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1. RESUMEN

Daniela Garciafarré Semitiel. Aplicacion de un tratamiento de sincronizacion corto y largo
con progestagenos mas prostaglandinas, en combinacion con eCG, en la oveja Pelibuey para
evaluar la dinamica folicular a través de ultrasonografia (bajo la direccion del M en C
Antonio Roldan Roldan)

El tratamiento de eleccion para la sincronizacion del estro es el uso de esponjas intravaginales
impregnadas con progestagenos. Estas cominmente se utilizan durante periodos largos de 12
a 14 dias; sin embargo, estos tratamientos se han asociado a presencia de persistencia
folicular y baja fertilidad. Como alternativa, se ha sugerido el uso de estas esponjas por
periodos cortos (5 o 6 dias), lo cual promueve un recambio folicular acelerado y un aumento
en la fertilidad. Adicionalmente, el uso de gonadotropina coridnica equina (eCG) al final del
tratamiento de sincronizacidn, incrementa el nimero de foliculos reclutados y la tasa de
crecimiento de foliculos antrales, evita la atresia folicular, dando como resultado un aumento
en la tasa ovulatoria. El objetivo de este trabajo fue determinar la tasa ovulatoria y la
presencia de foliculos persistentes, asi como su categoria, en protocolos de sincronizacion
cortos y largos, con o sin eCG. Por medio del seguimiento de la dindmica folicular con
ultrasonografia transrectal (7.5 MHz), se determind el nlimero y tamafio de estructuras
ovaricas, ademas del tiempo de formacion del cuerpo luteo; asi mismo, se midio el inicio y
duraciéon del estro, empleando machos con mandil. Se utilizaron cuatro grupos
experimentales cada uno con diez ovejas de raza pelibuey, sin embargo, para determinar la
dindmica folicular unicamente a cinco individuos de cada grupo, se les realizo ultrasonido
transrectal (n=5). A todos los animales se les insertd una esponja intravaginal con acetato de
fluorogestona durante 5 (TC) y 11 (TL) dias; a su retiro, se administrd 125 pg de cloprostenol
via IM. Las ovejas del tratamiento largo control (TLC) y del corto control (TCC), recibieron
al final de este, una inyeccion de solucion salina fisiologica (SSF) via IM. En el caso de las
hembras de los tratamientos largos con eCG (TLE) y corto con eCG (TCE), recibieron al
final del tratamiento con progestagenos, 200 Ul de eCG via IM. Los animales de tratamiento
largo, independientemente del uso o no de eCG, tuvieron una mayor tasa ovulatoria (2.1) y
un mayor niamero de foliculos persistentes (2.3), especificamente de categoria I (1.30), en
comparacion a los tratamientos cortos (1.60, 0.5, 0.0 respectivamente) (P<0.05). A mayor
numero de dias con un cuerpo lateo endégeno durante un tratamiento de sincronizacion, hay
tendencia (P=0.08) a presentar persistencia folicular categoria I y un mayor nimero de
foliculos persistentes. En los animales que recibieron gonadotropina coridnica equina (200
UI), no hubo respuesta significativa en el aumento de la tasa ovulatoria; sin embargo, se
encontré mayor numero de foliculos ovulados no persistentes (1.70), menor tiempo de inicio
del celo (44.40 horas) (P<0.05) y una tendencia (P=0.06) a retrasar la formacion del cuerpo
luteo, en comparacion a los tratamientos que no recibieron eCG (1.0 y 53.30, horas
respectivamente).



2. ABSTRACT

Daniela Garciafarré Semitiel. Application of a short and long synchronization treatment
with progestogens plus prostaglandins, in combination with eCG, in Pelibuey sheep to
evaluate follicular dynamics through ultrasonography.

The treatment of choice for the synchronization of estrus is the use of intravaginal sponges
impregnated with progestogens. These are commonly used for long periods of 12 to 14 days;
however, these treatments have been associated with the presence of follicular persistence
and low fertility. As an alternative, the use of these sponges for short periods (5 or 6 days)
has been suggested, which promotes accelerated follicular turnover and increased fertility.
Additionally, the use of equine chorionic gonadotropin (eCG) at the end of the
synchronization treatment, increases the number of recruited follicles and the growth rate of
antral follicles, prevents follicular atresia, resulting in an increase in the ovulatory rate. The
objective of this work was to determine the ovulatory rate and the presence of persistent
follicles, as well as their category, in short and long synchronization protocols, with or
without eCG. By monitoring follicular dynamics with transrectal ultrasonography (7.5 MHz),
the number and size of ovarian structures was determined, in addition to the time of formation
of the corpus luteum, likewise, the onset and duration of estrus was measured using males
with an apron. Four experimental groups were used each with ten Pelibuey ewes. To
determine the follicular dynamics, only to five individuals from each group were performed
transrectal ultrasound (n = 5). All animals were inserted an intravaginal sponge with
fluorogestone acetate for 5 (TC) and 11 (TL) days, upon withdrawal 125 pg cloprostenol was
administered IM. The ewes of the long control treatment (TLC) and the short control
treatment (TCC) received at the end of the treatment with progestogens, an injection of
physiological saline solution (SSF) via IM. In the case of the females of the long treatments
with eCG (TLE) and short treatment with eCG (TCE), they received at the end of the
treatment with progestogens, 200 IU of eCG via IM. Long treatment animals, regardless of
the use or not of eCG, had a higher ovulatory rate (2.1) and a greater number of persistent
follicles (2.3), specifically category I (1.30), compared to short treatments (1.60, 0.5, 0.0
respectively) (P <0.05). The greater the number of days with an endogenous corpus luteum
during a synchronization treatment, there is a tendency (P = 0.08) to present category I
follicular persistence and a greater number of persistent follicles. In the animals that received
equine chorionic gonadotropin (200 IU), there was no significant response in the increase in
ovulatory rate; however, a higher number of non-persistent ovulated follicles (1.70), shorter
heat initiation time (44.40 hours) (P <0.05) and a tendency (P = 0.06) to delay the formation
of the corpus luteum, compared to the treatments that did not receive eCG (1.0, 53.30 hours
respectively).



3. INTRODUCCION

En las producciones ovinas, se ha tenido la necesidad de manipular el ciclo estral de la oveja,
asi como, el apareamiento natural a través de herramientas biotecnoldgicas que mejoren los
indices reproductivos. Estas herramientas permiten programar el periodo de nacimientos,
aprovechar la disponibilidad de recursos, atender la demanda de mercado, y otros aspectos
importantes para la produccion ovina (Rojo-Martinez y Salas-Razo, 2015). La sincronizacién
del estro en ovinos, se basa en la manipulacién de la fase lutea, ya sea prolongando su
duracién con el uso de progestagenos o acortandola, provocando la regresion del cuerpo luteo
(CL) con el uso de prostaglandinas. En pequefios rumiantes el tratamiento de eleccion para
la sincronizacion de estro es el uso de esponjas intravaginales impregnadas con acetato de
fluorogestona (FGA) o acetato de medroxiprogesterona (MAP) (Wildeus, 2000). Estos
tratamientos, comunmente se utilizan durante periodos largos (12 a 14 dias); sin embargo,
hacia el final de este tratamiento las concentraciones de progesterona en sangre son bajas y
no inhiben de forma efectiva la secrecion de la hormona luteinizante (LH). Como
consecuencia el foliculo dominante no se atresia y se vuelve un foliculo persistente que libera
un ovocito viejo al momento de la ovulacion reduciendo asi, la fertilidad (Vinoles et al.,
2001; Menchaca y Rubianes, 2004; Salas-Razo et al., 2013). Durante los primeros dias de
tratamiento con esponjas, las concentraciones de progesterona son altas y favorecen el
recambio folicular acelerando la regresion temprana del foliculo dominante y permitiendo la
emergencia de nuevos foliculos que al momento de ovular liberardn ovocitos jovenes y con
mayor viabilidad. Por lo anterior, se ha observado que el uso de tratamientos cortos con
progestagenos (5 o 6 dias) incrementan la fertilidad (Vifioles et al., 2001; Menchaca y
Rubianes, 2004). Uno de los problemas del uso de tratamientos cortos con progestagenos en
animales ciclando, es que, al momento del retiro de la esponja, puede haber un CL endogeno
que evita la ovulacion (Vifioles et al., 2001). Para evitar esto, se debe usar prostaglandina
F2a (PGF2a) o sus analogos para inducir la regresion del CL y con ello una subsecuente fase
folicular con ovulacion (Bartlewski et al., 2011; Abecia et al., 2012; Cox et al., 2012). La
PGF2a se puede utilizar, ya sea al retirar el tratamiento con progestagenos o 24 a 48 horas

antes del retiro. Esto asegura la reduccion de las concentraciones de progesterona y la



ovulacion, 60 horas después de haber removido la esponja intravaginal (Martemucci y

D'Alessandro, 2011).

Un parametro reproductivo importante en ovejas es la prolificidad, la cual se puede
incrementar aumentando la tasa ovulatoria. En ovejas y otras especies reproductivas esto se
puede lograr, a través de la administracion de hormonas exdgenas, como la gonadotropina
coridnica equina (eCQG), la cual, tiene principalmente efecto de hormona foliculo estimulante
(FSH). La eCG acttia durante el desarrollo folicular, incrementando el nimero de foliculos
reclutados, aumentando la tasa de crecimiento de foliculos antrales y evitando la atresia
folicular, lo que al final incrementa el ntimero de foliculos ovulados (Barret et al., 2004;
Martinez, 2004). Aunque la eCG puede favorecer la prolificidad, se ha reportado que el uso
de una dosis de 250 UI en algunas razas de ovejas, sometidas a un tratamiento corto con
progestagenos, promueve la formacion de quistes foliculares y por lo tanto un aumento en la
concentracion de estradiol (Vinoles et al., 2001). La literatura sugiere que esto se debe a que
la concentracion de progesterona enddgena continuaba elevada al momento de la inyeccion

con eCG debido probablemente a un CL enddgeno (Vifoles et al., 2001).

En cuanto a los efectos del uso de eCG sobre el medio endocrino del animal, se ha reportado
que la concentracién de estradiol en ovejas tratadas con progestagenos durante periodos
largos y cortos, en combinacion con eCG, no muestra diferencias en comparacion a una
ovulacion espontanea (Vinoles et al., 2001). En contraste animales tratados con dosis de
1,000 Ul, se caracterizan por una elevada produccion de progesterona folicular (Driancourt
y Fry, 1992). Adicionalmente se sabe que el uso de eCG en dosis de 1,250 Ul, activa de
forma prematura a los ovocitos y en consecuencia al momento de la ovulacion, el ovocito

estara envejecido, disminuyendo asi la tasa de fertilidad (Moor et al., 1985).

Por lo tanto, el conocer la dindmica folicular a través de la ultrasonografia en tratamientos de
sincronizacion del ciclo estral, permitird obtener un mayor entendimiento de estos eventos y
por lo tanto una mayor capacidad de mejorar las técnicas reproductivas en la oveja Pelibuey,

una de las principales razas productoras de carne ovina en México.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1 Eje Hipotalamo-Hipodfisis-Gonada

El hipotalamo y la hipofisis tienen un papel esencial en la regulacion gonadal en mamiferos.
La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), es sintetizada por neuronas productoras
de GnRH, localizadas en el Area Predptica (POA) y en el Hipotalamo Medio Basal (HMB),
sus axones se proyectan hacia la Eminencia Media (EM). La generacion de un pulso de
GnRH es producida por la actividad sincronica de muchas neuronas, principalmente de
neuronas KNDy (Maeda et al., 2010; Kanda 2019). A través de esta regulacion la GnRH es
liberada al sistema circulatorio portal hipotalamico-hipofisiario y actua en las células
gonadotropas de la adenohipoéfisis para estimular la liberacion de la hormona luteinizante
(LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH) (Kanda, 2019; Plant, 2019). La LH y la FSH
actuan a nivel gonadal para dar lugar a la secrecion de esteroides sexuales necesarios para la
gametogénesis, maduracion de drganos sexuales y para regular la via de retroalimentacion
hormonal de liberacion de GnRH y por lo tanto de LH y FSH, bajo diferentes condiciones
fisiologicas (de Tassigny y Colledge, 2010).

4.2 Ciclo estral

Los ovinos, son animales poliéstricos estacionales de dias cortos, su reproduccion se activa
en respuesta a la disminucion en la duracion del dia a finales de verano hasta principios de
otono. Esta estacionalidad reproductiva, se caracteriza por cambios conductuales y
endocrinos dando lugar a dos periodos distintos: la época reproductiva en la que se presentan
ciclos estrales de forma consecutiva cada 17 dias, con presencia de comportamiento estral y
ovulacion. Y el anestro, caracterizado por el cese de la actividad sexual (Legan y Karsch,

1979; Rosa y Bryant, 2003).

El ciclo estral de ovinos y otras especies de mamiferos, esta divido en dos fases: fase folicular
(proestro y estro) y fase lutea (metaestro y diestro). La fase folicular, comienza con la
regresion del CL y culmina con la ovulacion. Durante esta fase ocurre el crecimiento folicular
y por lo tanto la hormona predominante es el estradiol (Ez) producido por estos foliculos, los

cuales también secretan inhibina. La fase lutea, ocurre desde la ovulacion hasta la luteolisis



y durante esta fase, la estructura predominante es el CL y por lo tanto la secrecion de
progesterona (P4). La lisis del CL provocado por la prostaglandina F2a (PGF:a), secretada
en el endometrio uterino, dara lugar al comienzo de un nuevo ciclo (Senger, 2005; Bartlewski

etal., 2011).

4.2.1 Secrecion de gonadotropinas durante el ciclo estral

El ciclo estral esta controlado principalmente por la secrecion hipotalamica de GnRH, se
conocen dos centros de liberacion de esta hormona. El centro tonico, es el encargado de la
secrecion basal, y el centro ciclico da lugar a la ovulacion (Scaramuzzi et al., 1993; Senger,
2005). Durante la fase folicular del ciclo estral, la frecuencia de pulsos de GnRH incrementa,
dando lugar a un aumento en la frecuencia y amplitud de LH, desencadenando asi el pico
preovulatorio de LH. Esto se lleva a cabo por la disminucion de P4+ y el aumento en la
secrecion de E.. Estas dos hormonas esteroidales, actian modulando la frecuencia y la

amplitud de los pulsos de LH (Rawlings y Cook, 1993; Senger, 2005)).

Durante el periodo interovulatorio, generalmente hay de 3 a 4 oleadas foliculares, las cuales
estan estrechamente relacionadas con elevaciones periddicas de la concentracion sérica de
FSH, ya que estos aumentos transitorios, ocurren justo antes de la emergencia folicular

(Bartlewski et al., 2011).

4.2.2 Secrecion de estradiol durante el ciclo estral

El primer incremento de E- ocurre después de la lutedlisis y es concomitante con el aumento
en la frecuencia de pulsos de LH, y continta incrementando durante la fase folicular del ciclo
estral. Al momento del pico preovulatorio de LH, las concentraciones de P+ comienzan a
aumentar levemente y las de Ez a disminuir hasta su minimo en 16 a 24 horas. Posteriormente
se observa nuevamente un incremento de Ez durante la fase litea del ciclo estral en intervalos
de 3 a 4 dias relacionado al desarrollo de oleadas foliculares no ovulatorias (Rawlings and

Cook, 1993; Bartlewski et al., 1999a).



4.2.3 Secrecion de progesterona durante el ciclo estral

Las concentraciones de Ps, son bajas inmediatamente después de la ovulacion, durante el
metaestro, pues es en este momento que comienza el proceso de luteinizacién. A partir del
dia tres a siete después de la ovulacion, las concentraciones de P4 producidas por el CL
comienzan a ser significativas, hasta llegar a una meseta al dia 12, posteriormente hay una
disminucion rapida hasta su nadir antes del siguiente celo y ovulacion. (Bartlewski et al.,

1999b; Senger, 2005).

4.2.4. Cuerpo luteo

El metaestro es el periodo entre la ovulacion y la formacion de un cuerpo luteo funcional
(Senger, 2005). El cuerpo luteo se forma por la accion de la LH a través de una cascada de
cambios funcionales y fenotipicos en las células de la granulosa y de la teca, las cuales se

transforman a células luteas (Niswender et al., 2000).

El cuerpo luteo esta formado por cuatro tipos celulares: células lateas chicas, células luteas
grandes, fibroblastos y células endoteliales (Farin et al., 1989). Las células luteas grandes y
chicas provienen de las células de la granulosa y de la teca respectivamente (Niswender et

al., 2000).

El soporte de LH durante la etapa inicial de formacion del cuerpo luteo es esencial para el
crecimiento y diferenciacion celular. De tres a cuatro dias después de la ovulacion, el cuerpo
lateo de las ovejas mide entre 6 a 8§ mm y llega a su tamafio méaximo de 11 a 14 mm seis dias

después (Bartlewski et al., 1999b).

El factor luteolitico en rumiantes es la PGF2q, la cual es secretada por las glandulas
endometriales uterinas. La PGF2aq, es transportada al ovario a través de un mecanismo local,
desde la vena uterina y vasos linfaticos hacia la arteria ovarica (Mann et al., 2001; Einer-
Jensen y Hunter, 2005). La disminucién en la concentracion de P4 al inicio de la lutedlisis
funcional esta asociada con el incremento de receptores para oxitocina y la secrecion pulsatil

de PGF2a (Sheldrick y Fint, 1985).



4.3 Foliculogénesis

La fertilidad en la hembra depende del suministro y la maduracion de las células germinales
ovaricas (ovocitos) y la diferenciacion y proliferacion de las células foliculares (células de la
granulosa y células de la teca). La unién de los ovocitos con las células somaticas ovaricas
da lugar a las estructuras foliculares durante el proceso llamado: foliculogénesis inicial, el
cual ocurre durante la vida fetal del individuo (Guigon y Magre, 2006). En la oveja, este
proceso comienza poco después de la diferenciacion sexual, al dia 35 de gestacion
(Scaramuzzi, et al., 2011). Las uniones estrechas entre las ovogonias y células epiteliales
mesonéfricas, dan lugar a las células de la pregranulosa (Sawyer et al., 2002). Cuando
comienza la meiosis, al menos el 80% de las células germinales sufren apoptosis (Scaramuzzi
et al., 2011). Esta pérdida de células germinales, pero no de células somaticas dentro de los
cordones ovigeros, es el medio por el cual los ovocitos sobrevivientes ganan células de la
pregranulosa adicionales antes de la formacion del foliculo primordial (Sawyer et al., 2002).
La integridad de los cordones ovigeros, se mantiene hasta el dia 75 de gestacion, momento
en el cual, los foliculos primordiales comienzan a emerger. Estos foliculos tienen en
promedio 16 células de la pregranulosa (Baillet et al., 2008; Sacaramuzzi et al., 2011). En
este punto, se observa la cantidad méaxima de células germinales presentes dentro del ovario
fetal (Baillet et al., 2008), el reservorio de foliculos primordiales en ovejas es de 40,000 a
300,000 foliculos (Bartlewski et al., 2011).

El crecimiento folicular inicia antes que se formen los ultimos foliculos primordiales y
continta a lo largo de la vida fetal, neonatal y adulta (Scaramuzzi et al., 2011).

El modelo de crecimiento folicular que se propone se basa en la sensibilidad y dependencia
de los foliculos a las gonadotropinas, en el que un foliculo primordial tarda alrededor de 180
dias en desarrollarse desde la etapa primordial hasta un foliculo ovulatorio (Cahill y

MaulCon, 1981; Scaramuzzi et al., 1993).



4.3.1 Factores de crecimiento y desarrollo folicular

El ovocito secreta factores de crecimiento que juegan un papel esencial en la regulacion de
la foliculogénesis, la diferenciacion de las células de la granulosa y del cimulo, asi como, la
tasa de ovulacion y el tamafio de los foliculos ovulados (Mc Natty et al., 2005). Es necesaria
una comunicacion bidireccional entre el ovocito y las células de la granulosa, asi como de

las células de la granulosa con las células de la teca (Eppig, 2001).

La superfamilia TGF-f (Factor de crecimiento transformante beta), es un grupo de proteinas
con diversas funciones fisioldgicas dentro del organismo. Miembros de esta superfamilia, se
encuentran clasificados en subfamilias, como: la proteina morfogénica del hueso (BMP),
factor de crecimiento y diferenciacion (GDF), activina/inhibina, el factor neurotrdpico
derivado de la célula de la glia (GDNF) y otros miembros adicionales como la hormona anti-
mulleriana (AMH). La mayoria de los miembros de esta superfamilia ejerce su funcion en la
célula a través de complejos hetero-tetradiméricos con dos tipos de receptor (tipo [y II). La
activacion de estos receptores conduce a la fosforilacion de cascadas de sefializacion de
moléculas llamadas SMAD, que al traslocarse al nicleo pueden modular la expresion de
genes (Knight y Glister, 2006).

La transcripcion de estos genes comienza durante la foliculogénesis temprana y su regulacion
se debe en parte a la expresion de dos factores de transcripcion especificos de los ovocitos:
Figla y Nobox (Baillet et al., 2008).

Los miembros de TGF-f, tienen un papel esencial en el desarrollo folicular, incluyendo, la
activacion de foliculos primordiales, proliferacion y apoptosis de células de la granulosa y
tecales, esteroidogénesis, expresion a receptores de gonadotropinas, maduracion del ovocito,

luteinizacion y formacion del CL (Knight y Glister, 2006).

Se ha observado que GDF9 (Factor de crecimiento y diferenciacion 9), BMP6 (Proteina
morfogénica del hueso 6) y BMP15 (Proteina morfogénica del hueso 15), son expresados por
los ovocitos en etapas tempranas de desarrollo. Se ha sugerido que GDF9 participa en la
transicion de un foliculo primario a uno secundario y que su presencia es imprescindible para
la activacion de foliculos primordiales. (Fortune, 2003; Baillet et al., 2008; Sacaramuzzi et

al., 2011). En contraste, el ARNm y las proteinas del gen de BMP15 se expresan en los
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ovocitos de foliculos primarios hasta la ovulacion, y se ha observado en ratones knockout de
BMP15 una subfertilidad a diferencia de ratones knockout de GDF9 en los que se observa
infertilidad (Fortune, 2003). Se ha planteado que el ovocito de los foliculos antrales contintia
influyendo en el comportamiento de las células de la granulosa a través de la secrecion de

estos factores especificos, controlando asi su propio microambiente (Eppig, 2001).

Las células de la pre-granulosa que rodean al ovocito en los foliculos primordiales expresan
una serie de factores peptidicos no relacionados con la familia TGF-B. Algunos ejemplos de
estos factores son el ligando de kit (KL), del cual, hay evidencia de su expresion en células
de la granulosa de foliculos primordiales, foliculos preantrales y foliculos antrales. Otro
factor es el factor inhibitorio de leucemia (LIF), el cual es producido por las células de la
pregranulosa y con accidn en el ovocito. Ambos, KL y LIF promueven la transicion de
foliculos primordiales a primarios, estimulan el crecimiento de los ovocitos y el
reclutamiento y proliferacion de células de la teca (Nilsson et al., 2002; Nilsson y Skinner,

2004; Kezele et al., 2005; Scaramuzzi et al., 2011).

Algunas de las células mesenquimales (precursoras de las células de la teca), producen el
factor de crecimiento de queratinocitos (FGF-7) el cual, actia en las cé€lulas de la granulosa
para regular la accion de KL y amplificar sus efectos positivos de crecimiento y proliferacion

en la célula (Kezele et al., 2005).

Otro factor que interviene en la foliculogénesis es el factor de crecimiento parecido a la
insulina (IGF-1). El IGF-1 es imprescindible durante las etapas finales de desarrollo folicular
(foliculos preantrales y antrales), puesto que aumenta la sensibilidad de foliculos pequefios
(2mm) a la estimulacion por gonadotropinas y su transicion de foliculos responsivos a
gonadotropinas a foliculos dependientes de gonadotropinas, ademés de tener efectos en la
esteroidogénesis (Fortune, 2003; Mezerbourg et al., 2003; Scaramuzzi et al., 2011). Existe
una sinergia entre FSH e IGF-1, para estimular el crecimiento folicular, por un aumento en
la proliferacion de células de la granulosa, y produccion de estradiol (Kikuchi et al., 2001).
Sin embargo, la accion de IGF-1 dentro del foliculo, debe ser regulada por factores locales

intraovaricos, principalmente por proteinas de union a IGF (IGFBP), las cuales, disminuyen
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su biodisponibilidad. La concentracion de IGFBP se ve disminuida conforme el foliculo crece

de 1 a2 mm hasta su tamafio ovulatorio (Mezerbourg et al., 2003).

4.3.2 Foliculos primordiales

Los foliculos primordiales se encuentran en reposo hasta su reclutamiento a través de la
activacion de factores paracrinos, este proceso comienza durante la vida fetal y continua
durante gran parte de la vida post natal del animal hasta que esta reserva se agota y cesa la
foliculogénesis (Roche, 1996; Eppig, 2001).

Estos foliculos miden 0.03+0.003 mm de didmetro, su ovocito carece de zona pelucida, es
meidticamente incompetente y se encuentra rodeado de una capa de células de la pre-
granulosa contenidas dentro de una ldmina basal, se encuentran en la region cortical del
ovario y estas estructuras estdn desprovistas de una red capilar, por lo que su nutricioén es por
difusion de nutrientes y oxigeno desde los capilares presentes en la corteza ovarica

(Scaramuzzi et al., 1993; Picton, 2001).

4.3.3 Foliculos comprometidos (Primarios y preantrales tempranos)

Una vez que los foliculos primordiales inician su crecimiento se convierten en foliculos
comprometidos. Este proceso es independiente de gonadotropinas. Los primeros eventos
detectables en esta transformacion son, el aumento en la sintesis de ARN por parte del
ovocito (parte de este ARN codifica genes que controlan la sintesis de proteinas en la zona
pelucida), agrandamiento del ovocito, formacion de la zona pelticida, aumento en la actividad
mitotica, desarrollo cuboidal de las cé€lulas de la granulosa y proliferacion en forma
concéntrica alrededor del ovocito hasta obtener de 2 a 3 capas de células (Scaramuzzi et al.,
1993; Scaramuzzi et al., 2011). En promedio se forman alrededor de 128 células y en este
proceso se modifica la forma de células planas a cuboidales y el foliculo alcanza un diametro
de 0.03-0.1 mm. A pesar de que estos foliculos tienen receptores para LH en las células de la
teca y para FSH en las de la granulosa, estos continian su crecimiento de forma

independiente a gonadotropinas (Scaramuzzi et al., 1993).
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4.3.4 Foliculos sensibles/responsivos a gonadotropinas (Preantrales grandes y
antrales pequerios)

Los foliculos preantrales grandes, presentan un ovocito de 70-120 um y entre 1,000 a 3,500
células de la granulosa. Estas células sufren de siete a ocho duplicaciones en su poblacion
antes de la formacion del antro folicular (McNatty et al., 2007). Ademas, es necesaria la
diferenciacion anatomica y funcional en dos linajes celulares: las células de la granulosa
murales, que recubren la pared del foliculo y cuya funcién es esteroidogénica, y las células
del camulo, las cuales estan asociadas intimamente con el ovocito (Gilchrist y Thompson,

2007; McNatty et al., 2007).

En esta etapa de desarrollo folicular, el foliculo adquiere funcion esteroidogénica debido a la
adquisicion de enzimas como, el citocromo p450 cortadora de cadena lateral (P450scc),
citocromo p450 17a hidroxilasa (P4500c17), 3B hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD)
y el citocromo p450 aromatasa (P450arom). La P450arom estd localizada tnicamente en
células de la granulosa y es esencial para la transformacion de andrégenos a estradiol (Mc
Natty et al., 1999, 2000, 2007). También se observa capacidad de sintesis de activina,
inhibina y AMH, asi como, la intervencion del sistema IGF como modulador del desarrollo

de foliculos preantrales (Campbell, 2009).

Durante esta etapa de desarrollo, podemos encontrar un nimero relativamente grande de
foliculos sensibles a gonadotropinas, aproximadamente de 25 foliculos, los cuales miden de
1 a 2.5 mm (Scaramuzzi et al., 1993). De este grupo de foliculos se obtienen los foliculos
que se convierten en dependientes de gonadotropinas y finalmente ovularan, sin embargo, la
transicion de un foliculo preantral a uno antral es un gran desafio fisiologico, por lo que hay

un aumento significativo en la tasa de atresia en estos foliculos (Scaramuzzi et al., 2011).
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4.3.5 Foliculos dependientes de gonadotropinas (Antrales grandes)

Las gonadotropinas hipofisiarias, FSH y LH, y diversos factores de crecimiento secretados
por el ovocito y las células somaticas del foliculo como, el sistema insulina/IGF-1, sistema
inhibina/activina, BMP6, BMP15, GDF9 y KL, son los encargados de controlar y llevar a
cabo la fase final de la foliculogénesis (Knight y Glister, 2003; Webb y Campbell, 2007;
Campbell, 2009). La FSH, permite que el foliculo antral, alcance un tamafio mayor a 2.5 mm
de diametro y es esencial para la transicion de un foliculo responsivo a gonadotropinas a un
foliculo dependiente de ellas, por lo que, durante esta etapa de dependencia gonadotropica,
hay mayor dependencia a FSH por parte de los foliculos. La secrecion pulsatil de LH, juega
un papel crucial en el desarrollo y maduracion final de los foliculos y de sus ovocitos y para
la produccion de androgenos que seran aromatizados a estradiol (McNeilly et al., 1992;
Scaramuzzi et al., 1993; Campbell et al., 1998; Hillier, 2001). La LH es capaz de influir en
el nivel y el patron de liberacion de FSH hipofisaria a través de su accion en el control de

secrecion de estradiol ovarico (Campbell, 2009).

4.3.6 Foliculos ovulatorios

Cerca de tres dias después de la aparicion de un foliculo dependiente de gonadotropinas, se
logra el estado potencialmente ovulatorio de uno o mas foliculos con un didmetro de 5 a 8
mm (Scaramuzzi et al., 2011).

Los foliculos ovulatorios tienen un cambio absoluto de su dependencia de FSH a LH, gracias
al desarrollo de receptores de LH en las células de la granulosa. Por esta razon, el foliculo
seleccionado como ovulatorio evita el desarrollo de foliculos dependientes de
gonadotropinas, a través de la secrecion de E; e inhibina reduciendo asi el suministro de FSH
a los foliculos que dependen de esta hormona (Scaramuzzi et al., 1993; Scaramuzzi et al.,

2011).
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4.4 Dinamica folicular en el ciclo estral

El proceso de desarrollo folicular y degeneracion de foliculos antrales de diferentes tamafios,
que son responsivos a gonadotropinas, ocurre de manera continua durante todo el ciclo estral.
La dindmica folicular, consiste en 4 fases: reclutamiento, seleccion, dominancia y atresia
(Senger, 2005), y se da en un patrén secuencial de ondas u oleadas foliculares. En ovinos se
presentan de 3 a 4 oleadas, cada una de 4 a 8 dias de duracion (Murphy et al., 1991; Menchaca
y Rubianes, 2004; Scaramuzzi et al., 2011). Una oleada folicular, se define como la
emergencia de un grupo de foliculos antrales pequefios, donde al menos un foliculo de cada
oleada alcanza un didmetro mayor o igual a 5 mm y su tasa de crecimiento por dia es de 1
mm (Menchaca y Rubianes, 2004).

Las oleadas foliculares, ocurren antes de la pubertad, durante la gestacion, durante el anestro
y durante el puerperio, sin embargo, durante estas etapas fisiologicas, la liberacion
gonadotropica de GnRH es insuficiente para promover y mantener la secrecion

gonadotrdpica (Senger, 2005).

El reclutamiento se da por el aumento en la concentracion de FSH que ocurre por la
disminucion de sus inhibidores: estradiol e inhibina. Esta disminucion se da cuando un
foliculo dominante es ovulado o sufre atresia. La FSH, es la encargada de promover la
emergencia de foliculos sensibles a gonadotropinas (2.5 mm) hacia la etapa de foliculos
dependientes de gonadotropinas (Scaramuzzi et al., 1993; Bister et al., 1999; Senger, 2005;
Sacramuzzi et al., 2011).

Los foliculos antrales, no solo expresan receptores de FSH en las células de la granulosa y
de LH en las células de la teca, sino que también hay expresion de ARNm de enzimas
esteroidogénicas: P450scc, P450c17, 3B.HSD. Estas enzimas, tienden a incrementar el
crecimiento folicular de los foliculos antrales tempranos. La P450arom, se localiza en las
células de la granulosa de foliculos reclutados y es necesaria para continuar la
esteroidogénesis (Webb et al., 1999). Asi mismo, como se mencion6 anteriormente, IGF-1,
tiene un papel esencial durante la etapa de reclutamiento, ya que aumenta la sensibilidad de
los foliculos a las gonadotropinas, y actua de forma sinérgica con FSH para aumentar la
proliferacion de células de la granulosa y la produccion de estradiol (Kikuchi et al., 2001;

Fortune, 2003; Mezerbourg et al., 2003; Scaramuzzi et al., 2011).
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La seleccion de foliculos dominantes implica la accion de gonadotropinas y de factores
locales. Durante la maduracion del foliculo, este expresa receptores de LH en las células de
la granulosa, este evento es critico para el proceso de seleccion de los foliculos, ya que
provoca un cambio de dependencia de FSH a LH por parte de estos foliculos. La LH se
encarga de mediar directamente la produccion de estradiol, que se produce en gran cantidad
al igual que inhibina A, que mejora la capacidad de LH para estimular la produccion de
androgenos en las células tecales. El E; y la inhibina disminuyen la concentracion de FSH a
un umbral donde no se permite el desarrollo de otros foliculos que continian dependiendo
de FSH, provocando su atresia (Scaramuzzi et al., 1993; Campbell et al., 1999; Campbell et
al., 2003; Webb y Campbell, 2009; Scaramuzzi et al., 2011).

Tres dias después de la emergencia de los foliculos, se puede lograr un estado potencialmente
ovulatorio con un didmetro de 5 a 8 mm, las células de la granulosa son hasta 10 veces mas
sensibles a LH que a FSH. Estos foliculos seleccionados como dominantes, incrementa su
vasculatura en la capa de las células de la teca en comparacion con los foliculos subordinados.
Generalmente el foliculo mas grande es el foliculo dominante, sin embargo, en pequefios
rumiantes, los foliculos mas grandes no siempre son los ovulatorios. Bajo la estimulacion de
LH, el foliculo continla aumentando de tamafio hasta que la secrecion de estradiol es
suficiente para inducir una liberacion masiva de GnRH y LH que da lugar a la ovulacion 24
horas después (Scaramuzzi et al., 1993; Jiang et al., 2003; Scramuzzi et al., 2011). Los
foliculos ovulatorios se desarrollan en la fase folicular del ciclo estral, durante la fase lutea,
la alta concentracion de P4 secretada por el cuerpo luteo durante esta tltima fase, reduce la
frecuencia de pulsos de LH evitando que se lleve a cabo una ovulacion, donde eventualmente

estos foliculos sufren atresia (Scaramuzzi et al., 1993).
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4.5 Protocolos de sincronizacion

La sincronizacion del ciclo estral es la base para el éxito en programas de inseminacioén
artificial (IA) y transferencia de embriones. Esta técnica se basa en la manipulacion de las
fases que componen al ciclo estral. La fase lttea, es la mas facil de controlar por su mayor
duracion. La fase lutea, se puede alargar utilizando sustitutos de progesterona exdgena
(tratamientos luteotropicos) o acortar al provocar la regresion del cuerpo luteo (tratamientos

luteoliticos) (Wildeus, 2000; Hosseinipanah et al; 2014).

El uso de tratamientos luteotropicos como esponjas intravaginales impregnadas con FGA y
MAP, y el dispositivo CIDR (Controlled Internal Drug Release), que es una estructura de
silicona que contiene progesterona exdgena, son utilizados durante un periodo de 9 a 14 dias.
Estos dispositivos actian simulando una fase latea normal, independientemente de la etapa
del ciclo estral en el que se encuentre la hembra (Fukui et al., 1999; Wildeus, 2000; Menchaca
y Rubianes, 2004; Moradi kor et al., 2011; Cox et al., 2012; Hosseinipanah et al., 2014). La
progesterona o progestagenos tienen un efecto de retroalimentacion negativa sobre GnRH lo
cual reduce la pulsatilidad de LH y por lo tanto hay un bloqueo en el desarrollo final del
foliculo antral y en la ovulacion (Goodman y Karsh, 1980; McNelly et al., 1991). Estos
protocolos comenzaron a utilizarse en la década de los noventa, y, por lo tanto, no se tenian
los conocimientos que se tienen actualmente sobre la dinamica folicular en ovejas (Menchaca
y Rubianes, 2004; Cox et al., 2012). Dado que una oleada folicular emerge cada 4-8 dias, se
ha propuesto el uso de tratamientos cortos de 5 a 7 dias. Ademas, se sabe que las altas
concentraciones de progesterona altas durante todo el tratamiento tienen un efecto positivo
en el recambio folicular e incrementan el niumero de foliculos que son potencialmente
ovulatorios. En contraste con lo que sucede en tratamientos largos, que las concentraciones
de progesterona hacia el final de este tratamiento comienzan a descender y no bloquean de
forma eficiente los pulsos de LH, provocando asi, persistencia folicular (Vifioles et al., 1999;
Vifioles et al., 2001; Menchaca y Rubianes, 2004). Vifioles et al., (2001), encontraron mayor
fertilidad en tratamientos cortos (87%) en comparacion a tratamientos largos (67%), asi
mismo, Urgerfeld y Rubianes (1999), también encontraron mayor fertilidad en tratamientos

cortos de 6 dias (75%) en comparacion a tratamientos largos de 12 dias (68%).
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Como tratamiento luteolitico, se utiliza PGF2a, la cual, controla el ciclo estral al final de la
fase latea al provocar la regresion del cuerpo luteo, suceso que da fin a esta fase. Los
productos que se utilizan son la PGF2a y su analogo sintético, el cloprostenol, entre otros. El
protocolo que se usa es un sistema doble de inyecciones (125ug) con 11 dias de diferencia,
puesto que no todas las etapas del ciclo estral son receptivas a este tratamiento, ya que el CL
responde a esta hormona luteolitica, a partir del dia tres después de la ovulacion (Wildeus,

2000; Rubianes et al., 2003).

La combinacion de ambos tipos de tratamientos; luteotropico y luteolitco suele utilizarse, la
prostaglandina se puede administrar al finalizar un tratamiento con progestagenos o de 24 a
48 horas antes de finalizar este tratamiento, y asegura la ovulacion 60 horas después de haber

removido la esponja intravaginal (Martemucci y D’ Alessandro, 2011).

4.6 Uso de hormonas exdgenas para aumentar la tasa ovulatoria

Scaramuzzi y colaboradores (2011), proponen un modelo para la regulacion de la tasa
ovulatoria, este consiste en un muro metaférico que regula el numero de foliculos
dependientes a gonadotropinas que lo atraviesan, evitando asi la atresia y convirtiéndose en
foliculos ovulatorios. La puerta de este muro representa el tiempo en el que la concentracion
de FSH permanece por encima del minimo requerido por los foliculos dependientes de

gonadotropinas para evitar la atresia.

El nimero de foliculos ovulatorios estd determinado por varios factores, estos son: la
cantidad de foliculos sensibles a gonadotropinas disponibles para ser reclutados, la viabilidad
de los foliculos dependientes de gonadotropinas y la sensibilidad del eje hipotalamo-hipofisis
a los efectos inhibitorios del estradiol e inhibina sobre la secrecion de FSH (Scaramuzzi et

al., 1993).

La primera forma de lograr el aumento de la tasa ovulatoria es ampliando la ventana de
reclutamiento de foliculos responsivos a gonadotropinas, al reducir la sensibilidad del eje
hipotadlamo-hipofisis-gonada, donde la FSH permanece por encima del umbral minimo
necesario durante mas tiempo, para que los foliculos eviten la atresia y puedan continuar su
desarrollo. La segunda forma, se refiere a aumentar el nimero de foliculos potencialmente

ovulatorios que hay a la espera de pasar por esta ventana metaforica, la cual es mas breve
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que el caso anterior, pero que permitira que un foliculo no inhiba el desarrollo de otro, en un
fenomeno llamado co-dominancia. Estos eventos no son excluyentes y pueden ocurrir de

forma simultanea (Scaramuzzi et al., 2011).

La administracion de FSH, eCG o HMG (gonadotropina menopéusica humana), aumenta la
tasa de ovulacion al prevenir la atresia de foliculos dependientes de gonadotropinas y al
aumentar el nimero de foliculos sensibles a gonadotropinas que pasan a ser foliculos
dependientes de gonadotropinas. La FSH aumenta la ventana de tiempo durante el cual un
foliculo dependiente de gonadotropinas puede continuar siendo viable (Hay y Moor, 1975;

Scaramuzzi et al., 1993).

El uso de hormonas exdgenas se ha utilizado para procedimientos de superovulacion, los
cuales, fueron desarrollados hace 70 afos y parecen ser una técnica eficiente para obtener
una fuente de ovocitos para su maduracion in vitro o para realizar transferencia de embriones
(Driancourt y Fry, 1992). La superovulacion, al igual que el aumento de la tasa ovulatoria,
se logra mediante el reclutamiento de foliculos pequefios y por la prevencion de su atresia

(McNatty et al., 1982; Driancourt y Fry, 1992).

4.6.1 Gonadotropina coridnica equina (eCG)

La gonadotropina coridnica equina, se produce por las copas endometriales en yeguas
durante los dias 40 a 130 de la gestacion. En especies no équidas, esta hormona tiene
actividad parecida a FSH en un 80% y a LH en un 20% (Barrett et al., 2004), con una vida
media de 63 horas (Driancourt y Fry, 1992).

La eCG, puede utilizarse para inducir a ovejas anéstricas o que se encuentran fuera de la
época reproductiva, generalmente se administran dosis de 500 UI después de un tratamiento
con progestagenos por 12 a 14 dias (Barret et al., 2004). La eCG, es mas utilizada durante la
época reproductiva después de protocolos de sincronizacion con progestagenos, la mayoria
de estos protocolos, utilizan una sola dosis de eCG al final del tratamiento, ya que aumenta
la tasa ovulatoria al reclutar foliculos pequefios y aumentando la tasa de crecimiento de
foliculos antrales (Driancourt y Fry, 1992; Roy et al., 1998; Barret et al., 2004; Moakhar et
al., 2012). Existe gran variabilidad en la respuesta ovarica hacia el tratamiento con eCG.

Algunas de las causas que explicarian esta variacién son: la dosis utilizada, la raza, la
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variacion estacional, el estado nutricional del animal, el estado ovarico al momento del

tratamiento y el tiempo de administracion de eCG (Moakhar et al., 2012).

Los tratamientos con eCG, se han asociado con el desarrollo de quistes foliculares y con una
temprana regresion del CL, ademas que el estro posterior a un tratamiento con esta hormona
se caracteriza por una elevada concentracion de estradiol dada por los grandes foliculos
durante la primera oleada folicular (Armstrong y Evans, 1983; Saharrea et al., 1998). Sin
embargo, Vifioles y colaboradores (2001), sugieren que la presencia de estos quistes se debe
a que las concentraciones de progesterona se encontraban elevadas a causa de un CL
endogeno al momento de la administracion de eCG (250 UI) en combinaciéon con

tratamientos cortos con progestagenos.

Las dosis de eCG utilizadas para aumentar la tasa ovulatoria en ovejas (450 a 850 UI), no
muestran diferencias significativas en la cantidad media de foliculos pequefios, medianos y
grandes entre grupos experimentales a los que se les administraron esas dosis (Moakhar et
al., 2012). Moakhar et al. (2012), encontraron mayor fertilidad (75%) en ovejas tratadas con
dosis de eCG de 550 y 650 UI al final de un tratamiento de sincronizacidon con progestagenos
(75%) en comparacion a ovejas control (41.6%) y ovejas que recibieron una dosis de 850 UI
de eCG (50%). En contraste, Martinez et al. (2019), reportan que no hay diferencia
significativa en cuanto al nimero de cuerpos luteos formados entre grupos con tratamiento
corto (5 dias) que recibieron eCG a una dosis de 400 UI (1.7) y aquellos que recibieron
solucion salina fisiologica (1.4); de igual manera, en tratamientos largos de 14 dias mas eCG
a una dosis de 400 UI (2.2), no hay diferencia con tratamientos largos sin eCG (1.9). Por otra
parte, Ali (2007), encontré una mayor tasa ovulatoria en ovejas tratadas con progestagenos
durante 8 dias mas eCG (500 UI) al final de tratamiento (2.33), en comparacion a ovejas

control que no recibieron eCG (1.00).

La eCG se utiliza también en dosis altas (1,000-2,000 UI) para programas de superovulacion,
con las que se induce una gran cantidad de foliculos grandes (8 a 10 foliculos), su ovulacién
y posterior formacion de cuerpo lateo (6 a 8 cuerpos luteos) (Gonzalez-Bulnes et al., 2003).
La administracion de eCG, aumenta el tamafio folicular y su eficiencia esteroidogénica, sin
embargo, la lenta tasa de depuracion de eCG junto con su actividad de LH produce una

activacion temprana de los ovocitos, dado que el ambiente folicular no es el adecuado, el
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ovocito envejece y disminuye la fertilidad. Ademas, se ha confirmado que la eCG causa
secrecion excesiva de esteroides por parte de los foliculos, lo que ocasiona anormalidades en
los oviductos lo que aumenta la pérdida embrionaria antes de la implantacion (Moor et al.,

1985).

4.7 Persistencia folicular

Escorcia (2019), categorizo a los foliculos persistentes en dos diferentes grupos. El primero
(Categoria tipo I), se refiere a aquellos foliculos que emergieron con un didametro de 2mm y
alcanzaron una vida media igual o mayor a 9 dias, y el segundo (Categoria tipo II), incluye a
aquellos foliculos que mantuvieron la etapa de dominancia durante mas de 6 dias, con un
diametro superior a 5 mm. La hip6tesis mds aceptada de persistencia folicular en el ganado
es la existencia de un desequilibrio hormonal en el eje hipotalamo-hipofisis-gonada, sin
embargo, evidencia experimental sugiere que la persistencia folicular puede estar causada

por factores intraovaricos (Ortega et al., 2015).

El evento critico para entender la diferencia entre estas dos categorias de foliculos
persistentes es el momento de seleccion del foliculo, pues en la categoria tipo I dependen de

FSH y en la categoria tipo II de LH.

Existen factores de crecimiento producidos por el foliculo, capaces de modular ya sea
atenuando o amplificando la accion de FSH. Se conocen dos factores involucrados en esta
accion: IGF-1 y BMP15 (Matsui et al., 2004). Se ha propuesto que BMP15 determina de
forma importante la accion de FSH al inhibir la expresion de receptores para esta hormona,
por lo tanto, juega un papel esencial en el crecimiento y desarrollo de los foliculos (Otsuka
et al., 2001). Por otro lado, Ortega et al. (2008), proponen que una disminucion de la
concentracion de IGF-1 en el liquido folicular pero no en el suero, esta asociado a la presencia
de persistencia folicular en el ganado, ya que esta disminucion puede afectar la respuesta de
FSH y LH resultando en anomalias en los sistemas reguladores y en la esteroidogénesis. El
IGF-1 acttia de forma sinérgica con FSH promoviendo la sensibilidad de foliculos pequefios
a gonadotropinas, asi como, su transicion a foliculos dependientes de las mismas. Ademas,
el IGF-I actia estimulando la proliferacion y diferenciacion de células de la granulosa

(Fortune, 2003; Mezerbourg et al., 2003; Scaramuzzi et al., 2011). La actividad intrafolicular
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de IGF-I estd regulada por factores intradvaricos como las IGFBPs (por sus siglas en inglés).
Estas inhiben la accion de IGF-I al unirse a €l y asi, evitar la unién con su receptor.
Especificamente, la IGFBP-4, disminuye conforme el foliculo crece de 2 mm a su tamafio
preovulatorio (Scaramuzzi et al., 2011). También, se debe prestar mayor atencion a la
proteina plasmatica asociada a la gestacion (PAPP-A) cuya principal accion es la lisis de
IGFBP-4, se ha observado su presencia en altas concentraciones en el liquido de foliculos
sanos y se considera que tiene un papel muy importante en el desarrollo de foliculos
dominantes. La FSH, estimula la expresion de PAPP-A en las células de la granulosa murales,
pero el ovocito, a través de BMP15, puede inhibir la expresion de PAPP-A inducida por la
FSH en las células del cimulo (Matsui et al., 2004). Rodriguez et al., (2017), encontraron
mayores concentraciones de IGFBP-4 en foliculos persistentes, por lo tanto, se puede inferir
que las concentraciones de PAPP-A se encuentran disminuidos en individuos con
persistencia folicular, dando lugar a mayor cantidad de IGFBP-4 y por ende menor

biodisponibilidad de IGF-1.

Por otra parte, Menchaca y Rubianes (2004), y Vifioles et al. (1999), explican que
concentraciones subliteas de progesterona tienen un bloqueo ineficiente de LH, lo que
provoca un aumento en la frecuencia de sus pulsos, sin embargo, este no es suficiente para
provocar la ovulacion, pero si para que el foliculo més grande persista y su dominancia se

prolongue, evitando asi la emergencia de nuevos foliculos.

5. HIPOTESIS

El uso de un protocolo de sincronizacion de corta duracion y una dosis baja de eCG,
disminuyen la presentacion de foliculos persistentes, aumentan la tasa de ovulacion, el

recambio folicular y mantienen sin cambios la formacion del cuerpo luteo.

6. OBJETIVOS

- Describir y comparar la dindmica folicular a través de ultrasonografia, en ovejas
sincronizadas con tratamientos cortos y largos, utilizando acetato de fluorogestona y

prostaglandinas en combinacién con gonadotropina coridnica equina.
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- Identificar la presencia de foliculos persistentes que retrasen la presentacion del estro y la
ovulacién en ovejas sincronizadas con tratamientos cortos y largos, utilizando acetato de

fluorogestona y prostaglandinas en combinacion con gonadotropina coridnica equina

- Determinar el tiempo de manifestacion del estro y su duracidon en ovejas sincronizadas con
tratamientos cortos y largos, utilizando acetato de fluorogestona y prostaglandinas en

combinacion con gonadotropina coridnica equina

- Determinar el tiempo de formacion del cuerpo luteo en ovejas sincronizadas con
tratamientos cortos y largos, utilizando acetato de fluorogestona y prostaglandinas en

combinacion con gonadotropina coridnica equina

7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Localizacion

La investigacion se realiz6 en el Centro de Ensenanza, Practica e Investigacion en Produccion
y Salud Animal (CEPIPSA), de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de
la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), ubicado en Avenida Cruz Blanca
No. 486, en San Miguel Topilejo, Delegacion Tlalpan, C.P. 14500, CDMX. La altura a la
que se encuentra es de 2,760 metros sobre el nivel de mar, con un clima semifrio-semihtimedo
con lluvias en verano, dando una precipitacion anual de 800 a 1,200 milimetros anuales y

una temperatura de 19°C.

7.2 Metodologia

El trabajo experimental se realizd en los meses de junio y julio de 2019. Se utilizaron 40
ovejas Pelibuey adultas multiparas de entre 4-7 afios de edad, clinicamente sanas y con una
condicion corporal similar (2.75+0.33, en una escala del 1-5, donde uno se refiere a ovejas
emaciadas y cinco a ovejas obesas). Las hembras fueron mantenidas en estabulacion
constante y con alimentacion controlada, basada en ensilado de maiz, paja de avena y
concentrado comercial, cubriendo sus necesidades nutricionales (NRC, 2006). Para la
deteccion de estro, se utilizaron dos machos adultos de entre 3-7 afios, que tuvieron la misma

alimentacion que las hembras y se encontraban alojados en sementaleras.
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7.2.1 Protocolo de sincronizacion

Todas las ovejas (40 animales) se encontraban ciclando al momento del tratamiento, sin
embargo, la fase del ciclo estral en la que se encontraba cada individuo no se tomo en cuenta.
Las 40 hembras se sincronizaron con una esponja intravaginal con 20 mg de cronolona
micronizada, (Chronogest® CR, MSD). En 20 animales las esponjas permanecieron por 5
dias (TCE; n=10 y TCC; n=10), en los otros 20 animales, por 11 dias (TLE; n=10 y TLC;
n=10). A todos los animales se les aplico por via intramuscular prostaglandina sintética
(cloprostenol, 125 pg; Celosil®, MSD) al momento de retirar la esponja. A los grupos TCE
y TLE, se les administraron 200 UI de eCG (Folligon®, MSD) por via intramuscular (IM),
mientras que al resto de los animales (grupos TCE y TLC) se les administréo SSF (1 mL) por
via IM, al momento del retiro de la esponja (Barret et al., 2004; Ali, 2007) (Figura 2-5).

7.2.2 Seguimiento por ultrasonografia

Se utiliz6 un equipo Mindray DP-50Vet, con transductor lineal 75L50EAV, a una frecuencia
de 7.5 MHZ (Barret et al., 2004; Salas-Razo et al., 2013). En cinco ovejas de cada grupo se
realiz6 ultrasonografia transrectal cada 24 horas, desde dos dias antes de la insercion de la
esponja hasta dos dias antes de removerla. Posteriormente la ultrasonografia se realiz6 cada
12 horas hasta la formacidon del CL para detectar el momento mds cercano a la ovulacion
(Figuras 1-4). En cada observacion, se contaron y midieron (en mm) las estructuras ovaricas
en ambos ovarios, para identificar el nimero de oleadas foliculares, la duracion de estas
oleadas, el tamafio que presentan los foliculos antes y después de la administracion del
tratamiento y el numero de foliculos (pequefios, medianos y grandes) (Figura 1). Se
categorizaron como foliculos persistentes aquellos que emergieron con 2 mm de diametro y
alcanzaron una vida media igual o mayor a 9 dias o que mantuvieron la etapa de dominancia
durante mas de 6 dias, con un diametro superior a 5 mm (Escorcia, 2019). De la misma

manera, se identificaron las estructuras luteas (CL) (Barret et al., 2004).
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Figura 1. Reconocimiento de estructuras ovaricas: a) Ovario con foliculo (F) y cuerpo luteo
(CL); b) Cuerpo luteo (CL) con cavidad (Ca).

7.2.3. Deteccion del celo

Se usaron dos machos con mandil para detectar el inicio y la duracion del celo, se
introdujeron durante 15 minutos por corral (13 a 15 hembras), cada seis horas, a partir de las
30 horas del retiro de la esponja y hasta el término del celo. El manejo completo de cada

grupo se puede observar en las Figuras 2-5.

2d 0d id id

TACION C
|| | | [mceo | ESTRO |[FORMACION CL
I I I I I 30 horas despues del
i o ratiro de la esponija
Inzareidn
szponja
ULTRASONIDO -
CADA 24 HORAS ULTRASONIDO CADA 12 HORAS

Figura 2. Tratamiento corto con eCG (TCE)
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Figura 3. Tratamiento corto control (TCC)
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Figura 4. Tratamiento largo con eCG (TLE)
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Figura 5. Tratamiento largo control (TLC)
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7.2.4. Andlisis estadistico

Se obtuvieron resultados de dinamica folicular, presencia de persistencia folicular y respuesta
al tratamiento de sincronizacion. En cada resultado se analizaron los efectos principales de

uso o no de eCG, tiempo de tratamientos (cortos y largos) y la interaccion eCG por tiempo.

Se realiz6 estadistica descriptiva en el nimero y tamano de los foliculos por individuo,
posteriormente se llevdo a cabo un andlisis comparativo mediante Chi-cuadrada en las
variables didmetro a la emergencia, didmetro a la ovulacion, tiempo de desarrollo del foliculo

ovulado y namero de foliculos ovulados (Bartlewski, et al., 1999).

En cuanto a persistencia folicular y su categorizacion en foliculos persistentes tipo [ y II, se

realiz6 un analisis comparativo de Chi-Cuadrada.

El tiempo entre el retiro del progestageno y el inicio del celo, el momento de la ovulacion, la
duracién del estro, asi como, las variables: nimero de oleadas foliculares y tasa de nimero
de oleadas foliculares/tiempo desde la insercion de la esponja hasta la ovulacion, se analizo
mediante un analisis de varianza (ANOVA) factorial 2X2. Posteriormente, si el andlisis el
ANOVA mostraba efecto, se realizdé una prueba de Tukey para comparaciones multiples
donde correspondiera; de lo contrario, se realizd6 una prueba de t para determinar las
diferencias donde s6lo habia dos grupos. La variable: tasa nimero de oleadas/tiempo desde
la insercion de la esponja hasta la ovulacion, nos permite expresar de forma adecuada la
relacion del nimero de oleadas con el tiempo entre la insercion de la esponja y la ovulacion.
Para todos los analisis se utiliz6 el programa estadistico SAS/STAT Version 8.2 (Procedures
Guide SAS Institute Inc, 2014).

8. RESULTADOS

El grupo experimental TCC, unicamente tiene cuatro individuos. Esto se debe a que una de
las ovejas (7033), no presentd conducta estral ni ovulacion después del retiro de la esponja,
permanecio con cuerpo luteo funcional hasta 13 dias después del retiro de la esponja y tuvo

una ovulacion simple tres dias después del ultimo dia en el que se observo el CL.
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8.1 Dinamica folicular

En el andlisis realizado para evaluar el efecto de la presencia o ausencia de eCG y del efecto
del tiempo de tratamiento, asi como, su interaccion (eCG*Tiempo), sobre las variables:
numero de foliculos reclutados, niimero de foliculos atrésicos, niumero de foliculos ovulados
y tasa de foliculos ovulados/foliculos atrésicos, se muestra en el Cuadro 1. Los resultados
muestran que el numero de foliculos reclutados y el nimero de foliculos atrésicos tiende a
ser mayor (P= 0.10 y P= 0.11 respectivamente) en animales en los que se us6 eCG, en
comparacion con los animales en los que no se us6 esta hormona. En estas variables no se
observo efecto del tiempo (P>0.28) ni de la interaccion tiempo*eCG (P> 0.25). Respecto a
la variable nimero de foliculos ovulados, se encontrd que los tratamientos largos, tienden
(P=0.09) a presentar mayor niimero de foliculos ovulados (2.10) en comparacion a los
tratamientos cortos (1.66) (Cuadro 1), no se observo efecto del uso de eCG o de la interaccion

tiempo*eCG en esta variable.

Cuadro 1. Efecto de la presencia o ausencia de ¢eCG y del tiempo, sobre las variables:
Numero de foliculos reclutados, nimero de foliculos atrésicos, niumero de foliculos ovulados

y tasa de foliculos ovulados/foliculos atrésicos.

Variable Efecto de eCG Efecto de Tiempo Valor de P
SineCG | Con eCG Corto Largo eCG | Tiempo | eCG*Tiempo
NUmero de foliculos | 31.22+3.96 = 40.70+£3.73 | 33.22+£3.96 | 38.90£3.73 | 0.10 = 0.29 0.26
reclutados

NUmero de foliculos | 29.44+4.01 = 38.7+3.78 | 31.55+4.01 | 36.8+3.78 | 0.11 0.34 0.26
atrésicos

Numero de foliculos | 1.77£0.18 | 2.00+0.17 | 1.66+0.18 | 2.10+0.17 | 0.18 0.09 0.84
ovulados

Tasa de foliculos 0.06£0.01 | 0.05+0.01 | 0.05+0.01 | 0.06+0.01 | 0.56 | 0.49 0.39

ovulados/ foliculos
atrésicos

P<0.05 muestra diferencia estadistica.
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En las variables diametro a la emergencia y didmetro a la ovulacion, no se observaron efectos
del uso de eCG, tiempo de tratamiento y la interaccion (P > 0.05). Sin embargo, el tiempo de
desarrollo del foliculo ovulado fue mayor en los animales del tratamiento largo (8.12 dias)

en comparacion con el tratamiento corto (5.35 dias) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto de la presencia o ausencia de eCG y del tiempo, sobre las variables:

Diametro a la emergencia, diametro a la ovulacion y tiempo de desarrollo del foliculo

ovulado.
Variable Efecto de eCG Efecto de Tiempo Valor de P
SineCG | ConeCG | Corto Largo | eCG | Tiempo | eCG*Tiempo
Didmetro a la 0.27+0.00 | 0.27+0.00 | 0.27+0.00 | 0.27+0.00 | 0.52 0.56 0.70
emergencia (cm)
Didmetro a la 0.54+0.01 = 0.52+0.01 | 0.51x0.01 | 0.54+£0.01 @ 0.41 0.16 0.72
ovulacién (cm)
Tiempo de desarrollo | 7.53+0.80 | 5.93+0.73 | 5.35+0.82 | 8.12+0.71 | 0.16 0.02 0.68

del foliculo ovulado
(dias)

P<0.05 muestra diferencia estadistica.

8.2 Oleadas foliculares

En cuanto a la variable: nimero de oleadas foliculares, no se encontro diferencia estadistica
en ninguno de los efectos estudiados. La Tasa Numero de oleadas/ tiempo desde la insercion
de la esponja hasta la ovulacion (TNO/TIEO), tendio6 a ser mayor (p=0.10) en los animales
de los tratamientos cortos (tasa =0.22) respecto a los tratamientos largos (tasa = 0.15) (Cuadro

3).
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Cuadro 3. Efecto de la presencia o ausencia de eCG sobre las variables: Numero de oleadas
foliculares y tasa numero de oleadas/tiempo desde la insercion de la esponja hasta la

ovulacion (TNO/TIEO).

Variable Efecto de eCG Efecto de Tiempo Valor de P
Sin eCG | Con eCG Corto Largo eCG | Tiempo | eCG*Tiempo
NuUmero de oleadas | 1.88+0.27 | 2.20+0.25 | 1.88+0.27 | 2.20+0.25 | 0.40 0.40 0.84
foliculares
TNO/TIEO 0.17£0.03 | 0.20+0.03 | 0.22+0.03 | 0.15+0.03 | 0.59 0.10 0.74

P<0.05 muestra diferencia estadistica.

8.3 Persistencia folicular

Respecto a la persistencia folicular, los resultados muestran que los animales en los
tratamientos largos tuvieron mayor presencia de foliculos persistentes totales (2.30) en
comparacion con los tratamientos cortos (0.50; P=0.01). Ademads, los animales en los
tratamientos largos también tuvieron un mayor (P=0.006) numero de foliculos persistentes

totales categoria tipo I (1.30) que los tratamientos cortos (0.00) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Efecto de la presencia o ausencia de eCG, el tiempo de tratamiento y la interaccion
de eCG y tiempo (eCG*Tiempo), sobre las variables: Numero de foliculos persistentes
totales, tasa de foliculos persistentes totales/ foliculos reclutados, nimero de foliculos

persistentes totales categoria tipo I, nimero de foliculos persistentes totales categoria tipo II.

Variable Efecto de eCG Efecto de Tiempo Valor de P
SineCG | Con eCG Corto Largo eCG | Tiempo | eCG*Tiempo
NuUmero de 1.77+0.45 | 1.20+0.42 | 0.5+0.45 | 2.3+0.42 | 0.45 0.01 0.84
foliculos

persistentes totales
Tasa de foliculos | 0.07+0.02 | 0.05+0.02 | 0.03+0.02 | 0.08+0.01 | 0.64 0.17 0.71
persistentes totales/

foliculos reclutados

29



NUmero de 0.66+0.37 | 0.70+0.36 | 0.00+0.00 K 1.30+0.39 | 0.87 | 0.006
foliculos
persistentes totales
categoria tipo |
Numero de 1.11+0.26 | 0.50+0.26 | 0.55+0.24 | 1.00+£0.29 | 0.60 0.60
foliculos
persistentes totales
categoria tipo 11

P<0.05 muestra diferencia estadistica.

El promedio de foliculos persistentes ovulados (0.80) y no ovulados (1.5) fue mayor (P<0.06)
en los animales de los tratamientos largos en comparacion con los tratamientos cortos (0.22
y 0.33, respectivamente). Al realizar el andlisis por tipo de persistencia, se observd que la
persistencia folicular categoria tipo I en los animales de los tratamientos largos, es la que
predomina en ambos foliculos (ovulados: 0.50 y no ovulados: 0.80), mostrando diferencia
estadistica (P<0.05) respecto a los animales en los tratamientos cortos, donde no se encontrd
ningun foliculo persistente categoria tipo I ovulado y no ovulado (Cuadro 5). En cuanto a la
variable nimero de foliculos persistentes no ovulados categoria tipo II, se encontré un mayor
numero (P=0.04) de estos foliculos en los animales de los tratamientos que no recibieron

eCG (0.77), en comparacion con los animales que si recibieron esta hormona (0.30) (Cuadro

5).
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Cuadro 5. Efecto de la presencia o ausencia de eCG, del tiempo de tratamiento y de la
interaccion eCG y tiempo (eCG*Tiempo) sobre las variables: Numero de foliculos
persistentes ovulados, tasa de foliculos persistentes ovulados/ foliculos reclutados, nimero
de foliculos persistentes ovulados categoria tipo I, nimero de foliculos persistentes ovulados
categoria tipo II, nimero de foliculos persistentes no ovulados, tasa de foliculos persistentes
no ovulados/ foliculos reclutados, nimero de foliculos persistentes no ovulados categoria

tipo I, nimero de foliculos persistentes no ovulados categoria tipo II.

Variable Efecto de eCG Efecto de tiempo Valor de P
Sin eCG | Con eCG Corto Largo eCG | Tiempo | eCG*Tiempo
Ndmero de foliculos | 0.77+0.20 | 0.30+0.19 | 0.22+0.20 | 0.80+0.19 | 0.15 0.05 0.20

persistentes ovulados

Tasa de foliculos 0.02+0.01 | 0.01+£0.01 | 0.01+0.01 | 0.02+0.01 | 0.10 0.11 0.32
persistentes ovulados/

foliculos reclutados

Numero de foliculos | 0.44+0.24 | 0.10+0.10 | 0.00£0.00 | 0.50+0.22 | 0.22 0.03
persistentes ovulados

categoria tipo |

Ndmero de foliculos | 0.33+0.16 | 0.20+0.13 | 0.22+0.14 | 0.30+0.15 | 0.52 0.70
persistentes ovulados

categoria tipo 11

Numero de foliculos | 1.00+£0.36 | 0.90+0.34 | 0.33+0.36 | 1.5+0.34 | 0.92 0.03 0.62
persistentes no

ovulados
Tasa de foliculos 0.03+0.01 | 0.02+0.01 | 0.01+0.01 | 0.04+0.01 | 0.57 0.06 0.81

persistentes no
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ovulados / foliculos
reclutados

NUmero de foliculos | 0.22+0.22
persistentes no

ovulados categoria

tipo |

NUmero de foliculos | 0.77+0.22
persistentes no

ovulados categoria

tipo 11

P<0.05 muestra diferencia estadistica.

0.60+0.30 | 0.00+0.00

0.30+0.21 | 0.33+0.16

0.80+0.32 | 0.32 0.03

0.70+0.26 | 0.04 0.47

También se observd un efecto de eCG (P=0.05) sobre el nimero de foliculos ovulados no

persistentes, donde los animales que recibieron eCG, ovularon mayor cantidad de foliculos

que no presentaron persistencia folicular de cualquier tipo (1.70), en comparacion con los

que no recibieron la dosis de eCG (1.00) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Efecto de la presencia o ausencia de eCG y el tiempo de tratamiento sobre las

variables: Numero de foliculos ovulados no persistentes, nimero de foliculos no persistentes

atrésicos.
Variable Efecto de eCG Efecto de Tiempo Valor de P
SineCG | ConeCG Corto Largo eCG | Tiempo | eCG*Tiempo
NUmero de 1.00+0.23 | 1.70+0.22 = 1.40+0.23 | 1.30+0.22 | 0.05 | 0.70 0.33
foliculos ovulados
no persistentes
Namero de 28.44+4.13 | 37.843.89 | 31.22+4.13 | 35.30£3.89 | 0.12 | 0.46 0.29

foliculos atrésicos
no persistentes

P<0.05 muestra diferencia estadistica.

32



El 95% de las ovejas estudiadas tenian presente un cuerpo lateo durante el tratamiento con
progestagenos. De los tratamientos largos (TLC y TLE), el 60% de los individuos tuvo
presencia de CL durante todo el tratamiento con progestagenos y de los tratamientos cortos
(TCCy TCE), tnicamente un individuo no present6 CL. A mayor nimero de dias con cuerpo
luteo hubo tendencia (P=0.07) a aumentar el numero de foliculos persistentes totales (Cuadro
7, Figura 6) y a mayor nimero de dias con cuerpo luteo hubo también una tendencia (P=0.08)

de presentarse mas persistencia tipo I (Cuadro 7, Figura 7).

Cuadro 7. Efecto del nimero de cuerpos lateos y el nimero de dias con cuerpo lateo sobre
las variables: Presencia de persistencia folicular, nimero de foliculos persistentes totales,

presencia de persistencia categoria tipo I y presencia de persistencia categoria tipo II.

Presencia NUmero de Presencia de Presencia de persistencia
de foliculos persistencia tipo | tipo 11

persistencia persistentes

Numero de 0.88 0.36 1.00 0.50
CUErpos
luteos
Numero de 0.39 0.07 0.08 0.78
dias con

cuerpo lateo

El valor representado, corresponde al valor de P, donde P<0.05 indica si el nimero de CL o el nimero de dias con CL
afecta la presencia de persistencia, el nimero de foliculos persistentes y la presencia de persistencia tipo [ 'y II.
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Figura 6. Relacion entre las variables: nimero de dias con cuerpo luteo y nimero de
foliculos persistentes (R?°0.24).
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8.3.1 Casos especificos de persistencia folicular

Una oveja del grupo experimental largo con eCG (TLE), con nimero de identificacion 12209,
tuvo ovulacion en ambos ovarios y diagnodstico de gestacion positivo para dos productos. En
la Figura 8, se muestra la dindmica folicular del ovario derecho, en el que se observa que el
foliculo ovulado, emergi6 antes del retiro de la esponja intravaginal con un diametro de 22
mm y posteriormente se formd su cuerpo luteo. También se observa la emergencia de otro
foliculo antes de la finalizacion del tratamiento con progestagenos y de la administracion de

eCQG, este foliculo, emergi6 de 29 mm y persistié durante mas de 30 dias.

14 4 cm
1.3 -
1.2 -
1.1 -
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= oliculo Persistente

0 rr r—rr.,T,r .7 grn txr .o r T T T T T T 17T

8 6 4 2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 dis

Figura 8. Dindmica folicular del ovario derecho de la oveja 12209 (TLE). Se representa el dia 0 (cero), como
el dia en el que se retir6 la esponja intravaginal. En color rosa, se muestra el desarrollo del foliculo que fue
ovulado al dia dos (linea café), momento en el cual, comienza una ventana (recuadro azul), que representa el
periodo de formacion del cuerpo lateo, porsteriormente en color naranja, estan representadas las mediciones del

CL. Por ultimo, de color azul marino se muestra el desarrollo del foliculo persistente.
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En la Figura 9, se observa la dinamica folicular del ovario izquierdo de la oveja 12209, donde
nuevamente el foliculo ovulatorio emergio6 antes del retiro de la esponja intravaginal con un
didmetro de 28 mm y posteriormente se formé su cuerpo luteo el cual permanecié durante
toda la gestacion. Sin embargo, se observo la emergencia y persistencia de otros dos foliculos,
ambos emergieron durante la gestacion del individuo, alcanzaron didmetros mayores a 5 mm

y permanecieron asi por 47 y 53 dias.
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Figura 9. Dinamica folicular del ovario izquierdo de la oveja 12209 (TLE). Se representa al dia 0 (cero) como
el dia en el que se retir6 la esponja intravaginal. En color rosa, se representa el crecmiento del foliculo ovulado,
este evento esta marcado con la linea café claro, ocurrié dos después de retirar la esponja. El recuadro azul,
representa el periodo de formacion del CL. En color naranja, esta representada la medicion del CL. En colores
azul y verde se representan los foliculos persistentes.

Un miembro del grupo TCC, cuyo nimero de identificacion es el 9106, también presentd
persistencia folicular (Figura 10). Esta oveja tuvo una ovulacion simple del ovario izquierdo.
El foliculo ovulado emergio de 29 mm y ovul6 de 48 mm. En el ovario derecho, presentd un
foliculo persistente, el cual emergié de 23 mm y permanecio con un didmetro mayor a S mm

por 88 dias.

36



11 c¢m

0.8 -
0.7 -

0.6 - Foliculo ovulado
=== CUETpO lUteo

= Foliculo persistente
0.4 -

0.3 -

0.1 -

0 TTrrrrriyrrrr rr r 7r 7r 77 rrrrrrrrrrJr1rr1 117 17 17T T 1 I I I I rrrT

4-20 2 4 6 810121416182022242731353943495377

dias

Figura 10. Dindmica folicular de ovario izquierdo y derecho de la oveja 9106 (TCC). El dia 0 (cero), representa
el dia en el que se retird la esponja intravaginal. Del ovario izquierdo, se muestra en color rosa el desarrollo del
foliculo ovulado, evento marcado con la liena café claro, y las mediciones del cuerpo luteo correspondiente en
color naranja,el recuadro azul, representa el periodo de formacion del cuerpo luteo. La linea azul representa el
foliculo persistente que se mantuvo presente en el ovario derecho.

Por ultimo, en la Figura 11, se muestra la dinamica folicular de la borrega 7006 del grupo
TCE. Esta oveja ovul6 del ovario derecho, el foliculo ovulado emergié de 27 mm y su cuerpo
lateo estuvo presente 12 dias. En el ovario izquierdo, se desarrollé un foliculo el cual emergio
de 28 mm y llegd a un didmetro de 70 mm, donde comenzo a engrosarse su pared formando

un quiste folicular que llegd a un didmetro cercano a 90 mm y después comenz6 a disminuir.
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Figura 11. Dindmica folicular de la oveja 7006 (TCE). Se muestra en color rosa el foliculo ovulado (evento
marcado con la linea café claro) en el ovario derecho, y en color naranja, el desarrollo del CL correspondiente.
El recuadro azul, corresponde a la formaciond el CL. En color morado, se observa el cremiciento de un foliculo
anovulatorio que se convierte en quiste folicular (azul claro) en el ovario izquierdo.

8.4 Respuesta al tratamiento de sincronizacion

En las variables tiempo entre retiro del dispositivo a ovulacion y tiempo desde presentacion
del estro a la ovulacion, no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en ninguno de
los efectos estudiados. Sin embargo, en la variable inicio del estro, se observo diferencia
(P<0.05), en el efecto presencia o ausencia de eCG, donde los animales que no recibieron
esta hormona al final del tratamiento con progestagenos tardaron mas tiempo en iniciar el
celo (55.30 horas) en comparacion con los animales que si recibieron eCG (44.40 horas). De
la misma forma ocurrid en el efecto de duracion del tratamiento, los individuos de los
tratamientos largos tardaron menos en tiempo (44.10 horas) en entrar en celo (P<0.05) que

los individuos de los tratamientos cortos (53.36 horas) (Cuadro 8).

En cuanto a las variables duracion del estro y tiempo de formacion del cuerpo luteo,
unicamente se observé diferencia (P<0.05) en el efecto de duracion del tratamiento. Los

animales en los tratamientos largos presentaron mayor duracion del celo (39.90 horas) y
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mayor tiempo para la formacion del cuerpo luteo (54.6 horas) en comparacion con los
tratamientos cortos que tuvieron menor duracion del celo (31.86 horas) y menor tiempo de
formacion del cuerpo luteo (42.66 horas). Ademas, hubo una tendencia (P=0.06) del uso de
eCG sobre la formacion del cuerpo luteo, aquellos animales en los grupos a los que se les
administré eCG tardaron mas tiempo (52.66 horas) en comparacion con los tratamientos sin

eCG (44.60 horas) (Cuadro 8).

Cuadro 8. Efecto de ausencia o presencia de eCG y del tiempo de tratamiento, sobre las
variables: Inicio del celo, duracion del celo, tiempo entre retiro del dispositivo a ovulacion,

tiempo entre presentacion del estro a ovulacion y tiempo de formacion del cuerpo luteo.

Variable Efecto de eCG Efecto de Tiempo Valor de P
(Horas) Sin eCG Con eCG Corto Largo eCG | Tiempo | eCG*Tiempo
Inicio del celo 53.30£2.06 | 44.40+2.01 | 53.36+2.06 | 44.10+2.01 | 0.004 | 0.002 0.97
Duracion del celo 36.36+2.94 | 35.40+2.86 | 31.86%2.94 | 39.90+2.86 | 0.81 0.05 0.62
Tiempo entre retiro 79.50+£3.49 | 71.12+£3.22 | 79.46+3.55 | 71.15£3.16 | 0.10 0.10 0.88

del dispositivo a
ovulacion
Tiempo entre 27.60+03.39 | 25.81+£3.13 | 25.41+£3.45 | 28.00+£3.06 | 0.70 0.58 0.76
presentacion del estro
a ovulacion
Tiempo de formacion | 44.60+3.18 | 52.66+2.77 | 42.66+3.24 | 54.6+2.69 | 0.06 0.008 0.52
del cuerpo luteo

P<0.05 muestra diferencia estadistica.

En la Figura 12, se esquematiza el didmetro folicular promedio y la duracion de los foliculos
ovulatorios por grupo experimental, ajustado al dia cero como el dia que se retir6 la esponja
intravaginal, de esta forma, se puede visualizar que los foliculos de los grupos largos (TLC
y TLE) emergieron de 4 a 5 dias antes del retiro de la esponja a comparacion de los grupos

cortos (TCC y TCE), que su emergencia ocurrié en promedio poco antes del retiro de la
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esponja. Sin embargo, el analisis estadistico, no arrojo diferencias (p>0.05), en ninguno de

los efectos estudiados, en cuanto a si la emergencia del foliculo ovulado se dio antes, durante

o después del tratamiento con progestagenos.
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Figura 12. Diametro promedio y duracién en dias de los foliculos ovulatorios. El dia cero (linea vertical

morada), corresponde al retiro de la esponja con progestagenos (RE).

En las Figuras 13 —16, se puede observar el crecimeinto y duracion del foliculo ovulatorio

promedio por grupo experimental, asi como, el inicio y la duracion del celo. Estas figuras, se

complementan con las figuras incluidas en el apartado de Anexos, en las que podemos

observar la dindmica folicular y la respuesta al tratamiento de sincronizacion por individuo.
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Figura 13. Diametro folicular promedio y duracién de foliculos ovulatorios del grupo TLC, asi como, el inicio

y duracion del celo, ajustado a la ovulacion al dia cero.
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Figura 14. Diametro folicular promedio y duracion de foliculos ovulatorios del grupo TLE, asi como, el inicio

y duracion del celo, ajustado a la ovulacion al dia cero.
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Figura 15. Diametro folicular promedio y duracion de foliculos ovulatorios del grupo TCC, asi como, el inicio

y duracion del celo, ajustado a la ovulacion al dia cero.
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Figura 16. Diametro folicular promedio y duracion de foliculos ovulatorios del grupo TCE, asi como, el inicio

y duracion del celo, ajustado a la ovulacion al dia cero.
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9. DISCUSION

En el presente trabajo se analizo estadisticamente el efecto de eCG independientemente de
la duracion del tratamiento, el efecto del tiempo de tratamiento sin tomar en cuenta el uso de
eCG y el efecto de la interaccion de tiempo y eCG. Se obtuvieron diferencias significativas,
principalmente en el efecto del tiempo sobre el tratamiento y en el efecto de eCG, sin
embargo, no hubo diferencias en cuanto a la interaccion de estos dos efectos en ninguna de
las variables estudiadas. A pesar de que la hipotesis fue rechazada, se encontraron resultados

de interés.

Al analizar la tasa ovulatoria entre grupos experimentales no se obtuvo diferencia. Sin
embargo, contrario a lo esperado, en tratamientos largos con o sin eCG, se obtuvo una tasa
ovulatoria de 2.10, con tendencia (P=0.09) a ser mayor a la tasa ovulatoria encontrada en los
tratamientos cortos (1.66). Machado et al. (2020) también reportaron una mayor tasa
ovulatoria (2.9) en tratamientos largos de 9 dias con progestagenos, con una dosis de 400 UI
de eCG al final del tratamiento, en comparacion a tratamientos cortos de 6 dias (2.0) con la
misma dosis de eCG. Los autores, sugirieron que estos resultados se debieron a que las
concentraciones de progesterona hacia el final del tratamiento largo disminuyen,
favoreciendo el desarrollo de un mayor nimero de foliculos debido a un menor efecto de
dominancia. Sin embargo, el 60% de los individuos estudiados en la presente investigacion,
pertenecientes a los tratamientos largos, presentaron cuerpo luteo funcional durante todo el
tratamiento con progestagenos. Los resultados obtenidos en este estudio indican que, a mayor
numero de dias con cuerpo luteo, hay tendencia (P= 0.08) a una mayor presentacion de
persistencia folicular categoria tipo I. Cabe mencionar que, a la evaluacion de los foliculos
persistentes ovulados categoria tipo I, se encontr6 diferencia entre tratamientos largos (0.50)
y cortos (0.00), en contraste con los foliculos persistentes ovulados categoria tipo II, donde
los tratamientos largos (0.20) fueron estadisticamente iguales a los tratamientos cortos (0.22),
por lo tanto, no hubo diferencias dadas por el efecto del tiempo de tratamiento. Por otra parte,
aquellos foliculos que fueron ovulados sin ser persistentes no mostraron haber tenido un

efecto del tiempo del tratamiento, sino de la presencia o ausencia de eCG.

En el diametro a la ovulacion, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos

experimentales. Esto coincide con lo reportado por Machado et al. (2020), pero difiere a lo
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encontrado por Alves et al. (2016), quienes encontraron un mayor didmetro folicular a la
ovulacién en ovejas tratadas con progestagenos durante 12 dias (6.2 mm) con una dosis de
300 UI de eCG, en comparacion a tratamientos cortos de 6 dias (5.8 mm); y Vifioles et al.
(2001), quienes reportan que los tratamientos largos sin eCG, tuvieron un mayor didmetro a
la ovulacion (7 mm) que los tratamientos cortos (6 mm). Estos ultimos autores asocian un
diametro folicular mayor a un tiempo mayor de desarrollo de ese foliculo. En el presente
trabajo, aun cuando no se encontraron diferencias en el didmetro a la ovulacion, si se
encontraron diferencias en el tiempo de desarrollo del foliculo ovulado entre tratamientos
largos (8.12 dias) y tratamientos cortos (5.35 dias). Nuevamente cabe recalcar que los
foliculos persistentes ovulados categoria tipo I, cuyo tiempo minimo de desarrollo es de 9

dias, tuvieron mayor presencia en tratamientos largos que en cortos.

En el caso de este estudio, las concentraciones de progesterona presentes durante el
tratamiento se desconocen. Si s6lo hubiésemos querido tomar en cuenta la concentracion de
progesterona dada por las esponjas de flurogestona y no la influencia que pueda tener un
cuerpo luteo endogeno durante el tratamiento, se podria haber administrado prostaglandinas
sintéticas antes de comenzar con el protocolo de sincronizacidn, para asegurarnos que no
existiese un cuerpo lateo endogeno (Menchaca y Rubianes, 2004). Sin embargo, los
resultados obtenidos en esta investigacion por la presencia de un cuerpo lateo endogeno
durante el tratamiento de sincronizacion nos arrojan resultados interesantes. Estos indican
que, a mayor duracion con cuerpo luteo, es decir progesterona, hay una tendencia a presentar
persistencia folicular tipo 1 y que en tratamientos largos hay mayor presencia de este tipo de
persistencia folicular, en comparacion con los tratamientos cortos. Entonces, surge la
pregunta: ;Como afecta la presencia de progesterona durante periodos largos a la presencia
de persistencia folicular? La secrecion de progesterona durante la fase lutea del ciclo estral
cambia a lo largo de esta. Su concentracién inmediatamente después de la ovulacion es muy
baja, comienza a aumentar durante los dias 3 a 7 y permanece elevada hasta el dia 12.
Posteriormente disminuye de forma rapida para dar lugar al siguiente estro y ovulacion
(Bartlewski et al., 2011). La inserciéon de un dispositivo intravaginal con progestagenos
incrementa la concentracion sérica de progesterona (>5 ng/ml') a concentraciones mas altas
que durante una fase lutea media normal, después de seis dias de tratamiento, la

concentracion de esta hormona disminuye a concentraciones subluteas (2 ng/ml!) y continfia
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disminuida hasta el retiro de la esponja intravaginal (Menchaca y Rubianes, 2004). Se ha
determinado que la elevacion de progesterona a concentraciones similares a las de una fase
lutea media a través del uso de implantes con progestagenos, al principio o al final de esta
misma fase, aumenta el numero de fluctuaciones en la concentracion sérica de FSH (Baby y
Bartlewski, 2011; Bartlewski et al., 2016). Si la secrecion de FSH se mantuviera durante un
periodo largo en una concentracion suficientemente alta como para sostener un desarrollo
lento del foliculo, pero no lo suficientemente alta como para inhibirse a través de la accion
de inhibina o promover un desarrollo rapido del foliculo a través de activina, quizas podria
explicar por qué los tratamientos largos, donde la concentracion de progesterona permanece
elevada y donde se ha sugerido que esta hormona podria ser la responsable del patrén de
secrecion de FSH, ademas de la pulsatilidad de LH (Baby y Bartlewski, 2011; Bartlewski et
al., 2016), presentaron mayor incidencia de persistencia folicular tipo I. Sin embargo, con
base en lo encontrado en individuos de diferentes grupos experimentales (Figuras 8-10) y lo
reportado por Escorcia (2019), quien encontrd un rango de presentacion de persistencia
folicular del 17-35% en grupos con tratamientos de progestagenos cortos y largos, se sugiere
que la persistencia folicular se presenta de forma comun en los ovinos, independientemente
de las concentraciones de progesterona, por lo tanto, este fenomeno se debe seguir

estudiando.

Diversos autores han observado que aquellas ovejas tratadas con progesterona al inicio del
metaestro, mostraron una oleada folicular més que las ovejas control, resultado de un
acortamiento del intervalo entre picos de FSH (Baby y Bartlewski, 2011; Bartlewski et al.,
2016). Sin embargo, en el presente trabajo, no se encontr6 diferencia significativa en el
nimero de oleadas al aumentar la concentracion de progesterona durante un periodo mas
largo, a diferencia de lo reportado por Baby y Bartlewski (2011). Asi mismo, los resultados
obtenidos en este trabajo también difieren con los reportado por Menchaca y Rubianes (2004)
y Vifioles et al. (2001), quienes explican que las altas concentraciones de progesterona que
hay durante un tratamiento corto con progestagenos, bloquean de forma efectiva la secrecion
de LH. Este efecto altera la dominancia del foliculo de la primera oleada folicular, e induce
su regresion temprana y la emergencia de la siguiente oleada folicular. En cambio, en
tratamientos largos con progestagenos, la concentracion de progesterona hacia el final del

tratamiento es sublitea y por lo tanto el efecto de bloqueo de LH es ineficiente lo que provoca
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un aumento en la frecuencia de sus pulsos. A pesar de esto, no es suficiente para provocar la
ovulacién, pero si para que el foliculo més grande persista y su dominancia se prolongue
evitando la emergencia de nuevos foliculos (Vinoles et al., 1999, Menchaca y Rubianes,
2004). En el presente trabajo, no se encontré diferencia en el nimero de oleadas ni en la tasa
de numero de oleadas/tiempo desde la insercion de la esponja hasta la ovulacion entre

tratamientos largos y tratamientos cortos.

En cuanto a los foliculos ovulados que no presentaron persistencia folicular, se observé que
hubo un mayor nimero de estos foliculos en las ovejas de los tratamientos que recibieron
eCG. Esto se puede explicar por lo reportado por Matsui et al., (2004), quienes determinaron
que, ratas que recibieron eCG, presentaron un fuerte efecto estimulador de PAPP-A en las
células de la granulosa, sugiriendo que la bioactividad parecida a FSH que tiene la eCG, es

la principal responsable de esta estimulacion.

Por otro lado, una de las razones que justifican la aparicion de los quistes foliculares, es una
disminucion de la sensibilidad hipotaldmica a la retroalimentacion positiva al estradiol, lo
que provoca la ausencia o la disminucion de la cascada hormonal necesaria para el pico de
LH. Esto trae como consecuencia que haya un crecimiento continuo de un foliculo dominante
sin que ocurra la ovulacion (Wiltbank et al., 2002). A diferencia de los foliculos persistentes,
los quistes foliculares se caracterizan por un engrosamiento de la pared, y pueden estar o no
luteinizados (Wiltbank et al., 2002). En la Figura 11, se muestra la dinamica folicular de un
individuo del grupo TCE, el cual tuvo una ovulacion y su posterior formacion de CL en el
ovario derecho y también presento el desarrollo de un quiste folicular en el ovario izquierdo.
Cabe mencionar, que el foliculo que formo al quiste folicular no fue un foliculo persistente,
ya que Unicamente tuvo 5 dias de desarrollo, antes de mostrar engrosamiento de su pared y
10 dias después, esta estructura se visualizaba en el ultrasonido como un CL. La luteinizacién
de quistes foliculares, ha sido reportada sin el uso previo de protocolos de sincronizacién
(Bartleweski et al., 1999b). Vifoles et al. (2001), reportaron la presencia de quistes
foliculares en tratamientos cortos con progestagenos mas la administracion de eCG y lo
asociaron a la presencia de un CL enddgeno al momento de la aplicacion de eCG, sin

embargo, la oveja en estudio no presentdé CL durante el tratamiento con progestagenos.
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Respecto a la variable de inicio del celo, los tratamientos largos (44.10 horas) y los
tratamientos que obtuvieron administracion de eCG (44.40 horas), mostraron un adelanto en
la conducta estral, en comparacion a los grupos cortos (53.36 horas) y que no recibieron eCG
(53.30 horas). Estos resultados coinciden con lo encontrado por varios autores (Quintero et
al., 2011; Cox et al., 2012; Gardon et al., 2015; Alves et al., 2016; Martinez et al., 2019). La
reduccion del intervalo del estro en ovejas tratadas con eCG, concuerda con que los foliculos
aumentan su produccion de estradiol y desencadenan el comportamiento estral, por lo tanto,
es esperado que un aumento temprano del estradiol esté seguido por un inicio mas temprano
del estro (Barret et al., 2004). Alves et al., (2016) reportaron que el intervalo de inicio del
celo en tratamientos largos fue menor (32.5 horas) respecto a los tratamientos cortos (46.0
horas), lo que coincide con lo obtenido en el presente estudio. Estos autores asocian que, en
los tratamientos cortos la alta concentracion de progesterona inhibe de forma adecuada los
pulsos de LH y por lo tanto aumenta el recambio folicular. Esto conlleva a un menor didmetro
folicular al momento del retiro de la esponja y mayor tiempo para desarrollarse y producir
suficiente E2 para determinar el comportamiento estral dado por el foliculo ovulatorio; sin
embargo, como se comentd anteriormente, en el presente trabajo no hubo diferencias en el
diametro ovulatorio entre tratamientos cortos y largos, ni tampoco se observaron diferencias
en las variables nimero de oleadas foliculares o tasa de nimero de oleadas/tiempo desde la
insercion de la esponja hasta la ovulacion, que nos indiquen un mayor recambio folicular en

tratamientos cortos que en largos.

En cuanto a la duracion del celo los resultados obtenidos muestran que, los tratamientos
largos tuvieron mayor duracion (39.90 horas), en comparacion con los tratamientos cortos
(31.86 horas). Estos resultados difieren con lo reportado por algunos autores (Alves et al.,
2015; Machado et al., 2020) pero coincide con lo reportado por Lertchunhakiat et al. (2012),
quienes encontraron que los tratamientos cortos tenian menor duracion del estro (24 horas)
en comparacion a los tratamientos largos (34 horas). Sin embargo, en el presente trabajo los
tratamientos largos y cortos se encuentra dentro del rango comun de duracion del estro en

ovejas, el cual va de 18 hasta 48 horas (Senger, 2005).

Las variables medidas en respuesta a la sincronizacion del estro (inicio del celo, duracion del

celo, tiempo desde retiro del dispositivo a ovulacion y tiempo desde inicio del celo a la
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ovulacion) son de gran importancia, ya que se han reportado como fuentes de falla
reproductiva después de tratamientos de sincronizacion (Deligiannis et al., 2005). Se espera
que el estro comience alrededor de 30 horas después del retiro del dispositivo y la ovulacion
aproximadamente a las 60 horas, por esta razon se realiza la técnica de inseminacion artificial
a tiempo fijo a las 55-56 horas (Rubianes et al., 2003; Menchaca y Rubianes 2004;
Martemucci y D’Alessandro, 2011). La tasa de prefiez estd intimamente relacionada con la
sincronizacion de la ovulacidon en las hembras tratadas, por lo que es importante que no
existan retrasos en la ovulacion, para no ver afectada la fertilidad (Menchaca y Rubianes,
2004). Aunque existen diferencias en el inicio del celo y en su duracion, las variables de
tiempo a la ovulacion desde el retiro del dispositivo y desde el inicio de la conducta estral no
son diferentes entre grupos. Sin embargo, se observa un retraso en la ovulacion respecto a lo
reportado por Martemucci y D’Alessandro (2011), quienes encontraron que la ovulacion
ocurrid 63.3+4.1 horas después del retiro del dispositivo intravaginal y la aplicacion de
prostaglandinas sintéticas. En el presente trabajo, la ovulacion se presentod en tratamientos
largos a las 71.1543.16 horas y en cortos a las 79.46+3.55 horas. Alves et al., (2016)
reportaron un periodo de 70.4+10 horas desde el retiro del dispositivo hasta la ovulacion en
tratamientos cortos de 6 dias y de 63.5+12 horas en tratamientos largos de 12 dias. Debido a
la alta variabilidad que obtuvieron los autores antes mencionados, sugirieron que la IA debe
realizarse después de la deteccion del celo y que los tratamientos largos son mas adecuados
para programas de IA debido a que tienen menor coeficiente de variacion en cuanto a la
variable tiempo desde retiro del dispositivo intravaginal a la ovulacion. Sin embargo, en el
presente trabajo no existe tanta dispersion en los datos obtenidos. La respuesta a la

sincronizacion del estro se puede observar en las Figuras 13-16 y Figuras 17-20 de Anexos.

Por otra parte, la formacion del cuerpo lateo se lleva a cabo después de la ovulacion, es
producto de la luteinizacion de las células de la granulosa y las células de la teca, las cuales
sufren una dramatica transformacién a células luteas. Este proceso se lleva a cabo bajo el
estimulo de la LH (Senger, 2005; Bartlewski et al., 2011). Se ha observado en dosis
superovulatorias de eCG una elevada produccion de progesterona por parte de los foliculos
y una activacion temprana de los ovocitos (Moor et al., 1985; Driancourt y Fry, 1992;
Hammed et al., 2020). Por otra parte, Barret et al. (2004), no encontraron diferencias en el

tiempo desde la ovulacion hasta la formacion del cuerpo luteo entre grupos con eCG a una
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dosis de 500 UI (3.4+0.3 dias) y grupos control (3.6+0.4 dias). En el presente trabajo, la dosis
utilizada de eCG al final del tratamiento fue de 200 UI y tinicamente hubo una tendencia
(P=0.06) en los tratamientos que recibieron eCG a tardar mas tiempo (52.66 horas) en formar

el CL, en comparacion a los tratamientos que no recibieron eCG (44.60 horas).

En cuanto al tiempo de formacion del CL por efecto del tiempo de tratamiento, se obtuvieron
resultados significativos, en los que los tratamientos largos tardaron mas tiempo (54.6 horas)
en formar el CL en comparacion con los cortos (42.6 horas), esto difiere a lo encontrado por
Escorcia (2019), quien obtuvo que los tratamientos cortos tardaron mas tiempo en formar el

CL (47.29 horas) en comparacion con los tratamientos largos (40.37 horas).

10. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de este trabajo se concluye que, en tratamientos largos de sincronizacion
con progestdgenos mds prostaglandinas hay mayor tasa ovulatoria y mayor presencia de
persistencia folicular, especificamente de persistencia folicular categoria tipo I en
comparacion con tratamientos cortos. No hay diferencias en el nimero de oleadas foliculares
entre tratamientos cortos y largos, que indique una diferencia en el recambio folicular entre
estos tratamientos. Adicionalmente, la gonadotropina coridnica equina a una dosis de 200
Ul, no muestra respuesta significativa en el aumento de la tasa ovulatoria, pero si tiene
influencia sobre el inicio del estro al adelantarlo, asi como una tendencia a tardar mas tiempo

en formar el cuerpo luteo que en aquellos tratamientos donde no se administré eCG.
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12. ANEXOS
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Figura 17. Comportamiento por individuo del grupo TLC, incluyendo periodo desde el retiro de la esponja
intravaginal hasta el inicio del estro (verde), duracion del estro (azul), ovulacion (amarillo) y tiempo de 1A

(linea roja).
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Figura 18. Comportamiento por individuo del grupo TLE, incluyendo el periodo desde el retiro de la esponja
intravaginal hasta el inicio del estro (verde), duracion del estro (azul), ovulacion (amarillo) y tiempo de 1A

(linea roja).
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Figura 19. Comportamiento por individuo del grupo TCC, incluyendo periodo desde retido del dipositivo

hasta el inicio del estro (verde), duracion del estro (azul), ovulacion (amarillo) y tiempo de IA (linea roja).
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Figura 20. Comportamiento por individuo del grupo TCE, incluyendo el periodo desde el retiro de la esponja
intravaginal hasta el inicio del estro (verde), duracion del estro (azul), ovulacion (amarillo) y tiempo de 1A

(linea roja).

61



om

L = QOleada 2- Foliculo persistente
065 1 ——Qleada 1- Foliculo Ov 1
——0leada 1- Foliculo Ov 2
06 1
055 1 | Insercién de la esponja
05 1 | Retiro de la esponja
045 - Owulacign
04 1 D Inicio y duracidn del celo
035 4
03 7
0,25 4
02 +

2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 12 13 14 15 16 17 Dias TLC: 7001

Figura 21. Dinamica folicular de la oveja 7001. Crecimiento y duraciéon de un foliculo persistente
perteneciente a la oleada 2 en ovario derecho (OD) (linea azul) y crecimiento y duracion de dos foliculos
ovulatorios de OD y ovario izquierdo (OI) (lineas roja y verde) pertenecientes a la misma oleada folicular
(oleada 1), de la oveja 7001 del grupo TLC. La linea negra corresponde a la insercion de la esponja, la linea
morada a su retiro y la amarrilla al momento de la ovulacion. También se observa con un recuadro verde el

inicio y duracion del celo.
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Figura 22. Dinamica folicular de la oveja 7003.Crecimiento y duracion de un foliculo persistente ovulatorio
perteneciente a la oleada 3 (OI) (linea azul) y crecimiento y duracion de un foliculo no ovulatorio perteneciente
a la oleada folicular 2 (OD) (linea roja) y un tercer foliculo perteneciente a la oleada 1, el cual también fue
ovulatorio (OD) (linea verde), de la oveja 7003 del grupo TLC. La linea negra corresponde a la insercion de la
esponja, la linea morada a su retiro y la amarrilla al momento de la ovulacion. También se observa con un

recuadro verde el inicio y duracion del celo.
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Figura 23. Dindmica folicular de la oveja 7147. Crecimiento y duracién de 3 foliculos perteneciente a la oleada
3, de los cuales dos fueron persistentes (linea roja en OD y linea azul (OI), y otro persistente y ovulatorio (linea
verde en OI), en la oleada 2, también hubo crecimiento de un foliculo persistente no ovulatorio en el OD, y por
ultimo en la oleada 1 hubo emergencia después del retiro de la esponja de un foliculo ovulatorio en el OD (linea
azul claro) y duracién de un foliculo no ovulatorio perteneciente a la oleada folicular 2 (OD) (lineas roja) y un
tercer foliculo perteneciente a la oleada 1, el cual también fue ovulatorio (OD) (linea verde), de la oveja 7147
del grupo TLC. La linea negra corresponde a la insercion de la esponja, la linea morada a su retiro y la amarrilla

al momento de la ovulacion. También se observa con un recuadro verde el inicio y duracion del celo.
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Figura 24. Dindmica folicular de la oveja 12198. En la oleada antes del seguimiento ultrasonogréfico, se

observan dos foliculos persistentes no ovulatorios (linea azul en el Ol y linea morada OD). En la oleada 1, se

desarrollaron dos foliculos ovulatorios (linea roja Ol y linea verde OD), de la oveja 12198 del grupo TLC. La

linea negra corresponde a la insercion de la esponja, la linea morada a su retiro y la amarrilla al momento de la

ovulacion. También se observa con un recuadro verde el inicio y duracion del celo.
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Figura 25. Dindmica folicular de la oveja 12201. En la oleada antes del seguimiento ultrasonografico, se
observan un foliculo persistente no ovulatorios (linea azul en el OI), en la segunda oleada folicular, se
desarrollaron dos foliculos ovulatorios persistentes (linea roja en Ol y linea verde en OD), por ultimo, en la
oleada 1 hubo desarrollo de un foliculo no ovulatorio en el OI, de la oveja 12201 del grupo TLC. La linea negra
corresponde a la insercion de la esponja, la linea morada a su retiro y la amarrilla al momento de la ovulacion.

También se observa con un recuadro verde el inicio y duracion del celo.

66



cm

0,6
= leada 4
0,55
’ / == (leada 3- Foliculo Ov 1
Oleada 3
0,5 7
/ / / ——(leada 2- Foliculo Qv 2
0,45 | (/ = Clleada 1
04 S~ A~ | Insercidn de la esponja

T d®
/ | Retiro de la esponja
0,35
/ / l / Ovulacidn
03 7

! / ’ d Dlnicioyduracién del celo
0,25 /
Dias

0,2 T T T T T T T T T T T T T "I LI S S — |
2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 TLE: 7007

Figura 26. Dinamica de la oveja 7007. Se observa una cuarta oleada folicular, con desarrollo de un foliculo
(lineas azul oscuro en OD), posteriormente se observa la tercera oleada en la cual, hubo desarrollo de un foliculo
ovulatorio (linea roja del OD) y uno con desarrollo normal (linea verde en OI), en color morado se observa el
desarrollo de un foliculo ovulatorio perteneciente a la oleada 2 (OI) y por tltimo en color azul claro, un foliculo
perteneciente a una primera oleada folicular, la cual, su desarrollo permanece hasta después de la ovulacion
(OD), de la oveja 7007 del grupo TLE. La linea negra corresponde a la insercion de la esponja, la linea morada
a su retiro y la amarrilla al momento de la ovulacion. También se observa con un recuadro verde el inicio y

duracion del celo.
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Figura 27. Dinamica folicular de la oveja 7011. Se observa en la oleada que emergié antes de realizar el
seguimiento ultrasonografico, la presencia de un foliculo persistente el cual es ovulatorio (linea azul en OD),
posteriormente se observa una segunda oleada (linea roja en OD) y por ultimo la oleada 1 con un foliculo
ovulatorio (linea verde en OI), de la oveja 7011 del grupo TLE. La linea negra corresponde a la insercion de la
esponja, la linea morada a su retiro y la amarrilla al momento de la ovulacion. También se observa con un

recuadro verde el inicio y duracion del celo.
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Figura 28. Dinamica folicular de la oveja 7021. Se observa en la oleada que emergié antes de realizar el

seguimiento ultrasonografico, la presencia de un foliculo persistente no ovulatorio (linea azul en OI),

posteriormente se observa en una segunda oleada, otro foliculo persistente (linea roja en OI) y por ultimo la

oleada 1 con dos foliculos ovulatorios (linea verde en OD y linea morada OI), de la oveja 7021 del grupo TLE.

La linea negra corresponde a la insercion de la esponja, la linea morada a su retiro y la amarrilla al momento de

la ovulacion. También se observa con un recuadro verde el inicio y duracion del celo.

69



om

0,5

0,45

04

AN |

="\

Y
/ N

/ s

/

= (leada antes del Us- Persistente 1
= leda antes del Us- Persistente 2
==Qleada 2- Folicule Ov 1
=—(leada 1 - Foliculo Ov 2

= Cleada 1- Foliculo Ov 3
I Insercién de la esponja
I Retiro de la esponja
Ovulacién

D Inicio y duracién del celo

TLE:S074

21012 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 Dias

Figura 29. Dinamica folicular de la oveja 9074. Se observa en la oleada que emergid antes de realizar el

seguimiento ultrasonografico, la presencia de dos foliculos persistentes no ovulatorios (linea azul en Ol y linea

roja OD), posteriormente se observa una segunda oleada folicular con un foliculo ovulatorio (linea verde en

OD) y por ultimo la oleada 1 con dos foliculos ovulatorios (linea azul claro y linea morada, ambos del OD), de

la oveja 9074 del grupo TLE. La linea negra corresponde a la insercion de la esponja, la linea morada a su retiro

y la amarrilla al momento de la ovulacion. También se observa con un recuadro verde el inicio y duracion del

celo.
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Figura 30. Dindmica folicular de la oveja 12209. Se observa en la oleada que emergio6 antes de realizar el
seguimiento ultrasonografico, la presencia de tres foliculos persistentes no ovulatorios (linea azul, linea roja'y
linea verde, todos en OI), posteriormente se observa una segunda oleada folicular con un foliculo ovulatorio
(linea morada en OD) y por ultimo la oleada 1 con dos foliculos, uno de ellos ovultaroio (linea naranja en OI)
y el otro (linea azul claro en OD) no ovulatorio, de la oveja 12209 del grupo TLE. La linea negra corresponde
a la insercion de la esponja, la linea morada a su retiro y la amarrilla al momento de la ovulacion. También se

observa con un recuadro verde el inicio y duracion del celo.
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Figura 31. Dinamica folicular de la oveja 9106. En color azul oscuro, se observa el crecimiento de un foliculo
persistente del OD, perteneciente a la tercera oleada folicular. Posteriormente en color rojo, observamos el
crecimiento de un foliculo ovulatorio (OI) de la segunda oleada folicular, y por tltimo la primera oleada
folicular con el crecimiento de un foliculo normal, de la oveja 9106 del grupo TCC. La linea negra corresponde
a la insercion de la esponja, la linea morada a su retiro y la amarrilla al momento de la ovulacion. También se

observa con un recuadro verde el inicio y duracion del celo.
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Figura 32. Dindmica folicular de la oveja 12216. En color azul oscuro, se observa el crecimiento de un foliculo
persistente ovulatorio del OI, perteneciente a la oleada folicular que emergié antes del seguimiento
ultrasonografico. Posteriormente en color rojo, observamos el crecimiento de un foliculo no ovulatorio (OI) de
la segunda oleada folicular, y por ultimo, la primera oleada folicular con el crecimiento de un foliculo ovulatorio
del OD (linea verde), de la oveja 12216 del grupo TCC. La linea negra corresponde a la insercion de la esponja,
la linea morada a su retiro y la amarrilla al momento de la ovulacion. También se observa con un recuadro verde

el inicio y duracion del celo.
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Figura 33. Dinamica folicular de la oveja 7014. Se observa una tnica oleada folicular, con el crecimiento de
dos foliculos ovulatorios (linea azul en Ol y linea roja en OD), de la oveja 7014 del grupo TCC. La linea negra
corresponde a la insercion de la esponja, la linea morada a su retiro y la amarrilla al momento de la ovulacion.

También se observa con un recuadro verde el inicio y duracion del celo.
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Figura 34. Dindmica folicular de la oveja 7029. Se observa en color azul un foliculo persistente que emergid
antes del seguimiento ultrasonografico en el OI, en color rojo se observa un foliculo ovulatorio del OD,
perteneciente a la primera y Unica oleada folicular durante el tratamiento. La linea negra corresponde a la

insercion de la esponja, la linea morada a su retiro y la amarrilla al momento de la ovulacion. También se

observa con un recuadro verde el inicio y duracion del celo.
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Figura 35. Dinamica folicular de la oveja 9122. Se observa una segunda oleada folicular, con dos foliculos
dominantes (linea verde en Ol y linea morada en OD), también se visualiza una primera oleada folicular con un
foliculo no ovulatorio en OI (linea azul) y uno ovulatorio en OD (linea roja). La linea negra corresponde a la
insercion de la esponja, la linea morada a su retiro y la amarrilla al momento de la ovulacion. También se

observa con un recuadro verde el inicio y duracién del celo.
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Figura 36. Dindmica folicular de la oveja 9125. Se observa la presencia de un foliculo persistente, que emergio
en el OI antes del seguimiento ultrasonografico (linea azul), en color rojo (OI) y verde (OD), se observan dos
foliculos ovulatorios pertenecientes a la segunda oleada folicular, y por Gltimo en color morado (OD), un tercer
foliculo ovulatorio perteneciente a la primera oleada folicular, en la oveja 9125 del grupo TCE. La linea negra
corresponde a la insercion de la esponja, la linea morada a su retiro y la amarrilla al momento de la ovulacion.

También se observa con un recuadro verde el inicio y duracion del celo.
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Figura 37. Dinamica folicular de la oveja 7005. Se observa una (nica oleada folicular, en la que emergieron
dos foliculos ovulatorios (linea roja en OD, y linea azul en OI), en la oveja 7005 de grupo TCE. La linea negra
corresponde a la insercion de la esponja, la linea morada a su retiro y la amarrilla al momento de la ovulacion.

También se observa con un recuadro verde el inicio y duracion del celo.
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Figura 38. Dinamica folicular de la oveja 7006. Se observan tres oleadas foliculares. La tercera oleada, tuvo

el desarrollo y posterior atresia de un foliculo (linea azul en OI). En la segunda oleada folicular, se desarroll6

un foliculo ovulatorio (linea roja en OD) y en la primera oleada folicular, hubo desarrollo de un foliculo

anovolatorio que se convirti6 en quiste folicular (linea verde en el Ol), en la oveja 7006 de grupo TCE. La linea

negra corresponde a la insercion de la esponja, la linea morada a su retiro y la amarrilla al momento de la

ovulacion. También se observa con un recuadro verde el inicio y duracion del celo.
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Figura 39. Dinamica folicular de la oveja 7031. Se observa que en la segunda oleada folicular hubo

crecimiento de tres foliculos, dos de ellos ovulatorios (linea azul oscuro en OI y linea roja en OD), y uno no

ovulatorio (linea verde en OD). En la primera oleada, hubo dos foliculos no ovulatorios (linea azul claro y linea

morada, ambos en OI), de la oveja 7031 del grupo TCE. La linea negra corresponde a la insercion de la esponja,

la linea morada a su retiro y la amarrilla al momento de la ovulacion. También se observa con un recuadro verde

el inicio y duracion del celo.
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