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Resumen

VELAZQUEZ NUNEZ DIANA. Evaluacion de la respuesta hormonal de estradiol y progesterona,
al administrar un tratamiento de sobrealimentacién ultracorto, en un protocolo de
sincronizacion corto con progestagenos en la oveja Pelibuey. (Bajo la direccién de: MVZ M en
C Antonio Roldan Roldan y MVZ M en C Pablo Escorcia Ortiz).

El objetivo de este trabajo fue administrar el glicerol como sustrato
gluconeogénico en un protocolo corto de sincronizacién para evaluar las
concentraciones de estradiol y progesterona. Se utilizaron dos grupos: tratamiento
corto control (TCC, n=17) y tratamiento corto glicerol (TCG, n=17). A todas las
ovejas se les administré un progestdgeno (cronolona) por via vaginal durante 5 dias;
al retiro del dispositivo se aplicé una prostaglandina (cloprostenol), ademads para el
grupo experimental se administré glicerol PO (50 mL). Se realizaron tomas de
muestras sanguineas (cada 24 h durante la sincronizacién, cada 12 h entre el retiro del
dispositivo y la presentacion del estro y, cada 4 horas durante la receptividad sexual)
por via yugular con tubos con heparina como anticoagulante, para medir progesterona
y estradiol (n=10 de cada grupo). Para evaluar la eficacia del tratamiento se utilizaron
dos machos enteros provistos de mandil para el recelo, por al menos 15 minutos, cada
6 horas. Se determind la concentracion plasmatica de estradiol y progesterona
mediante el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en
inglés). En las variables promedio de estradiol (TCC=9.63 y TCG=6.95 ng/ml;
p=0.48) y promedio de progesterona (TCC=2.18 y TCG=2.49 ng/ml; p=0.69), inicio
(TCC=60.10 y TCG=61.89 hrs) y duracion de celo (TCC=30.80 y 30.67 hrs) (p=0.65
y p=0.98, respectivamente), no existieron diferencias entre los grupos (p < 0.05).
Concluyendo que el uso de glicerol no genera cambios entre los grupos, en las
concentraciones plasmadticas de estradiol y progesterona, ni en la respuesta a la

sincronizacion.






Introduccién

EN MEXICO EXISTEN DIFERENTES SISTEMAS DE PRODUCCION DE OVINOS: intensivo,
semi intensivo (mixto) y extensivo (Nuncio-Ochoa et al., 2001). El 90 a 95% de la
ovinocultura nacional se desarrolla bajo el sistema extensivo; los ovinos se mantienen
en encierro nocturno y salen a pastorear durante el dia. Se basa fundamentalmente en
el aprovechamiento de los pastos naturales y en algunas ocasiones son utilizadas
praderas cultivadas (Romero Martinez, 2012). Con este tipo de sistema, los indices
reproductivos se ven afectados por la falta de técnicas para manipular el ciclo estral,
mads el uso del empadre continuo, esto provoca una dispersiéon de nacimientos y una
productividad baja, obteniendo sélo el 40% de su capacidad de produccién y una
prolificidad de 1.4 por oveja en un periodo de 12 meses (Espinosa-Méarquez et al.,
2004). Por esto, el uso de biotecnologias para el control reproductivo es uno de los
aspectos mds importantes en cualquier sistema de produccién (Rojo-Martinez y Salas-
Razo, 2015).

Los ovinos Pelibuey son una de las principales razas que existen en México ya
que presenta adaptabilidad a diferentes climas y regiones, lo que ha favorecido su
distribucién en el territorio nacional (Wildeus, 1997). Dentro de las caracteristicas
reproductivas presenta una alta fertilidad (80%) y una prolificidad de 1.2-1.5
(Galina et al., 1996).

La inseminacion artificial (IA) es una tecnologia que aumenta la mejora genética,
permite un mejor control de la reproducciéon y contribuye a la salud animal,
controlando enfermedades infecciosas de transmision sexual o venéreas (Menchaca y
Rubianes, 2004). Cuando se aplica un programa de IA a un rebafio de un nimero
mayor a 50 individuos, se requiere tiempo y mano de obra para realizar la deteccion
del estro una o dos veces al dia. Para facilitar este trabajo, se han implementado

protocolos de IA a tiempo fijo (IATF) que es una alternativa con el fin de evitar la



deteccion de estros. Esta técnica tiene como base el uso de tratamientos hormonales
que permiten cierta sincronizacién del estro y, por consiguiente la ovulacién (se ha
demostrado que la ovulacién ocurre en promedio a las 60 horas después de finalizado
el tratamiento) (Rubianes y Menchaca, 2003); con esto, se busca que se obtengan
porcentajes de fertilidad en el rebafio igual o superiores a la monta natural (Menchaca
y Rubianes, 2004; Martemucci y D’Alessandro, 2011). Estos tratamientos estdn
enfocados al manejo del ciclo estral dentro de la época reproductiva, ya sea
inhibiendo o retrasando la ovulacién con progestdgenos o induciendo la lutedlisis con
prostaglandinas sintéticas para reiniciar el ciclo estral (Wildeus, 2000; Menchaca et
al., 2004; Martemucci y D’ Alessandro, 2011).

Los protocolos de sincronizacion del estro mds utilizados en los programas o
protocolos de IATF, consisten en tratamientos con dispositivos intravaginales de
progesterona (P4) o progestdgenos como acetato de fluorogestona (FGA, por sus siglas
en inglés) (Evans y Maxwell, 1990; Gordon, 1997; Martemucci y D’ Alessandro, 1999)

Los progestagenos forman parte de los tratamientos que se utilizan de manera
tradicional, se administran durante periodos prolongados similares a la vida media del
cuerpo liteo (CL), entre 12-14 dias (Corteel et al., 1988). Estos tratamientos de larga
duracién sincronizan eficientemente el ciclo estral, pero los animales presentan una
fertilidad variable como consecuencia de una administracién prolongada; este hecho
puede inducir que las concentraciones del progestdgeno o P4 sean subliteas al final
del tratamiento, provocando persistencia folicular (Flynn et al., 2000; Vifioles et al.,
2001). Ademads, se sabe que las oleadas foliculares emergen cada 5-7 dias, por lo
tanto, no se justifica el uso del progestigeno durante un tiempo prolongado
(Menchaca et al., 2004).

Como alternativa a este problema surgieron los tratamientos de corta duracién con
progestagenos, con una duracién que va de 5 a 6 dias. (Menchaca et al., 2004). Con
este tipo de tratamiento durante la época reproductiva, mas el uso de monta natural,
se ha presentado un alto porcentaje de fertilidad (87%) que es superior, en

comparacion con protocolos de larga duraciéon (63%) (Vifioles et al., 1999). Una



condicionante es el uso de prostaglandina (PGF2a) al final del tratamiento, ya que
la duracién del tratamiento corto es menor a la vida del CL y este podria inhibir la
ovulacion después de retirado el dispositivo intravaginal (Beck et al., 1993). Se ha
demostrado que esta hormona actua sobre el CL desde el dia 3 post ovulacion
(Rubianes et al., 2003). La eficiencia en la sincronizacién del estro en un protocolo
de 5 dias estd dada por el hecho que el progestigeno impide la ovulacién mientras
que la PGF2a asegura la lutedlisis (Gordon, 1997; Martemucci y D’Alessandro,
1999; Wildeus, 2000).

Por otro lado, y con el fin de incrementar la tasa ovulatoria y la fertilidad, en protocolos
de IATF se utilizan sustancias exdgenas que promuevan el desarrollo folicular. Entre ellas,
la gonadotropina coriénica equina (eCG), la que se ha utilizado en contextos
experimentales y comerciales gracias a su bajo costo y que cuando se administra en
especies no equinas tiene un efecto similar a la hormona foliculo estimulante (FSH)
(Martemucci y D’ Alessandro, 2011; Murphy, 2012). Aunque es la hormona utilizada con
mayor frecuencia por estas caracteristicas, también presenta efectos negativos que
provocan una respuesta variable sobre la tasa de fertilidad (Corteel et al., 1988; Drion et
al., 2001; Menchaca y Rubianes, 2004). Vifioles et al., (2001) asocian el uso de eCG con
el desarrollo de quistes foliculares, por la vida media de la hormona que llega a ser de
hasta 84 horas en el ovino (Martinuk et al., 1991). También se ha descrito que se presenta
una respuesta inmune tipo IgG, disminuyendo su efecto en tratamientos subsecuentes. En
vista de estos efectos negativos y los resultados variables obtenidos con eCG, Menchaca
(2004) propone el uso de hormonas alternativas para mejorar los resultados generales en
los programas de IATF.

Respecto a esta propuesta, se han estudiado alternativas para promover el
desarrollo folicular utilizando una sobrealimentacion conocida cominmente como
flushing. Esta técnica se basa en un aumento en la alimentacién que incrementa la
tasa de ovulacion y la prolificidad. (Mufoz-Gutierrez et al., 2004; Vinoles et al.,
2005; Gutierrez et al., 2011). Se han reconocido tres efectos de la nutricién con el

uso de sobrealimentacion en la tasa de ovulacién: 1) efecto estatico, 2) efecto



dindmico y 3) efecto agudo (Scaramuzzi et al., 2006; Somchit et al., 2007). Para el
uso de “sobrealimentacion” ultracorta o inmediata, se utiliza glicerol o propilenglicol
como sustratos altamente gluconeogénicos (Gutierrez et al., 2011), convirtiéndose
dentro del rumen en 4cido propidnico y reduciendo el 4cido butirico (Ferraro et al.,
2016). Con esto, un protocolo de sincronizacién de corta duracién mds la IATF en
combinacién al uso de glicerol como sobrealimentacidn ultracorta se convierte en
una alternativa como biotecnologia reproductiva orientada a mejorar la respuesta
ovdrica en la oveja Pelibuey; ya que el uso de herramientas limpias, verdes y éticas
significa realizar pricticas que minimicen o eviten por completo tratamientos
quimicos y hormonales en el manejo de animales, incrementando la productividad de
estos (Martin et al., 2004). Mediante la adquisicion de conocimiento preciso del
momento de la ovulacién, podemos proporcionar suplementos nutricionales, si estos
periodos nutricionales se centran con respecto a la composicién y duracién, pueden

ser rentables, con el beneficio de evitar tratamientos hormonales exdgenos.



Revisidn de Literatura

El ovino: situacion en México

México cuenta con un inventario nacional de 8,725,882 ovinos; los estados con
mayor producciéon son el Estado de México e Hidalgo (SAGARPA, 2020);
representando el 14.6% y el 12% de produccién nacional respectivamente (Servicio
de Informacion Agroalimentaria y Pesquera | Gobierno | Gob.Mx, n.d.).

La producciéon ovina ha ido en aumento continuo a través de los afios, se
distinguen las razas de ovinos con cobertura de lana y cobertura de pelo; estas dltimas
ocupan un 25% del inventario de ganado ovino nacional (Cuellar Ordaz et al., 2012)
y se ha visto un crecimiento aproximado del 10% en produccion en pie como en

produccién de canales entre los afios 2010 y 2016 (FIG 1) (Resumen Nacional, n.d.).

El principal producto son corderos para abasto y pie de cria, para su consumo en
carne, resaltando el platillo “barbacoa” como consumo preferente de la poblacion
mexicana (Ovinos | Instituto de Investigacion y Capacitacion Agropecuaria, Acuicola

v Forestal. n.d.). El precio de la carne alcanz6 31.92 pesos por kg, con un peso vivo

promedio final de 39 kg (Resumen Nacional. n.d.).

Produccion ovina México 2010-2016

120000 108658 111336 112992 113342 114167 116047 117862

90000
60000 54966 56546 57692 57981 53288 59419 60362
30000 I I I I I I
0
2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Produccién en pie (Ton) [l Carne en canal (Ton)

FIG 1. Produccién ovina en México (SIAP, 2019).



Ovino como modelo de estudio

El ovino Pelibuey es una de las razas mas utilizadas en México ya que presenta una
adaptabilidad a diferentes climas y regiones, esto favorece su distribucién en la
mayoria del territorio nacional, principalmente en regiones tropicales, subtropicales e
incluso aridas (Wildeus, 1997). El peso adulto en los machos es de aproximadamente
50 kg y en las hembras de entre 30 y 40 kg; el color que presentan puede ser sélido o
moteado, siendo el café y blanco los mds comunes, puede o no haber presencia de
fibra de lana. Esta raza no presenta cuernos—(Berruecos et al., 1975).

En el aspecto reproductivo, las hembras de esta raza alcanzan la pubertad entre los
230 y 239 dias de edad, alcanzando un peso entre 25 y 29 kg (Rolddn-Roldén et al.,
2016). Se ha descrito que la oveja Pelibuey presente una estacionalidad reproductiva
menor a aquellas ovejas que se originaron en latitudes mayores a 35°, incluso se han
detectado individuos de la misma raza que muestran actividad reproductiva continua
(Arroyo et al., 2007).

Actualmente, la oveja Pelibuey es una de las razas mds utilizadas por los
investigadores para estudiar caracteristicas productivas en condiciones de pastoreo
y estabulacién, gracias a su capacidad reproductiva a lo largo del afio, asi como su

resistencia a parasitos gastroentéricos (Aguilar-Martinez et al., 2017).

Ciclo estral

El ciclo estral comprende una serie de eventos ovdricos, endocrinos y conductuales
recurrentes o ciclicos que tienen la finalidad que ocurra la ovulacidn, el apareamiento
y la gestacion (Gordon, 2004; Galina y Valencia, 2008).

Los ovinos son clasificados como reproductores estacionales de dias cortos
(poliéstricos estacionales) debido a que su época reproductiva se inicia al final del

verano y principios del otofio, cuando las horas luz disminuyen, y continda hasta el



comienzo de la primavera (Gordon, 2004; Ledezma y Gallegos-Sanchez, 2006).
Existen otros factores de variacion de la época sexual como la edad, la raza, el clima,
la alimentacion, la lactancia y el estrés (Romero y Gallegos Sdnchez, 2014). Durante
la época reproductiva, la oveja presenta ciclos de 16 a 17 dias y, de acuerdo con las
caracteristicas endocrinas y conductuales que manifiestan los animales el ciclo estral
puede ser dividido en: proestro, estro, metaestro y diestro; pero cominmente el ciclo
estral se divide en dos fases: la fase folicular y la fase litea, la transicion entre estas
fases es marcada por la ovulacién (Gordon, 2004; Bartlewski et al., 2011). La fase
folicular dura entre 2 a 3 dias y se caracteriza por la presentacién del comportamiento
sexual de estro y por el crecimiento y desarrollo acelerado de los foliculos del ovario;
la fase lutea tiene una duracion de 14 a 15 dias y se caracteriza por la secrecion de P4
por parte del CL (Gordon, 2004; Caballero-Chacén y Villa-Godoy, 2010). El proestro
inicia con la regresion del CL del ciclo anterior y la disminucién de las
concentraciones de P4, paralelamente ocurre un incremento en la produccién de
estradiol (E2) e inhibina secretados por los foliculos en desarrollo, el final de esta
etapa coincide con el inicio de la receptividad sexual, en el ovino tiene una duracién
aproximada de 2 dias El estro es la etapa donde la hembra muestra signos de
receptividad sexual, los foliculos en desarrollo alcanzan la madurez y se encuentran las
maximas concentraciones de E2; asi mismo, se da la ovulaciéon de manera espontdnea,
esta etapa tiene una duraciéon promedio de 36 horas (entre 24 hasta 48 horas). El
metaestro inicia cuando ha terminado la receptividad sexual y concluye cuando hay un
CL totalmente funcional, corresponde al periodo transitorio entre la predominancia
estrogénica y el incremento en las concentraciones de P4, durante esta etapa el ovario
contiene al cuerpo hemorrdgico (CH) que se transforma en CL, esta etapa tiene una
duracion de 2 dias. Finalmente, el diestro es la etapa mds larga del ciclo, dura alrededor
de 12 dias, abarca desde que el CL es una estructura plenamente funcional, hasta que
ocurre su destruccion (lutedlisis) (Caballero-Chacén y Villa-Godoy, 2010).

Como se menciond previamente, en especies estacionales se limita una época

reproductiva de modo tal que los partos ocurran en la mejor época del afio por la



presencia de abundante alimento que es aprovechada por la madre y la cria; el anestro
se considera como un periodo de inactividad reproductiva, a lo largo de esta etapa no
hay cambios conductuales, ni morfoldgicos caracteristicos en las hembras (Caballero-

Chacoén y Villa-Godoy, 2010).

Endocrinologia del ciclo estral

El sistema endocrino y el sistema nervioso funcionan para iniciar, coordinar o regular
las funciones del sistema reproductor. Las hormonas reproductivas se derivan
primordialmente de éstos sistemas: hipotdlamo, hip6fisis, génadas (ovarios), el
utero y la placenta (Hafez y Hafez, 2002). Regulados principalmente a través del
eje hipotdlamo-hipéfisis-génada, estos eventos reproductivos se controlan
mediante la liberacion de la hormona foliculoestimulante (FSH) y de la hormona
luteinizante (LH) -bajo el control de la hormona liberadora de gonadotropinas

(GnRH)- (Norris y Carr, 2013).

Hipotdlamo

Ubicado en la region del tercer ventriculo, que se extiende desde el quiasma 6ptico
hasta los cuerpos mamilares (Hafez y Hafez, 2002); recibe informacién de todos los
organos de los sentidos y regula funciones vitales como hambre, sed, suefio; y entre
estas funciones se encuentra la reproduccion (Rangel y Herndndez, 2018). La GnRH
es un decapéptido producido en el hipotilamo por las neuronas ubicadas en el drea
predptica y ventromedial y, es secretado a través del sistema porta hipofisiario hacia
la hipéfisis donde se encuentran los receptores para GnRH (Bentov y Werner, 2013;
Rangel y Herndndez, 2018). Durante el desarrollo perinatal el sistema neurosecretor
de GnRH sufre una serie de cambios que se traducen en patrones diferentes de

secrecion de la misma hormona: uno es en forma intermitente, conocido también
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como centro ténico Yy, el encargado de emitir pulsos masivos conocido como centro
ciclico (Caballero-Chacén y Villa-Godoy, 2010).

Como ultimo detalle, en el hipotdlamo existen neuronas que producen kisspeptina,
el cual es un neuropéptido capaz de estimular a las neuronas productoras de GnRH,
cada pulso de kisspeptina es seguido por un pulso de secreciéon de GnRH, las
neuronas kisspeptinérgicas presentan receptores para P4, estrégenos, melatonina,

leptina, feromonas, entre otras sustancias (Rangel y Hernandez, 2018).

Hipdfisis

Se localiza en la silla turca, una depresion en la base del cerebro. La gldndula
se divide en tres partes anatdmicas: 16bulo anterior (adenohipéfisis), intermedio
y posterior (neurohipéfisis) (Hafez y Hafez, 2002; Caballero-Chacén y Villa-
Godoy, 2010). Se han identificado cinco tipos de células secretoras en la
adenohipdfisis: somatotropos:hormona del crecimiento; lactotropos (mamotropas):
prolactina; corticotropos: hormona adrenocorticotrdpica; tirotropos: hormona
estimulantes de la tiroides, por ultimo se encuentran los gonadotropos éstos
sintetizan y liberan hormonas estimulante de los foliculos y luteinizante (Barret et
al., 2012). Debido al efecto promovido por la GnRH, en la hipéfisis se lleva a cabo
la biosintesis y secrecién de las gonadotropinas LH y FSH (Bentov y Werner,
2013). Estas hormonas son glicoproteinas, las cuales tienen influencia estimulando
el desarrollo folicular. La FSH es la encargada del reclutamiento y desarrollo
folicular, a diferencia de la LH que es dependiente de GnRH, la FSH tiene un
patron de secrecion constitutivo (Senger, 2003). La LH tiene la funcién de provocar
la ovulacion y estimular la formacién del CL para producir P4 (Senger, 2003). Cada
pulso de GnRH estimula un pulso de LH; la frecuencia de pulsos durante la fase
folicular va en aumento provocando el pico preovulatorio de LH, mientras que la

frecuencia més baja se encuentra durante la fase litea del ciclo estral (Gordon,

11



2004). Una vez ocurrido el pico preovulatorio, la ovulacion se presenta 23 a 24

horas después (Cumming et al., 1973).

Ovario

Los ovarios de los mamiferos tienen dos funciones importantes, la produccion
ciclica de ovocitos fértiles y la produccion de esteroides que mantienen la

reproduccién y otras funciones fisiolégicas.

Foliculogénesis

La ovogénesis es el proceso por el cual las células germinales de la hembra forman
ovocitos, este se lleva a cabo dentro de los foliculos ovaricos, los cuales también sufren
un desarrollo y diferenciacion llamado foliculogénesis (Rangel y Herndndez, 2018).

El proceso que conduce a la formacién de foliculos tiene lugar durante la vida
fetal, en las ovejas comienza poco después de la diferenciacion sexual - 35 dias
después de la concepcion- (Scaramuzzi et al., 2011); la proliferacion de las células
germinales ovdricas ocurre a través de la mitosis y después por meiosis, deteniéndose
en la etapa de diploteno de la profase I (Gordon, 2004; Bartlewski et al., 2011;
Rangel y Hernandez, 2018). Durante la primera profase meidtica el ADN se replica
completamente (4N) y luego el ovocito entra en una fase de detencion nuclear. Los
ovocitos permanecen detenidos hasta que se reanuda el desarrollo en la pubertad, bajo
la influencia del pico preovulatorio de LH elimindndose con esto los inhibidores
meioticos. (Senger, 2003). En esta etapa al foliculo se le denomina “primordial” y se
encuentra rodeado de una capa de células escamosas planas. Una cordera contiene
entre 40,000 a 300,000 foliculos primordiales antes del nacimiento (Bartlewski et al.,
2001). Los foliculos contindan su desarrollo por la activacion de factores paracrinos
(factores de crecimiento: BMP15 y GDF9) (Scaramuzzi et al., 2011), hasta

convertirse en foliculos “primarios”, compuestos por una sola capa de células
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cuboides de la granulosa que rodean al ovocito; cuando aumenta a 2 o 3 el numero de
capas de células de la misma naturaleza y, el ovocito es rodeado por la zona pelicida,
se le llama foliculo “secundario”. Las células de la “teca” comenzaran a diferenciarse,
mientras que las de la granulosa se acomodaran a la periferia, formando una cavidad
que se llenard de liquido, permitiendo la formacién del foliculo “antral” (también
llamado terciario o maduro); durante esta etapa los foliculos serdn responsivos a las
hormonas gonadotrépicas. Finalmente estos foliculos pasardn a la etapa
“preovulatoria” en la cual la meiosis continua hasta la metafase II (Bartlewski et al.,
2001). Posterior a la ovulacion (meiosis I) y después de la fertilizacién, una pequeiia
porcidn del citoplasma de los ovocitos es eliminada por exocitosis, la cual contiene la
mitad del material genético femenino, a estos residuos se les conoce como cuerpo
polares (Senger, 2003).

Conforme el foliculo se va desarrollando, las células de la granulosa presentan
receptores para FSH; a partir de la etapa pre-antral serdn responsivas a las
gonadotropinas (FSH) y, cuando estén en etapa antral-larga, tendrdn receptores las
células de la granulosa y serdn responsivas a LH (Scaramuzzi et al., 2011).

Se sabe que durante el ciclo estral generalmente hay 3 o 4 oleadas foliculares a las
cuales les precede un incremento en las concentraciones de FSH, de igual forma la
aparicion de estas oleadas se asocia con el incremento transitorio de E2 y, en la fase
final de crecimiento de estos foliculos, coincide con las concentraciones séricas
maximas de E2 que permiten la formaciéon del pico preovulatorio de LH y por

consecuencia, la ovulacién (Bartlewski et al., 2001), ver cuadro 1.
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Raza de la borrega

Finish Landrace Scottish
Blackface

Max. concentraciones (pg/ mL) 3.9 +£0.5 (10) 34+£05(09)
Max. concentraciones durante fase litea (pg/ mL) 2.7 £ 0.3 (22) 3.0£0.8(7)
Min. concentraciones durante fase latea (pg/ mL) 0.9 £ 0.1 (28) 0.8+0.2(7)

Cuadro 1. Concentraciones de estradiol-17p (media + s.e.m.), de muestras diarias
(no. de animales entre paréntesis), durante el ciclo estral en dos razas de borregas.

Adaptado de Scaramuzzi y Land, 1978.

Formacion del cuerpo liiteo

Una vez que se da el desarrollo folicular y ocurre la ovulacion, el remanente del
foliculo se transforma en un CL, el cual produce principalmente P4, hormona esencial
para la gestacidén, la embriogénesis y la inmunomodulacién en mamiferos (Hughes,
2012; Micks et al., 2015). Los CL se pueden detectar en ovinos a partir del dia 3 post
ovulacién por via ultrasonogréfica y por la medicién de concentraciones plasmaticas
de progesterona > 1 ng/ mL (Bartlewski et al., 1999). Las concentraciones subliteas
estdn relacionadas con retraso del desarrollo embrionario y con falla en la
implantacion (Mann y Lamming, 1999), ademas puede ser causa de baja fertilidad
(Roth et al, 2000).

Asi mismo se sabe que el CL se encuentra protegido contra la accién de la
prostaglandina durante tres dias después de la ovulacidn, gracias a la accion de 15-

hidroxiprostaglandina deshidrogenasa (PGDH) en el CL, previniendo la accién de
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PGF20 ya que se puede sintetizar en distintos tejidos. Esto hace que la
administracion de prostaglandina sea eficiente al final de un tratamiento con una
duracién de cinco a seis dias, promoviendo la lutedlisis y después desencadenando
el evento de la ovulacion.

La hormona LH es esencial para el crecimiento inicial y la diferenciacién celular;
se distinguen principalmente dos tipos de células: las células luteales pequenas
(derivan de las células de la teca) y células luteas grandes (derivan de las células de la
granulosa) (Bartlewski ef al., 2011). Las concentraciones méaximas circulantes de P4
se dan alrededor del dia 8. Solo hay un incremento marginal en las concentraciones
de P4 cuando hay dos cuerpos liteos, por lo tanto, la deteccién de doble ovulacion
por medio de la concentracion de este esteroide no es posible (Gordon, 2004). La
PGF2a es secretada por las glandulas endometriales uterinas es el factor luteolitico en
los rumiantes (Bartlewski et al., 2011). A partir del dia 12-13 del ciclo comienza una
serie de pulsos de PGF2a, los cuales aumentan en frecuencia para alcanzar un pico en
el dia 14 del ciclo (Gordon, 2004). Hacia el final de la fase hitea, el E2 folicular
aumenta la secrecion de la PGF20 y promueve la formacién de receptores
endometriales para la oxitocina (OTR). La falta de OTR impide los pulsos luteoliticos
de PGF2a inducidos por oxitocina (Ruiz-Gonzélez et al., 2012), por lo tanto, juega un
papel importante en el mecanismo que controla la secreciéon de PGF2a en las ovejas
(Bartlewski et al., 2011)

La luteolisis inducida por PGF2a parece tener tres mecanismos de accién: 1)
autoinduccioén de la sintesis de PGF2a por el CL; 2) reduccién de la esteroidogénesis;
y 3) reduccién del flujo sanguineo al CL (Hansen et al., 2016). Se cree que el CL de
las ovejas contiene receptores de PGF2o de alta y baja afinidad; la activacion de los
receptores de alta afinidad libera selectivamente oxitocina sin ningin efecto sobre la
secrecion de P4, mientras que la activacion del receptor de baja afinidad aumenta
la secrecion de oxitocina litea y disminuye la secrecion de P4 lutea. Se cree que
la liberacién inicial de PG ocurre en respuesta a concentraciones aumentadas de

P4 (durante 7-10 dias) y la liberacion posterior se asocia con la disminucién de la P4
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y el aumento de las concentraciones de E2 (Flint y Sheldrick, 1983). Davis et al.
(2010) demostraron que la progesterona inhibe la sefializacion de la oxitocina y de la
PGF2a en las células ldateas grandes y chicas.

Hasta la fecha, se han propuesto numerosos mecanismos y mediadores locales de
la regresion lutea, incluidos los efectos directos de PG en las células liteas y los
efectos indirectos mediados por EDN1, 6xido nitrico, TNF y enzimas degradantes
de la matriz. Sin embargo, ninguno de los mecanismos anteriores explica
satisfactoriamente los diferentes aspectos de la refractariedad de CL temprana a PG

o los efectos luteoliticos de PG (Mondal ef al., 2011)

Esteroidogénesis

Los esteroides gonadales, son secretados como resultado de la accién de las hormonas
gonadotrdpicas en células de los ovarios y testiculos. La esteroidogénesis en el ovario
se lleva a cabo a través de un complejo enzimético dividido en dos grupos, primero las
reguladas por el gen CYP para producir las enzimas como citocromo P450s que tienen
un efecto unilateral o irreversible y, otro grupo que presentan un mecanismo reversible
o bilateral son las hidroxiesteroides deshidrogenasas (HSDs). Aunque estas enzimas son
tipicamente bidireccionales in vitro, fisiolégicamente tienden a funcionar en una sola
direccién in vivo, con la direccién determinada por los cofactores intracelulares
disponibles. Estos procesos se llevan a cabo en las células de la granulosa y la teca, en
general, se inician en las células de la granulosa bajo la influencia de LH, la cual
estimula la expresion de P450scs; la pregnenolona y P4 de las células de la granulosa, a
través de difusion, llegan a las células de la teca donde son convertidas en
androstenediona por P450c17 y 3HSD?2. Pequefias cantidades de esta androstenediona
son secretadas o convertidas a testosterona, pero la mayoria de androstenediona regresa
a las células de la granulosa donde es convertida en estrona y luego en E2 por la

P450aro y 17BHSD1, bajo la influencia de FSH (Bremer y Miller, 2014), ver figura 2.
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FIG. 2. Esteroidogénesis en el foliculo ovérico. Adaptado de Bremer y Miller (2014)

Tecnologias limpias y verdes

En respuesta a los cambios en la sociedad y por lo tanto en el mercado, las industrias
animales necesitan hacerse “limpias, verdes y éticas” (LVE), para ser limpias se
necesita minimizar el uso de drogas, quimicos y hormonas exdgenas; para ser verdes
se debe minimizar su impacto en el medio ambiente y, para ser éticas se necesitan
evitar las practicas que comprometen el bienestar animal.

La productividad y la rentabilidad de la industria dependen del rendimiento
reproductivo (Martin, 2009), para esto se puede maximizar la tasa de ovulacién. En
pequeiios rumiantes el limite superior de prolificidad se determina genéticamente
y puede mejorarse mediante seleccion, pero la expresion de ese potencial genético
estd influenciado por la nutricion previa al empadre (Vifioles et al., 2005;
Scaramuzzi y Martin, 2008; Vifoles et al., 2009). Se han utilizado diversos

sustratos altamente energéticos y proteicos para que tengan un efecto positivo en la
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foliculogénesis tales como: grano de maiz (Guo et al., 2019), harina de soya
(Vifioles et al., 2005), grano de lupino (Somchit et al., 2007; Vifoles et al., 2014),
leguminosas (Lotus cornicultus) (Viioles et al., 2009) e incluso glicerol (Gutierrez et

al., 2011; Ferraro et al., 2016).

Sobrealimentacion (flushing)

Actualmente se sabe que la alimentacion juega un papel importante en el desarrollo
folicular. Los alimentos son sustancias que, tras ser ingeridas por los animales,
pueden ser digeridas, absorbidas y utilizadas (Edwards y Morgan, 1999); por otro
lado, la nutricion engloba los fendmenos interrelacionados mediante los cuales un
organismo vivo asimila alimento y lo utiliza para crecer, reparar y mantener tejidos.
Un nutriente es cualquier elemento o compuesto quimico de la dieta que sostiene
distintos procesos como: la reproduccion, el crecimiento, la lactancia o el
mantenimiento de los procesos vitales. Las 6 clases de nutrientes que existen son:
agua, proteinas y aminodcidos, carbohidratos, lipidos, vitaminas y elementos
inorganicos (Church et al., 2002).

A nivel hipotaldmico, se esta registrando la energia que proporcionan las grasas,
los carbohidratos y los aminodcidos (Church et al., 2002). Dependiendo de las
condiciones, se puede provocar hipoglucemia y un balance energético negativo
inhibiendo asi la pulsatilidad de LH en ovinos (Scaramuzzi et al., 2011), como
resultado se disminuyen las ovulaciones, por otro lado se ha descrito que un
incremento en la energia de la dieta alimenticia en las ovejas previo al empadre tiene
un efecto positivo en la tasa de ovulacion, esta practica se le conoce con el nombre de
sobrealimentacién (Scaramuzzi et al., 2006; Guo et al., 2019).

Se han reconocido tres efectos de la nutriciéon con el uso de sobrealimentacion
sobre la tasa de ovulacion: 1) efecto estdtico, 2) efecto dindmico y 3) efecto agudo
(Somchit et al., 2007; Gutierrez et al., 2011). El efecto “agudo” se observa en

ausencia de un cambio detectable en el peso corporal, el efecto “dindmico” se asocia

18



con individuos que presentan una ganancia de peso corporal y de reservas
energéticas, en ambos efectos hay un aumento en la tasa de ovulacién y, el efecto
“estdtico” que se asocia con individuos que presentan por mucho tiempo, y de manera
constante, sus reservas energéticas (peso) (Scaramuzzi et al., 2006).

Para tener los distintos efectos de este tratamiento, existen distintos protocolos con
variacion en la duracién en las que se ofrece la sobrealimentacion, estos van desde los
4 dias hasta los dos meses (Vifoles, 2003; R. J. Scaramuzzi et al., 2006). Ademas de
estos protocolos en la sobrealimentacién se propone una variante que de ultracorta
duracién. Esta se basa en la sobrealimentacion del animal al momento del retiro del
dispositivo intravaginal con un sustrato altamente energético como lo es el glicerol
(Gutierrez et al., 2011; Escorcia Ortiz, 2016).

Se ha propuesto que estos tratamientos de suplementacion tienen efectos sobre la
foliculogénesis y estd mediado a través de los mediadores donde encontramos a:
leptina, glucosa, insulina, hormona del crecimiento (GH), las somatomedinas como
el factor de crecimiento parecido a la insulina 1 (IGF-1) y las proteinas de uni6n al

factor de crecimiento parecido a la insulina tipo 1 (Scaramuzzi et al., 2011).

Insulina

La insulina es una hormona pancredtica que regula las concentraciones de glucosa
circulante, asi como de lipidos y tiene una estrecha relacion a nivel de sistema nervioso
central para controlar la ingesta de comida y el mantenimiento del peso corporal a largo
plazo. La mayoria de sus efectos son anabdlicos pero las acciones centrales de la
insulina son catabdlicas; estos efectos centrales estin mediados a través del ndcleo
arcuato del hipotalamo (donde se da la modulacion en la ingesta de alimentos).

La insulina es sintetizada por las células-f de los islotes de Langerhans en la parte
enddcrina del pancreas. El rol primario de la insulina es controlar las concentraciones
de glucosa: posterior al consumo de alimentos, es internalizado de la circulacién por

difusion facilitada a las células. Gracias a la liberacion de insulina los transportadores
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(GLUT-2 en higado y GLUT-4 en musculo y adipocitos) estimulan la entrada de la
glucosa a la célula con la consecuente glicélisis dentro de las células, incrementando
la relaciéon ATP:ADP. La vida media de la insulina es de 2 a 3 minutos y su principal
accion es en el higado, tejido adiposo y musculo esquelético, aunque los receptores
para insulina (IR) se encuentren en muchos tejidos incluyendo a SNC. La unién de la
insulina con su receptor inicia la fosforilacién que desencadena dos cascadas de
sefalizacion: la via del fosfatidilinositol 3-OH cinasa (PI3K) y la via de proteina
cinasa activada por mitégenos (MAPK) (Bentov y Werner, 2013).

La insulina tiene efectos especificos sobre la funcién de las células de la granulosa
y de la teca, el transportador GLUT tipo 4 estd presente en las células de la granulosa
y teca de los foliculos de las ovejas; la implicacion es que los cambios en la captacion
de la glucosa mediada por insulina, dentro del ovario, modulan la funcién folicular
(Somchit et al., 2007). De igual forma se han identificado en el foliculo, el sustrato de
proteinas del receptor de insulina y las quinasas Akt/PI3K (fosfatidilinositol 3 kinasa),
ERK (quinasa regulada extracelularmente) y la fosfatasa PTEN (tensina) las cuales son
mediadores de maduracién y proliferacion. La via de la PI3K es estimulada
fisiolégicamente como consecuencia de la activacion de receptores de membrana
tirosina kinasa, los cuales autofosforilan y fosforilan el sustrato del receptor de insulina
(IRS) (Pinzon et al. 2009). Asi mismo, se ha descrito que en las células de la teca,
células de la granulosa y ovocitos y, en el ovario, el AMPK puede regular las
influencias metabdlicas sobre la foliculogénesis y la maduraciéon de los ovocitos

(Scaramuzzi et al., 2011).

Leptina

La leptina es un polipéptido secretado principalmente por el tejido adiposo
blanco. El receptor de leptina Ob-R tiene diferentes isoformas resultando de la

alternancia del gen que la codifica (gen db), s6lo la isoforma larga (Ob-Rb) puede

activar los transductores de las vias de transcripcion (STAT); mientras que Ob-Rb
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y Ob-Ra (isoforma corta) pueden transducir sefiales a través del sustrato de
receptor a insulina (ISR) y MAPK. La leptina no sélo regula la ingesta de
alimentos y el gasto energético, también participa en la regulacién del eje
hipotaldmico-hipofisiario, la angiogénesis, el sistema inmunoldgico y la respuesta
inflamatoria, la proliferacién y apoptosis celular y la absorcién de nutrientes
(Bentov y Werner, 2013).

En rumiantes, la leptina y su ARNm se han detectado en las células de la teca y el
ovocito. Sus acciones han sido estudiadas in vitro y los datos sugieren que la leptina
inhibe la producciéon de E2 por las células de la granulosa y por el foliculo in vivo
(Scaramuzzi et al., 2011). El aumento de la ingesta de alimentos estimula la secrecion
GnRH y LH, y aumenta de forma concomitante la leptina circulante. El eje
neuroendocrino reproductivo puede detectar un aumento agudo en el estado
nutricional; por el contrario una caida en leptina circulante en respuesta al ayuno en
ovejas se asocia con una disminucion en la frecuencia del pulso de LH, lo que indica
que el eje neuroendocrino reproductivo también puede detectar disminuciones agudas

en el estado nutricional, quizds mediadas por leptina (Adam et al., 2003).

Hormona del crecimiento (GH)

El eje somatotrdpico estd integrado por el hipotdlamo, la adenohipdéfisis, el higado
y el estomago; las principales hormonas reguladoras son la somatotropina u
hormona del crecimiento (GH) y el factor de crecimiento parecido a la insulina tipo
I (IGF-1 o somatomedina C).

La GH es sintetizada, almacenada en granulos secretorios y liberada de manera
pulsatil por los somatotropos. Es un polipéptido de una sola cadena de 191 aminodcidos
y, por su naturaleza, es especie especifica. Los principales reguladores de origen
hipotaldmico son la hormona liberadora de somatotropina (GHRH) y la somatostatina

(SS) y, a nivel estomacal, la ghrelina (Caballero-Chacén y Villa-Godoy, 2010).
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Algunas funciones de la hormona son diabetdgenas porque incrementan la
produccién de glucosa en el higado y generan un efecto antiinsulinico en los misculos;
también es cetogénica e incrementa las concentraciones circulantes de dcidos grasos
libres y al aumentar dichas concentraciones, se obtiene una fuente féacil de energia
para los tejidos durante la hipoglucemia, ayuno y estimulos estresantes. Hay que
mencionar que en si misma, la GH no estimula directamente las células B del
pancreas, pero intensifica la propiedad de la gldndula para reaccionar a estimulos
insulinogénicos, como la arginina y la glucosa, esto constituye un mecanismo
adicional por el cual la hormona activa el crecimiento, porque la insulina posee un

efecto anabdlico proteico (Barret et al., 2012).

Factor de crecimiento parecido a la insulina I (IGF-1)

Las principales somatomedinas circulantes son el factor de crecimiento IGF-I y el
factor de crecimiento similar a la insulina tipo II (IGF-II) (Barret et al., 2012). El
IGF-1 es un factor pleiotrépico de crecimiento con multiples roles en varios aspectos
de crecimiento y diferenciaciéon de tipo normal o patoldgico; su accién es mediada
por el receptor de IGF-1 (IGF1R) y su efecto es modulado por la familia de las
proteinas de unién (IGFBPs) (Bentov y Werner, 2013). El receptor de IGF-I es muy
semejante al de la insulina y es probable que utilice vias similares o idénticas de
sefales intracelulares. Las acciones directas del IGF-I por su actividad similar a la

insulina tiene actividad anti lipolitica, sintesis de proteinas y crecimiento epifisario

(Barret et al., 2012).

Glicerol
De forma natural el glicerol se encuentra en las hojas de los vegetales, éste es

fermentados en el rumen produciendo principalmente acido propidnico. La celulosa

formada por cadenas lineales de glucosa es hidrolizada por una enzima extracelular
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producida por las bacterias celuloliticas, glucosidasa beta 1-4, que cataliza la
formacion de cadenas lineales de anhidroglucosa, olisacaridos glucogénicos y por
ultimo celobiosa. La celobiosa es convertida en glucosa o en glucosal-P por accién
de un mecanismo fosforolitico. La fermentacion de la glucosa o sus fosfatos hasta
llegar a la formaciéon de compuestos con 3 carbonos se realiza a través de la via
glicolitica de Embden-Meyerhoff (Zavaleta, 1976).

Otra forma de obtener glicerol es a través de la industria del biodiesel, éste se
produce a partir de la hidrélisis de los dcidos grasos. La composicién quimica y la
pureza del glicerol determinan su valor nutricional (Kholif, 2019). En el rumen, el
glicerol se fermenta para producir 4cidos grasos volétiles (AGV), en su mayoria acido
propionico y acido butirico (Rémond et al., 1993), que disminuyen el pH ruminal
y provocan efectos negativos en la sintesis de proteinas microbianas ruminales, y
en la actividad de degradacién enzimdtica de la celulosa de Ruminococcus
flavefaciens y Fibrobacter succinogenes. El acido propidnico es producido en el
rumen a partir del dcido pirdvico o lactico siguiendo dos vias diferentes: 1)
fermentacion propiodnica: partiendo de 1,5 moles de glucosa, y posteriormente dcido
pirivico, se obtienen 2 moles de &cido propionico por efecto de la bacteria
Propionobacterium spp.; 2) ruta metabolica del acrilato para la producciéon de
propidnico a partir de dcido lactico en Clostridium propionicum 'y Peptostreptococcus
elsdenii. En el higado el &4cido propidnico es el tunico que interviene en
gluconeogénesis. (Zalduegui, 1975).

En un estudio previo Gutierrez et al., (2011) sincronizaron ovinos con un
protocolo con esponjas intravaginales impregnadas con progestidgenos y, al retiro, se
aplico una dosis de prostaglandinas y al mismo tiempo se administraron diferentes
volimenes de glicerol a ovinos. Gutierrez et al. describe que 50 mL de glicerina -
como tratamiento de sobrealimentacion ultra corto - (por via oral) son suficientes para

promover una mayor incidencia de partos dobles; ver figura 3.
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Tabla 4. Tipo de ovulacion v tasa de ovulacion en ovejas Pelibuey tras sobrealimentacion ultracorta con
administracion oral de 50, 100, 200 o 300 mL de una solucion glucogénica (glicerol: agua; 90:10 v/v)
en el momento de la sincronizacion del estro con PGF2a

Grupos Tipo de ovulacion (%) Tasa de ovulacion
Simple Doble Triple Cuadruple
Control* 38.60 54.39 7.02 0 1.68 + 0.05
50 mL® 10.71 78.57 10.71 0 2.00 + 0.08
100 mL" 3.85 76.92 3.85 15.38 230+ 0.15
200 mL® 14.29 60.71 14.29 10.71 221 +£0.15
300 mL" 17.24 65.52 13.79 345 203 +£0.12

2PD;fferent superscripts within a column differ (P < 0.0001),

FIG. 3. Adaptado de Gutierrez et al., 2011.

Las influencias nutricionales a corto plazo estin mediadas principalmente por
glucosa-insulina mientras que el efecto del peso corporal y sus reservas grasas estan
modulados por la leptina e IGF-I. Por lo tanto, el aumento de la foliculogénesis
resultante de la nutricién a corto plazo puede ser el resultado de cambios sutiles en la
retroalimentacidn negativa o el resultado de la accidn folicular directa de la insulina o
de la glucosa. El efecto de la insulina también puede estar mediado por la leptina. El
efecto de la nutricién a corto plazo en el sistema IGF es todavia incierto (Scaramuzzi

etal.,2011).
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Hipodtesis

El uso de sobrealimentacion ultracorta en un tratamiento de sincronizacién corto
incrementa las concentraciones plasmaticas de estradiol y progesterona; e incrementa
la duracion del celo en el grupo experimental, promoviendo una mayor incidencia en

ovulaciones dobles.

Objetivo

A.Determinar y comparar las concentraciones plasmdticas de estradiol y
progesterona en un tratamiento de sincronizacién de corta duracidén con y sin
el uso de sobrealimentacion ultracorta con glicerol.

B. Determinar las diferencias entre grupos en la manifestacion y duracién del estro.
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Material y métodos

Se utilizaron 36 ovinos de la raza Pelibuey durante la época reproductiva, 34 hembras
y dos machos, de 4 a 7 afios de edad; con condicién corporal entre 2.5 y 3.5 (la escala
es de 1 a 5 grados, 1 para un animal emaciado y 5 para un animal obeso) de acuerdo
al método descrito por Russel et al. (1969), ademas de un estado fisico clinicamente
sano y reproductivamente sanos. Se mantuvieron en de un sistema de produccién
intensivo con alimentaciéon a base de avena, ensilado de maiz y concentrado,
incluyendo agua y sales minerales ad [ibitum, cubriendo sus necesidades
nutricionales.

Las hembras se dividieron de manera aleatoria en 2 grupos, grupo 1: “Tratamiento
corto control (TCC, n=17)" y grupo 2: “Tratamiento corto con glicerina (TCG,
n=17)".En ambos grupos (TCC y TCG) el tratamiento de sincronizacién fue de corta
duracién que consistid en la aplicacién de un dispositivo intravaginal con progestdgeno
sintético (20 mg de cronolona micronizada) durante 5 dias, méds 125 microgramos de
prostaglandina sintética (Celosil® cloprostenol, 250 microgramos/ mL del laboratorio
Zoetis) por via IM al final del tratamiento (Vifoles et al, 1999; Martemucci y
D’ Alessandro, 2011). Al grupo TCG también se le administr al final del tratamiento

50 mL de glicerina diluida en agua por via oral (9:1) (Gutierrez et al., 2011).

Toma de muestra

En 10 individuos de cada grupo experimental, desde cinco dias antes y hasta el retiro
del dispositivo intravaginal, cada 24 horas, se les tom6 una muestra de 3 mL de
sangre por puncién de la vena yugular izquierda, en un tubo vacutainer con heparina
como anticoagulante. Con el fin de evitar hacer punciones en repetidas ocasiones,

después del retiro del dispositivo intravaginal se insertd un catéter central de
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poliuretano de 30 cm de largo y del nimero 16 (Subclavicat®) en la vena yugular
derecha con la ayuda de un trocar del nimero 14; esto se aplicé bajo anestesia local
(1 mL de lidocaina al 2% via SC) (Flood et al., 1989; Mirmahmoudi et al., 2011)
fijdndose con dos puntos de sutura en “X” y posteriormente se colocé una tela malla
del niimero 3 en el cuello, para protegerlo del movimiento. La toma de muestras (3
mL) se realiz6 cada 12 horas y una vez presentado el estro, se obtuvo cada 4 horas
hasta que concluy6 el mismo. Finalmente, se tomé una muestra cada 12 horas durante
3 dias después de haber concluido el estro, para cubrir el periodo de formacion del CL
(Bartlewski, et al., 1999) (Ver anexo 1). Cada vez que se tom6 una muestra con ayuda
del catéter, se administr6 1 mL de SSF con heparina (50 Ul/ mL; Rangel, 2006) al
principio y al final de la toma para evitar la formacién de codgulos que pudieran
obstruir el catéter. Finalizando el muestreo se retiré el dispositivo. Cada muestra se
procesé dentro de los primeros 15 minutos post coleccién para obtener el plasma
sanguineo, se centrifugé cada muestra a 3,500 rpm durante 10 minutos, después se
tomoé el sobrenadante con una pipeta Pasteur y se depositdé en microtubos con su
identificacion correspondiente. LLos microtubos se mantuvieron en congelacioén (-20

°C) hasta su analisis en el laboratorio.

Deteccion del estro

Para determinar el inicio del estro después del retiro del dispositivo y la duracion de

esta etapa, se utilizaron 2 machos enteros provistos de un mandil para evitar la

copula. Se ingresaron durante 15 minutos al corral, cada 6 horas, iniciando 22 horas

después del retiro del dispositivo y hasta la finalizacion del estro (Wildeus, 2000).

Ensayo hormonal de progesterona y estradiol

El estudio hormonal se llevo a cabo por el ensayo inmunodiagnéstico ELISA. Todas

las soluciones y reactivos utilizados se describen en la parte de anexos (Ver anexo7).
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En el caso de progesterona se utilizé el Kit de inmunoensayo enzimético DRG
Progesterona ELISA® para diagndstico in vitro, con una sensibilidad de 0,045 ng/ml
de acuerdo a las instrucciones del fabricante (DRG International, Inc.).

Para E2, primero se sensibilizo la placa Maxisorp® utilizando el anticuerpo contra
E2 (POLYCLONAL R4972 anti-estradiol 17b, 54.38 mg/mL) en una concentracién
de 2 pg/mL diluido en buffer de carbonatos, se cubrid la placa con una pelicula de
plastico adherible, mds una de aluminio y se incubd durante 18 horas a 4°C. Se
realizaron 4 lavados por placa, agregando en cada lavado 200 pl de solucién de
lavado 1x a cada pozo y finalizando con un secado. Posteriormente se bloquearon las
uniones inespecificas de la placa agregando a los pozos 100 pl de albimina (BSA) al
1% diluida en buffer de fosfatos y se incubd durante 2 horas a 30°C; se lavo la placa
con 200 pl de solucién de lavado 1x en cada pozo, haciendo 4 repeticiones y
finalizando con el secado. Se traspasaron 50 pl/pozo de la placa reservorio a la placa
de ensayo Maxisorp® (Thermo Scientific™, no. de catalogo 442404), incubando
durante 10 minutos a temperatura ambiente, durante este periodo se prepard el
conjugado (Estradiol:HRP) con una dilucién de 1/10,000 en buffer de fosfatos, una
vez concluido el tiempo se agregaron 50 pul por pozo y se dejé incubando durante 2
horas a 30 °C. Se realizaron 4 lavados por placa, agregando 200 pl de solucién de
lavado 1x a cada pozo y finalizando con un secado. El sustrato se prepar6 utilizando
12.5 mL de solucién de citratos, 125 ul de TMB/DMSO (Merck®, no. de catilogo
S5814-100ML/ Thermo Scientific™, no. de catdlogo 10127403) —previamente
preparado- y 2.5 ul de peréxido de hidrégeno al 30%, de este producto se agregaron
100 pl a cada pozo y se dejé incubando por 30 minutos a 25°C. Al término, se detuvo
la reaccién enzimitica agregando a cada pozo 50 pl de 4cido sulfirico (Acido
sulfirico Meyer® (no. de catdlogo HDS 0285, 6 = 1.98 g y peso molecular de 98.08
g/mol [H2S0O4]). La lectura de la placa se realizé a 450 nm en el lector de ELISA.

Los resultados obtenidos de las lecturas de las placas ELISA se interpolaron en el
programa AssayZap® (Biosoft®) version 3.0 para calcular las concentraciones

hormonales.
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Andlisis estadistico

Las variables que se midieron son:

A. Promedio de P4 (PP): el promedio y deviacion estidndar (X+s) de cada grupo en
cuanto a las concentraciones plasméticas de P4 a nivel sistémico durante todo el
periodo de muestreo de sangre, medido en ng/mL.

B. Promedio de E2 (PE): X+s. de las concentraciones plasmaticas de E2 a nivel
sistémico por grupo durante todo el periodo de muestreo de sangre, medido
en ng/mL.

C. Picos sobre el promedio total de E2 (PTE): para hacer el conteo de esta
variable, primero se obtuvo el promedio de E2 de cada grupo, utilizando esta
medida como estandar, se contd cuantas ocasiones las concentraciones de cada
oveja rebasaron el promedio del grupo.

D. Picos sobre el promedio individual de E2 (PEI): para esta variable, primero se
obtuvo el promedio individual de E2, con esto se describi6 cada aumento por
encima de su promedio como un pico.

E. Tiempo entre el inicio del Estro al Pico maximo de Estradiol (IE-PicoE2): se
comparé el tiempo promedio de la concentracion maxima de estrégenos de
todas las ovejas por grupo, en cada toma de muestra de sangre (cada 24 y 4
horas), ajustando la hora cero como el inicio de celo, comparando los picos de
estradiol para ver la relacién de concentracion mdxima de estradiol y su
cercania con la presentacion del estro.

F. Concentraciones de P4 antes de la glicerina (PAG): X+s de las concentraciones
de P4 previo a la administracion de glicerina por via oral.

G. Progesterona post glicerina (PPG): X+s de las concentraciones plasmaticas de
progesterona después de haber administrado por via oral la glicerina en los

animales.
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H. Horas de duracién del celo (HC): la duraciéon promedio del celo, en horas, de
cada grupo experimental.

I. Tiempo de retiro de dispositivo a inicio de celo (TRIE): son las horas que
transcurren desde el retiro del progestigeno y hasta el inicio de la
receptividad sexual.

J. Fin del estro a la formacién del CL en horas (FEC): El tiempo transcurrido en
horas del fin del estro y hasta la formacion del cuerpo liteo, determinado por
las concentraciones de progesterona >1 ng/ml.

K. Ndmero de muestras tomadas durante el celo (NMC): el promedio total de
muestras que fueron obtenidas cada 4 horas durante el periodo de
receptividad sexual.

L. Ndmero de muestras totales (NMT): el promedio total de muestras que fueron

obtenidas durante todo el experimental.

Primero se realiz6 el promedio por grupos experimentales de todas las variables a
medir, luego se aplicé la prueba (Shapiro-Wilks) para saber si los datos presentaban
una distribuciéon normal, posteriormente se aplicé la prueba Fligner-killeen y la
prueba de Levene para saber si habia homocedasticidad. Por ultimo, todos los datos
se evaluaron y se compararon entre grupos con el procedimiento de prueba t-Student

con el programa RStudio. (2021).
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Resultados

En los cuadros 2, 3 y 4 se puede observar el promedio de las diferentes variables que
se midieron, globalmente y entre ambos grupos (TCC, TCG) no existen diferencias
estadisticamente significativas relevantes.

Dos individuos del grupo TCG no presentaron signos de receptividad sexual por lo
que una de ellas se incluy6 en el andlisis hormonal hasta antes del estro y la otra no
fue incluida.

Cuadro 2. Resultados de las concentraciones de las hormonas esteroideas estradiol
y progesterona, en total y para cada grupo. Donde PP (promedio de progesterona), PE
(promedio de estradiol), PTE (picos sobre el promedio total de estradiol), PEI (picos
sobre el promedio individual de estradiol), IE-PicoE2 (tiempo entre el inicio del estro
al pico méaximo de estradiol), PAG (concentraciones de progesterona antes de la

glicerina) y PPG (progesterona post glicerina):

Variable
TCC TCG Total t(p<0.05)
(promedio + ee)
2.18 2.49 2.24
PP (ng/ml) 0.69
+0.39 +0.50 +0.31
9.63 6.95 8.40
PE (ng/ml) 0.48
+3.05 +2.23 +1.96
5.80 3.40 4.57
PTE 0.33
+1.87 +1.51 +1.26
5.70 6.80 6.21
PEI 0.23
+0.77 +0.44 +0.47
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8.80
IE-PicoE2 (h)
+2.44
3.78
PAG (ng/ml)
+0.82
0.92
PPG (ng/ml)
+0.11

11.11
+3.51
4.28
+0.99
0.75
+0.08

9.89

0.59
+2.06
4.02
0.70
+0.62
0.84
0.28
+0.07

En la figura 4 y 5 se observa en la grafica de los promedios de estradiol

y progesterona del grupo TCC (Tratamiento Corto Control) y TCG

(Tratamiento Corto Glicerina).

Promedio de estradiol TCG

30 +—

20 +

7046 7128 9068 9084 9095
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Promedio de estradiol TCC

40 — -

30 +

8041 8055 9072 9075 9086 9088 9090 9107 9115 12236

FIG 4. Promedios de estradiol por individuo de cada grupo (TCC: Tratamiento Corto

Control y TCG: Tratamiento Corto Glicerina).

Promedio de progesterona TCG

o

5 \/ \A

7048 7128 9068 9084 9095 9108 9124 12197 12214 9089

Progesterona ng/ml

Id ovino
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Promedio de progesterona TCC

ng/ml

Progesterona
~

8041 8055 9072 9075 92086 2088 9090 2107 9115 12236

Id ovino

FIG 5. Promedios de progesterona por individuo de cada grupo (TCC: Tratamiento

Corto Control y TCG: Tratamiento Corto Glicerina).

En anexos se describen individualmente las concentraciones de progesterona y
estradiol en ANEXO 2, 3,4 y 5. En el ANEXO 6 se describe la variable IE-PicoE2.

Cuadro 3. Resultados de los tiempos del tratamiento de sincronizacién en total
y para cada grupo. Donde HC (horas de duracién del celo), TRIE (tiempo de
retiro de dispositivo a inicio de celo) y FEC (fin del estro a la formacién del

cuerpo ldteo en horas).

Variable
Ice CG Total p
(promedio + ee)
30.80 30.67 30.74
HC (h) 0.98
+3.73 +4.30 +2.75
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Horas

60.10 61.89 60.95

TRIE (h) 0.65
+1.36 +3.90 +1.93
38.40 52 44.84

FEC (h) 0.09
+5.30 +5.65 +4.08

40

20 +

Promedio de horas de celo TCC

8041 BOS5 9072 9075 9086 9088 9090 9107 9115 12236 9104 9110 9125 12198 12209 12228 12229

Id ovino

FIG 6. Promedio de horas de celo por individuo del grupo TCC

(Tratamiento Corto Control).
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Promedio de horas de celo TCG

60 1+

Horas

20 +

7046 7128 9068 9084 9095 9108 9124 12197 12214 9089 7010 7129 7143 B053 9069 9122 12199

Id ovino

FIG 7. Promedio de horas de celo por individuo del grupo TCG (Tratamiento Corto
Glicerina). Los ovinos no representados en la grafica son aquello que no presentaron

celo durante el experimental.

Cuadro 4. Numero de muestras colectadas a lo largo del experimento en total y para
cada grupo. Donde NMC (niimero de muestras tomadas durante el celo) y NMT

(nimero de muestras totales)

Variable
cc TCG Total p
(promedio + ee)

8.20 8.77 8.47

NMC 0.68
+0.89 +1.07 +0.67
24.20 24.50 24.58

NMT 0.83
+0.89 +1.12 +0.69
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Discusion

El presente trabajo se disefidé con el fin de comprobar si al administrar 50 mL de
glicerina por via oral, las concentraciones sistémicas de E2 y P4 aumentan, de tal
forma que esto se traduzca en un mayor numero de foliculos ovulatorios. Los
resultados muestran que no hubo diferencia estadistica entre el grupo control (TCC)
y el grupo experimental (TCG), por lo que al administrar glicerina via oral no existe
una diferencia en las concentraciones de hormonas esteroideas a nivel sistémico.

Es importante aclarar que un efecto agudo —tratamiento de sobrealimentacion -
puede venir de distintos protocolos de sobrealimentacién, el primero es el de corta
duracién, con un periodo promedio de 6 dias (4 a 8 dias) (Somchit et al., 2007) y el
tratamiento ultracorto que se refiere a la administraciéon de una sola dosis de un
sustrato gluconeogénico al momento del retiro del progestigeno o la administracion
de la prostaglandina (Gutiérrez et al., 2011). Resultados obtenidos por Gutiérrez et al.
(2011), describen que, con un tratamiento de suplementacién ultracorto con glicerol
(50 ml de solucion glucogénica [glicerol:agua, 9:1] después de una sincronizacion del
ciclo estral con FGA + PGF2a), se presenta una reduccién en el ARNm de p450
aromatasa; esto infiere una disminucidn en las concentraciones de E2 a las 12 horas
después de la suplementacion y se asocia con un aumento de la tasa ovulatoria,
permitiendo que se llegue a codominancia folicular; sin embargo, bajo un protocolo
de sincronizacién de corta duracién con y sin suplementacién ultracorta, no se
encontr6 alguna diferencia en las concentraciones de E2.

Asi mismo, se han estudiado con mayor amplitud los efectos de los diferentes
sustratos nutricionales en la sobrealimentacioén de corta duracién, describiendo que
pueden tener un efecto negativo cuando se ofrecen a la hembra desde 4 dias previos
y hasta que se lleve a cabo la ovulacién; esto hace dificil estandarizar en qué tiempos

se debe ofrecer ya que no todas las hembras presentan su estro y llevan a cabo la

41



ovulacién al mismo tiempo; por esta razén es importante seguir describiendo los
efectos de un tratamiento de ultracorta duracién, ya que comparado al de corta
duracién se administra solo una vez y en el momento en el que se abre la ventana de
reclutamiento, promoviendo un mayor numero de foliculo en desarrollo bajo
codominancia y aumentando la tasa ovulatoria (Vifioles, 2003).

Distintos autores, como Somchit et al. (2007), quienes realizaron una
sobrealimentacion de corta duracion (8 dias) con el grano de lupino, determinaron las
concentraciones sistémicas de E2 sin obtener diferencias estadisticas entre grupos;
mientras que la presencia de P4 dnicamente confirmé la correcta luteinizacioén de los
foliculos durante el ciclo estral. Asi mismo, Vifioles et al. (2005), durante 6 dias
hicieron una sobrealimentacién corta utilizando maiz y soya, describieron una
situaciéon semejante en donde no hubo diferencia con el grupo que recibid la dieta de
mantenimiento, en las concentraciones de E2 y P4. Derivado de estos resultados, los
autores mencionados, infieren que el efecto agudo de un tratamiento de corta
duracién sobre la nutricién no estd activado o regulado por la via esteroidogénica,
sino que probablemente es a través de la captacion directa de la glucosa por el
foliculo; situacion que pudo haberse manifestado en este experimento pero donde
tampoco se establecieron diferencias entre los grupos en la esteroidogénesis.

Se realizaron diferentes comparaciones en las concentraciones de E2, en tiempo
concentracion y relacion individual o grupal con el fin de describir el comportamiento
esteroidogénico de la dindmica folicular. Como cada individuo es diferente y puede
variar el umbral de E2 para la ovulacién. Por lo tanto, se decidié hacer promedios
individuales y con base esta medida se describié de manera mds especifica los picos
de E2 por encima de este promedio individual. Esto es importante porque diversos
autores en ganado bovino (Sirois y Fortune, 1990; Stock y Fortune, 1993), relacionan
el aumento de estrogenos con una oleada folicular en desarrollo; sin embargo, Vifioles
(2001) no logré concretar esta afirmacion en ovinos. En relacion a esto, en el presente

trabajo, si se lograron describir cambios individuales hormonalmente, lo cual podria
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estar relacionado con el desarrollo de una oleada folicular como se descrito en
ganado bovino.

Respecto a las concentraciones de P4 antes de la administracion de glicerol,
Swelum et al. (2015) realizaron comparaciones en las concentraciones de diferentes
hormonas con el uso de CIDR y de esponja impregnada con FGA como tratamiento
de sincronizacién; en el caso de CIDR hubo disminucién significativa de P4 pero
nunca llegé por debajo de 1 ng/mL, contrario al FGA que tuvo variaciones por debajo
de 1 ng/mL durante todo el tratamiento, situacién que no se manifestd en el presente
trabajo con el uso de cronolona, aun cuando en un estudio (O’Connell et al., 2013) se
reporta que hay variaciones marcadas de P4 durante todo el ciclo estral (entre el dia 2
y 9). Faltaria evaluar las diferencias al comparar las concentraciones de P4 y E2 con
el uso de CIDR (progesterona natural) y esponjas impregnadas con FGA
(progestdageno sintético) en un protocolo corto mds el uso de una sobrealimentacion
ultracorta con glicerol, para evaluar cambios.

Con respecto a la formacién del CL Somchit et al. (2007) confirmaron la correcta
luteinizacién de los foliculos durante el ciclo estral midiendo las concentraciones de
P4. A esto, se ha descrito que en ovejas con bajas concentraciones de P4 (<1 ng/ml) al
inicio de la fase litea se retrasa el desarrollo embrionario (blastomeros) (Mcclure et
al., 1991; Mann y Lamming, 1999;). Asociado a esto, O’Connell et al. (2013)
observaron que durante las gestaciones tempranas, en el caso de las ovejas que
presentaron mayores concentraciones de P4, post celo, tuvieron mejor
establecimiento embrionario. Aunque no haya habido diferencia estadistica de las
concentraciones de esta hormona durante el experimental, es importante resaltar su
importancia y el hecho que todas hayan alcanzado concentraciones mayores a 1 ng/
mL indica una buena formacién del CL.

Finalmente, se analiz6 la diferencia en tiempos de duracion e inicio del celo, en los
cuales no hubo diferencia estadistica entre los tiempos de inicio de celo y duracién de
este, en tratamientos cortos con el uso de glicerol. Sin embargo, Martemucci y

D’Alessandro (2011) y Escorcia (2019) indican que con el uso de protocolos de
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sincronizacion cortos con FGA -en comparacion de tratamientos largos- el inicio de
celo se retrasa. En los trabajos mencionados se describe que un tratamiento corto con
y sin el uso de glicerol, el celo inicia aproximadamente a las 57.2 h y 59.8 h,
respectivamente, similares a los encontrados en el presente trabajo (60.95 h). En
comparacion a un tratamiento de larga duracién que inicia aproximadamente entre las
30.3 y 49.85 h; puede ser un factor importante al momento de tener un programa de
IATF, ya que por consiguiente se retrasa la ovulacion y seria necesario ajustar los
tiempos para la IATF lo que remarca la importancia de la deteccién de celos en el uso

de este tipo de protocolos de sincronizacion.
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Conclusioén

Se concluye que no existe diferencia en las concentraciones hormonales sistémicas de
progesterona y estradiol en las ovejas, al utilizar glicerol por via oral como
suplementacion ultracorta en tratamientos de corta duracion con progestagenos (FGA).
El uso de glicerol mantiene constante la produccion de progesterona después del retiro
del dispositivo.

En el inicio y duracién del estro tampoco se encontraron diferencias significativas entre

grupos.
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Anexos

5d -4d 3d -2d -4d o4 1d 2d 3d 4d 54 6 7d
(ET, 5| SN TR ISR WIS) NS (I
O IR R R W A Ll U

s Toma de muestra cada 12 horas

m== Toma de muestra cada 24 horas
s TOma de muestra cada 4 horas (a lo largo del estro)

=== Retiro de dispositivo intravaginal + PGF2a
Toma de muestra cada 12 horas (una vez concluido

w== [nsercién de catétercentral el estro)

=== Retiro de catéter central

ANEXO 1. Calendario de actividades durante la toma de muestra sanguinea.
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E2 9075 TCC

09:00 21:00 09:00 21:00 09:00 21:00 00:00 04:00 08:00 12:00 16:00 20:00 00:00 09:00 21:00
16-jul 16-jul | 17-jul 17-jul 18-jul 18-jul 18-jul 19-jul 19-jul 19-jul 19-jul 19-jul 20-jul 20-jul 20-jul
—F2 19.81 3021 21.15 1867 2946 985 37.85 27.41 54.26 20.05 21.09 42.62 47.19 15.24 75.26

Dis del experimental

E2 9088 TCC

09:00 21:00 09:00 21:00 09:00 20:00 00:00 04:00 08:00 12:00 16:00 20:00 00:00 04:00 09:00
16-jul 16-jul 17-jul 17-jul 18-jul 18-jul 19-jul 19-jul 19jul 19-jul 19-jul 19-jul 20-jul 20-jul 20-jul
——f2 518 045 376 873 914 726 642 605 787 821 463 849 2132 16.12 23.16

Dias del experimental

E2 9115 TCC

14.00
12.00
10.00
8.00
6.00
4.00
2,00
0.00

E2 ng/ml

09:00 21:00 09:00 21.00 0900 20:00 00:00 04:00 08:00 12:00 16:00 21:00

16-ul  16+ul  17-jul  17-jul = 18-jul  18jul  194jul = 19ul  194ul  19jul  19-jul  19-jul

——F2 843 357 437 355 045 225 1185 | 1166 568 686 512 @ 447
Dias del experimental

ANEXO 2. Concentraciones de estradiol de las ovejas

9075, 9088y 9115 del grupo TCC.
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E2 9095 TCG

09:00'21:00 09:00 21:00 09:00'21:00 00:00 04:00 08:00 12:00 16:00 20:00 00:00 04:00 08:00 12:00 16:00 20:00/00:00 04:00 09:00
01- 01- 02- 02- 03 03- 03- 03- 03- 03- 04 04 D04 04 04 D4 05 05 05
ago ago ago ago AgO0 @G0 agO0 ag0 @gO0 @g0 AE0 Ag0 @go @go a@go  @go  ago  ago  ago
—F2 454 163 045 822 045 7.76 256 516 202 192 1.88 277 9.89 1100 331 489 444 341 426 690 1519

Dias del experimental

31-jul 31-jul

E2 7128 TCG

9.00
8.00
_ 700
£ 600
5.00
5 4.00
3.00
2.00
1,00
0.00

09:00 21:00 09:00 21:00 09:00 21:00 08:00 12:00 16:00 20:00 00:00 04:00 08:00 21:00
01- 01- 02- ©02- 03 03 03 03 04 04 04 05
3g0 a3go @g0 a@go ago ago @go  @go ago ago g0 ago
—f2 610 182 345 318 400 238 045 829 763 383 449 615 815 812

Dias del experimental

31Ul 31-jul

E2 9124 TCG

8.00
7.00
6.00

£ 500
B 400

c

o 300
2,00
100

0.00
09:00 21:00 09:00  21:00 09:00 12:00 16:00 20:00 00:00 04:00 08:00 12:00 16:00 20:00 09:00

31-jul  31-jul 01-ago 01-ago 02-ago 02-ago 02-ago 02-ago 03-ago 03-ago 03-ago 03-ago 03-ago 03-ago 04-ago
——t2) 497 | 222 | 337 | 307 | 188 | 4227 | 538. | 579 | 312 | 342 | 251 | 332" 269 | 667 | 658
Dias del experimental

ANEXO 3. Concentraciones de estradiol de las ovejas

7128, 9095 y 9124 del grupo TCG.
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P4 9088 TCC

14
12
10

P4 ng/ml

O N & O

09:00 09:00 09:00 09:00 09:00 0900 21:00 09:00 21:00 0900 20:00 00:00

120l 124ul - 13jul | 144ul 159ul - 16ul | 164ul 17-jul  17-ul 18jul  18jul  19-jul

— P4 195 2.16 3.15 ) 6.11 13.06 2.63 0.96 127 146 1.74 237
Dias de experimental

P4 9107 TCC

P4 ng/ml
O NWDBU O 0

09:00 0900 0900 0900 0900 0900 21:00 21:00 0900 21:00 0900 21:00

119ul  124ul  13jul | 144ul - 15ul | 16ul 16gul  21-ul 22-ul  22-ul  23-ul 23+l

— P4 704 345 0.59 033 03 048 0.38 044 0.72 103 142 138
Dias del experimental

P4 12236 TCG

25
20
15
10

P4.ng/ml

09:00 0900 0900 0900 0900 0900 21:00 09:00 21:00 0900 21:00 09:00
11-jul - 124ul 13-ul  144ul 15-ul 164ul 164ul  204ul - 204ul - 21-ul - 21-ul | 22-jul
— P4 10,27 91 22.88 2.89 039 0.52 048 0.39 044 0.68 32 153
Dias del experimental

ANEXO 4. Concentraciones de progesterona de las ovejas

9088, 9107 y 12236 del grupo TCC.
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P4 95084 TCG

P4 ng/ml
o — ~N w P ur o

09:00 09:00 0900 0900 09:00 0900 21:00 0900 21:00 0900 21:00 09:00
26-jul  27-jul  28-jul  29-jul  30-jul 31-jul 31-jul 04-ago 04-ago 05-ago 05-ago 06-ago
—Pd4 317 447 408 4.74 4.16 544 154 0.44 041 0.69 099 1.25

Dias del experimental

P4 9095 TCG
14
12
= A0
=3
§ 6
4
2 SRS
0

09:00 0900 0900 0900 09:00 09:00 21:00 0%:00 21:00 0900 21:00 09:00
26-jul ~ 27-jul  28-jul  29-jul = 30-jul 31-jul 31-jul 05-ago O05-ago 06-ago 06-ago 07-ago
—P4 | 985 8,07 9.13 12,07 6.09 6.77 204 0.74 0.59 1.08 148 201
Dias del experimental

P4 12214 TCG

e —

P4 ng/ml
O = N W D nn o N o

09:00 09:00 09:00 09:00 09:00 09:00 09:00 21:00 09:00 21:00 09:00
26-jul 27-jul 28-jul 29-jul 30-jul 31-jul  05ago 05-ago 0O6-ago 06-ago 07-ago
—Pl 6592 745 6.04 5.82 2.89 117 0.63 0.53 0.79 0.79 131

Dias del experimental

ANEXO 5. Concentraciones de progesterona de las ovejas

9084, 9095 y 12214 del grupo TCG.
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ANEXO 7.

SOLUCION DE LAVADO 10X

NaCL1.5M 87.66 g
Tween 20 0.5% 5 mL
H>0 desionizada 1L

Almacenar a temperatura ambiente

Reactivos y soluciones utilizados en la prueba de ELISA

AMORTIGUADOR DE FOSFATOS SALINOS (PBS)

0.1 M,pH7
Reactivo 1Lt 500 mL | 250 mL
a) NaH2PO4(0.2 M) Bifosfato de sodio | 10.842¢g | 5421 ¢g 271¢g
b) NaHPO4 (0.2 M) Fosfato de disodio | 17.324 g | 8.662g | 4.331¢g
NaCl Cloruro de sodio 87¢g 435¢ 2175 ¢g
BSA Albimina serica bovina lg 05¢g 025¢g
H>0O desionizada 1Lt 500 mL | 250 mL
Después de agregar el BSA medir el pH (7.0) y ajustar NaOH.
Nota: almacenar a 4° C
AMORTIGUADOR DE CARBONATOS
0.05M, pH 9.6
Reactivo 1Lt 500 mL | 250 mL
a)  NaxCOs (Carbonato de sodio) 1.59¢ 0.795g | 0397¢
b) NaHCOs (Bicarbonato de sodio) | 293 g 146 ¢ 0.73 g
NaN3 (Azida de sodio) 02¢g 0.1g 0.05¢g
H>0 desionizada 1Lt 500 mL | 250 mL
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Una vez mezclado todo, medir el pH (9.6) y ajustar NaOH.
Nota: almacenar a 4° C

SOLUCION DE CITRATOS

0.05M, pH 6
Reactivo 1Lt 500 mL 250 mL
Acido citrico 9.605 g 48¢ 24¢
H>O desionizada 1Lt 500 mL 250 mL

NaOH.

Nota: almacenar a 4° C

Una vez mezclado todo, medir el pH (6) y ajustar con

SUSTRATO TMB

Reactivo 96 pozos 48 pozos

Solucién de citratos 12.5 mL 6.25 mL
0.0025 g TMB + 250 pul DMSO 125 pl 62.5 ul
Peré6xido de hidrégeno 30% 25 ul 1.25 ul

Nota: almacenar a 4° C
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