en ovejas sincronizadas con PGF2a (expl) o
progestagenos (exp 2). En ambos casos, se encontré que el glicerol aumenté la TO de 1.6
+0.06 a 2.08 + 0.06 (P< 0.0001) y de 1.64 + 0.7 a 2.41 + 0.09 (P< 0.05) para los exp 1y 2
respectivamente. En el tercer estudio se evalué el efecto del glicerol en la dinamica y
seleccion folicular. El desarrollo folicular se observé diariamente por medio de
ultrasonografia de los ovarios. No hubo diferencia entre grupos para el numero de
foliculos chicos (P> 0.8644) ni grandes (P> 0.5189) a lo largo del ciclo. Tampoco se
observaron diferencias en el diametro de los tres foliculos mas grandes (P> 0.10). En el
cuarto estudio se determiné el efecto de una toma de glicerol en las concentraciones
sanguineas de glicerol y glucosa a corto plazo. Se tomaron muestras a los minutos -30, 0,
30, 60, 90, 120, 180, 240, 360, 480 y 600 (0= administracion glicerol). El tratamiento con
glicerol aumenté su concentracién sanguinea inmediatamente después del tratamiento
(P> 0.0001) y alcanzé su concentracion méaxima al minuto 240; mientras que en el grupo
testigo no mostro alteracién. La glucosa sanguinea no cambié en el grupo testigo pero
aumenté en el grupo tratado inmediatamente después del tratamiento (P> 0.0001) para
alcanzar su maximo en el minuto 120. En el quinto estudio se determiné la dosis minima
efectiva de glicerol para incrementar la TO. Se aplicaron dosis de glicerol de 50, 100, 200
y 300 ml en el momento de administrar la PGF2a. La TO previa fue 1.68 + 0.05 y el
tratamiento aumenté (P< 0.05) la TO a 2 + 0.08, 2.3 + 0.15, 2.21 + 0.15 y 2.03 + 0.12
para los grupos de 50. 100, 200 y 300 ml respectivamente. Con base en los resultados se
concluye que la administracién de una dosis Ginica de una solucién glucogénica oral al
momento de la luteodlisis, es efectiva para incrementar la TO en ovejas.

Palabras clave: flushing, glicerol, tasa de ovulacién, glucosa, ovejas.
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SUMMARY

MARTINEZ TORRES VICTOR MANUEL. THE EFFECT OF A GLUCOGENIC
TREATMENT ON THE OVULATION RATE OF PELIBUEY EWES. (Supervisor: PhD.
Carlos G. Gutiérrez Aguilar). The objective of these studies were to determine the effect
of a glycogenic solution treatment on the ovulation rate (OR) of Pelibuey ewes. On
experiments 1 and 2 the effect of 300 ml de glycerol (glycerol:water, 90%) on the OR of
ewes synchronized with either PGF2a (expl) or progestins (exp 2) was tested. In both
studies, glycerol treatment increased the OR from 1.6 + 0.06 to 2.08 + 0.06 (P< 0.0001)
and from 1.64 + 0.7 to 2.41 + 0.09 (P< 0.05) for exp 1 and 2 respectively. The third study
evaluated the effect of the glycerol treatment on follicular dynamics and selection.
Treatment with the glycogenic solution did not affect (P>0.05) the number of small or
large follicles present in the ovaries, nor did it affect (P>0.05) the diameter of the three
largest follicles. Further, the effect of glycerol treatment on plasmatic concentrations of
glycerol and glucose were determined. Samples were collected 30 min before treatment (-
30) and at 0, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 360, 480 and 600 min after treatment. Both
glycerol and glucose plasmatic concentrations increased (P> 0.0001) after treatment.
Glycerol concentrations reached a peak at 240 min after treatment, whilst glucose
concentrations peaked at 120 min. No changes were observed in the control group.
Finally, in the fifth study the minimum quantity of glycogenic solution needed to increase
the ovulation rate was determined. Ewes were treated with 50, 100, 200 and 300 ml at
the time of PGF2a injection. Ovulation rate before treatment was 1.68 + 0.05, glycerol
treatment increased the number of corpora lutea (P< 0.05) to 2 + 0.08, 2.3 + 0.15, 2.21 +
0.15 and 2.03 + 0.12 for the 50, 100, 200 and 300 ml groups, respectively. It is concluded
that a single glycerol treatment at the time of lutedlisis can effectively increase the
ovulation rate in ewes.

Key words: flushing, glycerol, ovulation rate, glucose, ewes.
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1. INTRODUCCION

Uno de los parametros mas importantes en los centros de produccion ovina es el nimero
de corderos nacidos por hembra en cada época reproductiva. Este parametro es conocido
como prolificidad. La prolificidad es directamente afectada por la tasa de ovulacién. A lo
largo del tiempo, se ha buscado aumentar la tasa de ovulacién por medio de tratamientos
hormonales (principalmente eCG), seleccién genética y por medio de incrementos en los
aportes nutricionales del alimento previo al empadre en una practica conocida como
flushing y que esta ampliamente difundida entre los productores 1.2 3.4,

Se sabe que existen influencias del estado nutricional, el peso corporal y los cambios en
la condicién corporal en la tasa de ovulacién. Dichos estados fisiolégicos, por si mismos,
no tienen influencia sobre la tasa de ovulaciéon o los eventos reproductivos, pero sus
efectos en la reproduccion son consecuencia de las influencias nutricionales histéricas
durante la vida del animal. El efecto de la nutricién en los procesos reproductivos debe
considerarse en términos del estatus nutricional neto de la oveja, un término que
conjunta tanto las fuentes endégenas como las exdégenas de los nutrientes disponibles
para la hembra. De este modo, los cambios en la reproduccién asociados con influencias
nutricionales pueden relacionarse con cambios metabélicos mayores. Dichos cambios son
consecuencia del decremento o incremento del consumo alimenticio y el uso o
almacenamiento de los nutrientes en reservas corporales 56,

El flushing consiste en incrementar el consumo alimenticio unas semanas previo al
empadre. Actualmente se sabe que este manejo aumenta el reclutamiento folicular en
novillas y estd asociado con un incremento en la insulina circulante. En estudios en los
que se ha administrado glucosa endovenosa, se observé un incremento en la tasa de
ovulacion, sin encontrar aumento en la secrecion de hormona luteinizante (LH), pero si de
hormona foliculo estimulante (FSH) durante la mitad de la fase folicular, acompanado de

un aumento en la concentraciéon de insulina 7. O’Callaghan et al. (2000) &, encontraron



que al administrar a ovejas raciones alimenticias con el doble de aporte de las
necesidades de mantenimiento, se aumenté el nimero de foliculos mayores de 3 mm y la
tasa ovulatoria. Por el contrario, la baja nutricién disminuye el nimero y diametro de
foliculos disponibles al momento de la ovulaciéon °. Aparentemente, la influencia de la
insulina en la tasa de ovulacion se realiza por medio de los factores de crecimiento
parecidos a la insulina (IGF’s) y sus proteinas ligadoras (IGFBP’s), aunque los efectos de
dichos factores parecen ser intrafoliculares, lo cual hace dificil su medicién en la
circulacion general de animales bajo programas de estimulaciéon nutricional.

Recientemente se ha encontrado que nutrimentos de glicidos solubles son capaces de
aumentar la secrecion de insulina e IGF-I y aumentar el reclutamiento folicular. El
objetivo de este estudio fue el usar una fuente glucogénica altamente soluble para

aumentar el reclutamiento folicular y la tasa de ovulacién en ovejas.



2. ANTECEDENTES

El flushing consiste en dar a las hembras una alimentacion incrementada por algunas
semanas antes de la monta, de manera que se encuentren ganando peso en el momento
del estro y de esta forma incrementar la prolificidad. Existe una amplia variacién en los
resultados del flushing. Esto puede deberse a diferencias en la condicién corporal de las
hembras; ya que, ovejas en buena condicién corporal tienen tasas de ovulaciéon altas
cercanas a su limite genético. Se ha postulado que por cada kg de incremento en el peso
corporal habra un aumento de 2 a 2.5 % en la tasa ovulatoria y que el cambio de
condicién corporal de 1.5 a 2 incrementa la tasa ovulatoria, pero no existen diferencias
entre animales que pasan de condicién corporal 2 a 2.5 5 6. La duracién del flushing es
un factor de estudio importante pues se han obtenido buenos resultados al realizarlo por
periodos cortos (6 dias) y largos (30 dias). Al acortar los tratamientos, se han obtenido
buenos resultados con tratamientos de 17 dias, pero algunos autores informan que la
sobrealimentacion por 17 y 18 dias es insuficiente 5 10, Gutiérrez et al. (2000)!4
encontraron que la administracién oral de glicerol por seis dias aumenta la tasa
ovulatoria, acomparnado de un aumento en la glucosa sanguinea.

Se sabe que el incremento en la tasa ovulatoria no se debe a un aumento de
gonadotropinas durante el flushing. La concentracion de glucosa e insulina aumenta
durante el estimulo nutricional y pueden incrementar el desarrollo folicular y la tasa
ovulatoria, al administrarlas por infusién endovenosa periférica, aunque la infusién de
glucosa e insulina al ovario no aumenta la tasa de ovulacion. Estos ultimos trabajos
hacen pensar que la efectividad del flushing no depende tinicamente de la ganancia de
peso, o de los cambios en la condicién corporal en los dias cercanos a la ovulacién. Es

mas aceptado que los efectos nutricionales son mediados de forma importante por la



glucosa a través de la insulina asi como por la accién de los IGF's a nivel intrafolicular,

mismos que pueden actuar en las estimulaciones a corto plazo.

3. JUSTIFICACION

Como se describié anteriormente, la practica tradicional de sobrealimentacion previa al
apareamiento, conocida como flushing, ha sido realizada por periodos variados. Sin
embargo, recientemente se ha observado que periodos cortos de sobrealimentacién y la
administracién de soluciones glucogénicas orales, logran aumentar la tasa de ovulacién
en ovejas. A pesar de estos resultados, Los tratamientos cortos siguen implicando la
administracién por varios dias haciendo impractica su realizacién rutinaria en los centros

de produccién ovina.
El presente trabajo pretende hacer una aportacion sobre el efecto flushing, de modo que

este sea una opcién barata y viable de incremento de la tasa de ovulacién en ovinos.

4. OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo es evaluar el efecto de la administraciéon oral de una
solucién glucogénica en dosis tnica en la tasa de ovulacién y las concentraciones séricas

de glucosa y glicerol en ovejas Pelibuey.

5. HIPOTESIS

La administracién de una solucién glucogénica oral aumenta el reclutamiento folicular y

la tasa de ovulacion en ovejas Pelibuey.



6. REVISION DE LITERATURA

CARACTERISTICAS GENERALES DE LA REPRODUCION EN LA OVEJA

Las ovejas presentan actividad reproductiva cuando los dias son mas cortos, esta
actividad se encuentra regulada principalmente por la variaciéon en la secrecion de
melatonina como respuesta a los cambios en el fotoperiodo a lo largo del afio. Una vez
iniciada la actividad reproductiva, los ciclos estrales se presentan sucesivamente cada 17-
19 dias y solo se interrumpen cuando la hembra queda gestante o por la llegada de la
época de anestro 2.3, 49,

El ciclo estral ha sido dividido en cuatro etapas. La primera es el estro y se caracteriza por
la aceptacion de la monta por parte de la hembra, esta conducta, junto con otras
caracteristicas del comportamiento sexual de la oveja, estd dada por la elevaciéon de la
concentracion circulante de estradiol como consecuencia del desarrollo de uno o varios
foliculos ovaricos !3. En esta etapa la concentracién de progesterona sanguinea es basal
pues no existe un cuerpo luteo en el ovario !3. El inicio del estro se encuentra
intimamente relacionado con la presentacion del pico preovulatorio de LH, que es
consecuencia de un pico maximo de estrégenos producido por el desarrollo final de los
foliculos ovaricos ! 13, 14, 15, 16, F] estro dura aproximadamente 36 horas. Entre el inicio
del estro y el inicio del pico de LH transcurren de 2 a 6 horas, €l pico de LH tiene una
duracion de 9 a 12 horas. La ovulacién se presenta 6 horas antes de finalizar el estro y
depende directamente de la duracion del estro. El estro puede darse por terminado
cuando la hembra rechaza al macho después de un periodo de aceptacién .4 13,

La etapa que sucede al estro es el metaestro y es la etapa en que se desarrolla el cuerpo
lateo. En esta etapa comienza a elevarse la concentracién de progesterona hasta alcanzar

mas de 1 ng/ml, momento que determina el final del metaestro y el inicio del diestro. El



metaestro tiene una duracién de 3 dias y durante esta etapa se presenta un pico en la
secrecion de FSH que se relaciona directamente con el inicio de una oleada de desarrollo
folicular 1 13,15, 16,

El diestro sucede al metaestro y es la etapa mas larga del ciclo estral, dura de 10 a 11
dias. Esta es la etapa de funcionalidad plena.del cuerpo luteo manteniendo los niveles de
progesterona por arriba de 1 ng/ml. Junto con la actividad ltitea, se presenta una intensa
actividad ovarica en la que se pueden detectar oleadas de desarrollo folicular, cuyo
surgimiento sucede después de un aumento de FSH, por lo que en esta etapa pueden
encontrarse foliculos ovaricos en diferentes estados de desarrollo. Durante esta etapa, la
secrecion de LH se da en baja frecuencia. Después de 10 dias de exposicién a
progesterona, el utero comienza a producir prostaglandina F-2 alfa (PGF2a) la cual
termina con la vida del cuerpo luteo, produciendo que la concentracién de progesterona
comience a disminuir, cuando esta concentracién baja de 1 ng/ml se considera el final
del diestro y el inicio del proestro ! 13. 15,

El proestro se caracteriza por la ausencia de un cuerpo lateo funcional y por el final de la
maduracién de los foliculos preovulatorios. Esta etapa dura de dos a tres dias y en ella
tiene lugar el incremento en la frecuencia de pulsos de secrecion de LH que producen el
ambiente adecuado para la maduracién final del foliculo ovulatorio, esta maduracién
produce un incremento de la concentracion de estradiol. Cuando los niveles de estradiol
se acercan a su pico maximo, provocan la aceptacion del macho por parte de la hembra,

con lo que termina el proestro y comienza el estro de un nuevo ciclo ! 13. 15,16, 17,

DESARROLLO FOLICULAR

Independientemente de su estado fisiolégico, los ovarios de todas las especies domésticas

contienen una gran cantidad de foliculos primordiales, y una poblacién mas limitada de



foliculos preantrales (100 a 1000) y antrales (50 a 300), los cuales pueden encontrarse en
cualquier regién de la corteza ovarica !8. El namero de foliculos contenidos en los ovarios
de cualquier hembra se determina desde su vida fetal 19.2021,

Los foliculos ovaricos han sido clasificados en 4 tipos. Los foliculos primordiales, que son
microscopicos, son los mas inmaduros y los mas pequerios. El ovocito presente dentro del
foliculo primordial se encuentra rodeado por una sola capa de células planas. El foliculo
primordial se desarrollara hacia un foliculo un poco mas avanzado llamado foliculo
primario. El foliculo primario se caracteriza por tener un ovocito rodeado por una capa de
células epiteliales cuboidales o células foliculares. Los foliculos primarios pueden
desarrollarse hacia un foliculo secundario o degenerar. El foliculo secundario se
caracteriza por tener dos o tres capas de células. El ovocito del foliculo secundario se
caracteriza por estar rodeado por una capa, relativamente gruesa y traslucida, llamada
zona pelucida. El estado siguiente de desarrollo es el de foliculo antral, que se caracteriza
por tener una cavidad llena de liquido llamada antro, el liquido dentro del antro se llama
liquido folicular. Algunas veces se llama al foliculo antral foliculo terciario. Cuando el
foliculo terciario se convierte en el foliculo dominante preovulatorio puede ser llamado
foliculo de Graaf. Algunos foliculos antrales pueden observarse a simple vista en la
superficie de los ovarios. Tienen la apariencia de vesiculas con tamafios que pueden
variar desde menos de lmm hasta varios centimetros, dependiendo de su estado de
desarrollo o regresion y de la especie a la que pertenezcan 5.

Los foliculos antrales consisten de tres capas distintas. Esas capas son la teca externa, la
teca interna y la capa de células de la granulosa. La teca externa se compone
principalmente de tejido conectivo que rodea completamente y da soporte al foliculo, la
capa que se encuentra justo debajo de la teca externa es la teca interna. Las células de la
teca interna son las responsables de la produccién de andrégenos bajo la influencia de la

LH. Bajo la teca interna se encuentra la capa de células de la granulosa, a veces llamada



membrana granulosa, esta separada de la teca interna por una delgada membrana basal.
Las células de la granulosa producen diversos materiales y presentan los receptores para
FSH. Los productos mas importantes de estas células son estrégenos, inhibina y el
liquido folicular. También se cree que las células de la granulosa controlan la maduracion
del ovocito 15.

Los foliculos antrales presentes en los ovarios estan listos para crecer y desarrollarse, en
el momento adecuado, bajo el estimulo de FSH y LH. Estos foliculos antrales han sido
clasificados como pequenos, medianos y grandes y las medidas de cada una de estas
clasificaciones varian de acuerdo a la especie de que se trate. De la clasificacion antes
mencionada, los mas numerosos en los ovarios son los foliculos pequeiios. Los foliculos
grandes casi siempre pueden observarse en la superficie de los ovarios y estos foliculos
han alcanzado el mayor tamarno posible bajo las condiciones endocrinas existentes a lo
largo de la vida de la hembra 15 19,

Los foliculos primordiales comienzan a crecer en gran numero antes de la pubertad, pero
el crecimiento folicular puede iniciarse incluso durante la gestaciéon y lactacién cuando
las gonadotropinas séricas se encuentran bajas y la ovulacién suspendida. En contraste
con los estados tardios de crecimiento, el inicio del crecimiento del foliculo primordial no
parece ser dependiente de gonadotropinas. Esto ha sido demostrado al administrar
gonadotropinas en dosis superestimulantes que no han logrado incrementar la tasa de
reclutamiento folicular primordial. De la misma forma, la administracién crénica de
gonadotropinas no agota prematuramente los foliculos del ovario, lo que indica que es
hasta el desarrollo a estados de foliculos preantrales, antrales y mas avanzados cuando
se involucra la participacion de gonadotropinas. De esta forma, la FSH no parece jugar un
papel fundamental para el inicio del crecimiento de los foliculos primordiales. Existe
evidencia de que el gen que codifica al receptor para FSH (FSHr) no se expresa hasta que

el foliculo alcanza el estado antral de desarrollo a partir del cual, el RNA mensajero



(RNAm) para el FSHr se localiza exclusivamente en las células de la granulosa.
Aparentemente el FSHr no es funcionalmente activo durante el desarrollo preantral 22,
Pueden encontrarse receptores para LH (LHr) en las células de la teca interna de foliculos
preantrales de la borrega, de la misma forma se ha observado que los foliculos
preantrales de la borrega presentan RNAm para las enzimas citocromo P450 cortadora de
la cadena lateral (P450scc) y citocromo P450 17-B hidroxilasa en las células de la teca,
mismas que también sintetizan andrégenos. Aunque existe controversia al respecto, en
rumiantes hay evidencia de que los foliculos preantrales tienen receptores funcionales
para FSH y LH en las células de la granulosa y de la teca respectivamente, y que en la
oveja esos foliculos son capaces de sintetizar progestagenos, andrégenos y estrogenos 19
20, 21, 23, 24

Aun no esta claro si la activacion del crecimiento de los foliculos primordiales depende de
una senal del ovocito o de cambios en las células de la granulosa y del estroma que lo
rodean, los ovocitos de foliculos primordiales parecen estar banados en factores de
crecimiento que pueden estar involucrados con esta activacion, aunque la interacciéon de
los factores endocrinos-paracrinos no produce la activacion de todos los foliculos
primordiales presentes en el ovario 28, Algunos de estos factores parecen tener efectos
estimulatorios en las células de la granulosa, mientras que otros parecen ser inhibitorios.
Estos factores incluyen a la foliculostatina, la activaciéon del sistema de tirosin quinasa c-
kit por el factor de las células indiferenciadas (SCF), al factor de crecimiento fibroblastico,
junto con dos proteinas c-kit en la membrana del ovocito y su ligando (KL), el factor de
crecimiento epidermal y su receptor, el factor de crecimiento parecido a la insulina-1
(IGF-I) y su receptor (IGF-Ir) y los miembros de la superfamilia de factores de crecimiento
de transformacién-B (TGF-B). Los factores de crecimiento mencionados han demostrado
participar en la proliferacion y/o diferenciacion de las células de la granulosa, via la

estimulacién de la transcripcion de RNAm de diversas proteinas asi como de sus



receptores en las mismas células de la granulosa y/o en los ovocitos de los foliculos
primordiales. Aparentemente la familia de los IGFs, junto con sus receptores y proteinas
ligadoras, es la que se ve principalmente involucrada en el crecimiento folicular temprano
de diferentes especies, lo que sugiere que también podria estar involucrada en el inicio de
crecimiento del foliculo primordial 23.

En los rumiantes domésticos casi todas las fases del desarrollo folicular pueden suceder
en ausencia de gonadotropinas. Sin embargo, estudios sobre desarrollo folicular
utilizando ultrasonografia en vacas, han encontrado que incluso los foliculos pequernos (2
mm) muestran oleadas de crecimiento, lo que sugiere que pueden responder a
gonadotropinas 23. 24, 29,

En general, el desarrollo folicular involucra dos fases. En la primera fase los foliculos, de
mas de 2mm en la oveja y 3-4 mm en la vaca, crecen lentamente y la tasa de crecimiento
folicular esta estrechamente relacionada con la tasa de proliferacion de las células de la
granulosa. Cémo ya se menciond, esta fase no es estrictamente dependiente de
gonadotropinas. La segunda fase corresponde al desarrollo terminal de los foliculos
antrales hasta el estado preovulatorio. Durante esta fase, el crecimiento folicular es
rapido debido esencialmente al agrandamiento del antro. Ademas, el desarrollo folicular
terminal se caracteriza por el incremento importante en la capacidad esteroidogénica y la
capacidad de respuesta de las células de la granulosa a FSH y LH, esta fase es
estrictamente dependiente del aporte de gonadotropinas 2939,

Antiguamente no existia consenso en relacién con la forma en que se realizaba el
desarrollo folicular, mientras algunos pensaban que el crecimiento del foliculo ovulatorio
obedecia a una serie de eventos aleatorios, otros aseguraban la existencia de una
sucesion organizada de eventos durante el desarrollo folicular enlla oveja y en la vaca 31,
Actualmente se sabe que el crecimiento folicular ovarico es un proceso de desarrollo

durante el cual un grupo de foliculos adquiere secuencialmente una serie de
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caracteristicas, cada una de las cuales es un prerrequisito esencial para su desarrollo
posterior, y que el numero de foliculos que alcanza el estado ovulatorio es regulado de
forma especifica de especie 18 29, De hecho dicha secuencia y regulacién especifica es,
posiblemente, la causa del patrén de crecimiento folicular en cada especie y la

responsable de la variacién en la tasa de ovulacion entre especies y razas.

Oleadas foliculares

Gracias a una amplia variedad de estudios en los que se han utilizado diversas técnicas
para la observacién de los ovarios a lo largo de la vida de la hembra y durante el ciclo
estral, que van desde el sacrificio de los animales hasta el empleo de la ultrasonografia en
animales vivos, actualmente se sabe que el desarrollo folicular en la mayoria de las
especies domésticas sigue un patrén de crecimiento en oleadas. Recientemente se han
desarrollado técnicas de monitoreo ovarico mediante ultrasonografia para la mayoria de
las especies domésticas como las yeguas 32, las vacas 33, las cabras 3% y las ovejas 3,
facilitando el monitoreo diario del desarrollo ovarico de una hembra en particular.

El patron de crecimiento folicular en oleadas se refiere a un crecimiento periddico y
sincronizado de un grupo de foliculos antrales y ha sido observado en las diferentes
especies domésticas en diversas condiciones fisiologicas 36, De este modo, se han
observado oleadas foliculares de la etapa prepuber de vacas, cerdas y ovejas; durante la
fase lutea de vacas, ovejas, cabras, cerdas y yeguas; durante la gestacién de vacas y
ovejas; durante el anestro postparto de vacas de carne; y durante el anestro estacional de
yeguas, ovejas y cabras 18,

En la vaca, el surgimiento de una oleada folicular se caracteriza por el crecimiento
repentino (dentro de dos a tres dias), de entre 8 y 41 foliculos pequefios (24 en promedio),
que se detectan inicialmente por ultrasonografia a un didmetro de 2 a 4 milimetros. Por

alrededor de dos dias la tasa de crecimiento entre los foliculos de la misma oleada es
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similar, entonces un foliculo es seleccionado para continuar creciendo (foliculo
dominante), mientras que los restantes se vuelven atrésicos y comienzan su regresion
(foliculos subordinados). En la vaca, la emergencia de la primera oleada folicular sucede
en el dia de la ovulacién (dia 0). La emergencia de la segunda oleada ocurre en el dia 9 o
10. La emergencia de la tercera oleada sucede en el dia 15 o 16. Cuando se encuentran
bajo la influencia de la progesterona (como sucede durante el diestro) los foliculos
dominantes de las sucesivas oleadas sufren atresia. Cabe mencionar, que no es posible el
surgimiento de una nueva oleada antes de que el foliculo dominante presente pierda su
efecto inhibitorio sobre los demaéas foliculos. Aparentemente, la jerarquia del foliculo
dominante sobre los subordinados no es sélo en cuanto a su tamano, sino también en
cuanto a su funcién. El foliculo dominante presente en el momento de la lutedlisis se
convierte en el foliculo ovulatorio y la emergencia de la siguiente oleada se retrasa hasta
el dia de la ovulacién. Cuando se trata de animales con ovulacién multiple, se cree que
puede existir un estado de co-dominancia folicular o que uno de los foliculos ovulatorios
provenga de una oleada folicular que se originé antes que la oleada mas cercana a la
luteolisis 40 31, 36, 37,

Se han realizado diversos estudios para establecer la cantidad de oleadas foliculares en
las diferentes especies y se ha observado que existe variabilidad entre especies y entre
individuos.

En ovejas se han encontrado dos oleadas de desarrollo folicular durante la fase lutea del
ciclo y una durante la fase folicular 3. En los estudios iniciales acerca del desarrollo
folicular que utilizaron ultrasonografia transrectal diaria en ovejas, la emergencia de
foliculos a partir de un grupo de foliculos < 2 mm se detecté en la mayoria de los dias del
ciclo estral, pero hubo un aumento significativo de dicha emergencia en los dias 2 y 11.
En otro estudio utilizando ultrasonografia seriada en ovejas, no se detecté un patrén de

desarrollo organizado de foliculos de entre 3 y 4 mm, pero los foliculos que crecieron mas
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alla de 5 mm emergieron a intervalos regulares durante el ciclo estral, conduciendo a los
autores a concluir que en la mayoria de los ciclos estrales de la oveja existen cuatro o mas
oleadas foliculares 40,

En ovejas Suffolk y Texel, se han identificado ciclos estrales con 2, 3 y 4 periodos de
emergencia folicular, estos ciclos varian en duracién de 15.6, 16.1 y 17 dias para ciclos de
2, 3 y 4 oleadas respectivamente. El nimero de foliculos chicos, medianos y grandes por
oveja, por dia se alinean en el inicio y al final de cada periodo de crecimiento folicular en
los ciclos de 2 y 3 oleadas. En los ciclos con 2 oleadas, el numero de foliculos pequerios se
incremento del dia O al 4 del ciclo, disminuyendo el dia 8, aumentando nuevamente al dia
10 para volver a disminuir en el dia 16 del ciclo. El numero de foliculos medianos es
mayor en los dias 5 y 12 comparado con los dias 0, 8 y 16 del ciclo, mientras que el
numero de foliculos grandes es mayor el dia 0, 8 y 16 del ciclo que en los dias 3 y 12 del
ciclo. El numero de foliculos emergentes por oveja es mayor en los dias 1 y 9 y menor en
los dias 0, 5y 13 a 16. En los ciclos con 3 oleadas de crecimiento, el numero de foliculos
pequerios aumenta del dia O al 3, disminuyendo para el dia 7 incrementandose no
significativamente los dos siguientes dias y disminuyendo para el dia 16 del ciclo. El
numero de foliculos medianos aumenta del dia 1 al dia 5 y del dia 7 al 8 del ciclo y luego
disminuye del dia 13 al 16. El numero de foliculos grandes disminuye del dia O al 2 del
ciclo y luego aumenta del dia 2 al 6 y de los dias 13 a 15 del ciclo. El numero de foliculos
emergentes por oveja es mayor en los dias 3, 7 y 12 y menor en los dias 0, 4, 9,y 14 a 16
del ciclo. Se ha demostrado que hay un crecimiento progresivo de foliculos de una misma
talla a otra en cierto nimero de dias en un patréon de desarrollo de oleada. En los ciclos
con 3 oleadas, estos eventos son menos claros posiblemente debido a la velocidad a la que
los eventos deben sucederse en los foliculos, sin embargo el patrén de crecimiento en

oleadas es evidente con predominancia de 2 a 3 oleadas por ciclo 40 31,



En las ovejas, la cantidad de oleadas foliculares por ciclo no parece influir la tasa de
ovulacion, las ovulaciones multiples parecen ser consecuencia de dos oleadas foliculares
diferentes cuyos foliculos dominantes alcanzaron a llegar al momento de la ovulacién o de
la presencia de foliculos co-dominantes. Sin embargo, se sabe que en las razas
estrictamente monovulatorias el foliculo ovulatorio proviene de la oleada folicular presente
en el momento de la lutedlisis 38 42, En el caso de las ovejas con ovulaciones multiples, se
encuentran cuerpos luteos de menor tamario que en las ovejas con ovulacion sencilla,
pues las primeras ovulan foliculos de menor tamario 38.

De la misma forma, los estudios en cabras muestran que estos animales presentan de 2 a
4 oleadas foliculares que surgen en los dias 0.5, 7, 10 y 13 para las oleadas 1, 2, 3 y para
la oleada ovulatoria respectivamente. El diametro del foliculo ovulatorio es
significativamente mayor que el diametro del foliculo subordinado inmediato desde 2 dias
antes de la ovulacion. Aparentemente la presencia de la dominancia folicular y la
produccion de estradiol son diferentes entre cada oleada, de forma que no ha sido posible
determinar valores claros de la dominancia folicular en cabras. Se ha encontrado que a lo
largo del ciclo estral de la cabra, puede haber sobreposiciones entre foliculos de diferentes
oleadas, la tasa de crecimiento de los foliculos mayores de las oleadas ovulatorias es de
0.5 a 0.7 mm/dia. En las cabras con ovulacién simple, el foliculo ovulatorio es de mayor
diametro que en las cabras con ovulaciéon maultiple, de la misma forma como sucede en
las ovejas multiovulatorias 4!,

Las yeguas presentan el desarrollo de oleadas foliculares mayores, caracterizadas por la
presencia de un foliculo dominante y un subordinado, y oleadas menores en las que el
foliculo mayor no alcanza el diametro de un foliculo dominante. Sin embargo, cuando no
se contaba con la ayuda del ultrasonido, los primeros estudios, hechos por palpacion
rectal, propusieron ciclos con una sola oleada folicular 36. A lo largo de los estudios

ultrasonograficos en yeguas se han encontrado grandes diferencias entre razas, con ciclos



de una sola oleada folicular en las yeguas cuarto de milla y ponies, y ciclos con una
oleada secundaria, no ovulatoria, y una oleada mayor que contiene al foliculo ovulatorio
41,43.

La primera descripcion del desarrollo folicular en oleadas en vacas fue hecha por
Rajakoski (1960) 44 trabajando con ovarios recolectados en rastro y evaluandolos
histolégicamente. Dicho autor observé que el numero de foliculos > 5mm no se
distribuian uniformemente a lo largo del ciclo estral y que esos foliculos aparecian en dos
oleadas de crecimiento 31. 36,37,

Se sabe que mas del 95% de los ciclos estrales de la vaca estan compuestos por dos o tres
oleadas foliculares. Se han reportado ciclos con una sola oleada al llegar a la pubertad y
en vacas adultas durante el primer intervalo interovulatorio después del destete 36, En
vacas Bos indicus, pueden observarse ciclos de 4 oleadas, pero la mayoria de los ciclos
estrales con mas de 4 oleadas se acompanan de intervalos interovulatorios prolongados
debidos a un retardo en la lutedlisis o a una falla en la ovulacién 45. En general, no existe
consenso en la cantidad de oleadas foliculares que se presentan en la vaca, pero la
mayoria de los estudios indican que esta cantidad oscila entre dos y tres oleadas
foliculares por ciclo, sin que el nimero de oleadas influya sobre los porcentajes de
gestacion de las vacas estudiadas. En un estudio realizado por Murphy et al. (1991) 9,
encontraron que una dieta baja en energia podia inducir que las vacas presentaran tres
oleadas foliculares por ciclo. Las oleadas sucesivas, durante el ciclo estral de la vaca,
emergen en el dia O (dia de la ovulacién) y 10 en ciclos con 2 oleadas y en los dias 0, 9 y
16 de los ciclos con 3 oleadas; entonces, ocurre una nueva oleada cada 7 a 10 dias 4.
Ginther et al. (1989) 47 concluyeron que el tiempo en el que se da la regresién lutea es lo
que determina el numero de oleadas foliculares en cada ciclo. Entonces, los estros son
mas largos en los animales con tres oleadas foliculares que en los animales con dos

oleadas por ciclo. Las vacas con tres oleadas foliculares ovulan foliculos de menor



diametro que las vacas con dos oleadas foliculares. De hecho el foliculo mayor de la

segunda oleada es mas grande que el foliculo ovulatorio de las vacas con tres oleadas 40

36,

Relacion entre oleadas foliculares y perfiles hormonales

A lo largo del ciclo estral de la vaca se dan 2 o 3 aumentos temporales en la FSH, cada
aumento se encuentra relacionado, temporal y funcionalmente, con el surgimiento de una
oleada folicular. Los aumentos temporales de FSH estimula la ocurrencia de oleadas
foliculares durante diversos estados reproductivos ademas del ciclo estral y del periodo
postparto 36 37. Cada oleada folicular es precedida por un pico de FSH, de tal forma que
las hembras con dos oleadas foliculares presentan dos picos de FSH y las de tres oleadas
presentan tres picos. De esta forma, los foliculos se detectan inicialmente, a 3 mm de
diametro, emergiendo dentro de una oleada durante el inicio del pico de FSH y la oleada
contintia creciendo hasta que la FSH disminuye a su nivel previo al pico después de 48 a
72 horas. Esta disminucion en los niveles de FSH se debe a una retroalimentacion
negativa dada por los productos de los foliculos emergentes y el nadir de FSH resultante
previene el surgimiento de una nueva oleada 36 37, El estradiol y la inhibina suprimen la
secrecion de FSH in vitro e in vivo y son, probablemente, los productos foliculares mas
importantes involucrados con los efectos supresivos del crecimiento folicular en oleadas.
Aunque se ha asumido que la fuente principal de dichos factores es el foliculo dominante,
algunos estudios sugieren que todos los foliculos > 5 mm de una oleada contribuyen con
la supresion de la secrecion de FSH 40, 36,

Del mismo modo, en la oveja y en la cabra se ha encontrado que existen aumentos de
FSH asociados temporalmente con el surgimiento de cada oleada folicular, que ocurren
aproximadamente cada 4 dias. Los picos de FSH son ritmicos y periédicos, los picos de

FSH se dan por una tendencia de esta hormona a incrementar su concentracion cada 3 6



4 dias y suceden a lo largo del ciclo estral 2 o 3 dias antes de la emergencia de la oleada
independientemente de la duracién del mismo y de la tasa de ovulacion 40. 48, Al igual que
en bovinos, la hipétesis de la asociacién temporal entre los picos de FSH y las oleadas
foliculares, ovulatorias o no ovulatorias, ha sido demostrada por el surgimiento de las
oleadas foliculares cercano al pico de cada aumento de FSH 48. En promedio, los foliculos
miden 3 mm al momento del pico de FSH. La mayoria de los picos de FSH se asocian con
una oleada folicular definida (crecimiento de un foliculo > 5 mm). Otra prueba para la
hipétesis de la relacion temporal entre la FSH y las oleadas foliculares es el incremento
significativo en las concentraciones de FSH previas y la disminucién posterior a la
emergencia de cada oleada folicular 38, Actualmente, se sabe que existe una correlaciéon
cercana entre el numero de oleadas foliculares y el de picos de FSH durante el ciclo estral
y entre la duracién del intervalo interoleadas y del intervalo entre cada pico de FSH 40. 48,
Durante la primera oleada folicular, la secrecién de estradiol e inhibina A estan
positivamente relacionados con el crecimiento folicular e inversamente relacionados con
la secrecion de FSH. Sin embargo, durante la sucesiéon de las oleadas estas relaciones
hormonales se hacen menos evidentes. La secrecién del estradiol ovarico depende tanto
de la presencia de un foliculo estrogénico grande en el ovario como de una apropiada
estimulacion por parte de la LH 49,

La frecuencia de pulsos de LH durante la primera oleada folicular es alta y esto se refleja
en la secrecién ovarica de estradiol. Sin embargo, durante las oleadas foliculares
subsecuentes, la frecuencia de pulsos de LH disminuye como resultado de la
retroalimentacion negativa ejercida por parte de la progesterona producida en el cuerpo
lateo. De esta forma la secrecién de estradiol no puede ser predictiva de la capacidad
secretora del foliculo dominante de cada oleada. De hecho, los foliculos dominantes de la
segunda y tercera oleada secretan la misma cantidad de androstenediona, pero menos

estradiol, cuando se desafian con LH. De hecho, parece que se requiere de un periodo



exposiciéon a una frecuencia alta de pulsos de LH antes de que los foliculos adquieran la
capacidad de secretar cantidades normales de estradiol. En contraste con lo que sucede
con el estradiol, la inhibina A no se deriva solamente del foliculo dominante y se secreta
en concentraciones relativamente altas y constantes a lo largo de la fase Iutea. De esta
forma, la contribucion de multiples foliculos a la secrecién ovarica de inhibina A, explica
la falta de asociacién entre inhibina A y el desarrollo del foliculo dominante durante la
mitad de la fase lutea. Sin embargo, dado que la secreciéon de inhibina se mantiene
elevada durante esta fase del ciclo ovarico, cuando la secrecién de estradiol es baja,
pareciera que la inhibina A es el principal regulador de FSH durante la fase litea media-
tardia. De esta forma, esta claro que el estradiol y la inhibina A controlan la secrecion de
FSH durante la primera oleada folicular. Sin embargo, la regulacion precisa de las
fluctuaciones de FSH asociadas con la segunda y tercera oleadas requieren de
investigacion sobre las fluctuaciones de la inhibina 47. 48,

Cuando se realiza una infusién constante de un agonista de GnRH en vacas, se encuentra
que el crecimiento folicular se detiene en 7-9 mm de diametro cuando se suprime la
secrecion pulsatil de LH. Si también se suprime la secrecion basal de FSH, no se observan
foliculos antrales >4mm de diametro. Cuando se usa el mismo modelo junto con
infusiones de FSH, LH o LH y FSH, se puede encontrar que la FSH se requiere
inicialmente para el desarrollo de foliculos capaces de responder a gonadotropinas. Sin
embargo, los foliculos antrales grandes pueden modificar su dependencia de
gonadotropinas de FSH a LH. Ademaés, parece requerirse de un soporte pulsatil de LH
para mantener la competencia ovulatoria de los foliculos preovulatorios bajo un ambiente
de FSH decreciente. De hecho, el incremento en la secrecién pulsatil de LH también ha

sido asociado con el alargamiento de la vida del foliculo dominante 2!. 29, 48,
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Eventos durante el desarrollo folicular en oleadas

Durante el desarrollo de las oleadas foliculares, los foliculos van adquiriendo una serie de
caracteristicas funcionales que les proveen la capacidad de seguir creciendo bajo un
ambiente endocrino cambiante. Dichas caracteristicas han permitido dividir las oleadas
foliculares en 4 etapas: reclutamiento, seleccién, dominancia y atresia folicular.

El reclutamiento es la etapa en la que un grupo o cohorte de foliculos antrales pequerios
son estimulados por gonadotropinas para comenzar a crecer rapidamente y a su vez
producen estradiol. Algunos de los foliculos reclutados sufren atresia en poco tiempo.
Después del reclutamiento, algunos de los foliculos que no sufrieron atresia son
seleccionados. La seleccién implica el surgimiento de uno o mas foliculos, potencialmente
ovulatorios, de la cohorte de foliculos previamente reclutados. Los foliculos seleccionados
continlan con su desarrollo y tienen dos destinos posibles, convertirse en foliculos
dominantes o sufrir atresia. Conforme los foliculos seleccionados avanzan hacia la
dominancia, contintian produciendo cada vez mayores cantidades de estradiol e inhibina,
la cual inhibe la secrecion de FSH por parte de la hipéfisis anterior. La dominancia
folicular se caracteriza por la presencia de uno o mas foliculos preovulatorios grandes de
crecimiento rapido y que ejercen un gran efecto inhibitorio sobre los otros foliculos
antrales de la cohorte de foliculos reclutados y seleccionados. Esta inhibicién parece ser
ejercida a través de la secrecién de inhibina por parte del foliculo dominante y por una
reduccion en el aporte sanguineo a algunos foliculos. La baja concentracién de FSH
sanguinea, aunada a un aporte sanguineo disminuido resulta en la atresia de los
foliculos. Solo los foliculos que reciben un alto aporte sanguineo y altos niveles de
gonadotropinas contintian su crecimiento 15 29.48,

A continuacién se describen los eventos que suceden en cada una de las etapas

mencionadas.
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Reclutamiento

En general, el reclutamiento se define como el inicio de la foliculogénesis dependiente de
gonadotropinas de una cohorte de foliculos. El reclutamiento también se conoce como
emergencia y sucede durante lo que se conoce como “ventana de reclutamiento” que
puede durar 1, 2 6 3 dias en ovejas, vacas o caballos, respectivamente. Solo pueden ser
reclutados los foliculos dependientes de gonadotropinas 18,

Morfolégicamente, el reclutamiento se caracteriza por el inicio del crecimiento de una
cohorte de mas de 7 foliculos que contintan creciendo hasta 8 6 9 mm de diametro. De
esos foliculos, uno acelerara su tasa de crecimiento y crecera hasta madurar. Se cree que
este proceso es dependiente de gonadotropinas y se considera iniciado cuando los
foliculos son estimulados para crecer a un tamano mayor de 4 mm. Este inicio en el
crecimiento de la cohorte folicular es producido por un incremento transitorio de FSH que
debe ser, al menos 3 veces mayor que su nivel basal 8.

Aparentemente, la expresion de RNAm para FSHr y LHr en las células de la granulosa y
de la teca, respectivamente, no presenta variacion durante el reclutamiento y crecimiento
de la cohorte en relacion con la etapa de foliculos preantrales y antrales tempranos, asi
mismo no existe variacién en cuanto a la intensidad de expresiéon de los mismos 49,

En las vacas, al analizar los foliculos reclutados y creciendo hacia un diametro de 4 a 6
mm, puede detectarse el inicio simultaneo de la expresién de RNAm para P450scc y
P450arom en las células de la granulosa. Cuando los foliculos de la cohorte alcanzan los
6-9 mm, todos se encuentran expresando RNAm para las enzimas esteroidogénicas

mencionadas. Sin embargo, existen foliculos que aparentemente pertenecian a la misma

cohorte que no expresan dichos RNAm's y que aparentemente no habian sido reclutados.
Ha sido encontrada una asociacién entre el nimero de foliculos que expresan RNAm para
P450scc y P450arom durante el inicio del reclutamiento y el nimero de foliculos que

contintian creciendo hasta la etapa de reclutamiento tardio, lo que hace pensar que la
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adquisicién de la capacidad de sintetizar esas enzimas es un factor decisivo para que los
foliculos reclutados contintien su crecimiento, puesto que todos los foliculos que
continlian creciendo mas alla de 4-6 mm de diametro, después de la etapa temprana de
reclutamiento, expresan RNAm para P450scc y P450arom, lo que les da la capacidad de
producir cantidades significativas de estradiol. Aunado a esto, se sabe que los foliculos
menores de 5 mm no son capaces de producir estradiol 2! 2°, Esta claro que durante la
fase lutea temprana existe menor capacidad esteroidogénica, esto puede deberse a que
haya menores cantidades de gonadotropinas en las células foliculares, debido a una
menor cantidad de receptores para FSH y LH en las células de la teca y de la granulosa 5%
51,

Es probable que la expresién de RNAm para P450scc y P450arom sea promovida por el
incremento transitorio de FSH al inicio de cada oleada folicular. La LH no parece estar
involucrada en el reclutamiento folicular, al menos en cuanto a la induccién de la
expresion de RNAm para P450scc y P450arom, pues no se ha detectado RNAm para LHr
en las células de la granulosa durante el reclutamiento. Un posible efecto de la LH podria
ser a través de la estimulacién de la sintesis de andrégenos tecales. Por otro lado, el
crecimiento de los foliculos hasta 7-9 mm se da cuando se encuentra inhibida la LH, mas
no la FSH 29,

Es posible que la hormona de crecimiento (GH) tenga alguna participacién durante el
reclutamiento folicular, pues la administracion de GH exdégena incrementa la
concentraciéon de IGF-I y el numero de foliculos reclutados 52. Sin embargo, este mayor
numero de foliculos reclutados no conduce a un aumento en el numero de foliculos
seleccionados. Por lo tanto, los foliculos adicionales en el reclutamiento no pueden
conducir a mayor tasa de ovulacion cuando se estimula el aumento con GH en rumiantes.
Sin embargo, la GH exégena incrementa la tasa de ovulacién y el tamario de camada en

los ratones. Se ha informado de una mayor proporcién de nacimientos gemelares en vacas
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tratadas con GH, pero la respuesta gemelar varid entre razas y pude revelar una
interaccién entre GH y factores genéticos o medioambientales 53.

El papel del IGF-I durante el reclutamiento folicular en la oveja puede ser la estimulacion
de la proliferacion de las células de la granulosa de los foliculos pequefios (1-3 mm) y su
funcién parece estar intimamente ligada con la de la GH, como ya se menciond, en
rumiantes, la administracion de somatotropina conduce a un incremento de las
concentraciones de IGF-I y de insulina plasmaticas y a un incremento en el nimero de
foliculos antrales pequenos saludables. Se sugiere que la GH actua in vivo aumentando
las concentraciones periféricas de IGF-I e insulina 30 54, Se sabe que el IGF-I actua en
sinergia con la FSH para estimular la esteroidogénesis por parte de las células de la
granulosa de foliculos de todas las tallas. Se sugiere que la biosintesis de estrogenos y
progesterona es regulada diferencialmente por IGF-1 dependiendo del tamafio de los
foliculos 54. 55,

Parece ser que el papel principal de la FSH durante el reclutamiento folicular es inducir la
actividad aromatasa, lo cual explica por qué los foliculos aumentan su capacidad para
producir estradiol, estimular el inicio la produccién de inhibina y folistatina, asi como
iniciar la represion del gen que codifica para IGFBP-2 18 54, La segunda de las acciones
mencionadas, aunque se inicie durante esta etapa, comenzara a repercutir hasta el final
de la etapa de seleccion y durante el establecimiento de la dominancia, puesto que la
folistatina limita el tamano folicular, mientras que la represién del gen para IGFBP-2 es
responsable del aumento en la disponibilidad de IGF-I con lo que se ve aumentada su

accion 54,

Seleccién

Durante la seleccién, se escoge al futuro foliculo dominante y los otros foliculos de la

cohorte se convierten en subordinados y entran en atresia, lo cual usualmente es
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comprobado por un bloqueo en su tasa de crecimiento seguido de una disminucién
paulatina en su tamano !8. Basicamente, la seleccion se puede definir como la divergencia
entre el perfil de crecimiento del futuro foliculo dominante y el de los subordinados. Se
basa en el cambio de la sensibilidad de algunos foliculos de una misma oleada a FSH y
LH y coincide con la primera disminucion significativa de la concentracién de FSH 36. 56,

El aumento transitorio de la FSH que provocé el inicio de la oleada folicular, también
provoca, entre otras cosas, que los foliculos produzcan LHr. En esta etapa, lo importante
es que no todos los foliculos producen la misma cantidad de LHr y por esta razén se da
una sensibilidad diferenciada para LH, esta sensibilidad confiere al foliculo la capacidad
de sobrevivir sin FSH. El perfil de crecimiento del foliculo dominante y el de los
subordinados, comienza a diferir rapidamente aproximadamente 38 — 48 horas después
del surgimiento de la oleada (8-9 mm de diametro en la vaca), momento en el cual el
foliculo que sera dominante tiene mas LHr y, por lo tanto, la ventaja competitiva sobre los
nuevos foliculos subordinados. De esta forma, el primer foliculo que desarrolle LHr en las
células de la granulosa sera capaz de responder a LH, tanto como a FSH, y de sobrevivir
en un ambiente incapaz de mantener a los otros foliculos. Sin embargo, en este momento
los foliculos subordinados atin pueden alcanzar la dominancia si el foliculo dominante es
removido o si se administra FSH exégena. Cuando existen multiples foliculos dominantes,
como sucede durante la superestimulacién con FSH o en animales que presentan
ovulaciones multiples, la competencia por LH se hace evidente debido al menor diametro
maéaximo alcanzado por estos foliculos, comparado con el de un solo foliculo dominante. Se
cree que en ovejas con ovulaciones multiples existen diferencias en relacion con la
sensibilidad a LH, comparado con los animales con ovulaciones sencillas, de forma que en
los animales con ovulaciones multiples mas foliculos obtienen la habilidad para usar LH

40, 18, 29,+56
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Puede detectarse el inicio de la expresién de RNAm para LHr y 3BHSD en las células de la
granulosa del foliculo seleccionado 57. Pero no esta claro si la seleccion del foliculo
dominante se da antes de la expresion de dichos RNAm o si son eventos simultaneos,
pues se ha detectado un aumento del tamano folicular y de la secrecion de estradiol por
parte de un foliculo de la cohorte antes de la expresion de RNAm para LHr y 3BHSD en
las células de la granulosa. De la misma forma, se sabe que existe un incremento en la
concentracion de estradiol en el foliculo dominante seleccionado, antes del incremento en
el namero de receptores para gonadotropinas. La induccion de LHr en roedores, depende
de la accién de la FSH y el estradiol. De esta forma, el foliculo con mayor concentracién
de estradiol serad el primero en desarrollar LHr y asi sera capaz de responder al LH y
sobrevivir durante la caida de la FSH sérica.

El crecimiento continuo de los foliculos seleccionados generalmente se acomparna por un
incremento en la expresion de receptores para gonadotropinas, enzimas esteroidogénicas
y StAR, y los foliculos seleccionados tienen mayor expresiéon de RNAm que los foliculos
subordinados y atrésicos. A pesar de los incrementos en la expresion de RNAm de los
foliculos durante su desarrollo, la seleccién probablemente no sea determinada por la
expresion diferenciada de RNAm tanto para LHr, P450scc, P450c17, 3BHSD o StAR en las
células de la teca, FSHr y P450arom en las células de la granulosa, o P450scc en células
de la teca y granulosa. Esto es por que més de un foliculo, de aproximadamente el mismo
tamario, expresan cantidades similares de esos RNAm indicando que las técnicas actuales
son demasiado insensitivas o que la seleccién depende otros factores superiores que aun

deben ser determinados 18 21, 29, 49,457,

Dominancia
Después de los procesos de reclutamiento y seleccién, y como consecuencia de los eventos

que en ellos suceden, puede establecerse la dominancia de uno o varios foliculos
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dependiendo de cada especie. Durante la dominancia folicular ocurren el crecimiento y
maduracion de los foliculos preovulatorios. El inicio de la dominancia puede ser percibido
por la diferenciacién de los perfiles de crecimiento entre el foliculo mayor y el segundo
mas grande de una oleada y por el inicio de la regresioén, o la supresion del crecimiento,
de los foliculos medianos en contraste con el crecimiento continuo del foliculo mayor en
una misma oleada. Del mismo modo, no puede ocurrir el reclutamiento de una nueva
oleada 18. 21,29, 36, 40_

Dadas las caracteristicas que los foliculos adquieren durante los procesos previos al
establecimiento de la dominancia folicular, puede decirse que la dominancia de los
foliculos es una dominancia funcional. El foliculo dominante funcional tiene la capacidad
de inhibir el desarrollo de otros foliculos en ambos ovarios mientras continia con su
crecimiento. De hecho, si el foliculo dominante es removido se producira un nuevo
reclutamiento de forma inmediata 36 58, Ademas de la diferencia entre la tasa de
crecimiento de los foliculos de la misma oleada, Evans et al. (2000) 3!, observaron que los
foliculos que se suponen dominantes de las oleadas 1 y 3 de la oveja y la 1 de la cabra 4},
contienen mas estradiol y una relacién estradiol-progesterona mayor que otros foliculos
de la misma oleada. Lo anterior comprueba que mientras se da la diferencia en el
diametro de los foliculos de una oleada, se generan diferencias entre ellos en cuanto a su
capacidad esteroidogénica y que el foliculo dominante de cada oleada es la principal
fuente del estradiol circulante, aunque los foliculos subordinados contribuyen casi con el
10% de la produccion ovarica de estradiol 3, Sin embargo, De Castro et al. (1999) 4!,
encontraron que en la cabra la produccion de estradiol se detiene durante la fase de
crecimiento tardio antes de que el foliculo alcance su diametro maximo. Esta dominancia
funcional de los foliculos, caracterizada por la elevada secreciéon de estradiol e inhibina A,
es mas corto que la dominancia morfolégica que puede detectarse por ultrasonografia 48

59, Sin embargo, en ovejas el tamario del foliculo no es suficiente para poder determinar si
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es dominante o no, de hecho la oveja puede tener mas de un foliculo dominante por
oleada, lo que indica que la dominancia folicular en esa especie no es tan intensa 1829, 31,
43

A lo largo del tiempo se ha cuestionado la existencia de la dominancia folicular en la
oveja. Sin embargo, existen observaciones que sustentan la existencia de la dominancia
en la oveja, principalmente durante la primera y la ultima oleada del ciclo. En primer
lugar, se sabe que en ovejas y cabras hay emergencia de oleadas foliculares asociadas a
un foliculo mayor que los demas durante el metaestro y el proestro de la cabra. También
se sabe que si se provoca la lutedlisis con prostaglandinas en diversos dias del ciclo, la
mayoria de las ovejas ovulan el foliculo mayor presente en el momento de la induccién de
la luteodlisis. Asi mismo, se ha encontrado que la respuesta folicular y ovulatoria a los
tratamientos de superovulacion en ovejas se ve influida por el estado de la oleada folicular
en el momento del tratamiento, la cual se ve influida por la presencia o no de un foliculo
grande en crecimiento al inicio del tratamiento, la presencia de un foliculo con estas
caracteristicas se ha asociado con menor reclutamiento folicular, menor tasa de ovulacién
y menor recuperacion embrionaria 40. Parece ser que la diferencia principal en el caso de
la oveja es la magnitud de la dominancia, la cual usualmente se define como la diferencia
de tamano entre el foliculo dominante y el foliculo subordinado mayor. La diferencia de
tamarno entre los foliculos mencionados es de solo 2 a 3 mm en ovejas, 3 a 4 mm en
cerdas y hasta 8 y 15 a 20 mm en vacas y yeguas respectivamente. Como consecuencia
de lo anterior, es mucho mas facil identificar, por medio de ultrasonografia, el foliculo
dominante de la yegua y la vaca que el de la oveja 18.

Durante el periodo posterior a la seleccién y durante el establecimiento de la dominancia,
existe un crecimiento continuo de los foliculos, durante el cual se incrementa la expresion
de RNAm para los receptores de gonadotropinas, enzimas esteroidogénicas y StAR en las

células de la teca y de la granulosa, y los foliculos producen grandes cantidades de
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estradiol, lo que indica que los foliculos dominantes adquieren una elevada capacidad
para producir esteroides a lo largo de su desarrollo.

Los patrones de expresiéon de RNAm para LHr durante y en las etapas posteriores al la
seleccion, sustentan que en vacas y yeguas la LH puede sostener el desarrollo del foliculo
dominante, sin embargo si la frecuencia de pulsos de LH es demasiado baja, como sucede
durante la mitad de la fase lutea, el crecimiento del foliculo dominante no continuara.
Después de la lutedlisis se aumenta la expresion de RNAm para P450scc, P450cl7, y
3BHSD, pero no para P450arom. Esto coincide con el incremento en la concentracién de
androstenediona y estradiol en el liquido folicular, bajo la influencia de una liberacién
pulsatil de LH. En este sentido, Taru Sharma y Majumdar (1999) 57, encontraron que las
enzimas glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD), 3-BHSD y 17-B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (17-BHSD), tienen niveles mas elevados durante el periodo posterior a la
luteolisis y que la actividad de la G6PD es mayor en las células de la teca que en las de la
granulosa. El incremento significativo en la expresion de RNAm's codificando enzimas
esteroidogénicas y en la concentracién de esteroides en el liquido folicular, pueden
deberse al incremento en la frecuencia de pulsos de secrecién de LH durante el periodo
preovulatorio, y este aumento de la frecuencia de pulsos de LH se asocia a un incremento
en la producciéon de LHr en las células de la granulosa de los foliculos dominantes 30 60, 61,
El incremento en la frecuencia de pulsos de LH puede incrementar la expresion de RNAm
para las enzimas esteroidogénicas necesarias para la sintesis de andrégenos precursores
de la produccién de estradiol. En la vaca, la produccién de andrégenos por parte de las
células de la teca puede ser un paso limitante para la producciéon de esteroides foliculares
de forma dependiente de concentracion, pero el hecho de que la proporcién estradiol-
androgenos permanezca aproximadamente en uno a lo largo de la fase folicular de la oveja

podria descartar lo anterior a menos que existan diferencias claves entre especies 18 21, 29,

50, 56, 60,
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Aparentemente, con la generacién de receptores para gonadotropinas, bajo la influencia
de hormonas esteroides, se aumenta la tasa de unién de gonadotropinas durante la fase
cercana y posterior a la lutedlisis aumentando asi la sintesis de esteroides en los foliculos
y principalmente en el (los) dominante (s) 69,

De la misma forma que sucede con el estradiol, la concentracién de progesterona en las
células de la granulosa de los foliculos aumenta durante la fase lutea tardia. Esta
producciéon de progesterona parece estar estimulada, al menos en parte, por el IGF-1
Aunque se sabe que el IGF-I estimula el crecimiento y producciéon de los foliculos en la
mayoria de las etapas de las oleadas foliculares 30. 50, 54,

Se sabe que por el aumento en sus productos de secrecién, los foliculos dominantes
ejercen un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de los foliculos subordinados, este efecto
parece ser ejercido principalmente por la inhibina al disminuir la secrecién de FSH por
parte de la hipofisis 49,6263,

Shidaifat (2001) %4, encontré que existe un aumento progresivo en el contenido de
inhibina-A en el liquido folicular, segan aumenta el tamario de los foliculos. Segin sus
estudios, la concentracion media de inhibina-A en los foliculos es significativamente
mayor en los foliculos antrales grandes, comparada con la de los foliculos medianos y
chicos 49 59, 62, Estos resultados refuerzan la hipdtesis de que la inhibicién ejercida por el
foliculo dominante es realizada por inhibina, pues son los foliculos grandes los que
poseen mayor cantidad de inhibina al momento de determinarse la dominancia de un
foliculo.

Aparentemente, el foliculo dominante ejerce supresion sobre los subordinados utilizando
vias sistémicas aunque parece haber también efectos supresivos locales 9. Sin embargo,
el foliculo dominante también parece ser sujeto de inhibicién en su crecimiento por parte
del cuerpo luteo puesto que se ha encontrado una mayor frecuencia de ovulaciones en el

ovario contralateral al cuerpo ltteo. El efecto de la progesterona lutea puede ser la causa
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de la ausencia de dominancia folicular en las oleadas menores de la oveja, como resultado
de una supresion sistémica de LH inducida por la progesterona durante el diestro,
mientras que la presencia de dominancia folicular durante las oleadas mayores es el
resultado de una pérdida relativa de la supresion por progesterona durante el proestro y
metaestro. Aparentemente existe una regulacién intraovarica del crecimiento folicular
utilizando péptidos locales, aunque parece que los 2 ovarios también ejercen regulacion
sobre el crecimiento de los foliculos en ambos ovarios, utilizando vias sistémicas 40,

Entre los estudios de los efectos inhibitorios del foliculo dominante sobre Ilos
subordinados se encuentran los realizados utilizando liquido folicular. Driancourt et al.
(2000) 65 encontraron que el liquido folicular de foliculos dominantes reduce la actividad
aromatasa en un efecto dependiente de dosis y que la magnitud de este efecto inhibitorio
no varia bajo la influencia de la FSH. Contrario a esto, la LH potencializa este efecto del
liquido folicular. Aparentemente la inhibicién por parte del liquido folicular es exclusiva
de los foliculos dominantes, pues cuando se utiliza liquido folicular proveniente de
foliculos atrésicos no se observa la inhibicién de la actividad aromatasa. Parece que la
inhibicién ejercida por el liquido folicular, es especifica de la aromatasa pues la
concentracion de testosterona permanece sin cambios cuando se somete a las células de
la pared folicular a tratamiento con liquido folicular proveniente de foliculos dominantes.
La inhibicién de la aromatasa no parece ejercerse a través de la alteracién de RNAm para
P450arom pues el efecto del liquido folicular es agudo, sucediendo dentro de las tres
primeras horas de tratamiento. En el estudio citado, concluyeron que el inhibidor se
origina en las células de la granulosa pues cuando se usan cultivos con células de la teca
o de la granulosa, pues solo el medio proveniente de cultivos con células de la granulosa
exhibe efectos inhibitorios. Esto hace pensar que el inhibidor tiene un efecto autocrino.
Driancourt et al. (2000) concluyen que el inhibidor podria ser una proteina, pues no

parece ser un esteroide y tampoco un factor de crecimiento 1822 36,59,
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De esta forma, ha sido comprobado que no solo la inhibina producida por el foliculo
dominante es responsable de la inhibicién del crecimiento de los foliculos subordinados y
que existen otros factores que inducen la atresia folicular. Por otra parte, el foliculo
dominante no solo ejerce inhibicién sobre el patrén de crecimiento de los foliculos
subordinados, sino también lo ejerce sobre la competencia de los ovocitos de los foliculos
subordinados al disminuir su eficiencia en la utilizaciéon de glucosa como fuente de
energia. La dominancia folicular parece afectar de forma irreversible a los foliculos
medianos, puesto que la competencia de estos cae con la dominancia folicular y entran en
atresia, cosa que no sucede con los foliculos chicos y grandes 22. 66,

Después del establecimiento de la dominancia, la sucesion de las oleadas foliculares solo
sucede cuando el foliculo dominante de la oleada en curso termina su fase estatica o
comienza su etapa de atresia. En las ovejas ha habido divergencia de opinién en cuanto a
la existencia de la dominancia folicular, sin embargo existen diversos estudios en los que
se ha comprobado que en estos animales si hay un foliculo que se establece como
dominante, aunque el desarrollo folicular en oleadas y la dominancia folicular no
parezcan tan intensos como en las vacas 7,

Una vez que sucede la lutedlisis, el foliculo dominante, libre de la restriccién hormonal
impuesta por la progesterona litea sobre el hipotalamo y la hipéfisis, continuara
desarrollandose y disparara la cascada de eventos que conducen a la ovulacién. En la
oveja el intervalo interoleadas es de 4-5 dias, probablemente como reflejo del menor
diametro del foliculo dominante, de forma que la oleada ovulatoria de la oveja parece ser
la tercera o la cuarta. Asi mismo, en las ovejas con mayor tasa de ovulacién y por lo tanto
con mayor prolificidad, puede darse una situacién de co-dominancia. Cabe mencionar

que el tiempo en que se da la regresion litea es lo que determina el numero de oleadas

foliculares en cada ciclo 0. 29.#68,
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Atresia

Como ya se mencioné, Durante el crecimiento de los foliculos y el establecimiento de la
dominancia, existe una secrecién continua de productos foliculares que causan la
supresion de la FSH hasta su nivel mas bajo, junto otra supresion propia de la
progesterona ltitea sobre la LH. La conjuncién de estas influencias inhibitorias causa que
el foliculo dominante, y los subordinados, detenga sus funciones metabélicas y comience
a morir 40, La atresia es el destino de todo foliculo dominante a menos que sea ovulado.
Con la atresia, declina rapidamente la expresion de RNAm para receptores de
gonadotropinas, enzimas esteroidogénicas y StAR, esto sucede antes de la observacion de
los signos morfolégicos de atresia. En una oleada no ovulatoria, la atresia de los foliculos
dominantes parece iniciar en los dias 4 y 6 de la oleada, dias en que puede observarse
que la expresion de RNAm para FSHr en las células de la granulosa, LHr en las células de
la teca, P450scc en las células de la teca y granulosa y P450c17 en las células de la teca
disminuye fuertemente 22, El proceso de atresia de los foliculos no seleccionados parece
ser similar a la atresia del foliculo dominante 2. 22, Adicional a la reduccién de la
expresion de RNAm para gonadotropinas, el pico preovulatorio de LH provoca la sintesis
de enzimas proteoliticas como tripsina y quimiotripsina que pueden tener participacion en
la eliminacion de los receptores para gonadotropinas de los foliculos no ovulatorios y de
esta forma estos foliculos se vuelven atrésicos después del pico de LH pues las
gonadotropinas no pueden unirse a ellos 4.

Cuando el (los) foliculo(s) dominante(s), y los subordinados, termina con la secrecién de
los productos propios de su crecimiento y puede generarse un nuevo pico de FSH, el cual
no tendra efecto sobre el foliculo dominante que se encuentra en regresién, pero si

estimula el surgimiento de la siguiente oleada de desarrollo folicular y asi continuara el

ciclo ovarico.
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Cuando desaparece la inhibicién_ por parte de la progesterona (como sucede después de la
luteolisis), se incrementa la frecuencia de pulsos de LH y asi se permite la continuacién
del crecimiento del foliculo dominante y se elevan significativamente las concentraciones
circulantes de estradiol, las cuales estimulan una mayor aceleracion de los pulsos de LH

hasta generar el pico preovulatorio de LH y la ovulacién 49,

Factores extra e intraovaricos involucrados en el desarrollo folicular y su regulaciéon
A lo largo de esta revision se ha mencionado que los principales reguladores del
crecimiento folicular son las gonadotropinas y que existen otros factores, de origen intra y
extraovarico, que se ven involucrados en algunas de las etapas del desarrollo de las
oleadas foliculares. En esta seccion se describen mas detalladamente las funciones de
dichos factores, sus interacciones y su papel en la regulacién del desarrollo folicular en

los ovarios.

El factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF) y sus proteinas ligadoras
(IGFBP)

El IGF parece tener un papel fundamental dentro del sistema ovarico de regulacion del
crecimiento folicular, Dentro del sistema estan incluidos los IGF tipo [ y tipo II, seis tipos
de IGFBP's (IGFBP-1 a -6), receptores tipo 1 y tipo 2 para IGF y proteasas especificas para
IGFBP. Se sabe que los foliculos ovinos tienen la capacidad de expresar RNAm para
IGFBP-2 a -5 21,29, 30, 54,

La funcién de los IGF es estimular la proliferacién y diferenciaciéon de las células de la
granulosa y de la teca y se dice que son factores de sobrevivencia folicular. Durante la
foliculogénesis, existen variaciones entre especies en cuanto al patrén de expresion de
RNAm para IGF e IGFBP, asi como para el receptor de IGF-I 30 54, Armstrong y Webb

(1997) 69, encontraron que las células de la teca de foliculos bovinos y ovinos expresan
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RNAm para IGF-II 69 70, A pesar de estas coincidencias en la expresién espacial de IGF-II,
la expresion de IGF-I no esta clara. Se ha detectado RNAm para IGF-I en células de la
granulosa y de la teca ovina y en células de la granulosa bovinas, pero también hay quien
ha fallado en el intento de detectar la expresion de RNAm para IGF-I en foliculos ovinos 21
29, 54,

Actualmente se sabe que la actividad biolégica de los IGF's es controlada por su
asociacién con sus IGFBP's especificas. Al igual que con los IGFS, la expresién espacial
de los RNAm para IGFBP varia segun la especie. Se sabe que en las vacas y ovejas, la
expresion de RNAm para IGFBP-4 y -2 solo sucede en las células de la teca y de la
granulosa respectivamente, en cambio en el cerdo la IGFBP-4 se expresa en las células de
la granulosa y en la mujer se expresa en ambos tipos celulares 2!.29.54. 71, Se sabe que, in
vitro, las IGFBP’s atenuan la accién de los IGF's, por lo que podria suponerse que para
incrementar la actividad biolégica de los IGF's locales se de una disminucion en la
produccién folicular de IGFBP's, lo que resultaria en una mayor respuesta a
gonadotropinas. Armstrong et al. (1996) 72, observaron que la concentraciéon de IGFBP-2, -
4 y -5 en el liquido folicular disminuye durante el desarrollo de la dominancia en ovinos,
lo cual puede respaldar la hipétesis mencionada anteriormente. En este sentido,
Armstrong et al. (1998) 7!, demostraron que el decremento de la concentraciéon de IGFBP-
2 en el liquido folicular bovino se debe a una pérdida de la expresién de RNAm para
IGFBP-2 en las células de la granulosa de los foliculos dominantes 30. 54, Se ha
demostrado, en cultivos de células de la granulosa, que la FSH en concentraciones
fisiologicas, inhibe la expresion de RNAm para IGFBP-2. Es importante mencionar que el
crecimiento folicular terminal se caracteriza por un fuerte incremento en la sensibilidad
de las células de la granulosa a FSH. Este incremento puede ser resultado de sistemas de
amplificacién intrafoliculares que involucran al estradiol y a los IGF. La concentracién de

IGF biodisponible se incrementa fuertemente en los foliculos antrales grandes durante el
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desarrollo folicular terminal. Se piensa que, en una oleada, solo los foliculos con la mayor
concentraciéon intrafolicular de estradiol e IGF biodisponible seran capaces de
desarrollarse en un ambiente de concentraciones de FSH decrecientes. Ademas, se
sugiere que la FSH y la LH, en la etapa folicular temprana y tardia respectivamente,
podrian incrementar las concentraciones. de IGF biodisponible en los foliculos
dominantes, por medio de la regulacién de la sintesis y proteolisis de las IGFBP,
reforzando asi los sistemas de amplificacion 30. 3¢, Esto puede relacionarse con lo
encontrado por Behl y Pandey (1999) 55, que el estimulo de la esteroidogénesis y de la
proliferacion de las células de la granulosa y teca es mayor en las células de los foliculos
grandes de cabras. Lo anterior indica que la inhibicion de la expresion de RNAm para
IGFBP-2 en las células de la granulosa, es un factor clave en el desarrollo de la
dominancia folicular en el bovino. El incremento en la actividad biolégica de IGF
resultante en esos foliculos, podria incrementar la sensibilidad de sus células de la

granulosa a FSH 18, 21,29, 54,71,

Hormona del Crecimiento (GH)

Las acciones de la GH no estan confinadas Ginicamente al crecimiento animal, ahora esta
claro que diversos procesos metabdlicos y fisiolégicos (incluyendo la reproduccion) del
animal adulto se controlan parcialmente por la GH. Los tejidos reproductivos que poseen
RNAm para el receptor de GH (GHr) incluyen al hipotalamo 73, la hipéfisis 73, el cuerpo
lateo 74, el foliculo ovarico 74, el oviducto 74, el endometrio 74, el miometrio 74 y la placenta
74, La mas alta concentraciéon de GHr se encuentra en el higado, donde la unién de la GH
con su receptor causa un incremento en la sintesis y secrecion del factor de crecimiento
parecido a la insulina I (IGF-I). El IGF-I forma un complejo junto con diversas IGFBP y asi
viaja como hormona endocrina para estimular diversos procesos fisiologicos y metabdlicos

incluyendo los necesarios para la reproduccién 3.
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Gong et al. (1991) 75 encontraron que la administraciéon farmacolégica de GH
recombinante bovina incrementa el nimero de foliculos antrales sin mostrar alteraciones
en las concentraciones de gonadotropinas. Esto indica que la GH tiene participacién en el
crecimiento folicular. Estudios en ovejas han mostrado este mismo efecto de la GH sobre
el crecimiento folicular 76, Ademas, la reduccion de la concentracion de GH e IGF-I
después de la inmunizacién de vacas prepuberes contra GHRH inhibié el desarrollo de
foliculos >7mm de diametro. Si la GH tuviera un efecto directo en el ovario, entonces su
receptor deberia estar presente en las células ovaricas. En las vacas se ha encontrado al
GHr en las células luteas grandes. Puede haber diferencias entre especies para la
expresion de GHr en los foliculos ovaricos. En el humano y la rata, se ha detectado al GHr
en las células de la granulosa y en el cuerpo luteo. Sin embargo, la expresion del RNAm
para GHr es 20 veces menor en los foliculos que en el cuerpo luteo 53 77, Gutiérrez, et al.
(1997) 78, encontraron que cuando se administra flushing a vacas, utilizando una dieta
baja en fibra que aporte el 200 % de sus necesidades de mantenimiento, se estimula un
incremento en el numero de foliculos pequenios independientemente de la concentracién
de GH. Sin embargo, se observa un aumento en la concentracién de insulina en
comparaciéon con los animales usados como control, indicando que la participaciéon de la
GH en la alteracion del desarrollo folicular no es directa. La GH podria actuar a través de
respuestas de insulina e IGF-I diferenciadas. Como ya se menciond, el IGF-I es un potente
estimulador de la esteroidogénesis y de la proliferaciéon tanto de las células de la
granulosa como de la teca in vitro. De la misma forma, la insulina también estimula la
proliferacion y esteroidogénesis de las células de la granulosa y de la teca in vitro 2% 79, 80,
En estudios realizados en ovejas se ha encontrado que el uso de GH de origen porcino
puede aumentar el numero de embriones transferibles cuando se usa junto con
protocolos de superovulacién con FSH. Sin embargo, no esta claro si este efecto se debe

un aumento del reclutamiento folicular y tasa de ovulacién debido a la GH o a un efecto
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directo de esta hormona sobre la maduracion del ovocito o por un efecto indirecto sobre el
ambiente oviductal 8!,

La GH controla la sintesis de IGF-I hepatico, sin embargo, no parece controlar la sintesis
de IGF-I ovarico. En ratas, cerdos y ratones se ha observado que la sintesis ovarica de
IGF-I es dependiente de GH. En ovejas hipofisectomizadas, la LH increment6é el RNAm
para GHr luteo y la GH incrementé el RNAm para IGF-I luteo. Sin embargo, hay estudios
en los que GH no aumento la sintesis de IGF-I ovarico in vitro o en bovinos intactos. No se
ha reportado la sintesis de IGF-I folicular dependiente de GH en ovejas o vacas. Por lo
tanto, la IGF-I folicular probablemente no es controlada localmente por GH. En cambio, el
IGF-1 endocrino, bajo el control de GH, influye la funcién ovarica a través de su
contribucién al IGF-I en el liquido folicular 30, 53, 77, 80,

Aparentemente, la participacién de la GH en la reproduccién no se realiza de forma
directa, esto es por que no se ha encontrado evidencia de que esta hormona tenga
suficiente cantidad de receptores en los foliculos ovaricos como para que esta hormona
influya incrementando la prolificidad. Sin embargo, no se puede descartar la participacion
de la GH en la reproduccion pues cuando no existe GH la reproduccion se ve disminuida,
de hecho, estudios en ratones deficientes de GH han mostrado que la deficiencia de esta
hormona puede producir esterilidad 8. Parece ser que los efectos de la GH sobre el
desarrollo folicular de los rumiantes son indirectos a través de la insulina y del IGF-I

hepatico que puede estimular al IGF-I ovarico.

Factores de crecimiento involucrados en la regulacion intraovarica del crecimiento
folicular

Se conoce una amplia variedad de factores de creciemiento que se ven involucrados en la
regulacién del crecimiento folicular, de hecho, cada vez existe mas evidencia de que estos

factores modulan la foliculogénesis. Los factores de crecimiento son péptidos que pueden
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actuar de manera paracrina y/o endocrina y se ven involucrados en la regulacién de la
proliferacion, diferenciaciéon y supervivencia celular 30, Los factores de crecimiento se han
clasificado en familias separadas basandose en su estructura y actividad bioldgica, estas
familias incluyen a la familia del factor de crecimiento epidermal (EGF), la familia del
factor de crecimiento fibroblastico (FGF), la familia del factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), la familia del factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF), la
familia del factor de crecimiento de transformacién beta (TGF-B) que incluye a la inhibina
y activina, y los factores de crecimiento hematopoyéticos o citoquinas. Muchos de los
sistemas de sefialamiento de los factores de crecimiento intraovaricos actuan a través de
los receptores de tirosin quinasa que regulan la diferenciacion de las células de la
granulosa y de la teca de forma coordinada a través de interacciones con los mecanismos
estimuladores por gonadotropinas-AMPc. La integracion de los mecanismos endocrinos e
intraovaricos proveen las sefiales necesarias que pueden estimular el crecimiento folicular

o conducir al foliculo hacia vias de apoptosis que resulten en atresia folicular 2!. 30,29, 82, 83,

EGF, TGF-ay B

En estudios in vitro con células de la granulosa bovinas, EGF y TGF-a estimularon
fuertemente la proliferacién de dichas células pero inhibieron la produccion de inhibina y
la esteroidogénesis, lo que sugiere que in vivo, esos factores deben actuar favoreciendo el
crecimiento y retrasando la maduracién final de los foliculos. Ademas, experimentos in
vivo sugieren una posible participaciéon para el EGF en la induccién de atresia. Sin
embargo, el hecho de que el EGF sea realmente atretogénico bajo condiciones fisiologicas
continua siendo algo cuestionable, puesto que se ha demostrado un efecto apoptético del
EGF en las células de la granulosa de ratas in vitro. La accién de los factores de la
superfamilia TGF-B sobre las células foliculares no esta bien entendido. En los rumiantes,

TGF-B inhibe la proliferacion celular y aumenta la esteroidogénesis promovida por
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gonadotropinas, lo que sugiere que podria sostener la maduracion folicular terminal. Sin
embargo, las discrepancias en los resultados obtenidos en diversas especies y entre
diversos sistemas de cultivo celular sugieren que el papel del TGF-p en la foliculogénesis
es mas complejo. De manera similar, las acciones paracrinas de los péptidos relacionados

con el TGF-B, inhibina y activina, atin son especulativas 30,62, 83,

Sistema activina-inhibina

La superfamilia del TGF-$ comprende a diversas proteinas, incluyendo al sistema
activina-inhibina, que pueden actuar como reguladores intraovaricos. Los RNAm's que
codifican para TGF-p se expresan en las células de la teca.

Mientras que la accion de la inhibina es la de inhibir la secrecion de FSH, la activina la
promueve. Ademas, la activina participa en la proliferacién, diferenciacion,
esteroidogénesis y luteinizacion de las células de la granulosa y ha demostrado mantener
el desarrollo folicular y prevenir la atresia folicular 49 62, 63, 83, 84, g expresion de RNAm
para los miembros de la familia inhibina-activina parece ser iniciada de forma secuencial
y coordinada durante el desarrollo folicular temprano. En la oveja, la expresion de RNAm
para la subunidad B-inhibina-activina, parece ser concomitante con la expresién del FSHr
en una o dos capas de células de la granulosa, seguida por la subunidad a-inhibina y
folistatina en dos o cuatro capas de células de la granulosa y finalmente la subunidad BA-
inhibina-activina durante el desarrollo antral temprano. Conforme el foliculo ovino
progresa desde pequefio (<2 mm), a mediano (2-4 mm) y hasta grande (>4 mm) se va
dando un incremento progresivo en la expresion de P450c17 en las células de la teca y de
las subunidades a y BA-inhibina, LHr y P450arom en las células de la granulosa. En
contraste, la expresion para la subunidad BB-inhibina-activina en las células de la
granulosa y LHr en las células de la teca permanece relativamente constante. Sin

embargo, la expresion de activina-A es predominante en los foliculos en crecimiento y
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esteroidogénicamente activos, en comparacién con los foliculos atrésicos 62 63, 64, 82, 83, 84,
Aparentemente, la diferenciacién de las células de la granulosa, de foliculos pequerios,
estimulada por FSH, resulta en una induccién de inhibina A y estradiol dependiente de
dosis. Ademas, se ha demostrado que la inhibina A modula tanto la produccién de
estradiol de las células de la granulosa como la produccién de andrégenos de las células
de la teca in vitro 8. De esta forma, la expresiéon de la subunidad BA pareceria ser un
componente esencial de la cascada de diferenciacion. De hecho, Fujiwara et al. (2000) 8,
encontraron que el contenido de RNAm para la subunidad a de inhibina es mayor en los
foliculos que contienen ovocitos maduros y de mejor calidad para su uso en fertilizacién
in vitro, aunque se obtiene mejor calidad embrionaria de los foliculos que contienen
niveles significativamente menores de RNAm para la subunidad a de inhibina. En relacién
con la cantidad de embriones colectados, Gonzalez-Bulnes et al. (2002) 8, encontraron
que los niveles de inhibina pueden afectar la calidad embrionaria en los programas de
superovulacién, solo si existia un foliculo dominante productor de inhibina al momento
de iniciar el tratamiento de superestimulacién, lo que produce que los demas foliculos
que llegan a ovular debido al tratamiento, sean foliculos en los que ya habia comenzado el
proceso de atresia 21,29, 61,62, 65, 82, 83,

Shidaifat (2001) 8%, encontré que la activina-A afecta la produccion de estradiol y
progesterona en las células de la granulosa caprina, en forma dosis-dependiente,
bastando 100ng /ml para inhibir la produccién de progesterona. La inhibicién en la
produccion de progesterona se correlaciona con una estimulacién significativa en la
produccion de estradiol, que aumenta mientras las células se encuentren expuestas a
activina-A. Al parecer, el mecanismo por el cual la activina-A realiza este efecto, incluye
una regulacion negativa de las principales enzimas esteroidogénicas involucradas en la
biosintesis de progesterona tales como la P450scc y la 3B-HSD. La capacidad de la

activina-A de inhibir la produccién de progesterona por parte de las células de la
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granulosa diferenciadas indica un posible bloqueo, por parte de la activina-A, sobre la
luteinizacion de las células de la granulosa diferenciadas 63 83,

La inhibina-A parece tener un efecto paracrino en la produccién de andrégenos por parte
de las células de la teca. Como ya se menciond, los androgenos tecales sirven como
precursores importantes para la produccion de estradiol por parte de las células de la
granulosa ©% 63, 64, En contraste, la activina A inhibe la secrecién de progesterona por
parte de las células de la teca y de la granulosa y se ha propuesto la participacion de la
activina en la prevencién de la luteinizacion prematura de las células foliculares de los
estados tardios del desarrollo de los foliculos antrales. Sin embargo, lo anterior surge de
estudios in vitro. In vivo, se cree que los efectos paracrinos de la inhibina y los péptidos
relacionados sobre las células foliculares son determinados por la proporcién
activina:inhibina intrafolicular, la cantidad de proteinas ligadoras de activina
(particularmente folistatina) asi como las proporciones relativas de las diferentes formas
foliculares de inhibina. Ademaés, numerosos estudios in wvivo muestran que la
inmunizacion de rumiantes contra la subunidad a de la inhibina estimula el crecimiento
de foliculos antrales e incrementa la tasa de ovulacién, por medio de un mecanismo que
involucra un aumento de las concentraciones plasmaticas de FSH 30. 62,64, 83,

Puede concluirse que la inhibina es un producto normal del desarrollo y maduracién del
foliculo dominante el cual ejerce un efecto negativo sobre el desarrollo de los foliculos
subordinados y sobre la competencia de sus ovocitos, ademés de maximizar la capacidad
de su ovocito para su posterior fertilizacion y desarrollo embrionario, aunque una
produccién excesiva de inhibina, como podria suceder en los programas de

superovulacion, puede deteriorar la competencia del ovocito.
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Regulacién endocrina de la esteroidogénesis folicular

Como ya ha sido mencionado en esta revisién, la maduraciéon que lleva a la dominancia
folicular se controla, entre otros factores, por la diferenciaciéon en la expresion de
receptores para gonadotropinas en las células de la granulosa hacia una mayor cantidad
de LHr. Ademas de lo anterior, una forma importante de conocer el estado de desarrollo
de los foliculos es por medio de su capacidad esteroidogénica, misma que ya ha sido
descrita en su progresion a lo largo de los eventos sucesivos de las oleadas foliculares. En
este apartado solo se pretende hacer un resumen del avance en la capacidad
esteroidogénica del foliculo, durante la progresiéon hacia su establecimiento como
dominante.

En los foliculos de 3 a 8 mm de diametro, la FSH es la gonadotropina que principalmente
estimula el crecimiento de los mismos. Una vez unida a sus receptores en las células de la
granulosa, la FSH causa la induccién de actividad aromatasa 87. De esta forma, las
células de la granulosa adquieren la capacidad de producir estradiol, siempre y cuando
sean provistas de andrégenos. La FSH también estimula la liberacién de folistatina 88, la
cual se une a la activina folicular para contribuir a aumentar la relacién
inhibina:activina. Finalmente, la FSH reduce la expresion de RNAm para IGFBP-2 6% 71, lo
cual resulta en un incremento en la cantidad de IGF-I biodisponible que junto con la FSH
incrementa la actividad aromatasa.

Cuando los foliculos crecen mas alla de 8 mm de diametro, la principal gonadotropina
que estimula la continuacién de su desarrollo es la LH. El efecto mas importante de la LH
es estimular la produccién de androgenos por parte de las células de la teca. La inhibina,
producida en grandes cantidades por las células de la granulosa, ejerce un efecto
paracrino estimulatorio sobre la produccién de andréogenos. Ademas, las bajas cantidades
de activina, junto con las grandes cantidades de IGF-I biodisponible resulta en una

proteélisis aumentada de IGFBP-4. Esto resulta en un incremento en la biodisponibilidad
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de IGF-1y -II en las células de la granulosa y teca, respectivamente. Dentro de las células
de la teca, los IGF's actiian junto con la LH en el aumento de la produccién de
androgenos. Dentro de las células de la granulosa, los IGF's incrementan la sensibilidad
de la célula a LH. Como consecuencia, la expresiéon de P450scc aumentara y la 3BHSD
aparecera en las células de la granulosa 8. La induccién de actividad aromatasa en
foliculos de 3 a 8 mm seguida de la constante elevacion del sustrato
progesterona/andrégeno, cuando los foliculos alcanzan tamarios mayores de 8 mm,

resulta en foliculos con un mecanismo esteroidogénico completo !8.

NUTRICION Y REPRODUCCION

El efecto de la nutriciéon sobre la programacion y expresion de las vias metabélicas que
permiten a los animales alcanzar su potencial genético para la reproduccién es
ampliamente conocido ¢. Se sabe que la disponibilidad de alimentos en el medio ambiente
es, al menos parcialmente, responsable de la eficiencia reproductiva de los animales. Las
observaciones hechas en fauna silvestre demuestran que la reproducciéon se realiza
durante la época del afio en la que hay mayor disponibilidad de alimento. En los trépicos,
donde los cambios estacionales en la calidad y disponibilidad de alimento son marcados,
la eficiencia reproductiva se ve fuertemente afectada °0. %1,

Cuando existe un déficit en energia las funciones reproductivas tienen baja prioridad
fisiologica al compararlas con las funciones basicas como son la termorregulacion, la
locomocién, el crecimiento, el mantenimiento celular y la lactaciéon. Por tal motivo, los
procesos reproductivos se interrumpen mucho antes de que las funciones vitales se vean
comprometidas 7. 99,

Como ya ha sido descrito en esta revision, se ha demostrado que el desarrollo del foliculo

ovarico presenta un patron de crecimiento en oleadas que se controla principalmente por
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un sistema integral de retroalimentacién que incluye a la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) proveniente del hipotdlamo, a la hormona foliculo estimulante
(FSH) y a la hormona luteinizante (LH) secretadas por la hipéfisis, y a las hormonas
esteroides (estréogenos, andrégenos y progesterona), asi como a algunas proteinas
secretadas por el ovario (inhibina, activina y foliculostatina). Dados los diferentes niveles
en que se controla la reproduccién en los mamiferos, los efectos de una nutricion
inadecuada pueden darse en diversos sitios tales como: hipotalamo-hipéfisis, ovario,
desarrollo folicular, alterando el ambiente uterino 92 91,

A pesar de que la manifestacion final de los efectos detrimentales de una nutricién
inadecuada sobre la reproduccion pueda deberse a la pérdida embrionaria, no esta claro
si la nutricién afecta la calidad del embrién a través de cambios en el ambiente folicular y
en el mecanismo de ovulacién, a través de alteraciones en la capacidad de desarrollo del

ovocito o por cambios ocurridos durante el desarrollo embrionario temprano 91,

Efecto de la nutricién en la funcién hipotdalamo-hipéfisis

Las concentraciones circulantes de FSH en animales enteros no parecen verse afectadas
por los cambios nutricionales. Se ha encontrado que no hay cambios en las
concentraciones de FSH en novillas desnutridas, incluso después de que estas hayan
perdido el 17% de su peso corporal. Asi mismo tampoco se han encontrado diferencias en
las concentraciones de FSH entre ovejas con condiciéon corporal alta o baja. Sin embargo,
la falta de diferencias en las concentraciones de FSH puede deberse a la regulacién
ovarica de la secreciéon de FSH. De hecho, los animales ovariectomizados en buena
condicién corporal tienen concentraciones circulantes de FSH mas altas que aquellos con
una condicién corporal pobre 90.91,

A pesar de que en algunos estudios no pudieron establecerse diferencias en el patrén de

secrecién de LH en novillas desnutridas, parece haber consenso de que los cambios
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significativos en el peso corporal o la disponibilidad de alimento pueden alterar el patrén
de secreciéon de LH. Esto se demostr6 por primera vez en 1975 y se confirmé en 1996 en
trabajos con novillas donde se realizo restriccion alimenticia restriccion alimenticia 9.

En ganado productor de carne se encontré que la condicion corporal al parto se relaciona
directamente con la frecuencia de pulsos de LH después del destete. Los niveles
nutricionales bajos parecen tener poco efecto en vacas con sobrepeso, pero un gran efecto
(retardo de 27 dias para la ovulacién) en vacas con pesos muy bajos, lo que se asocia con
una reduccién en la frecuencia de pulsos de LH. Canfield y Butler (1990) 92, observaron
en ganado lechero, que las concentraciones medias basales y las frecuencias de pulsos de
LH eran mayores al rebasar el equilibrio del balance energético, comparadas con las
concentraciones encontradas antes de dicho equilibrio. Consecuentemente, la nutriciéon
parece afectar la secrecion hipofisiaria de gonadotropinas y particularmente la frecuencia
de pulsos de LH previniendo la maduracioén final del foliculo ovulatorio en potencia 9 91,
Sin embargo, en la mayoria de los casos, la hipdéfisis es capaz de liberar cantidades
sustanciales de LH y FSH en respuesta a la estimulacién de GnRH. Mas aun, la cantidad
de LH liberada no cambid cuando novillas en condicién corporal inicial alta estaban
perdiendo peso. No obstante, en novillas con una condicién corporal inicial baja y que
estaban perdiendo peso, la respuesta de la LH a la GnRH se redujo. En conjunto, estos
resultados indican que la respuesta a la GnRH disminuye una vez que el animal ha
alcanzado una condicién corporal limite. Lo anterior queda claramente ilustrado con el
hecho de que el inicio de la primera oleada folicular en vacas lactando no difiere entre
aquellas que se mantienen en un nivel de alimentacién bajo (80 MJ) y las que se
encuentran en un nivel alto (120 MJ), aunque la primera ovulacién se retrasé 25 dias en
los animales con nivel nutricional bajo. Ademas, cuando la condicién corporal es baja, la
sintesis y almacenamiento de gonadotropinas, o la sensibilidad-respuesta de la hipofisis a

la GnRH se encuentran reducidas 0. 91,

44



Mani et al. (1996) 93, compararon el efecto de una deficiencia nutricional del 25% en
cabras vacias ciclando normalmente, encontraron que la baja nutricion no tiene efecto
significativo sobre las concentraciones basales de LH y FSH, pero si se encontré una
reduccién en el incremento preovulatorio de gonadotropinas y baja incidencia de
ovulacién. Asi mismo la respuesta del aumento preovulatorio de gonadotropinas a la
aplicaciéon intravenosa de GnRH, 12 dias después del retiro del tratamiento de
sincronizacién con progestagenos, fue menor en las cabras en baja nutricion que en
aquellas en nutricién adecuada. Los autores concluyen que la baja nutriciéon a corto plazo
disminuye el desempeno reproductivo al interferir con la liberacion de gonadotropinas.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Walkden-Brown et al. (1994)
quienes encontraron efectos de la dieta sobre la magnitud de la secrecién de LH, sin
encontrar efectos sobre la secrecion de FSH, relacionandolos con la actividad estacional
de las cabras.

Concluyendo, las concentraciones de FSH en los animales enteros parecen no estar
influidas por el estado nutricional, y si lo estan es en una magnitud muy pequena,
incluso cuando existe una restriccion alimenticia prolongada. No obstante, la
concentracion y la frecuencia de los pulsos de LH parecen disminuir cuando los animales
son sometidos a dietas con aporte nutricional menor al 6ptimo para su especie. En
ganado lechero, el grado del déficit energético durante las primeras 2 a 3 semanas post-

parto esta altamente correlacionado con el intervalo al primer estro 0 91,

Efecto de la nutricion sobre la funcién ovirica

En los ovarios, independientemente del estado reproductivo del animal, siempre se
encuentran foliculos en todas las fases de desarrollo. El desarrollo folicular se da en un
patrén tipico de oleadas que se inician con el crecimiento de un grupo de foliculos

pequerios, de los cuales s6lo unos cuantos escapan de la atresia para rebasar los 4-5 mm
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de diametro. Finalmente uno de los foliculos de mayor tamarnio emerge como dominante.
El foliculo dominante que esté presente al momento de la regresion del cuerpo lateo,
induce el pico preovulatorio de gonadotropinas, ovula y se luteiniza. Se ha senalado que
este patron normal de desarrollo folicular puede ser alterado por deficiencias
nutricionales 90,91,

En el ganado productor de carne, el diametro del foliculo preovulatorio disminuye cuando
los animales pierden peso 9. Mas aun, la reduccion en el diametro folicular se
correlaciond positivamente con la pérdida de peso hasta que los animales dejaron de
ovular. Existen trabajos en los cuales el foliculo dominante disminuye su diametro, el
numero de foliculos >5 mm no se altera por la pérdida de peso. Sin embargo, la reduccion
en el namero de foliculos pequenios pudo observarse en condiciones de desnutricion
extrema. En contraste, en novillas que ganaban peso se observdé un incremento en el
diametro del foliculo mayor. Este foliculo también era dominante ya que el ntimero de
foliculos subordinados se redujo al aproximarse la ovulacién 90. 91,

Al comparar dos niveles de alimentacién en ovejas, Rhind et al. (1998) %, encontraron que
un nivel bajo de alimentacién se refleja en una mayor cantidad de foliculos pequenos que
en ovejas con niveles altos de alimentacion. Esto se acompané de una mayor capacidad
esteroidogénica de los foliculos mayores de las ovejas con niveles altos de alimentacion,
ademas encontraron una relacion estrogenos:testosterona en los animales con niveles de
alimentacién bajos, lo que indica que dichos animales tienen menor capacidad
aromatasa.

En un trabajo realizado en ovejas, O’Callaghan et al. (2000) &, encontraron que las
concentraciones de progesterona sérica e IGF-II en el liquido folicular, fue menor en
aquellas hembras que recibieron el doble de la energia necesaria en la dieta, 10 dias
después de la sincronizacion con progestagenos, comparadas con las que recibieron el

aporte de mantenimiento, o menor. Sin embargo, la frecuencia de pulsos de LH fue mayor
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en las ovejas con mayor aporte energético. De la misma forma, se observé mayor
desarrollo folicular en las ovejas que recibieron el doble del aporte energético de
mantenimiento. Las concentraciones de IGF-I en el liquido folicular fueron mayores en las
ovejas que recibieron el aporte energético de mantenimiento que en aquellas que

recibieron un aporte menor o mayor.

Papel de la hormona de crecimiento, insulina e IGF, como mediadores de los efectos
nutricionales sobre la reproduccién

Paraddjicamente, el tratamiento con hormona de crecimiento bovina (STB) en vacas
lactantes incrementa la produccién lactea y causa una reduccién en el balance
energético, mientras estimula un incremento en el numero de foliculos que alcanzan
tamarios mayores, con la subsiguiente reduccién en el nimero de foliculos pequenos 97: 90,
La explicacion para dicho incremento en el numero de foliculos que progresan a
categorias foliculares de mayor tamafio no se ha aclarado, pero puede deberse a cambios
en las concentraciones de hormonas metabdlicas y de metabolitos (glucosa, insulina, IGF-
1, proteinas ligadoras de IGF), inducidos por la aplicacién de STB en los animales
lactando. De hecho, trabajos recientes han mostrado que factores que tradicionalmente se
creian involucrados en la regulacion de procesos metabdlicos, tales como la STB, la
insulina y el IGF tienen profundos efectos en el desarrollo folicular ovarico en bovinos.
Esto puede constituir parte del mecanismo del conocido y poco entendido efecto de la
nutricién en la funcion reproductiva del ganado 9.

En novillas, la administracion de STB incrementa el numero de foliculos pequenios (<5
mm), sin alterar el numero de foliculos mayores o la dinamica de recambio folicular. Asi
mismo, la STB incrementa el numero de foliculos en la ausencia de cambios en los niveles
circulantes de FSH y LH y de la unién de las mismas a las células de la granulosa o de la

teca. Igualmente, el tratamiento con STB en vacas lecheras incrementa el numero de
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foliculos, sin alterar las concentraciones de gonadotropinas 97, Sin embargo, este aumento
se observé en los foliculos de mayor tamano (>5 mm) 97 y en otros estudios, el recambio
folicular se incrementé debido a la atresia temprana del foliculo dominante. Otros
estudios demostraron que los foliculos pequerios inducidos por la estimulacion de STB
pueden responder a la gonadotropina exégena, aumentando la respuesta al tratamiento
superovulatorio. Mas aun, niveles bajos de STB pueden también afectar el desarrollo
folicular. La inmunizacion activa contra el factor liberador de hormona de crecimiento
(GHrH) en animales prepuberes produjo una reduccién en las concentraciones de
hormona de crecimiento, provocando que solo el 22% de las novillas desarrollaran
foliculos mayores a los 7 mm de diametro, al compararlas con el 77% de las novillas
testigo 90. 98,99,

Resulta improbable que la STB tenga un efecto directo sobre los ovarios que ocasione el
incremento observado en el numero de foliculos pequerios, ya que existe evidencia que
indica que los foliculos ovaricos no poseen receptores para hormona de crecimiento.
Ademas, cuando los animales son alimentados excediendo sus requerimientos
nutricionales, las concentraciones de hormona de crecimiento bajan, mientras que las de
IGF-1 e insulina aumentan+100. La insulina y/o la IGF-1 parecen entonces ser los
mediadores de la accién de la hormona del crecimiento en el ovario. Asi mismo, cuando
las concentraciones de insulina son bajas en animales desnutridos, se observa una
disminucién en la capacidad de los receptores para la hormona de crecimiento y un
aumento en la resistencia a la misma. La administracién de insulina puede revertir este
efecto. En contraste, cuando las concentraciones de insulina son altas, en condiciones de
sobrealimentacion, la produccién de IGF se intensifica a pesar de la disminucién en la
secrecion de hormona de crecimiento. Esto se debe probablemente a que la insulina
incrementa la capacidad de union entre la hormona de crecimiento y su receptor. Por otro

lado, los niveles altos de proteina en la dieta aumentan la produccién de IGF-1 por el
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higado. Sin embargo, durante los periodos de desnutricién, la hormona de crecimiento
aumenta mientras que la concentracion de IGF-1 decae 99, 100, 101,

En resumen, los efectos de la administracion de hormona de crecimiento sobre el
desarrollo folicular estan probablemente mediados por cambios en las concentraciones de
insulina, IGF-1 o ambos. Es posible que la insulina y/o el IGF-1 actien alterando la
respuesta de las células foliculares a las gonadotropinas, como se ha demostrado en
estudios in vitro 9,

Landau et al. (1996) 102, encontraron, en ovejas alimentadas con diferentes niveles y tipos
de proteina, que los cambios en la dinamica folicular generalmente son acomparnados por
cambios en las concentraciones plasmaticas de insulina y de glucosa. De esta forma
encontraron que la insulina se encuentra elevada durante las fases liteas normales sin
importar el estado nutricional ni el tipo de suplementacién de las ovejas. Asi mismo la
insulina sérica se aumento en las ovejas durante la presentaciéon del estro relacionando
esta observacion con la alimentaciéon con proteina de baja degradabilidad en el rumen.
Las observaciones de el estudio mencionado también confirman las realizadas por otros
autores en relacion con la relacién de las concentraciones de insulina con el rapido
desarrollo folicular (a >2mm de diametro y mayor tamafo en foliculo ovulatorio) y la
presentaciéon de una lutedlisis normal.

Rahul Behl y Pandey (1999) 103, encontraron que la administracién de IGF-1 a cultivos de
células de la granulosa de caprino, estimula la secrecién de estradiol y progesterona sin
importar el tamano de los foliculos de los cuales fueron obtenidas, aunque el efecto
mencionado fue mayor en las células de los foliculos mas grandes. Asi mismo, la acciéon
conjunta del IGF-1 y la FSH estimularon la esteroidogénesis por parte de las células de la
granulosa. Una de las conclusiones del estudio mencionado fue que la biosintesis de
estrogenos y progesterona, por parte de las células de la granulosa, es regulada

diferenciadamente por el IGF-1 dependiendo del tamario de los foliculos de los cuales se
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obtienen dichas células. Lo anterior indica que para que haya cambios en el patrén de
desarrollo folicular, no son esenciales los cambios en las concentraciones circulantes de
gonadotropinas. También se ha demostrado que la expresién de RNAm para IGFBP no
existié6 en los foliculos grandes (>8mm) dependientes de gonadotropinas, que la FSH
inhibe la expresion del RNAm para IGFBP-2 en células de la granulosa y que la LH
estimula la expresiéon del RNAm para IGFBP-4 en las células de la teca 71,

Driancourt y Disenhaus (1997) 104, encontraron que la administracién de hormona de
crecimiento a cabras lactando aumenté la produccién de leche y las concentraciones
circulantes de IGF-1. En contraste, no hubo efecto de la administracion de la hormona de
crecimiento sobre la poblacion total de foliculos antrales, su atresia, el numero de
foliculos en las diferentes etapas de desarrollo, ni sobre el tamano de los foliculos
ovulatorios saludables o atrésicos. Ademas, la produccion de estradiol y testosterona de
los foliculos mayores en respuesta a eCG tampoco se afectd por el tratamiento con
hormona del crecimiento. Los autores concluyeron que la administracién de hormona de
crecimiento a cabras lactantes, mientras incrementa la produccion lactea, no tiene efectos
sobre la funcién ovarica.

Recientemente se ha establecido una asociacién entre el aumento en el consumo
alimenticio y el incremento en el reclutamiento de foliculos pequenios durante la primera
oleada de desarrollo folicular en el ciclo estral de novillas 78, Este incremento se perdi6
tan pronto como los tratamientos alimenticios terminaron. El numero de foliculos
medianos incrementé en todos los grupos al momento que el numero de foliculos
pequenos disminuyé. En conjunto, los resultados anteriores indican que la nutricién
parece afectar principalmente al reclutamiento de foliculos pequefios y no al proceso de

seleccion y dominancia 99,
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Nutricion y tasa de ovulacion

La capacidad de la nutricién para alterar la tasa de ovulacién y de nacimientos en ovejas
es ampliamente conocida, siendo usualmente acompanado de un incremento rapido de la
condicion corporal 195, Las modificaciones en la tasa de ovulacion en animales
mantenidos bajo un alto nivel de nutriciéon, pueden deberse a un aumento de la entrada
de glucosa en las células. A lo largo del tiempo se ha comprobado que tanto los
suplementos altos en energia, como los altos en proteina, son capaces de incrementar la
tasa de ovulacion en ovejas 7.

Scaramuzzi et al. (1993) !96, sugirieron que las alteraciones en la tasa de ovulacion
generalmente ocurren cuando la duracién de la “ventana” de tiempo en la cual los
foliculos dependientes de gonadotropinas son viables se incrementa o cuando hay un
incremento en la tasa de oferta folicular sin ningin cambio en la duracién de dicha
“ventana”. En el caso de las respuestas ovulatorias a la nutricién, pueden operar
elementos de ambos mecanismos 6. Por la via de sus efectos sobre el control de la
retroalimentacion hormonal del control de secrecion de gonadotropinas, la nutriciéon
puede, por una parte, alterar el nivel y duracién de la exposiciéon a FSH de los foliculos
dependientes de gonadotropinas. Por otra parte y puesto que los efectos de la nutricion
sobre las concentraciones circulantes de FSH permanecen inciertas, también se ha
sugerido que los nutrientes (glucosa, aminoacidos) y sus metabolitos (insulina, hormona
del crecimiento, las IGFs y sus proteinas ligadoras) que han sido involucrados con la
respuesta ovulatoria a la nutricion, pueden operar al nivel del ovario disminuyendo la
cantidad de FSH necesaria para mantener a los foliculos dependientes de gonadotropinas
5. En relaciéon con el mecanismo ovarico de retroalimentacién hormonal, el 17B-estradiol
puede desempenar un papel importante en la mediacion de los llamados efectos

nutricionales, puesto que su aumentada excreciéon fecal en ovejas bien alimentadas
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conduce a reducir las concentraciones plasmaticas circulantes y una asociada reduccién
en la retroalimentacion de estradiol que podria aumentar la tasa de ovulacion .

Downing et al. (1995) 7 sugirieron una accién directa en el ovario al incrementar la
disponibilidad de glucosa. El aumento simultaneo de la insulina plasmatica también se
observé cuando la tasa de ovulacién fue incrementada tanto por una infusién intravenosa
de glucosa 197 ¢ de leucina, isoleucina y valina 198 por 5 dias durante la fase litea tardia
del ciclo estral. Utilizando el modelo de autotransplante de ovario, se ha demostrado que
mientras las infusiones de glucosa o insulina solas no tienen efecto en la secrecién de
esteroides por parte del ovario, su infusiéon combinada disminuye la secrecion de
androstenediona y estradiol en respuesta a un pulso de LH, nuevamente involucrando la
retroalimentacion alterada de esteroides en la respuesta ovulatoria 6. Landau et al. (1995)
109 en un intento practico de suplementacion de glucosa, encontré que la administracion
diaria de 100 g de almidén no degradable en el rimen, incrementa la tasa de ovulacién en
hembras portadoras del gen FecB pero no en las no portadoras de dicho gen, sugiriendo
que un rasgo importante de las respuestas ovulatorias a la suplementacién nutricional
podria ser el potencial de ovulacién individual.

Mani et al. (1992) !'°, encontraron que la baja nutricion aumenta el tiempo de
presentacion del estro después de la sincronizacién, ademés de disminuir la tasa de
ovulacién, aumentar la pérdida embrionaria y, por lo tanto, disminuye la fertilidad. A
pesar de lo anterior Goonewardene et al. (1997) 1!, encontraron que el aumento en el
aporte dietético de nutrientes (10 a 20 % mayor que las necesidades de mantenimiento)
no influyeron en el desempeno reproductivo de cabras aun cuando €stas presentaron
pérdida de peso antes de la inseminacion artificial, ellos concluyen que las variaciones en
el desempeno reproductivo tiene una mayor influencia individual y de raza, aunque en el
estudio mencionado no se evalué el efecto de la baja nutriciéon ni de el aumento en la

densidad energética y proteica de la dieta antes de la monta.
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METODOS PARA INCREMENTAR LA TASA DE OVULACION

La tasa de ovulacién depende del numero de foliculos activados capaces de responder a la
LH cuando disminuyan las concentraciones de FSH. Se ha propuesto que los mecanismos
por los cuales el flushing influye sobre la tasa ovulatoria es el aumento de la oferta de
foliculos capaces de responder a gonadotropinas resultando en un incremento en el
numero de foliculos activados al momento del pico preovulatorio de LH,

El incremento de la tasa ovulatoria repercute directamente en un incremento en la
prolificidad, la cual se define como el nimero de crias que pare una hembra durante la
época reproductiva. Cémo ya se mencioné la tasa de ovulacion en ovinos y caprinos varia
de 1 a 4, pero la prolificidad promedio es de 1 a 1.5 pue.s no es posible que lleven a
término gestaciones de 4 corderos. Sin embargo los pequenos rumiantes tienen la
capacidad de criar de manera eficiente 2 productos, por lo que la tendencia es de
aumentar la prolificidad a 2 por medio de métodos que incrementen la tasa de ovulacion a
3 112, Existen diversos métodos que permiten incrementar la tasa ovulatoria, los cuales se

han dividido en métodos farmacolégicos y métodos naturales.

Administraciéon de gonadotropinas

La base de la administracién de gonadotropinas para aumentar la tasa ovulatoria es que .
durante el desarrollo final del foliculo existe una etapa de dominancia, durante la cual el

foliculo dominante produce y libera inhibina con la finalidad de bloquear la produccién de

FSH hipofisiaria que los foliculos subordinados requieren para seguir creciendo. En este

momento, sucede el pico preovulatorio de LH para que el foliculo dominante ovule

mientras los foliculos subordinados sufren atresia. La administraciéon exégena de alguna
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hormona con efecto de FSH durante estos momentos del desarrollo folicular va a permitir
que los foliculos subordinados sigan creciendo y lleguen a ovular 112,

Las gonadotropinas exégenas que pueden ser utilizadas son la FSH y la eCG, ambas
hormonas producen un efecto estimulatorio sobre los foliculos, aumentando la tasa
ovulatoria. Entre las ventajas de la eCG sobre la FSH se encuentran que la primera es de
vida media larga, mientras que la FSH (extracto hipofisiario, porcina u ovina) tiene una
vida media muy corta, por lo que se tendra que administrar en varias dosis, y la eCG
requiere s6lo una aplicacion, por lo que el uso de la eCG se encuentra mas difundida.

La administracién de eCG requiere de una sincronizacién previa del estro, la eCG puede
ser aplicada durante los dos ultimos dias de la sincronizacién. Esta hormona se puede
utilizar durante en la época reproductiva o durante el anestro. Cuando se utiliza durante
la época reproductiva la sincronizacién previa podra realizarse mediante la
administracion de progestagenos o prostaglandinas, mientras que durante el anestro se
debera realizar la induccién del estro utilizando progestagenos (esponjas vaginales,
administracion oral o en implantes subcutaneos). La dosis de eCG utilizada es de 200 Ul
por via intramuscular o subcutanea, esta dosis debe manejarse cuidadosamente pues la
aplicacion de una dosis excesiva (de 400 a 750 UI) puede causar superovulacién, lo cual
no es deseable si no se tiene previsto un programa de transferencia de embriones, y
puede producir la paricion de tres o mas crias demasiado pequenas las cuales tendran
pocas posibilidades de sobrevivir 1. 112,113, La eCG presenta la desventaja de que, al ser un
producto natural, su composicién quimica y actividad varia entre los lotes comerciales,

por lo que pueden obtenerse resultados variables entre tratamientos !13,

Inmunizacién contra hormonas esteroides
Cémo ya se menciond, la oveja es una especie poliovulatorias, con la tasa de ovulacion

determinada por el equilibrio entre los efectos estimuladores de gonadotropinas y el efecto
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de la retroalimentacién negativa de las hormonas ovaricas (esteroides e inhibina) sobre la
liberacion de dichas gonadotropinas !'4, Una modificacién en este mecanismo de
retroalimentacién puede ser un método efectivo para incrementar la prolificidad de las
ovejas. La inmunizacién pasiva contra estradiol o estrona ha mostrado cambios en el
balance endocrino, resultando en un incremento de la tasa de ovulacién y en partos
gemelares en ovejas. La inmunizacién contra esteroides parece tener ventajas sobre los
tratamientos basados en la administracién de gonadotropinas, pues la inmunizacién
contra esteroides aumenta la incidencia de ovulaciones dobles o triples y no resulta en
efectos de superovulacién 115,

La inmunizacién contra esteroides se realiza por via subcutdnea S semanas antes de la
monta o inseminacién artificial, seguida de una segunda aplicacién 2 semanas antes del
servicio. Los efectos de la inmunizacién persisten por varias semanas y la inmunizacién
para la siguiente época reproductiva requiere una sola administracién. Una gran ventaja
de la inmunizacion contra esteroides es que su efecto estimulatorio sobre la tasa de
ovulaciéon no requiere de sincronizacién previa del estro. El uso de esta técnica de
inmunizacién no se recomienda en razas prolificas ni en animales con baja condicién
corporal, pues en los segundos la respuesta sera muy pobre o nula 112 116,

La inmunizaciéon activa contra esteroides (principalmente androstenediona) ha
demostrado su efecto benéfico sobre la tasa ovulatoria en una proporcién de 0.37 a 1.17
sobre el promedio normal, y sobre el tamario de camada en 1.25 a 1.63 sobre el promedio
normal, ademas de no afectar el peso de las crias al nacimiento, la tasa de crecimiento de
las mismas, ni la presentacién de la pubertad !16.

En general, durante la practica de la administracién de antisueros contra esteroides se
han obtenido resultados variables, mientras que Scaramuzzi, et al. (1980) 17 informaron
que la administracion de antisueros contra esteroides resulté en la presentacion de ciclos

irregulares y de anestro en el 80% de las ovejas tratadas; Roberts y Reeves (1980) !18,
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informaron que la inmunizacion pasiva contra estrégenos era un método efectivo para
incrementar la incidencia de partos gemelares, pero la diferencia de este parametro entre
las cabras tratadas y las no tratadas no fue significativa. Por otra parte, los resultados de
Land et al. (1982) !!S si tuvieron diferencia significativa en el parametro antes
mencionado, siendo este mayor en las ovejas inmunizadas. Las diferencias entre los
resultados de los trabajos mencionados parecen deberse a la concentracion de los titulos
de anticuerpos administrados a los animales, la cual fue excesiva en el trabajo de
Scaramuzzi et al. (1980) ''7, con las consecuencias mencionadas, mientras que la
utilizada en el trabajo de Land et al. (1982) 115, fue la mas alta de estos tres y la utilizada
por Roberts y Reeves (1988) 118, fue la menor de los tres trabajos pero, aunque efectiva, el

efecto no fue significativo.

Inmunizacién contra inhibina

En la hembra, la inhibina es secretada predominantemente por las células de la
granulosa bajo el control de FSH 49 119, 120, 121 vy ejerce un control por medio de
retroalimentacion negativa selectiva sobre la secreciéon de FSH. Existen diversos estudios
que han demostrado que la inmunizacién contra inhibina o contra péptidos sintéticos de
la region carboxilo de la subunidad alfa de la inhibina puede alterar o interrumpir dicho
mecanismo de retroalimentacién, incrementando asi las concentraciones sanguineas de
FSH y, por lo tanto la tasa de ovulacién en ovejas 122, 123, cerdas y vacas !24. La inhibina
puede afectar el patréon de crecimiento folicular y la tasa de ovulacion por medio de
efectos, tanto sistémicos como locales dentro del foliculo. La inmunizacién de vaquillas
contra la fracciéon a 1-26 de la inhibina ha demostrado incrementar las concentraciones
de FSH y el numero promedio de foliculos mayores de 5 mm durante el ciclo estral. En
este sentido, el titulo de anticuerpos utilizado no tiene un efecto significativo sobre las

concentraciones circulantes de FSH, como sucede en el caso de la inmunizacion contra
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hormonas esteroides. Esta divergencia entre el incremento selectivo de las
concentraciones de FSH durante la fase folicular y el incremento diario total de foliculos
durante el ciclo estral sugieren que los mecanismo de acciéon de la inmunizacién contra
inhibina son tanto endocrinos como locales 49. 124, 125, 126, Existen también algunos
informes que indican que no hay ningun efecto estimulatorio sobre la tasa de ovulacion
de animales, inmunizados particularmente cuando se han usado péptidos sintéticos
contra la region amino de la subunidad alfa en ovejas inmunizadas. Pero trabajos como el
de Anderson et al. (1998) 127, comprueban que la inmunizacién contra los péptidos
sintéticos de la inhibina resulta en un aumento considerable de la tasa ovulatoria. En
este trabajo se logré aumentar al doble la tasa de ovulacion al administrar una sola dosis
de inmunizacion y de tres a cinco veces cuando se administr6 un refuerzo de
inmunizacién un mes después y estos valores perduraron hasta un ano después de la
segunda inmunizaciéon. Aunque la variacion de los resultados que produce la
inmunizacién contra inhibina sobre la respuesta ovarica entre animales y entre los ciclos
individuales es amplia, este procedimiento ha sido identificado como una herramienta
potencial para regular la fertilidad de las especies domésticas, particularmente aquellas
de baja prolificidad como las vacas y los pequefios rumiantes 126, sin embargo su uso para

dicho fin aun no esta tan difundido como el uso de la inmunizacién contra esteroides 112,

Efecto macho

Tanto en la oveja, como en la mayoria de las especies, la receptividad sexual hacia el
macho se encuentra limitada a un periodo corto, conocido como estro, cercano al
momento de ovulacién; este periodo de aceptacién no se presenta durante la fase Iutea, el
anestro o durante la gestacion. Esto demuestra que, a diferencia de los machos, la
conducta sexual de las hembras es especificamente dependiente de hormonas y que la

secrecién y accion de las hormonas son el detonante para la manifestaciéon de la conducta
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sexual de la hembra. Algunas variaciones ambientales, como la presencia del macho,
pueden ser también percibidos como un estimulo, pero no son capaces de mantener la
conducta sexual por si solos, aun realizando un entrenamiento regular. Como
consecuencia, en especies de reproduccion estacional, la estacidén reproductiva es mas
marcada en las hembras que en los machos 1 132,

El comportamiento estral no es un fenémeno simple. Se ha establecido que ademas de la
aceptacion de la monta (receptividad), la oveja y la cabra muestran una atraccién hacia el
macho. La cuantificaciéon de estos dos criterios determina el inicio y terminacién de la
conducta estral en las hembras ciclicas y el inicio y fin de la época reproductiva en
hembras estacionales !.

Durante los pasos que caracterizan el comportamiento sexual en animales libres, existe
una fuerte interdependencia entre el comportamiento sexual del macho y de la hembra.
Durante el primer contacto entre ambos sexos, el papel activo de la hembra es
importante. Ademas, en el intercambio de informacién sensorial, la hembra expele
sustancias quimicas que resultan atractivas para el macho. Sin embargo, el macho
parece ser menos atraido por la hembra que la hembra por el macho (proceptividad). Esta
atraccion, la cual puede ser percibida aun sobre distancias relativamente grandes, es
debida principalmente a un agudo sentido del olfato. La hembra en estro se muestra
sensible al olor del macho y responde al cortejo del macho mostrando inmovilidad, la cual
es esencial para la realizacion de la monta !.

Actualmente se sabe que el macho es capaz, por su propia presencia entre las hembras,
de reiniciar la actividad ovulatoria y estral de las hembras anéstricas o de sincronizar el
estro de las hembras en época reproductiva. Dicho fenémeno es conocido como el efecto
macho !, Este efecto se observé por primera vez en ovejas por Underwood et al. (1944) 129,
quienes encontraron que las ovejas presentaban una época de anestro durante la

primavera y el inicio del verano cuando los machos eran mantenidos todo el tiempo en
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contacto con las hembras. En cambio, cuando los machos fueron separados de las
hembras por algunas semanas y después fueron integrados nuevamente al rebano, la
actividad reproductiva de las hembras era inducida lo cual se tradujo en un adelanto de
la época reproductiva.

La distribucién no uniforme de partos en. el inicio de la época reproductiva en las
hembras de los pequenos rumiantes domésticos es un fenémeno que ha atraido mucha
investigacion recientemente. En la oveja, existe una relacién clara entre la fecha del ano
en que se introdujeron los machos y los nacimientos colectivos de los corderos, sugiriendo
que las montas ocurren alrededor de 20 y 25 dias después de que se juntaron a las
hembras con los machos. En las cabras, se observan dos picos de concepciéon después de
la introducciéon de los machos en el inicio de la época reproductiva; el primero es
alrededor de 7 y 11 dias y el segundo alrededor de 27 y 35 dias después de la
introduccién de los machos 1. 132,130,

La introduccién de machos entre hembras anovulatorias después de un periodo de al
menos 3 semanas de segregaciéon total (olfato, vista y tacto), induce una ovulacién
sincronizada en los dias siguientes. El contacto con los machos produce en las hembras,
un incremento inmediato del nimero de pulsos de LH, los cuales conducen a un pico
preovulatorio de LH y finalmente a la ovulacién. La mayoria de las hembras ovulan dentro
de las 50 primeras horas después del primer contacto con el macho 1131,

Las Ovejas y las cabras durante la época reproductiva, o durante la estaciéon de anestro,
pueden ser sincronizadas y estimuladas a ovular por medio de la introduccién de
sementales, si han sido previamente aisladas de ellos por al menos tres semanas. Para
lograr este efecto pueden utilizarse machos vasectomizados o hembras tratadas con
testosterona y deben usarse al menos a una tasa del 4%. Cuando se utiliza este método
para la induccién del estro, la sincronizacion puede ser baja, por lo que debe tenerse

especial cuidado en la deteccion de estros ! 112,
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La mayoria de las hembras ovulan dentro de los primeros tres dias después de la
introduccion de los machos, sin embargo, la ovulacion no siempre es acomparniada por
signos de estro en las cabras. Sin embargo, tanto en las ovejas como en las cabras, la
primera ovulacién generalmente es seguida por un ciclo corto que dura de 5 a 6 dias; las
ovejas muestran un estro fértil solo después de que completan un ciclo ovulatorio de
duracion normal, mientras que las cabras son fértiles desde su segunda ovulacion. Por lo
anterior, el periodo de estro ocurre a los 15 dias después de la introduccién de los
machos en las ovejas y 6 dias después en la cabra 1. 132,

El tratamiento de las hembras con progesterona o con un progestageno justo antes de la
introduccion del macho incrementa la eficiencia de éste método pues provoca la
desaparicion completa de los ciclos cortos e incrementa el indice de fertilidad. Realizando
éste manejo, la mayoria de las hembras podran ser inseminadas de 2 a 3 dias después de
la introduccién de los machos cuando la esponja con el progestageno es empleada, por 19
dias en ovejas y 23 dias en cabras, después de la aplicacion de una dosis intramuscular
de 20 mg de progesterona en el momento de la introduccién del macho (o pocos dias
después). La inyecciéon de progesterona puede producir un incremento significante en el
numero de crias nacidas por hembra si se compara con el uso del efecto macho solo. La
combinacion del efecto macho y el uso de esponjas con progestagenos resultan en un
incremento significativo de la tasa de ovulaciéon al primer estro y en la prolificidad

comparandolo con el efecto macho solo . 132, 112,

Sobrealimentacion previa al apareamiento o flushing

El efecto de la nutricién sobre los parametros reproductivos se conoce desde tiempos

inmemoriales, pero fue en 1899 cuando se publico el primer informe cientifico al respecto,

en el que se reporta que las ovejas mas pesadas y las mantenidas bajo regimenes
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alimenticios altos muestran una mayor proporcion de partos gemelares 32, desde
entonces han sido publicados infinidad de reportes similares. La mayoria de las
investigaciones condujeron a la conclusion de que periodos cortos de sobrenutricion antes
del apareamiento era suficiente para incrementar la proporcion de nacimientos gemelares
5, En un principio, los estudios fueron realizados basandose en los cambios en la
condiciéon corporal y el niumero de partos gemelares, en este sentido, Coop (1962) 133,
encontré que por cada 4.5 kg de peso adicionales, el porcentaje de partos gemelares
aumentaria en 5.3 %. Posteriormente, los estudios incluyeron la determinacion de la tasa
de ovulaciéon, y Morley et al. (1978) !3%, encontraron que por cada kilogramo de
incremento en el peso corporal, la tasa de ovulacién se incrementaria entre 1.5y 2 %, lo
que incrementaria el namero de corderos nacidos por oveja. Sin embargo, esto no debe
considerarse una regla general, mas bien es una fuente de variacién para la respuesta al
flushing, pues cuando se tienen ovejas en buena condicién corporal estas tienen tasas de
ovulaciéon altas y se encuentran cercanas a su potencial genético maximo para dicho
parametro. El mantener a las hembras en buenas condiciones corporales, mantendra
altas tasas de ovulacién constantes y, por regla general, se acepta que el maximo
beneficio del flushing se obtiene en hembras en condicién corporal moderada. De esta
forma, se ha demostrado que el cambio de condicién corporal de 1.5 a 2 incrementa la
tasa ovulatoria, mientras que no existen diferencias entre animales en los que se
incrementa la condicién corporal de 2 a 2.5 5.6,

Desde aquellos primeros estudios, el efecto flushing ha sido ampliamente estudiado.
Existen publicaciones en diversas especies animales, donde se ha tratado de encontrar la
duracién éptima de este manejo nutricional para obtener buenos resultados. En este
sentido, puede encontrarse una gran variedad de trabajos donde han sido necesarios
desde 56 dias de flushing !!!, hasta trabajos en los que bastaron 6 dias de tratamiento

para obtener un aumento significativo en la tasa de ovulacion 135, Cabe mencionar que
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dentro de la gran variedad de experimentos, se ha buscado hacer mas efectivo el efecto
del flushing por medio de su combinacion con otros manejos encaminados a aumentar la
tasa de ovulacion tales como el efecto macho 135, la administracién de gonadotropinas 109
y la inmunizacion contra hormonas esteroides 136, Ademas de que también se ha buscado
influir en el desarrollo de los foliculos ovaricos por medio del inicio del flushing en los
momentos cercanos al reclutamiento de la oleada folicular que contendra al foliculo
ovulatorio. De esta forma, los tratamientos han iniciado en los dias 10 135 y 6 antes del
estro 137, o de los dias 2 a 13 del ciclo estral en ovejas 7. Entre los trabajos publicados
puede observarse la tendencia a hacer més corta las duraciéon del flushing, como
consecuencia se encuentra el uso de una amplia variedad de técnicas de alimentacion,
que van desde el aumento en la cantidad de alimento consumido hasta el uso de
diferentes tipos de ingredientes y tratamientos de los mismos encaminados a mejorar su
asimilaciéon dentro del tracto digestivo, o la simple suplementaciéon con concentrados
sobre la dieta habitual de los animales. De esta forma se pueden mencionar los trabajos
de Gutiérrez et al. (1997) 78 en vacas y de Goonewardene et al. (1997) 11! en cabras, en los
que se alimentdé a los animales experimentales en diferentes niveles por arriba de sus
necesidades de mantenimiento, observando consecuencias positivas de este manejo en el
desarrollo folicular y en la tasa de ovulacién. En cuanto a los ingredientes utilizados se
encuentran el maiz, entero o extruido, la harina de soya, la harina de gluten de maiz y el
grano lupin. El uso de estos ingredientes se ha realizado solo o en combinacion, y en la
mayor parte de los trabajos se comparan unos contra otros. Los resultados de las
experimentaciones con diferentes ingredientes y tratamientos de los mismos son variados,
esta forma existen trabajos en los se obtienen efectos positivos sobre la tasa de ovulacién
con harina de gluten de maiz 138, con harina de soya !3% 140, maiz extruido !%° y grano
lupin, siendo este ultimo ingrediente el que ha dado los mejores resultados en

tratamientos que van desde 6 semanas a 6 dias de duracién 7. 135, 136, 137,
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El grano lupin es un suplemento alto en energia y proteina disponibles, el cual puede ser
administrado a ovejas para incrementar la tasa de ovulacién. Los primeros estudios
acerca de este grano mostraron que la suplementacién utilizandolo incrementé la tasa de
ovulacién y la prolificidad. Los suplementos basados en el grano lupin dados a las ovejas
pastando en praderas de baja calidad o de rastrojo de trigo, aumentan la tasa de
ovulacién y esta respuesta esta correlacionada positivamente con el nivel de
suplementacién 5 100, Existen numerosos estudios donde se ha evaluado el efecto de la
suplementacién con grano lupin, tal es el caso de el realizado por Nottle et al, (1997) 135,
en el que encontraron que la suplementacién con grano lupin durante 10 dias produce
aumento en la tasa de ovulacion, siendo éste mayor en las hembras que se encontraban
en menor condicién corporal al momento de realizar la suplementacién. Esto, ademas de
confirmar el efecto de la suplementacion con grano lupin sobre la tasa de ovulacién,
confirma lo mencionado anteriormente en relacién con que la respuesta al flushing es
mayor en animales en baja condicién corporal. Asi mismo, Downing et al. (1995) 7,
demostraron que la suplementaciéon con grano lupin incrementa la tasa de ovulacién, sin
estar asociada con cambios significativos en las concentraciones de LH ni FSH, ademas
dicha suplementacién no afecté las concentraciones plasmaticas de la hormona de
crecimiento, pero si incrementd sustancialmente las concentraciones de insulina, lo que
sugiere que, como se menciono anteriormente, un incremento en el aporte de glucosa al
foliculo media los incrementos en la tasa ovulatoria debidos a la nutricién.

Se han realizado estudios sobre el efecto de la administracién de proteinas y aminoacidos
sobre la tasa de ovulacién. De esta forma se ha encontrado que las fuentes de proteina
afectan la dinamica folicular, siendo la proteina de buena calidad la que produce mejor
respuesta en cuanto al nimero de foliculos (reclutamiento) y su diametro cuando se
incrementa el aporte proteico de la dieta, y también se observa un incremento en la

insulina plasmatica a los cuatro dias después del inicio del la suplementacién 192, De la
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misma forma, se ha observado un efecto positivo sobre la tasa de ovulaciéon y la
prolificidad cuando se usan proteinas de baja degradacién ruminal, sin embargo, se
observa que cuando se utiliza este tipo de suplementacién no existe relacién entre las
concentraciones plasmaticas de insulina y la tasa de ovulacién 199, Downing et al. (1995)
108, encontraron que la infusién de leucina, isoleucina y valina incrementé la tasa
ovulatoria sin tener efecto sobre la concentracién de LH y FSH, pero si incrementé la
insulina plasmatica, ademas se observé un aumento en la urea sanguinea, lo que sugiere
que esos aminoacidos incrementan el aporte de energia al foliculo. Se observa también un
incremento en la captacion de glucosa mediada por insulina por parte del foliculo, lo cual
podria ser la causa del incremento en la tasa de ovulacién. Estos efectos de la nutriciéon
sobre la ovulacion podrian ser mediados, segin los autores, por el componente que
representa la capacidad de los animales para utilizar éste tipo de aminoacidos para el
metabolismo de la energia 14!,

El flushing incluye dos procesos, en primer lugar un incremento en el consumo de
nutrientes, asi como un incremento en el nivel de consumo y/o consumo de mejor calidad
y, en segundo lugar, un incremento en la condicién corporal como consecuencia de dicho
aumento del consumo. El efecto de la nutricion en los procesos reproductivos debe
considerarse en términos del estatus nutricional neto de la oveja, un término que
conjunta tanto las fuentes endogenas como las exdgenas de los nutrientes disponibles
para las hembras. Si se consideran en esos téminos, los cambios en la reproduccién
asociados con las influencias nutricionales pueden relacionarse con los cambios
metabélicos mayores. Dichos cambios son consecuencia del decremento o incremento del
consumo alimenticio y el asociado uso o almacenamiento de los nutrientes en reservas
corporales 5 6,

Como ya se menciond, se sabe que el incremento en el consumo produce un aumento en

el reclutamiento folicular en vacas, lo cual se ha asociado con un incremento en la
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insulina circulante, sin observar cambios en la concentraciéon de hormona de crecimiento
ni de IGF-1 78, En estudios en los que se ha administrado glucosa por via endovenosa, se
observé un incremento en la tasa de ovulacion, sin encontrar aumento en la secrecién de
LH, pero con aumento en la secrecion de FSH durante la mitad de la fase folicular, en éste
trabajo, tampoco se encontré aumento de la hormona de crecimiento, pero si se encontré
aumento en la concentracion de insulina 197, O’Callaghan et al (2000) 8, encontraron que,
al administrar a las ovejas raciones alimenticias de hasta dos veces las necesidades de
mantenimiento, se aumenta el numero de foliculos mayores de 3 mm y, por lo tanto, la
tasa ovulatoria, este manejo tampoco aumento las concentraciones circulantes de IGF-I.
Asi mismo, la baja nutricién disminuye el nimero y diametro de foliculos disponibles al
momento de la ovulacién . Como se mencioné anteriormente, parece ser que la influencia
de la insulina se realiza por medio de los IGF's y sus proteinas ligadoras, pero los efectos
de dichos factores parecen ser intrafoliculares y esa puede ser la causa de no se
encuentren aumentados en la circulacién general de animales inducidos a aumentar su
tasa ovulatoria por medio de la nutricién.

Gutiérrez et al. (2000) !!, encontraron que la administracién oral de glicerina durante seis
dias aumenta la tasa ovulatoria, acompafiado de un aumento en la concentracién de
glucosa sanguinea. En vacas se ha usado el propilenglicol para el manejo de las
enfermedades metabdlicas postparto y en un estudio realizado por Miyoshi et al. (2001)
142 encontraron que, cuando se administra propilenglicol diariamente a vacas desde el
dia 7 hasta el 42 de lactaciéon, aumenta la tasa de concepcién, adelanta la primera
ovulacion y alarga la duraciéon de la primera fase latea postparto, esto acompanado de un
aumento en las concentraciones de glucosa e insulina plasmaticas. Sin embargo el
aumento en la tasa de concepcion no fue significativo y los dias a primer servicio, los dias
abiertos y el numero de servicios por concepcién no se vieron disminuidos por el

tratamiento.
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Como se mencioné anteriormente, esta ampliamente demostrado que el incremento en la
tasa ovulatoria no es debido a un incremento en las gonadotropinas hipofisiarias durante
el flushing. La concentracion de glucosa y de insulina se aumenta durante el estimulo
nutricional y son capaces de incrementar el desarrollo folicular y de aumentar la tasa
ovulatoria al administrarlas directamente, aunque la infusiéon directa de glucosa e
insulina al ovario no resulta en un incremento de la tasa ovulatoria, y esto es mas notorio
en animales en buena condiciéon nutricional pues se encuentran casi en su estado
nutricional /reproductivo maximo '43. Boden et al. (1996) 44, demostraron que cambios
drasticos en la concentracion de glucosa e insulina regulan la variacion en los niveles de
leptina, por lo que es posible que la leptina esté involucrada en el incremento de la tasa
ovulatoria observada durante el flushing. Aunque se sabe que la leptina es un indicador
del estado nutricional y que su influencia en la reproduccién la ejerce principalmente a
mediano plazo por medio de la regulaciéon del apetito !45. Actualmente es mas
ampliamente aceptado que los efectos nutricionales son mediados de forma importante
por la glucosa a través de la insulina asi como por la accién de los IGF’s a nivel
intrafolicular.

Aparentemente, la suplementacién nutricional a corto plazo tiene que ver directamente
con el reclutamiento folicular y, probablemente con el crecimiento de los foliculos 8. De
hecho, es probable que la estimulacién nutricional en momentos cercanos al
reclutamiento y la seleccion folicular permita un mayor desarrollo de foliculos ovaricos
hasta el estado preovulatorio, permitiendo asi la existencia de una mayor cantidad de
foliculos listos para ovular al llegar el momento de la lutedlisis. Una estimulacién de este
tipo puede lograrse con la administracién de soluciones glucogénicas en tratamientos que

pueden ser tan cortos como una sola dosificacién oral.
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7. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo esta compuesto por 5 experimentos realizados entre los afios 2001 y
2002. Los experimentos fueron realizados durante la época reproductiva en el médulo de
produccién ovina “El cenzontle” perteneciente al Centro de Ensefianza, Investigaciéon y
Extensién en Ganaderia Tropical de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM, Ubicado en el kilometro 5.5 de la carretera Martinez de la Torre - Tlapacoyan, en
el municipio de Martinez de la Torre, Veracruz. Se encuentra a 151 msnm en 19° 50’ de
latitud norte y 97° 1’ de longitud oeste, con clima de trépico himedo con precipitacién
pluvial anual de 1980.7 mm y temperatura promedio anual de 23.8° C (Af (w)).

Las ovejas fueron mantenidas bajo un esquema de produccion extensivo basado en un
sistema de pastoreo rotacional en praderas con zacate insurgente (Brachiaria brizantha),
estrella Santo Domingo (Cynodon nlemfuensis) y/o pastos nativos (Paspalum y Axonopus
spp). La condiciéon corporal promedio de las ovejas utilizadas fue de 2.02 + 0.3 (utilizando
una escala de 1 a 5).

La etapa del ciclo estral, tasa ovulatoria y el desarrollo folicular, se determiné por medio
de un equipo de ultrasonografia de imagen real ALOKA 500 utilizando un transductor
lineal de 7.5 Mhz, adaptado a un soporte rigido que permitiera su manipulacién por via
rectal.

La concentracién plasmatica de glucosa y glicerol en respuesta a la administraciéon del
glicerol, se determiné por medio de espectrofotometria utilizando kits comerciales (SERA
PAK GLUCOSA y SERA PAK TRIGLICERIOS; Bayer de México, S.A. de C.V. Division
diagnosticos. México D.F.), en el laboratorio de endocrinologia del Departamento de
Reproduccién de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa de computacién SAS

(SAS/STAT, 1991).
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Efecto de la administracion Gnica de glicerol al momento de la luteélisis en la tasa
de ovulaciéon en ovejas Pelibuey.

Este estudio es el primero de dos réplicas realizadas con el objetivo de evaluar el efecto de
la administracion de una solucién glucogénica oral sobre la tasa de ovulacién en ovejas
Pelibuey. De un rebarfio de 220 ovejas adultas, se seleccionaron 125 con cuerpo lateo y se
estimo la tasa de ovulacion para cada oveja. Posteriormente, las ovejas fueron inyectadas
con una dosis luteolitica de PGF2a y asignadas aleatoriamente a uno de dos grupos; un
grupo tratado con glicerol (G; n= 74) al cual se le administro 300 ml de solucion
glucogénica oral compuesta de glicerol y agua en una proporciéon de 90:10 v/v y el grupo
testigo (T; n= 58) que recibié 300 ml de agua. A las 48 horas de la aplicacién de la PGF2a
se detectaron celos, utilizando un macho vasectomizado. La tasa de ovulacion posterior al
tratamiento se determiné 7 dias después de la presentacion del estro.

La tasa de ovulacién previa y posterior al tratamiento fueron analizados estadisticamente
por medio de una prueba de T de Student. La distribucién de las ovejas segin el tipo de

ovulacion posterior al tratamiento se analizé por medio de Chi cuadrada.

Efecto de la administracion unica de glicerol en la tasa de ovulacion en ovejas
Pelibuey sincronizadas con progestageno.

Este experimento tuvo como objetivo determinar si los resultados observados en el
estudio anterior eran repetibles en animales sincronizados con acetato de fluorogestona.
Se utilizaron 108 ovejas Pelibuey adultas que se sincronizaron con esponjas
intravaginales impregnadas con 45 mg de acetato de fluorogestona (FGA) (Chronogest,
Intervet). Después de nueve dias se retiraron las esponjas y se administré una dosis oral
de 300 ml de glicerol al 90% (grupo G; n= 53) o agua (Grupo T; n= 55). El dia 11 del
experimento se detectaron celos y se dio servicio por monta natural (disefio experimental

en figura 1).
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La determinacion de la tasa de ovulacién previa al tratamiento se realizo mediante el
conteo del numero de cuerpos luteos presentes en los ovarios el dia de inicio del
tratamiento de sincronizacion. La tasa de ovulacion posterior al tratamiento se midio

nueve dias después de la presentacion del estro sincronizado.

Progesterona (FGA) | ]
| |
Dias 1 9 0 k)
[ I
Ultrasonido Retiro FGA Estro Ultrasonido
Tasa ovulatoria PGF2a Servicio Tasa ovulatoria
previa Glicerol (G) posterior

Figura 1. Diseno del experimento para determinar el efecto de la administraciéon unica de
glicerol sobre la tasa de ovulacién en ovejas Pelibuey sincronizadas con progestageno. Se
muestran las actividades correspondientes a cada grupo realizadas a lo largo del

experimento.

Se realizé un analisis de varianza para determinar las diferencias entre grupos en la tasa
de ovulacién previa y posterior a los tratamientos. Las diferencias entre la tasa de
ovulacion previa y posterior general y dentro de cada grupo fueron analizadas por medio
de una T de Student. Para las diferencias en la distribucion del tipo de ovulacién, la
presentacion de estro y fertilidad entre grupos y la distribucién del tipo de parto se realizo

una prueba de Chi cuadrada.
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Efecto de la administracién unica de glicerol al momento de la luteédlisis en la
dinamica folicular en ovejas Pelibuey.

Para la evaluaciéon del efecto del tratamiento con glicerol sobre el numero de foliculos
chicos y grandes, y sobre el diametro del primero, segundo y tercer foliculos mas grandes
presentes en los ovarios cada dia del ciclo, se utilizaron 12 ovejas Pelibuey adultas.

El ciclo estral fue sincronizado mediante la insercion de una esponja intravaginal
impregnada con 45 mg de FGA durante 9 dias seguido por una inyeccion de PGF2a (0.75
mg de clorprostenol). Al momento de la presentacion del estro (dia 0), las ovejas fueron
divididas aleatoriamente en dos grupos con 6 ovejas cada uno, utilizando los mismos
grupos que para el experimento previo. En el dia 10 del ciclo, todas las ovejas recibieron
una aplicaciéon de 0.75 mg de un analogo de la PGF2a y ese mismo dia recibieron la
administracion oral de 300 ml de glicerol al 90% (grupo G) o agua (grupo T). El monitoreo
diario de los eventos ovaricos se realizo por medio de ultrasonografia a partir del dia O y

se continué hasta la nueva ovulacion (dia 12-14).

<+——  Monitoreo ultrasonografico diario de la dinamica folicular —m88@™M8

Progesterona {I__lflt.a:a}

|
|
Dias 0 10 0 2

'y 'S I
Estro PGF2a Estro
Glicerol (G)

Figura 2. Diseno del experimento para determinar el efecto de la administracién tinica de
glicerol al momento de la lutedlisis sobre la dinamica folicular en ovejas Pelibuey. Se
muestran las actividades correspondientes a cada grupo realizadas a lo largo del

experimento.
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Los foliculos se clasificaron como chicos (< 4 mm) y grandes (> 4 mm) obedeciendo a
observaciones previas en las que los foliculos ovulatorios midieron entre 4 y 6 mm el dia
de la ovulacién. Los tres foliculos mas grandes en los ovarios fueron analizados
retrospectivamente y se denominaron primero, segundo y tercer foliculo de acuerdo a su
diametro. El seguimiento de los eventos ovaricos se realizo en registros individuales en los
que se dibujoé un mapa de cada ovario con la localizacion de las estructuras presentes.

El analisis estadistico para las diferencias del numero de foliculos chicos y grandes se
realizd por medio de un analisis de varianza para mediciones repetidas. Para las
diferencias en el diametro de los foliculos primero, segundo y tercero entre grupos se
realizé un analisis de varianza. Las relaciones entre la presencia de los diferentes tipos de
foliculos y el diametro de los foliculos primero, segundo y tercero, se analizaron por medio

de los coeficientes de correlacion de Pearson.

Efecto de la solucion glucogénica oral en la concentracion plasmatica de glucosa y
glicerol.

Este estudio tuvo como objetivo determinar los cambios a corto plazo en las
concentraciones plasmaticas de glucosa y glicerol en respuesta al glicerol (n= 4) o agua
(n= 4) (300 ml por via oral). El muestreo sanguineo se realizé utilizando tubos de 10 ml
conteniendo 100 pl de citrato de sodio al 35 %, desde 30 minutos antes de la
administracién del glicerol para obtener un valor basal de los metabolitos en todas las
ovejas, y al momento de la administraciéon del tratamiento (minuto ceroj, y en los minutos
30, 60, 90, 120, 180, 240, 360, 480 y 600 después del tratamiento. Los tubos fueron
mantenidos en refrigeracion desde su preparacion con el citrato y después de obtener la
muestra hasta el momento de su centrifugacion para separar el plasma. Las muestras de
plasma se mantuvieron en congelacion hasta el momento de su procesamiento para la

determinacion de los niveles de glucosa y glicerol.
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La medicion de los niveles sanguineos de glucosa se realizé por un método enzimatico
colorimétrico basado en la transformacion de la glucosa, por la enzima glucosa oxidasa,
en acido glucénico y perdxido de hidrégeno, el cual en presencia de peroxidasa, oxida el
cromogeno (4-aminofenazona/fenol) convirtiéndolo en un compuesto de color rojo. De este
compuesto, se lee la absorbancia en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 505
nandémetros. La absorbancia de las muestras se compara frente a blanco (0 mg de glucosa
/ dl) y frente a un patrén (100 mg glucosa / dl) para obtener la concentracion de glucosa
en miligramos por decilitro.

La medicién de los niveles sanguineos de glicerol fue realizado por un método enzimatico
colorimétrico basado en la transformacion del glicerol, por la enzima glicerolquinasa, en
glicerol -3-fosfato, que se oxida a dihidroxiacetona y peroxido de hidrégeno en presencia
de la glicerol-fosfato oxidasa. Ante la peroxidasa, el peroxido de hidrogeno oxida al
cromogeno N-etil-N-(3-sulfopropil)-m-anasidina/4-aminofenazona a un compuesto de
color violeta del cual, al leer su absorbancia en un espectrofotometro a una longitud de
onda de 540 nanémetros, se obtuvo la concentracion de glicerol en miligramos por
decilitro. La absrobancia de las muestras se midio frente a blanco (0 mg de glicerol / dl) y
un patréon (200 mg de trioleina / dl).

Los valores obtenidos de las determinaciones de glucosa y glicerol fueron transformados a
logaritmo para corregir por heterogenicidad de la varianza. El analisis de los datos se
realizo por medio de un analisis de varianza para mediciones repetidas, bajo el siguiente
modelo: tratamiento + animal anidado dentro del tratamiento + tiempo de sangrado + la

interaccion del tratamiento * tiempo.
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Determinacion de la dosis efectiva de glicerol.

Una vez conocidos los efectos de la administracién de 300 ml de glicerol al 90 % en la
tasa de ovulacion de las ovejas, se utilizaron 120 ovejas Pelibuey adultas con el objetivo
de determinar la dosis minima efectiva de glicerol para incrementar la tasa de ovulacion.
Se determinod la tasa de ovulacion de las ovejas previa a los tratamientos, misma que se
utilizé como tasa de ovulacién testigo. Posteriormente, las ovejas fueron divididas en
cuatro grupos con el mismo numero de animales cada uno, a los que se les administro
50, 100, 200 6 300 ml de solucién glucogénica. Todas las ovejas fueron sincronizadas con
una dosis de PGF2a administrada después de comprobar la presencia de al menos un
cuerpo luteo en los ovarios que indicara que la oveja se encontrara ciclando. En el
momento de la aplicacién de la PGF2a se administré la solucién de glicerol al 90 %
correspondiente a cada grupo. Las ovejas fueron detectadas en estro 48 horas después de
la administracion de la PGF2a. La tasa de ovulacion posterior al tratamiento se determiné
9 dias después de la presentacion del estro.

La tasa de ovulacion de cada grupo se analizdo por analisis de varianza. Las
comparaciones de las medias de la tasa de ovulacién de cada grupo contra la tasa de
ovulacién previa se realizaron mediante una prueba de Dunnet. Las diferencias entre la
distribucion del tipo de ovulacion entre grupos y la distribuciéon previa se analizo

mediante una prueba de Chi cuadrada.
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8. RESULTADOS

Efecto de la administracion iinica de glicerol al momento de la lutedlisis sobre la
tasa de ovulaciéon en ovejas Pelibuey.

La tasa de ovulacion previa al estudio fue de 1.68 + 0.07, siendo idéntica en ambos
grupos (P > 0.05). Después del tratamiento, la media de la tasa de ovulacién para el grupo
T fue de 1.6 + 0.06 no difiriendo de la tasa de ovulacion previa. Sin embargo, el
tratamiento con glicerol aumento la tasa de ovulaciéon a 2.08 + 0.06, difiriendo de la tasa
de ovulacion del grupo testigo y de la encontrada previa al estudio (P < 0.0001) (Cuadro 1

y Figura 1 anexo I).

Cuadro 1. Tasa de ovulacion previa y en respuesta al tratamiento (T o G), con 300 ml de
solucién glucogénica oral compuesta de glicerol:agua (90:10 v/v), al momento de la
sincronizacion del estro con PGF2a. Se encontré diferencia estadistica en la tasa de
ovulaciéon del grupo G con el T y la tasa de ovulacion previa (P < 0.0001). Grafica en figura

1 de anexo I.

Grupo Tasa de ovulacion

n Previa Posterior
T 58 1.68 + 0.07* 1.6 + 0.06*
G 74 1.68 + 0.07¢ 2.08 + 0.06°

a, b literales distintas en la misma columna indica diferencia estadistica (P< 0.0001)

Al estudiar la distribucién de ovulaciones simples, dobles, triples o cuadruples en

respuesta al tratamiento con glicerol, se encontré que el grupo T presenté 39.66 % de

ovulaciones simples y 60.34 % ovulaciones dobles. En contraste, el grupo G presento una
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disminuciéon en el porcentaje de ovulaciones simples siendo de solo 10.81 % y un
aumento en el porcentaje de ovulaciones dobles (71.62 %), y la presencia de ovulaciones
triples (16.22 %) y ovulaciones cuadruples (1.35 %). Las diferencias en distribucién de la
tasa de ovulacién posterior al tratamiento entre grupos fueron significativas (P < 0.0001)

(Cuadro 2).

Cuadro 2. Distribucién del tipo de ovulacion (sencilla, doble, triple o cuadruple) para el
grupo testigo o después del tratamiento con 300 ml de una solucién glucogénica oral

compuesta de glicerol:agua (90:10 v/v), al momento de la sincronizacién con PGF2a.

Grupo Tipo de ovulacion

n Simple Doble Triple Cuadruple
Ta 58 39.66 60.34 0 0
Gb 74 10.81 71.62 16.22 1.35

a, b literales distintas indican diferencia estadistica (P< 0.0001)

Todas las ovejas del grupo testigo y 96 % del grupo tratado con glicerol manifestaron

conducta estral. No se encontré diferencia estadistica entre grupos (P2 0.05).

Efecto de la administracién iinica de glicerol al momento de la lutedlisis sobre la
tasa de ovulacién en ovejas Pelibuey sincronizadas con progestageno.

La tasa de ovulacién previa al tratamiento fue de 1.53 + 0.04. No existié diferencia
estadistica entre las medias de la tasa de ovulaciéon previa al tratamiento entre grupos (P
<0.8).

Después del tratamiento, la tasa de ovulacién del grupo T fue de 1.64 + 0.7 y no difirié de

la tasa de ovulacion previa al tratamiento (P> 0.1). En contraste, el grupo tratado (grupo
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G) aumento la tasa de ovulacion significativamente (2.41 + 0.09; P < 0.05) (Cuadro 3 y

figura 2 anexo I).

Cuadro 3. Promedio de la tasa de ovulacion por grupo previa y posterior al tratamiento

con glicerol al momento de la lutedlisis. Grafica en figura 2 de anexo I.

Grupo Tasa de ovulacion

n Previa Posterior
T S5 1.62 +0.08 2 1.64 +0.07 2
G 53 1.5+0.082 2.41 +0.09b

a, b literales distintas indican diferencia estadistica (P< 0.1).

La distribucion de ovulaciones simples, dobles y triples previa al tratamiento no fue

diferente entre grupos (P= 0.1202; cuadro 4).

Cuadro 4. Distribucion por grupo del tipo de ovulacién previo al tratamiento (en

porcentaje).
Grupo Tipo de ovulacion
n Simple Doble Triple
T 55 46 46 8
G 53 54.90 39.22 5.88

No se encontré diferencia estadistica entre grupos (P 0.1202).

El tratamiento con glicerol modifico la distribucion de las ovulaciones sencillas y
multiples (P < 0.01) (cuadro 5). El grupo T presenté 39.62 % de ovulaciones simples, 56.6
% ovulaciones dobles y 3.77 % ovulaciones triples. En contrate, el tratamiento con glicerol

causé una reducciéon en la proporcion de ovulaciones simples (5.66 %) y aumenté la
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proporcion de ovulaciones dobles (50.94 %) y triples (39.62 %), presentando incluso

ovulaciones cuadruples (3.77 %).

Cuadro 5. Distribucién del tipo de ovulacion posterior al tratamiento con glicerol (G) o

agua (T) al momento de la luteolisis.

Grupo Tipo de ovulacion

N Simple Doble Triple Cuadruple
Ta 55 39.62 56.60 3.7V 0
Gb 3 5.66 50.94 39.62 377

Diferente literal indica diferencia estadistica (P < 0.0001).

Durante el presente estudio el 94.34 % de ovejas del grupo G y el 93.37 % del grupo T
manifesté conducta estral. No existio diferencia estadistica entre grupos en relacion con la
manifestaciéon de conducta estral (P = 0.6592). La fertilidad en las ovejas del grupo T fue
de 57.14 % y fue similar a la obtenida con el tratamiento con glicerol (68.75 %).La
prolificidad de este estudio fue de 1.63, siendo de 1.60 para el grupo G y de 1.67 para el
grupo T. No se encontré diferencia estadistica en cuanto a la prolificidad, entre grupos (P
=0.6030).

De la misma forma que con la tasa de ovulacion, la prolificidad puede estudiarse a través
del tipo de nacimientos, siendo parto sencillo, doble, triple, etc. En el presente estudio no
se observaron diferencias estadisticas en la distribucion del tipo de pariciéon entre grupos

(cuadro 6).
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Cuadro 6. Distribucion en porcentaje del tipo de paricion en ovejas tratadas con 300 ml

de glicerol (G) o agua (T).

Grupo Tipo de parto

N Sencillo Doble Triple
T 28 39.29 53.57 7.14
G 33 42.42 54.55 3.03

No se encontré diferencia estadistica (P = 0.7558).

Cuatro de las ovejas que recibieron el tratamiento con glicerol murieron entre 15 y 20
minutos después de recibirlo. Esta observacion de un efecto negativo del glicerol, nos
condujo a la elaboracién de un experimento en el que se determiné la dosis minima

efectiva de la solucién de glicerol para aumentar la tasa de ovulacion.

Efecto de la administracion tnica de glicerol al momento de la luteélisis sobre la
dinamica folicular en ovejas Pelibuey.

El numero de foliculos chicos tuvo su valor mas alto el dia 1 del ciclo estral. No se
encontraron diferencias en el nlimero de foliculos chicos entre tratamientos (Figura 5).

A pesar de las diferencias morfologicas que pudieron apreciarse durante el monitoreo del
desarrollo folicular en los ovarios a lo largo del ciclo estral, no se encontraron diferencias
entre grupos para el numero de foliculos chicos (P > 0.8644) ni para el numero de
foliculos grandes (P > 0.5189).

Al analizar el desarrollo folicular diario con base en el diametro del primero, segundo y
tercer foliculo, pudo observarse con claridad el desarrollo de la primera oleada folicular
para cada una de las categorias de foliculos observadas. El desarrollo de la segunda y
tercera oleadas solo pudo apreciarse con la misma claridad a nivel individual. Sin
embargo, no pudo distinguirse un efecto del tratamiento sobre el diametro del foliculo

primero (P> 0.5179), segundo (P> 0.6742) o tercero (P> 0.2291) (Figura 6).
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Figura 5. Numero promedio de foliculos chicos (< 4 mm) y grandes (> 4 mm) a lo largo del
ciclo en el grupo testigo (A) y en el grupo tratado con glicerol (¢). No se encontro
diferencia entre grupos en el numero de foliculos chicos (P > 0.8644) y grandes (P >

0.5189).
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Figura 6. Diametro del primero, segundo y tercer foliculo a lo largo del ciclo en el grupo
testigo (A) y en el grupo tratado con glicerol (e). No se encontré diferencia entre grupos

(primero P> 0.5179; segundo P> 0.6742; tercero P> 0.2291).
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El namero de foliculos chicos presentd una correlaciéon negativa (r= -0.039) con el numero
de foliculos grandes (P< 0.0001), y con el diametro del foliculo primero (r= 0.283),
segundo (r= -0.34) y tercero (r= -0.324) (P< 0.0001). El numero de foliculos grandes
presenté una correlacion positiva (r= 0.313) con el diametro del foliculo primero (P<

0.0001), segundo (r= 0.15; P< 0.0085) y tercero (r= 0.018; P< 0.0001).

Efecto de la solucién glucogénica oral sobre la concentracién plasmitica de glucosa
y glicerol.

Inmediatamente después de la administracion de glicerol se observo un aumento agudo
de los niveles de glicerol sanguineo, iniciando en el momento de la aplicacion del glicerol
para alcanzar un méaximo en el minuto 240 y disminuir a partir de ese momento. En
contraste, los niveles de glicerol de las ovejas tratadas con agua no mostraron
alteraciones al lo largo del muestreo. Se encontré que los niveles sanguineos de glicerol
fueron diferentes entre grupos desde el momento de la administracion del tratamiento
(minuto 0) hasta el final del muestreo (P< 0.0001) (Figura 7).

Los niveles de glucosa sanguinea mostraron un comportamiento similar al encontrado en
los niveles de glicerol. Inmediatamente después de la administracién del tratamiento, se
produjo una elevacion marcada de los niveles de glucosa en el grupo G hasta alcanzar su
nivel maximo en los minutos 90 y 120 (cuando los niveles de glucosa salieron del rango
de medicion), y disminuir a partir de este ultimo. En contraste, el grupo T no mostré
ningin incremento en los niveles de glucosa. Los niveles de glucosa fueron
estadisticamente diferentes entre ambos grupos desde el minuto 30 hasta el minuto 240

después de la administracion del glicerol (P< 0.0001) (Figura 8).
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Figura 7. Concentraciones de glicerol sanguineo en el grupo testigo (A) y en el grupo
glicerol (e) (tratado don 300 ml de solucién de glicerol al 90% en forma oral), desde 30
minutos previos hasta 600 minutos posteriores al tratamiento (grafica con concentracion

en mg/dl en figura 3 del anexo I).
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Figura 8. Concentraciones de glucosa sanguinea en el grupo testigo (A) y en el grupo
glicerol (e) (tratado don 300 ml de solucién de glicerol al 90% en forma oral), desde 30
minutos previos hasta 600 minutos posteriores al tratamiento. * Valores fuera del limite

de deteccion del ensayo (grafica con concentracion en mg/dl en figura 4 de anexo I).
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Determinacion de la dosis efectiva de glicerol.

La tasa de ovulacion previa al estudio fue 1.68 + 0.05. El tratamiento con glicerol
incremento la tasa de ovulacion en las dosis probadas, siendo significativo a partir de 100
ml de glicerol (P < 0.0001). La tasa de ovulacién en el grupo de 50 ml fue 2 + 0.08, 2.3 +
0.15 en el grupo de 100 ml, de 2.21 + 0.15 en el grupo de 200 ml y 2.03 + 0.12 en el

grupo de 300 ml (cuadro 10).

Cuadro 7. Promedio de la tasa de ovulacion previa y en respuesta al tratamiento oral con

50, 100, 200 y 300 ml de solucién glucogénica a base de glicerol (glicerol:agua, 90:10

v/v).
Grupo Tasa de ovulaciéon
n

Previo 120 1.68 + 0.05 a
50 ml 30 2+0.08a
100 ml 30 2.3+0.15b
200 ml 30 2.21+0.15b
300 ml 30 2.03+0.12b

Diferente literal indica diferencia estadistica (P < 0.0001)
Cuando se analiz6 la distribucion del tipo de ovulacion se encontré que la distribucion de
la tasa de ovulaciéon previa fue: 38.60 % ovulaciones simples, 54.39 % ovulaciones dobles
y 7.02 % ovulaciones triples. La dosis de 50 ml cambié (P< 0.05) la distribucién de la tasa
de ovulacién a: 10.71 % ovulaciones sencillas, 78.57 % ovulaciones dobles y 10.71 %
ovulaciones triples existiendo un aumento de ovulaciones maultiples (P< 0.05); la
distribucién de la tasa de ovulaciéon para el grupo de 100 ml fue: 3.85 % ovulaciones
simples, 76.92 % ovulaciones dobles, 3.85 % ovulaciones triples y 15.38 % ovulaciones

cuadruples y para el grupo de 200 ml fue 14.29 % simples, 60.71 % dobles, 14.29 %



triples y 10.71 ovulaciones cuadruples. Para el grupo de 300 ml la distribucién de la tasa
de ovulacion fue 17.24 % ovulaciones simples, 65.52 % ovulaciones dobles, 13.79 %
ovulaciones triples y 3.45 % ovulaciones cuadruples. Todas las dosis empleadas
aumentaron el porcentaje de ovejas con ovulaciones multiples, Sin embargo, no se
encontrd diferencia entre las dosis tratadas. Adicionalmente, las dosis de 100 ml y
superiores se presentaron ademas ovulaciones cuadruples, lo que no fue visto en el grupo

testigo o en el tratado con 50 ml de glicerol (P < 0.0001) (Cuadro 11).

Cuadro 8. Distribucién en porcentaje de la tasa de ovulacion posterior al tratamiento oral

con 50, 100, 200 y 300 ml de solucién glucogénica a base de glicerol (glicerol:agua, 90:10

v/v).
Grupo Tipo de ovulacién

Simple Doble Triple Cuadruple
Previo a 38.60 54.39 7.02 0
S50 ml b 10.71 78.57 10.71 0
100 ml b 3.85 76.92 3.85 15.38
200 ml b 14.29 60.71 14.29 10.71
300 ml b 17.24 65.52 13.79 3.45

Diferente literal indica diferencia estadistica (P < 0.0001).
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9. DISCUSION

El presente trabajo demuestra que la administracion oral unica de una soluciéon
glucogénica al momento de la lutedlisis incrementa la tasa de ovulacién en ovejas. Este
efecto se acompana de un aumento en los niveles sanguineos de glicerol y glucosa y es
dosis dependiente. Estos resultados ofrecen un método rapido, eficaz y de bajo costo para
el aumento de la tasa de ovulacion en ovejas.

Aunque en la mayoria de las investigaciones en las que se ha realizado flushing se ha
logrado aumentar la tasa de ovulacién, ningin método utilizado hasta el momento
alcanza los resultados obtenidos en el presente trabajo, utilizando un método tan sencillo
como puede ser la administraciéon oral de una dosis Unica de solucién glucogénica al
momento de la lutedlisis. El aumento en la tasa de ovulacién en respuesta a manejos
nutricionales es independiente de los niveles y/o patréon de secrecion de FSH y LH 146,
aunque aparentemente existe un aumento en el peso de la hipéfisis y por lo tanto en el
contenido de FSH y LH de la misma !47, Esto se respalda por diversos trabajos publicados
por Rhind et al. 148 149, 150 en los que encontraron que no existen diferencias en los
perfiles de secrecion de gonadotropinas a lo largo de la fase litea en ovejas mantenidas
con consumo alimenticio alto o bajo 7. Dadas las evidencias de la ausencia de la
participacion de las gonadotropinas para el aumento en la tasa de ovulacién durante el
flushing, diversos estudios han sido realizados tratando de encontrar la via fisiologica por
la que el flushing surte efecto. En este sentido, Gutiérrez et al. (1997) 78 encontraron que
en vacas, el reclutamiento folicular incrementa cuando se aumenta el consumo
alimenticio, y es acompanado por un aumento en la concentracién de IGF-I. Al igual que
en los estudios citados anteriormente, Gutiérrez et al. (1997), no encontraron cambios en
la concentracién de FSH. Esta aparente falta de efecto de una nutriciéon incrementada

sobre la concentracion de IGF-I circulante ya habia sido informado por Spicer et al. (1991)
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151, Sin embargo, es posible que no se detecten cambios en IGF-I circulante debido a que
su efecto sea principalmente a nivel ovarico dado por IGF-I producido en las células de la
granulosa, o por la regulacién local dada por IGFBPs 7!,

El salto que va desde el aumento en el consumo alimenticio al aumento en la tasa de
ovulacién debe incluir como ruta principal una via metabélica mas que una via
endocrina. En un principio, se pensaba que la glucosa, por si misma, era el principal
mediador del efecto flushing por ser la principal fuente de energia de todas las células del
organismo y del sistema nervioso central 152, o como promotor de la captura de colesterol,
para su uso en la esteroidogénesis, por parte de los ovarios 153, El incremento en la tasa
de ovulacion asociado con incremento en glucosa e insulina habia sido reportado por
Downing et al. (1995) 7, en ovejas sometidas a flushing con grano lupin. Downing et al.
(1995) 197, realizaron una infusion de glucosa por 5 dias en ovejas durante la fase Iutea
tardia hasta el momento de la lutedlisis y observaron un incremento de la tasa de
ovulacién en las ovejas, acompafiado por un aumento esperado en la glucosa circulante y
por un aumento notable en la concentracién de insulina, sin observar cambios en la
secrecion de LH ni FSH. En un trabajo similar Downing y Scaramuzzi (1997) 154,
realizaron infusiones de insulina en la vena yugular por 72 horas durante la fase litea en
ovejas sincronizadas con PGF2a, encontrando que las ovejas tratadas con insulina no
experimentaron cambios en su tasa de ovulaciéon ni en su concentracién de FSH, sin
embargo, observaron un retraso en la disminucion preovulatoria de FSH. En el trabajo
mencionado, también encontraron que la infusién de insulina reduce notablemente los
niveles de glucosa, asi como la concentracion y frecuencia de pulsos de LH. Cuando se ha
infundido insulina y la glucosa directamente al ovario de ovejas con autotransplante,
Downing (1996) 6 155 demostré que la infusion de de estas sustancias solas no tiene efecto
sobre la funcién ovarica. De esta forma puede suponerse que el efecto del flushing es

realizado por la interaccion de los cambios en los niveles de glucosa y los que estos
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cambios inducen sobre la concentracion de insulina y estos a su vez sobre la secrecion de
GnRH 156, El IGF-I parece jugar un papel importante en el efecto de la nutricion sobre la
reproduccion, intimamente ligado a la insulina. Se sabe que existe una relacion positiva
entre la concentraciéon sanguinea e intrafolicular de IGF-I y la proporcién de vacas con
partos gemelares !57, asi como con la capacidad estrogénica de los foliculos y el diametro
folicular !58, La suplementaciéon con grano lupin incrementé las concentraciones de IGF-I
en carneros, esto hace pensar que la insulina y el IGF-I pueden jugar un papel importante
en el incremento de la tasa de ovulacion cuando los animales reciben un estimulo
nutricional como sucede durante el flushing 100. 101, La insulina y el IGF-I estimulan la
proliferacion y esteroidogénesis de las células de la granulosa bovinas in vitro 159, Estas
evidencias, se respaldan con otro trabajo de Gutiérrez et al. (1997) 78, en el que
encontraron que el incremento en el consumo alimenticio incrementa el reclutamiento
folicular asociado con un aumento en la insulina circulante.

Entre diversos estudios publicados antes del presente trabajo, en donde se han utilizado
estimulos nutricionales encaminados a incrementar la tasa de ovulacién, es posible
encontrar amplias variaciones en la duracién del estimulo y la magnitud de la respuesta
al mismo. En el presente trabajo, la administracion oral de una sola dosis de solucién
glucogénica al momento de la lutedlisis, logré incrementar la tasa de ovulacion. El
conjunto de estos resultados ofrece diversas posibilidades que relacionan la efectividad
del flushing con el momento de inicio del estimulo. En este sentido, la tendencia inicial de
las investigaciones fue el aumentar la condiciéon corporal de las hembras para
incrementar asi la tasa de ovulacién. Sin embargo, existen tratamientos que inician en los
dias 10 135 y 6 137 antes de la presentacion del estro o en los dias 2 a 13 del ciclo estral en
ovejas 7. Ademas, este trabajo demuestra que se puede influir en el desarrollo de los
foliculos ovaricos por medio del inicio del flushing en los momentos cercanos al

reclutamiento de la oleada folicular que contendra al (los) foliculo(s) ovulatorio(s). Los
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tratamientos que tienen una duracién menor a la del ciclo estral buscan aumentar la tasa
de ovulaciéon por medio de ofrecer un estimulo continuo sobre los foliculos que se
desarrollan durante un ciclo estral completo o sobre los que se desarrollan al final de la
fase lutea de un ciclo dado, probablemente buscando rescatar de la atresia a foliculos de
oleadas anteriores a la que normalmente seria la oleada ovulatoria, o bien estimular el
reclutamiento de una mayor cantidad de foliculos en el inicio de la oleada que coincidira
con la luteodlisis. En el presente trabajo el estimulo nutricional se realizé en un solo
momento del ciclo estral, dicho momento fue en el que se indujo la luteélisis. Cabe
recordar que bajo la influencia de la progesterona litea, la secrecion de GnRH por parte
del hipotalamo se encuentra inhibida y los foliculos no logran su maduracion final y
cuando sucede la luteolisis, el hipotalamo es liberado de dicha inhibicion, desencadenado
la serie de eventos endocrinos que termina con la ovulaciéon. Es probable que el aumento
en la tasa de ovulacion obtenido en el presente trabajo no se deba a que el estimulo
nutricional haya aumentando el reclutamiento de los foliculos de la oleada ovulatoria,
como sucede cuando se somete a vacas a regimenes alimenticios elevados para lograr
incrementos en la prolificidad 78, en cambio es probable que la clave para el éxito del
tratamiento sea que se hizo coincidir el momento en que se proporcioné el estimulo con el
momento de la seleccion de los foliculos y cuando desarrollaran mayor cantidad de
receptores para LH en el tiempo en que comienza a incrementarse la frecuencia de
secrecion de LH.

En los rumiantes, el principal sustrato glucogénico es el propionato, el cual es producido
en el rumen junto con otros acidos grasos volatiles. El propoinato sale del rumen y es
transportado hacia el higado, donde es convertido en glucosa °!. En el presente trabajo se
utilizé un compuesto altamente glucogénico que puede comenzar a transformarse en
propionato dentro del rumen pero que en mayor proporcién es absorbido sin alteraciones

y al llegar al higado es transformado en glucosa junto con el propionato. Esta hipotesis se

88



respalda por el incremento inmediato del glicerol sanguineo en las ovejas tratadas, que se
mantuvo hasta 10 horas después de la administraciéon del glicerol y por el posterior
aumento en la glucosa sanguinea, desde el minuto 30 después de la aplicacién del
glicerol. La correspondencia en el incremento de los niveles de glucosa y glicerol en los
animales tratados, podria llevarnos a suponer que la glucosa por si sola es la que ejerce el
principal estimulo para el aumento de la tasa de ovulacién durante el tratamiento con
soluciones glucogénicas y asi apoyar los trabajos citados anteriormente en esta discusion.
Sin embargo, la medicion de los niveles de glicerol y glucosa demuestran una marcada
disminucién de glucosa entre los minutos 120 y 180 posteriores a la administracién del
glicerol, para colocarse dentro del mismo que mostraron los animales no tratados en el
minuto 240 (4 h), mientras que los niveles de glicerol se mantuvieron elevados al menos
durante 10 horas después del tratamiento. Aunque no se contdé con los analisis de
laboratorio para la determinacion de insulina que permitiera asegurarlo, se puede
suponer que la transformacién de glicerol a glucosa por parte del higado continué, al
menos, durante las 10 horas que duré el muestreo, pero dicha transformaciéon no se vio
reflejada en los niveles sanguineos de glucosa debido al efecto de la insulina que
mantuviera la glucosa sanguinea dentro de un rango fisiolégico. De esta forma, se sugiere
que el incremento en la tasa de ovulacién en respuesta a una dosificacién oral tinica con
la solucién a base de glicerol se debe a los cambios inducidos por la glucosa en los niveles
de insulina, probablemente debido a una modificacién en la capacidad de respuesta de
los ovarios a FSH y LH, sin que exista una modificacién en los niveles y/o patrén de
secrecion de dichas gonadotropinas.

Existen trabajos que atribuyen el aumento en la tasa de ovulacién al exceso y fuente de
proteina recibida por el animal durante el flushing 192, Las proteinas en el rumen son
degradadas a aminoacidos, algunos de los cuales pueden servir como precursores de

neurotransmisores involucrados en la secreciéon de GnRH 5 o bien ser transformados a
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glucosa. Los aminoacidos que han sido postulados como posibles mediadores de este
efecto son la fenilalanina y la tirosina como precursores de la dopamina, noradrenalina y
adrenalina, y el triptofano como precursor de la serotonina 5. En un trabajo realizado por
Downing et al. (1995) 198, se realizo una infusion de una mezcla de leucina, isoleucina y
valina en ovejas 5 dias antes de la lutedlisis, encontrando un incremento significativo en
la concentracion de insulina y la tasa de ovulacion, pero sin incrementos en la secreciéon
de LH o FSH. Los mismos autores 169, encontraron que la infusion de triptofano, tirosina o
una mezcla de tirosina y fenilalanina causé un incremento en la concentracion de
insulina pero no en la tasa de ovulacién. Aunque en ninguno de los trabajos citados
fueron medidos los neurotransmisores mencionados, los autores concluyen que los
aminodacidos infundidos incrementan el aporte de sustratos energéticos a los foliculos a
través de un incremento en la interiorizaciéon de glucosa estimulada por la insulina, puede
ser responsable del aumento en la tasa de ovulacién causado por los aminoacidos
mencionados. Es posible que el aporte de aminoacidos por parte de dietas altas en
proteina tenga una participacion en el mecanismo de incremento de la tasa de ovulacion
durante el flushing, al tener también una importante participacion de la insulina, pero
parece que los sustratos energéticos y glucogénicos, como el que utilizamos en el presente
trabajo, son mas importantes para el efecto flushing.

En el estudio de la dinamica folicular después de los tratamientos con la solucién
glucogénica oral, pudo observarse claramente el desarrollo de la primera oleada folicular
en las ovejas de todos los tratamientos, la sucesion de la segunda y tercera oleadas no
pudo observarse claramente para todos los grupos pero en el patron individual puede
determinarse su existencia. A pesar de que existen estudios en los que ha podido
observarse el nuevo reclutamiento folicular debido a diferentes tratamientos en vacas 78
161, 162, 163 y gvejas 164, en el presente trabajo no pudo demostrarse un efecto significativo

del tratamiento sobre la dinamica folicular. A pesar de lo anterior, a lo largo del ciclo

90



estral se encontraron diversas correlaciones entre las diferentes categorias de foliculos
presentes en los ovarios (< 4 mm y > 4 mm) y entre el diametro del primero, segundo y
tercer foliculos, presentes en el momento del monitoreo ultrasonografico. Dichas
correlaciones se deben al crecimiento folicular normal dentro de los ovarios, puesto que
mientras avanza el crecimiento de los foliculos chicos aumenta el diametro de las tres
categorias de foliculos estudiados y el numero de foliculos grandes, mientras que el
numero de foliculos chicos tiende a disminuir hasta el inicio de la nueva oleada. Mientras
que la correlacién positiva existente entre el numero de foliculos grandes con el diametro
del primero, segundo y tercer foliculos, puede deberse a que el aumento en el nimero de
foliculos grandes implica, necesariamente, un aumento en el diametro de los foliculos
existentes en los ovarios. Aunque no se encontraron efectos significativos del tratamiento
durante el desarrollo de las oleadas foliculares, podemos suponer que si existe un efecto
debido a que el tratamiento con una solucién glucogénica incrementé significativamente
la tasa de ovulacion de las ovejas y esta depende parcialmente del patron de desarrollo
folicular en los ovarios. Sin embargo, dado que el tratamiento se administré al momento
de la caida de progesterona es probable que su efecto no sea en el reclutamiento sino que
actue en la seleccién folicular.

La dosis de 300 ml de solucion de glicerol al 90 % utilizada en los primeros 4
experimentos realizados en el presente trabajo, fue determinada con base en la cantidad
de dicha solucién utilizada en un experimento anterior, en el cual se logré incrementar la
tasa de ovulacion en ovejas Pelibuey con la administracién de 1300 ml de solucién
glucogénica administrados durante 6 dias a partir del dia 8 del ciclo. Durante los dias
cercanos a la lutedlisis, las ovejas recibieron 300 ml de la solucién glucogénica por dia. La
cantidad de glicerol utilizada en dicho experimento fue extremadamente grande y se
decidi6 utilizar para el presente trabajo solo la cantidad de solucidon glucogénica dada el

dia de la induccién de la luteélisis del experimento mencionado. Durante los primeros 3
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experimentos, se comprobé la efectividad de la dosis utilizada para el aumento de la tasa
de ovulacién, sin embargo, también se encontré que la administracién de glicerol produjo
signos de toxicidad en algunos animales (sera abordado posteriormente) y se decidio
estudiar la efectividad de diferentes dosis de solucion glucogénica. Fueron probadas 4
dosis (50, 100, 200 y 300 ml) de solucién glucogénica. Se encontré que todas las dosis
utilizadas aumentaron la tasa de ovulacion. A pesar de que la media en el incremento en
la tasa de ovulaciéon obtenido cuando las ovejas se dosificaron con 50 ml de la solucién
glucogénica no fue significativo, las ovejas que recibieron 50 ml de la solucién glucogénica
oral experimentaron una modificacién en la distribucién del tipo de ovulacién,
disminuyendo notablemente la proporcién de ovulaciones sencillas y aumentando la
proporcién de ovulaciones dobles y triples, lo cual resulté diferente al comparar dicha
distribucion con la distribucién previa al tratamiento. Los resultados obtenidos en el
estudio donde se determiné la dosis minima efectiva de glicerol indican que, si se aplica
en el momento adecuado, el estimulo metabélico no necesariamente requiere de grandes
cantidades de soluciéon glucogénica para lograr incrementar la tasa de ovulacion en
ovejas.

En uno de los estudios, cuatro ovejas murieron aproximadamente 15 minutos después de
haber recibido 300 ml de la solucién glucogénica oral. Las ovejas manifestaron
incoordinacién y posteriormente un cuadro convulsivo severo que condujo a la muerte
entre 5 y 10 minutos. Desconocemos la causa de estas muertes, sin embargo, previo al
tratamiento las ovejas permanecieron en ayuno y sin acceso a agua por aproximadamente
9 horas, lo cual pudo haber favorecido una absorcién mas rapida del glicerol, causando
un coma hiperosmolar. Esta complicacién metabélica se presenta de forma aguda en
individuos con diabetes tipo II. En esta, el individuo presenta un retraso o una
insuficiencia en la secrecién de insulina y/o una incapacidad de sus tejidos periféricos

para responder a la insulina (resistencia a la insulina), la glucosa no puede ser
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internalizada lo suficientemente rapido y los niveles circulantes de glucosa se mantienen
elevados y con ello la osmolaridad de la sangre. En los individuos diabéticos, la
hiperglucemia debida a una deficiencia en la insulina produce glucosuria y poliuria
sostenidas, lo cual conduce a una deshidratacién importante que los lleva al coma
hiperosmolar y en la mayoria de los casos a la muerte 165 166, Aunque no se puede saber
si las ovejas que murieron padecian algun trastorno en su funcién pancreatica, es muy
probable que su muerte se haya debido a una condicién similar al coma hiperosmolar sin
que, necesariamente hayan padecido diabetes. El rapido paso del glicerol del rumen a la
circulaciéon, aunado al ayuno al que las ovejas fueron sometidas, pudo haber producido
un marcado aumento en la osmolaridad de la sangre llevando a las ovejas a un coma
hiperosmolar antes de que su organismo pudiera responder con una secrecion de insulina
que llevara los niveles de glucosa a un rango fisiolégico. Es probable que la toxicidad del
glicerol dependa de la susceptibilidad individual y del estado de hidratacion, fisiolégico y
de salud de las ovejas, puesto que el numero de ovejas muertas no superé el 1% del total
de ovejas que recibieron 300 ml de la solucién glucogénica oral a lo largo de los §
experimentos que componen el presente estudio. Sin embargo, nuestros estudios
demuestran que 50ml de glicerol son suficientes para obtener un aumento en la tasa
ovulatoria. Adicionalmente, se recomienda cuidar el estado de hidratacién y la

alimentacion de los animales previo al tratamiento.
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10. CONCLUSIONES

Del presente trabajo podemos concluir que el tratamiento de ovejas con una solucién
glucogénica oral al momento de la lutedlisis incrementa la tasa de ovulacion,
probablemente a través de un efecto de la insulina estimulada por un aumento en la
glucosa circulante. Es necesario realizar estudios en los que se mida el efecto del
aumento de la glucosa circulante sobre la insulina y la correlacion que este efecto pueda
tener con el IGF-I, los eventos endocrinos y determinar con precision los eventos
morfolégicos y moleculares a nivel ovarico (como puede ser la expresion de RNAm para
receptores para gonadotropinas, IGF-I e IGFBP’s), que puedan aportar bases sélidas para
determinar la via por la cual el flushing incrementa la tasa de ovulacion. De manera
practica, el presente trabajo aporta un método eficaz y de bajo costo para el incremento

de la tasa de ovulacion que puede ser usado en ovejas durante la época reproductiva.
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12. ANEXO 1

2.5

1.5+

14

Tasa de ovulacién

0.5

Previa Testigo Glicerol

Figura 1. Tasa de ovulaciéon previa y en respuesta al tratamiento (glicerol), o no (testigo),
con 300 ml de solucion glucogénica oral compuesta de glicerol:agua (90:10 v/v). El
tratamiento se aplic6 al momento de la sincronizacion del estro con PGF2a. Se encontré
diferencia estadistica en la tasa de ovulacién del grupo glicerol con el testigo y con la tasa

de ovulacién previa (P < 0.0001).
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Figura 2. Tasa de ovulacién previa y posterior al tratamiento con glicerol (G) al momento
de la lutedlisis. Se encontré diferencia estadistica entre la tasa de ovulacién previa y
posterior (P < 0.02). La tasa de ovulacién posterior del grupo G fue estadisticamente

diferente a la del grupo T (P < 0.01).

105



Glicerol mg/di

-30 0 30 60 90 120 180 240 360 480 600

Minutos
Figura 3. Concentraciones de glicerol sanguineo en el grupo testigo (A) y en el grupo

glicerol (e) (tratado don 300 ml de solucién de glicerol al 90% en forma oral), desde 30

minutos previos hasta 600 minutos posteriores al tratamiento.
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Figura 4. Concentraciones de glucosa sanguinea en el grupo testigo (A) y en el grupo
glicerol (e) (tratado don 300 ml de solucién de glicerol al 90% en forma oral), desde 30

minutos previos hasta 600 minutos posteriores al tratamiento. * Los valores estuvieron

por arriba del limite de deteccién del ensayo.
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