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EL “EFECTO MACHO” EN LA DINAMICA FOLICULAR DE OVEJAS DE LANA
SUPEROVULADAS

Dominguez Islas Manuel, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2012

Se evalud la incorporacion del “efecto macho” a un protocolo de superovulacion.
Se utilizaron 20 ovejas de lana de la raza Suffolk, Hampshire y Dorset, de
condicién corporal (cc) 3.1 + 0.4, con edad promedio de 3.9 + 0.8 afios, durante
época de transicion de anestro a temporada reproductiva en los meses de junio-
julio del 2011. Se asignaron 10 ovejas de manera aleatoria en dos lotes. Los
tratamientos fueron los siguientes: Tratamiento 1 (T1): se introdujo un CIDR
(considerado dia 0) a cada ovejas durante 9 dias, 48 horas previas al retiro, se
administro 500 pg de Cloprostenol, ademas de 300 Ul de Gonadotropina coridnica
equina (eCG) y 250 Ul de gonadotropinas hipofisarias de cerdo cada 12 horas
(48, 36, 24, 12, 0 previas al retiro y 12 h después del retiro) administrando 75 y
50, 37.5y 37.5, 25 y 25 Ul FSH/LH respectivamente. El tratamiento 2 (T2): similar
al T1, sin embargo a partir del dia 7 y hasta el dia 9, se introdujeron en forma
alterna 2 carneros provistos de mandil al corral de las hembras durante 20
minutos en la mafana (6:40-7:00) y por la tarde (4:00 — 4:20). La dinamica
folicular se registro diariamente a partir del dia 6 (después de colocar el CIDR). El
registro de foliculos 25 mm didametro, en la lectura 4y 5, para T1, 5.0 +4.1y 8.3
+ 3.17 (p < 0.05) fue mayor a las encontradas en T2, 2.8 + 3.0y 5.3 + 2.94. El celo
se presentd primero en T1, 13.60 + 1.7 horas (p < 0.05) diferente de T2 que

mostro, 14.75 + 2.07 horas postretiro de CIDR. Las ovejas presentaron en
promedio 8.0 + 4.3 cuerpos luteos sin diferencia (p > 0.05). Por lo anterior se

concluye que el “efecto macho” no aumenté el numero foliculos =2 5 mm de

diametro en dinamica folicular en protocolos de superovulacion en ovejas de lana.

Palabras clave: Efecto macho, ovejas, anestro, gonadotropinas, foliculo.



FOLLICULAR DYNAMICS IN SUPEROVULATED WOOL EWES
INCORPORATING THE "MALE EFFECT"

Dominguez Islas Manuel, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2012

We evaluated the incorporation of the "male effect" to superovulation protocol. We
used 20 ewes wool Suffolk, Hampshire and Dorset breeds, body score (bs) 3.1 +
0.4, mean age 3.9 £ 0.8 years old, during transition anestrus to breeding season in
June-July 2011, 10 ewes were assigned randomly into two pens. The treatments
were: Treatment 1 (T1): CIDR was introduced (considered day 0) to each sheep for
9 days, 48 hours prior to retirement, was given 2 mL of prostaglandin, plus 300 U
of equine chorionic gonadotropin (eCG) and 250 IU of swine pituitary
gonadotropins administered as decreasing doses at 0, 12, 24, 36, 48, 60 hours
prior to intravaginal device removal. Treatment 2 (T2): same as T1, but from day 7
until day 9, were introduced alternately 2 rams fitted with an apron to the pen of
females for 20 minutes in the morning (6:40 - 7:00) and afternoon (4:00 - 4:20).
Follicular dynamics was recorded daily began day 6 (after insert the CIDR). There
were follicles =2 5mm diameter, recording 4 and 5, for T1, 5.0 £ 4.1 and 8.3 + 3.17
(p < 0.05) was higher than those found in T2, 2.8 £ 3.0 and 5.3 + 2.94. The estrus
was presented firstin T1, 13.60 £ 1.7 hours (p < 0.05) was different from T2, 14.75
+ 02.07 hours withdrawal CIDR. The ewes had on average 8.0 + 4.3 corpus luteum
no difference (p > 0.05). Therefore we conclude that the "male effect” does not
increase the number of follicles = 5 mm in diameter in follicular superovulation

protocols in wool ewes.

Keywords: male effect, ewes, anestrus, gonadotropins, follicle.
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I. INTRODUCCION

El inventario nacional ovino para el 2010 se estimo en 8,105,562 cabezas,
concentrandose la produccién en la zona centro (lugar de mayor consumo en el
pais), los estados con mayor inventario ganadero se en cuentan México, Hidalgo,
Veracruz y Oaxaca, mostrando una tasa de crecimiento anual promedio de 1%; a
nivel nacional se producen 56,546 toneladas en canal para el 2011, sin embargo,
este ritmo de crecimiento no es suficiente para satisfacer el consumo nacional, ya
gue solo se alcanza a cubrir el 45% del consumo nacional aparente en el territorio
nacional. (SIAP-SAGARPA, 2011).

Los procesos reproductivos son consecuencia de la interaccion de
mecanismos de regulacion neuroendocrina endoégena y factores ambientales. El
fotoperiodo, nutricion, factores socio-sexuales, genética y sus interacciones
afectan directamente las actividades reproductivas a nivel cerebral; la intervencion
de cada uno de estos factores, promoveran cambios en la eficiencia reproductiva.
En el escenario actual de aumento del precios de insumos, es necesario buscar
alternativas para aumentar la rentabilidad y la competitividad de la ganaderia
(Vifoles et al., 2009). En pequefios rumiantes, las técnicas de superovulacion y
transferencia de embriones constituyen en la actualidad, una herramienta para
difundir razas al ser integrados a programas de mejora genética destinados a
aumentar la produccién ganadera. Se fundamenta en el incremento del nimero de
ovulaciones y de embriones viables por hembra seleccionada y ciclo mediante
tratamientos hormonales. Sin embargo, y a pesar de las mejoras alcanzadas en
los ultimos afios en cuanto a eficacia de protocolos utilizados, los rendimientos de
estas técnicas se encuentran afectados por una alta variabilidad entre animales
dentro del mismo grupo; la cual ha sido relacionada con la influencia de factores
intraovaricos; concretamente, poblacién folicular y relaciones entre los foliculos
presentes en el ovario en el inicio del tratamiento (Gonzalez-Bulnes et al., 2002).
Con base en lo anterior, el objetivo planteado fue probar que al incorporar el
“efecto macho” en protocolos de superovulacion en ovejas de lana, incrementa la

tasa de ovulacion, el numero de cuerpos luteos y el porcentaje de ovejas en estro.
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ll.  REVISION DE LITERATURA

2.1. Crecimiento folicular

La oveja es un rumiante estacional poliestrica con patrones de
reproduccion dominados por dos ciclos distintos (Vifioles, 2003). El primero es de
16 a 17 dias del ciclo estral (Chemineau et al., 1992; Bister et al., 1999), si no se
lleva acabo una gestacion y el segundo es un ciclo anual de actividad ovarica la
cual esta determinado por el fotoperiodo (Thimonier y Mauléon, 1969; Chemineau
et al., 1992). El ciclo estral es una secuencia de eventos endocrinos reguladas por
el hipotalamo (y su secrecion de la hormona liberadora de gonadotropina, GnRH),
la glandula pituitaria (con la secrecion de la hormona luteinizante, LH y hormona
foliculo-estimulante FSH), el foliculo (qQue secreta esteroides e inhibina), el cuerpo
luteo (CL), que produce progesterona, oxitocina y prostaglandina F2a y el Utero
(que es el responsable de la produccién de prostaglandina F2a), con cada evento
en la secuencia de inicio de los cambios hormonales posteriores (Vifioles, 2003;
Goodman e Inskeep, 2006). Analizando las interacciones fisiologicas, existen dos
factores que son de suprema importancia; primero es la accién en particular de
hormonas que son importantes en el control del ciclo ovarico, deben ser evidentes
a concentraciones fisiologicas y segundo, son los cambios circulantes de las
mismas, que ocurren en una secuencia especifica en tiempos muy predecibles

durante el ciclo estral (Goodman e Inskeep, 2006).

En ovinos, la formacién de foliculos primordiales comienza en la linea
ovigera cerca de la interfase en la corteza y la medula del ovario fetal, alrededor
de los 75 dias de gestacion, un tiempo en que el nimero maximo de células
germinales se encuentran dentro del ovario. Inicialmente cada foliculo primordial
consiste en un ovocito rodeado por una simple capa de células granulosas
escamosas, aunque en algunos casos, una 0 muchas de esas células son

cuboides (Goodman e Inskeep, 2006).



El nimero de células de la granulosa por foliculo primordial es altamente
variable, pero se correlaciona con el didmetro del ovocito. Mas del 75% de las
células germinales se pierden alrededor del dia 90 de gestacion probablemente
por apoptosis. Los ovarios de una oveja joven contienen de 40,000 a 300,000
foliculos primordiales. En la oveja joven son altos al nacimiento y disminuyen e
incrementan en varios tiempos en periodo prepuber sin un patron claro de oleadas
foliculares. En varios periodos de 10 dias de observacion hubo en promedio 2.4
picos de concentraciones de FSH, pero solo hay en promedio 0.8 foliculos que
crecen hasta 5 mm (Goodman e Inskeep, 2006). La duracion de la foliculogénesis,
desde el foliculo primordial hasta la ovulacion es notablemente consistente entre
ovejas y vacas en aproximadamente 4-6 meses (Driancourt, 1991; Hunter et al.,
2004) y 180 dias (Cahill y Mauleon, 1980; Souza et al., 1997; Vifoles, 2003). El
desarrollo folicular es muy complejo e implica la integracion de sefiales de
multiples sistemas de 6rganos. Mientras que la foliculogénesis temprana parece
estar influenciada directamente por las sefiales dentro del ovario; las hormonas
endocrinas provenientes de la pituitaria son necesarias para su desarrollo, para
continuar mas alla de estos estadios tempranos. A su vez, el ovario produce un
namero de retroalimentaciones y retroacciones de hormonas que regulan la
fisiologia de la pituitaria. El desarrollo folicular esta dividido en dos etapas en
funcidn de su crecimiento, las cuales se dividen en fase de crecimiento “lento” y

fase de crecimiento “rapido”

2.1.1. Crecimiento “lento”

Esta fase se agrupan los foliculos primordiales de 0.03 mm hasta 0.2 mm,
los cuales no son dependientes de gonadotropinas (Souza et al., 1997; Vifioles,
2003, Hunter et al., 2004) esta etapa dura 130 dias antes de desarrollarse el antro,
el cual inicia su desarrollo cuando la granulosa esta formada por alrededor de
5,000 células, en este periodo existe cambios en el ovocito, con la ampliacién y el
desarrollo de la zona pelucida, el factor de crecimiento parecido a la insulina tipo |l

(IGF-11) esta probablemente involucrado en la diferenciacion de células de estroma.
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Los receptores de FSH pueden ser identificados en las células de la granulosa
durante esta etapa, y células de la teca expresan receptores para LH. Para que los
foliculos alcancen el didmetro de 0.2 a 0.7 mm, lo que lleva 30 dias para esta
etapa, existe ligera produccién de estradiol cuando el foliculo alcanza 0.5 mm
(Vifoles, 2003; Mihm y Bleach, 2004), la formacion del antro inicia cuando la
granulosa tiene alrededor de 5,000 células, alcanzando el diametro folicular de
0.85 mm e incrementa lentamente el tamafio del antro hasta finalmente alcanzar
93% del foliculo preovulatorio en esta fase se cuenta con 3,300,000 células en la
granulosa (Cahill y Mauléon, 1980).

2.1.2. Crecimiento “rapido”

Esta etapa es considerada de crecimiento rapido, ya que el foliculo pasa
de 0.8 mm a 2.5 mm en solo 5 dias, el porcentaje maximo de proliferacion de
células de la granulosa se alcanza cuando el foliculo tiene diametro de 0.85 mm,
la aromatasa incrementa su actividad celular (Mihm y Bleach, 2004) paralelo a la
sensibilidad de las células de la granulosa a FSH, el factor de crecimiento parecido
a la insulina tipo | (IGF-I) estimula la proliferacion de la granulosa y tiene efecto
sinérgico con FSH en la diferenciacion de la granulosa (Vifioles, 2003), no se ha
encontrado diferencia estadistica entre ciclo, raza o estacion reproductiva en sobre
el diametro del ovocito en relacion con el tamafio folicular durante la etapa de
desarrollo del antro, la proporcion del foliculo ocupado por el antro o el nimero de

células en granulosa (Cahill y Mauléon, 1980).

2.2. Desarrollo folicular

Los foliculos dependientes de gonadotropinas tienen diametro de 2-3 mm,
los cuales tienen solo dos alternativas: que se degraden a través del proceso
llamado “atresia” o que ovulen, cuando alcanzan este didmetro es posible

observarse con ayuda de ecografia y son capaces de inferir cambios en los



estados fisiologicos y endocrinos (Driancourt et al., 1991; Vifioles, 2003,); ya que
las gonadotropinas probablemente no estdn involucradas en el inicio del
crecimiento folicular; por otra parte, en las primeras etapas del desarrollo folicular,
las gonadotropinas no parecen ser una funcién sobre el desarrollo folicular, sin
embargo, el crecimiento folicular en etapas posteriores es claramente dependiente
de gonadotropinas provenientes de hipdfisis: LH y FSH. Estas hormonas
proporcionan los principales mecanismos de control folicular: reclutamiento,
seleccion y dominancia a través de inhibicion de retroalimentacion negativa unidos

con la unidad hipotalamo-hipd&fisis (Hunter et al., 2004)

Conceptos que describen los cambios dinamicos que suceden durante el
crecimiento y la regresion; 1) en el reclutamiento los foliculos son extremadamente
dependientes de gonadotropinas, usualmente se reclutan de 2 a 5 foliculos; 2) en
la seleccion el numero excesivo de foliculos reclutados son destinados a la atresia
con el fin de alcanzar el nimero de ovulaciones tipico de cada especie/raza; y 3)
el foliculo sobreviviente después de la seleccibn es usualmente Illamado

dominante (Driancourt, 1991).

La ecografia de las observaciones en ovarios de ovinos muestra que
durante el ciclo estral como la fase latea, antes de la pubertad o durante el
anestro, muestran que existe crecimiento folicular en “oleadas”. Ademas, cada vez
gue un foliculo dominante esta presente, puede ser ovulado a través de una
inyeccion de hCG lo que indica que se han diferenciado los receptores de LH en

las células de la granulosa (Driancourt, 1991).

Conforme avanza la fase folicular disminuye progresivamente la actividad
mitética de las células de la granulosa y la teca a diferenciacién celular, el
crecimiento folicular se logra a través de la acumulacion de liquido antral. Algunos
de estos reguladores locales implicados son IGF1, factor de crecimiento de los
fibroblastos (FGF) y dos importantes proteinas, inhibina y activina, producidas por
las células de la granulosa. Por el contrario, el factor de crecimiento epidérmico
(EGF) es producida por las células de la teca, mientras que el factor transformador

de crecimiento beta (TGF-) es producido por las células de la teca y la granulosa.



En cultivos de foliculos de ovejas a corto plazo se ha observado en la granulosa
que la FSH es capaz de aumentar la incorporacion de 3H timidina al ADN de las
células de la granulosa, aunque su efecto dura poco tiempo. Sin embargo, en
cultivos a largo plazo de las células de la granulosa son claros los efectos de
estimulantes de IGF1 y de EGF en la incorporacion de 3H timidina y/o la division
celular (Driancourt, 1991). Los factores anteriores ademas desempefian una
funcion reproductiva (antes y después de la pubertad, la prefiez, postparto) y en el
estado nutricional (Mihmy Bleach, 2004).

2.3. Control de la diferenciacion celular de la granulosa

La aromatizacion solo se llevara a cabo cuando los receptores de LH son
escasos. La FSH es la principal hormona que controla el crecimiento folicular en
ganado bovino, ovino y porcino a través de la induccion de la aromatizacion y
estimula la actividad de la aromatasa in vivo. Sin embargo, se ha encontrado que
existen un numero de factores de crecimiento/proteinas que modulan la accién de
FSH en el proceso de aromatizacion. IGF1, TGFB y activina potencializan la
accion de FSH; mientras que inhibina y la folistatina son inhibidores, EGF y IGF
unen proteinas que estimulan la aromatizacion inducida por FSH (Driancourt,
1991). EI aumento de FSH en el momento de la regresion del cuerpo Iiteo en
ovejas y vacas estimula el desarrollo de una serie de foliculos antrales que
comienzan a adquirir una serie de propiedades clave como el aumento de
citocromo P450 de la cadena lateral de division y la actividad del citocromo P450

aromatasa (Hunter et al., 2004)

2.4. Control de la diferenciacion celular de la teca

Las células de Ila teca secretan androgenos, principalmente
androstenediona, al ser estimulados por LH y no FSH. Las acciones de LH en las

células de la teca son moduladas por factores de crecimiento y proteinas; al igual



que las células de la granulosa IGF1 incrementa mientras que EGF disminuye, LH
estimula la produccion de andrégenos (androstenediona). La inhibina y activina
tienen actividades opuestas, mientras que inhibina estimula la produccién de LH y
por lo tanto de androstenediona, activina suprime la respuesta a LH (Driancourt,
1991).

2.5. Control de reclutamiento, seleccién y dominancia

Las gonadotropinas son esenciales en el control del reclutamiento,
seleccion y dominancia, ya que cuando existe ausencia (ya sea por hipofisectomia
inmunizacion contra GnRH), no se realiza reclutamiento. Por lo anterior, el
reclutamiento, seleccion y dominancia pueden ser inducidos cuando se aplican
gonadotropinas exdgenas siempre que exista ausencia de las mismas en el
animal. En el fluido folicular existen componentes que modulan la accién
hormonal, dichos componentes interactian sobre el mismo foliculo (regulacion

autocrina) o sobre otros foliculos (regulacion paracrina) (Driancourt, 1991).

2.5.1. Reclutamiento

En ovejas el desarrollo folicular es bloqueado por ausencia de
gonadotropinas, la FSH es capaz de inducir el reclutamiento (Soboleva et al.,
2000), mientras que niveles basales de LH también son requeridos dentro de esta
fase, aunque no en forma pulsatil. El reclutamiento ocurre durante las fases
folicular y lutea temprana. No todos los foliculos reclutados son iguales, el mas
pequefio es abundante en EGF, por lo que es mas sensible a efectos inhibitorios
de EGF durante la diferenciacion celular. Por lo anterior, el efecto estimulante de
FSH en la diferenciacién folicular (aromatasa) es mas marcado en el foliculo mas
grande y débil en los foliculos mas pequefios en la oleada folicular durante el
reclutamiento. La estimulacion de foliculogénesis comienza cuando los foliculos

alcanzan 2 mm en ovejas y 4 mm en bovinos (Driancourt, 1991).



2.5.2. Seleccién

Durante la seleccién pueden interferir foliculos mayores (durante la
oleada) sobre la capacidad de los mas pequefios y de esta forma los foliculos méas
pequefos recibirAn menos suministro de gonadotropinas. Esto se puede llevar
cabo mediante dos vias. En el caso de “via pasiva” el foliculo dominante maduro
indirectamente inhibe el crecimiento de los foliculos menos maduros mediante la
reduccién de las concentraciones de FSH por debajo del umbral necesario para
mantener otros foliculos. En la “via activa” el foliculo dominante inhibe de forma
directa el crecimiento de los menos maduros mediante la secrecidn via sangre que
reduce la sensibilidad a FSH (Driancourt, 1991).

El estradiol e inhibina presentes en liquido folicular, interactian para
controlar la secrecion de FSH. Se ha encontrado que los foliculos de mayor
tamafo producen mayores cantidades de dichas hormonas, actuando a través de
retroalimentacion negativa para suprimir las concentraciones de FSH por debajo
del umbral necesario para la supervivencia de foliculos reclutados, lo que resulta
en la seleccion del foliculo ovulatorio, ya que si se aplica un apoyo limitado de
gonadotropina durante la mitad de la fase folicular eleva la tasa de ovulacion en la

mayoria de las razas ovinas (Driancourt, 1991).

Cuando se cauterizan foliculos grandes durante fase latea o folicular no
mejora el tratamiento de superovulacion. Al realizar cultivos in vitro de foliculos
grandes junto con pequefios, no disminuye la incorporacién de 3H timidina sobre
los foliculos pequefios o la produccion de estradiol por los foliculos de tamafio
medio. En el caso de bovinos de ha observado que la presencia de un foliculo
grande disminuye la respuesta superovulatoria de PMSG o pFSH (Hunter et al.,
2004).



2.5.3. Dominancia

El efecto de dominancia en el ovino esta marcado por un aumento
significativo en diferencia de tamafio entre el foliculo ovulatorio y el resto, los
cuales comienzan a disminuir su tamafo al entrar en atresia. Sin embargo, el
efecto de dominancia por parte del foliculo preovulatorio es también diferente del
observado en vacuno, ya que no estaria determinado por una anulaciéon sino por
un descenso en el reclutamiento de foliculos gonadotropo-receptivos y por una
disminucién de su crecimiento hasta categorias superiores (Gonzalez-Bulnes et
al., 2002).

Se han realizado estudios para conocer la forma en que el foliculo
dominante sigue madurando en presencia de concentraciones de FSH
insuficientes para madurar a los foliculos menos maduros, se han encontrado dos
caracteristicas: una entrega preferencial y un aumento en la sensibilidad de este
foliculo a las gonadotropinas. No se ha observado un incremento de flujo
sanguineo, sin embargo se han encontrado cambios en la permeabilidad vascular,
gue se ha asociado con la maduracién que podria causar una acumulacion
selectiva de las gonadotropinas en el liquido folicular del foliculo dominante, por lo
gue es mas sensible que los foliculos subordinados (Gonzéalez-Bulnes et al.,
2002).

Los foliculos dominantes tienen altas producciones de estradiol (Ez) y
aunado a FSH estimula la produccién de IGF1l, que a su vez, estimula la
aromatizacion y aumentan aun mas los niveles de estradiol, asi como los
receptores a LH y de esta forma desempefia un papel clave en el mantenimiento
de dominacion (Driancourt, 1991). El mecanismo para producir dominancia
folicular esta relacionado con la dependencia a FSH que muestran los foliculos
antrales para crecer. Los foliculos de tamafio preovulatorio secretan altos niveles
de inhibina y estradiol, con lo que disminuyen los niveles de FSH y causan la

atresia de los foliculos menores (Gonzéalez-Bulnes et al., 2002).



Los foliculos preovulatorios (FP) evitan su propia entrada en atresia
cambiando sus necesidades de FSH hacia LH; en respuesta, crecen y maduran
hasta el estadio ovulatorio. Sin embargo, durante la fase luteal, la frecuencia de
pulsacion de LH permanece baja debido al efecto inhibidor de progesterona y los
FP no tienen oportunidad de establecer su dominancia. En fase folicular, la
desaparicion del cuerpo liteo provoca el descenso de los niveles de progesterona
y el aumento de los niveles de LH; es el momento en que la dominancia puede ser
establecida (Gonzalez-Bulnes et al., 2002). Otra de las caracteristicas del foliculo
dominante que podria contribuir a la dominacién es la presencia de receptores a
LH en las células de la granulosa. Dado que tanto FSH como LH tienen accién
sobre adenosin monofosfato ciclico (AMPc), el desarrollo de receptores a LH en
esta etapa del ciclo donde la secrecion de LH es alta, podria ayudar a mantener
los altos niveles intracelulares de AMPc, ya que compensa la disminucion de los
estimulos del AMPc como consecuencia de la disminucion en las concentraciones
de FSH (Driancourt, 1991). Los tratamientos con PMSG sola o combinada con
FSH son comunmente usadas para superovular, Las gonadotropinas exdgenas
actian reclutando foliculos pequefios, protegiendo los reclutados de atresia,
aunque no rescata atresicos. En razas prolificas como Booroola, Finn y Romanov,
las células de la granulosa solo contienen alrededor de 30% de la cantidad normal
de hormonas; por lo anterior, los foliculos (F) solo producen alrededor de 30% de
E, y 50% de inhibina, en comparacion con razas no prolificas; pFSH no es tan
activa como PMSG en estimular la divisién celular, puesto que pFSH estimula los
F que tienen alrededor del 50% de células de granulosa y el complemento de la
estimulacion folicular es realizada por PMSG. La PMSG imita los cambios
ocasionados por pFSH sobre el nimero de células de la granulosa en ovejas. Al
realizar incubacion de F intactos por una hora in vitro, se observa que la
produccion de E, y testosterona, es mas activa cuando se emplea PMSG que
FSH. Hasta hace recientes afios se creia que las gonadotropinas eran los Unicos
factores que controlaban la funcibn ovarica, sin embargo de igual forma
intervienen factores de crecimiento, proteinas ovaricas y componentes

inmunomoduladores (Driancourt, 1991).
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2.5.4. Ovulacion (Ruptura folicular)

Antes de la ovulacibn debe ocurrir la transformacion del foliculo
dependiente de gonadotropinas capaz de ovular, requiere una baja concentracion
de FSH. Los foliculos ovulatorios poseen en células de granulosa un mayor
namero de receptores a LH y FSH. El aumento en el tamafio del foliculo se debe
al incremento en niumero de células de granulosa y de liquido folicular en antro. La
actividad de la aromatasa es maxima razén por la cual se produce gran cantidad
de estradiol (Vifioles, 2003).

Un efecto inicial del pico de LH ocasiona un incremento del AMPc por 4 a
12 horas que bloquean la aromatasa y por consiguiente, la sintesis de estadiol-17(3
via testosterona; el resultado del incremento en progesterona (P;) en tejido
folicular es el incremento en la produccion de prostaglandinas. A nivel de
membrana del foliculo ovulatorio, concentraciones de PGE, y PGF,a incrementan
durante 8 horas, manteniéndose elevadas por 12 horas, y PGE, pero no PGF.q,
disminuye de 16 a 20 horas, la presencia de LH o FSH incrementan la produccién
de PGE; en las células de la granulosa y ambas prostaglandinas en la teca, se
realiza la conversion de PGE, a PGF,q, se lleva a cabo a través de la enzima 9-
keto- PGE,-reductasa. Por lo anterior, el incremento de la secrecion de ambas

hormonas son necesarias para la ruptura folicular (Goodman e Inskeep, 2006).

Se ha encontrado que se requiere del factor de necrosis tumoral-a
(Necrosis Factor-TNF-a) para ocasionar colagenolisis en el foliculo preovulatorio.
Este factor se libera por células apicales del endotelio de la teca al aproximarse la
ovulacion, LH estimula la liberacién del activador plasminogeno tipo uroquinasa
(urokinase-type plasminogen activator-uPA) del epitelio de la superficie del ovario,
el cual estimula la conversion de plasminogeno intersticial a plasmina, que activa
colagenasas latentes en la membrana del apice folicular y libera TNF-a de la teca

del endotelio (Goodman e Inskeep, 2006).
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El colesterol es precursor de los progestdgenos: pregnenolona y
progesterona ambos son precursores de la sintesis de androstenediona en las
células internas de la teca. Posteriormente el andrégeno (androstenediona) luego
de atravesar la membrana basal del foliculo se dirige a las células de la granulosa
donde es metabolizado hasta transformarse a estradiol 17-B. (Fortune y Quirk,
1988). La GnRH proveniente del hipotdlamo estimula la secrecion de LH en
pituitaria anterior, que produce la ovulacién de un foliculo grande y estimula la
luteinizacion de los restos foliculares (Vifioles, 2003). El diametro de foliculos
preovulatorios en ovinos es de 6-8 mm (Bister et al., 1999), 5-7 mm (Vifoles,
2003; Hunter et al., 2004), 5mm (Goodman e Inskeep, 2006).

2.5.5. Formacion del cuerpo Iuteo

El cuerpo lateo (CL) es una glandula endocrina transitoria formada por un muro de
células de foliculos de Graff antes de liberar el huevo; el muro de foliculos
después de la ovulacidon viene precedido de perdida y la vascularizacion de la
membrana granulosa, ocurre simultaneamente la degeneracion de la lamina basal
bajo la influencia de un complejo de mecanismos morfolégicos involucrados y
cambios bioquimicos. Es wuna glandula endocrina dinamica que muestra
variaciones en tamafo, estructura y actividades esteroidogénicas en diferentes
estados del ciclo estral y prefiez. El diametro maximo se presenta en los dias 6-9
después de la ovulacion y la regresion inicia entre los dias 13y 16 del ciclo estral

en la oveja (Fields y Fields, 1996).

La formacion del cuerpo lateo es la continuacion del proceso de
maduracion folicular, incluye la hipertrofia, hiperplasia y migracion; esta formada
por células de granulosa y teca interna junto con células endoteliales, pericitos,
células del musculo liso, fibrocitos, macrofagos, leucocitos y en ocasiones células
del plasma, con gran variacion en numero, ultraestructura quimica y funcién

durante el desarrollo, diferenciacién y regresiéon del CL (Sangha et al., 2002).
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2.5.6. Regresion latea

La luteolisis es definida como la muerte estructural del cuerpo IUteo, marca
el comienzo de la fase folicular; la disminucion de niveles de progesterona
conduce al aumento en la frecuencia de pulsos de LH y la estimulacion de la
secrecion de estradiol del foliculo ovulatorio para obtener tanto celo como el pico
de LH (Baird y Scaramuzzi, 1976; Karsch et al., 1980). El pico de LH, a su vez,
pone fin a la secrecibn de E, mediante la induccion de la ovulacién y la
luteinizacion de manera que el préximo ciclo puede comenzar. Los productos
secretados por el CL y el foliculo ovulatorio desencadenan eventos que conducen
a la destruccion de cada estructura (Vifoles, 2003).

Durante la luteolisis se pierde la capacidad de sintetizar y secretar
progesterona seguido por la perdida de las células que componen el cuerpo luteo.
En rumiantes la lateolisis es dependiente de la presencia prostaglandina F,a del
Utero, la cual es secretada en utero e inhibe la secrecion de P4y lo hace en dosis
gue no induce luteolisis estructural. (Goodman e Inskeep, 2006) La PGF,a actua

de la manera siguiente:

Primero: PGF»a, estimula la secrecion de oxitocina dentro de 2 a 5 minutos

después de una inyeccion intramuscular (i.m.)

Segundo: es un rapido decremento del flujo sanguineo del cuerpo lateo (detectado

a 4 horas).

Tercero: disminuye la secrecion de progesterona (detectado tempranamente a 1-2
horas y usualmente a las 4 horas) debido a la activacion de la Proteina quinasa C

(PKC) via segundo mensajero.

Cuarto: PGF,a induce incremento del calcio intracelular que parece causar muerte

celular por via mecanismo apoptosis y luteolisis estructural.

Quinto: se encuentra envuelto la estimulacion de la produccion lutea de factores
vaso activos, prostaglandinas, endotelinas, angiotensina Il y oxido nitrico, los

cuales son intermediarios o colaboradores en la cascada luteolitica.
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2.6. Caracteristicas de la dinamica folicular durante el tratamiento de

superovulacion

Se conoce como dinamica folicular al proceso de crecimiento y regresion
de foliculos antrales que conducen al desarrollo de un foliculo preovulatorio (Fig.
1) La aplicacion de la ecografia durante el tratamiento de superovulacién permite
conocer las variaciones que se producen en la poblacion folicular por influencia de
las gonadotropinas exdgenas (Fig. 2). En los estudios realizados en ganado ovino,
la administracion de FSH en los protocolos habituales, con inyecciones cada 12
horas, comienza a actuar sobre la poblacion folicular presente en el ovario de la
oveja entre 12 y 24 horas del inicio del tratamiento. A partir de ese momento, y
hasta las 48 horas, se observa un marcado crecimiento de los foliculos desde los
2 mm de diametro hasta los 5 mm. Los foliculos en crecimiento alcanzaran el
tamafio preovulatorio entre las 36 y 60 horas, pero especialmente entre las 48 y 60

horas (Gonzalez-Bulnes et al., 1995).

Oleada 1

Diametro folicular (mm)
Esy

Fase latea

T L] T T T L] T T T T T T T T T T T T T

101 234 5678 9101112 1314151617/0

Dias a la ovulacion

Figura 1. llustracién esquematica del crecimiento de foliculos antrales del ovario
(Modificado de Bartlewski et al., 2011)
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Los foliculos emergen de 2-3 mm de diametro durante el ciclo estral en la
oveja. Los foliculos méas largos crecen aproximadamente al diAmetro preovulatorio
de =5 mm antes de la regresion o la emergencia de la ovulacién en sucesion
ordenada durante el intervalo interovulatorio de 17 dias, en las cuales ocurren de 3
a 4 oleadas foliculares. OV=ovulacién. Duracién aproximada de las fases de
crecimiento (C), estatico (E) y regresion (R) de la vida de los foliculos durante las
oleadas (Bartlewski et al., 2011).

SIUI
UMS 900
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Figura 2. Imagen ecogréfica de ambos ovarios de una oveja sometida a un

tratamiento de superovulacion
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Se ha encontrado que en las razas Texel, lle de France y Suffolk durante la época
reproductiva el desarrollo folicular se caracteriza por la presencia de ondas
foliculares, ocurriendo en tres ocasiones durante el ciclo estral, dos ondas durante
la fase lutea (ondas | y 1) y una onda (Onda lll) durante la fase folicular; cada
oleada folicular tiene una duracion de aproximadamente 6 dias (Noel et al., 1993).
Todos los foliculos de las dos primeras oleadas foliculares continuaron su
desarrollo hasta atresia, y solo uno 6 2 foliculos de la dltima oleada durante la fase
folicular estan destinados a ovular (Bister et al., 1999). En ovejas Western White
Face se ha observado que ocurren cuatro ondas foliculares en las tres primeras
ondas foliculares sin diferencia (P>0.05) en la produccion de FSH y estradiol (2 ng
mL™?, 5 ng mL™, respectivamente). Sin embargo en la cuarta aleada (oleada
ovulatoria) se encontrd que existe una mayor produccion de FSH y Estradiol (3 ng
mL™, 6.5 ng mL™* respectivamente), respecto las tres oleadas anteriores (Toosi et
al., 2010) mientras que Souza et al. (1997) reporté concentraciones de hasta 3 ng

mL™y Cahill et al. (1981) reporto concentraciones de 2 ng mL™ de FSH.

En la mitad del ciclo estral en ovejas Suffolk, se observan que los
diferentes tipos de foliculos, muestran una distribucién de frecuencia tri-modal,
para lo anterior se debe realizar una clasificacion agrupando los foliculos en tres
categorias en funcion de su tamafo: pequefios (2 mm), medios (3-4 mm) y
grandes (=5 mm). La relacién entre la secrecion de FSH y el desarrollo folicular es
muy estrecha: cada incremento en el nivel de FSH en plasma se asocia con la
presencia de un grupo de foliculos pequefios y una secrecion de FSH sostenida se
asocia con el comienzo de una oleada de crecimiento folicular (Ginther y Kot,
1994); los foliculos de tamafio medio y grandes aparecen cuando los niveles de
FSH comienzan a declinar (Bister et al., 1999). Al comparar el crecimiento folicular
al inicio, mitad y al final de la época reproductiva, se observa que el numero total
de foliculos pequefios, medianos y grandes no son diferentes durante los tres
periodos; durante el periodo de anestro estacional los foliculos mas grandes
alcanzaron un tamafo similar a los que se encuentra en la fase folicular del ciclo
estral, pero todos ellos se convirtieron en atrésicos. Del mismo modo, la secrecién

de FSH durante anestro estacional muestra un ciclo de secrecion y las oleadas
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estan ligadas a la secrecion en la misma amplitud que en época reproductiva
(Bister et al., 1999). El numero total de foliculos normales con un numero >3 capas
de células de granulosa en ovejas lle-de-France fue similar en época reproductiva
0 anestro, aunque hubo mas foliculos antrales en el segundo. Existe una alta
correlacion positiva en cada oveja entre el nimero de foliculos y el promedio de
indice mitético por clase, lo que sugiere que la existencia de mecanismos

intraovaricos que regulan la foliculogénesis (Cahill y Mauléon, 1980).

Durante un ciclo estral normal en la estacion reproductiva en ovejas de la
raza Suffolk, en cada oleada folicular inician el desarrollo 5 foliculos conforme
avanza el crecimiento se observa atresia hasta alcanzar el 100% en las 2 primeras
oleadas; mientras que en la tercer oleada solo ovulan alrededor de 1.2 + 0.4
foliculos del total (Bister et al., 1999); En el caso de trabajos realizados por Evans
(2003), se reportan tres oleadas foliculares por ciclo estral. Durante la fase folicular
se ha observado que el tratamiento FSH/LH no produce un aumento de
progesterona (P,); por el contrario, la administracion de gonadotropinas produce
un aumento en la producciéon de androstenediona (A;) y estrogenos (E»)
inmediatamente después de su administracion (Soboleva et al., 2000). En la fase
IUtea, los foliculos producen altas cantidades de P, y A4 pero pocas cantidades de
E,, en comparacion con los foliculos durante la fase folicular. Por otra parte, la
produccion de E, no se incremento al aplicar el tratamiento FSH/LH (Bister et al.,
1999).

Se ha observado que al inicio de la época reproductiva, la
esteroidogénesis in vitro es idéntica en términos de actividad basal a la observada
en la mitad de la época reproductiva aunque la respuesta es mayor en la segunda.
Los foliculos que se obtienen al final de la época reproductiva y son cultivados in
vitro producen alta cantidad de P, y bajas en E,, aunque la produccion no es
influenciada al ser tratados con LH o FSH, la secrecion basal de A, es comparable
a la obtenida a la mitad de la estacion reproductiva aunque la respuesta a la
estimulacién es significativamente mayor a la primera. En anestro, los foliculos

presentan mayor produccion de P, y A4, pero menor E,, en comparacion a los
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obtenidos durante la fase folicular en la mitad de la época reproductiva; sin
embargo, conservan la capacidad de aromatizacion en respuesta a la exposicion a
FSH / LH. (Bister et al.,, 1999). Cuando se aplica tratamiento con PMSG en la
tercera oleada folicular no tiene efecto sobre la tasa de crecimiento, aunque apoya
el crecimiento de foliculos pequefios: su nimero se incremento y la tasa de atresia

se redujo. Aunque es ineficaz en foliculos de tamafio medio (Bister et al., 1999).

2.7. Estacionalidad

Cuando los mamiferos aparecieron por primera vez hace 250 millones de
afos, el mundo se estaba calentando y secando y sélo habia una masa de tierra
en  existencia, el super continente de Pangea. Algunas de sus partes
experimentaban ciclos extremos estacionales de clima y disponibilidad de
alimento, mientras que otros no lo hicieron. Asi, algunos de los primeros
mamiferos probablemente sélo se reproducian estacionalmente, mientras que
otros se reproduciran durante todo el afio. Como Pangea se rompid y los nuevos
continentes se repartieron por todo el mundo, el clima de la Tierra continud
desplazandose de un extremo al otro y el creciente nimero de mamiferos se
siguié adaptando reproductivamente. La extincion masiva del Cretacico hace 65
Millones de afios abrid la puerta a la adaptativa masiva y en la actualidad mas de
4.000 especies de mamiferos se pueden encontrar sobreviviendo y
reproduciéndose en una gran diversidad de habitats, la mayoria se caracteriza por

cierto grado de variacion estacional (Bronson, 2009).

Existen dos factores que son de especial atencion para generar conductas
estacionales. La primera es la busqueda de alimento, para mantener en equilibrio
el balance energético. ElI segundo incluye las sefiales de predicciéon como el
fotoperiodo (Chemineau et al.,, 1992). El balance de energia y el fotoperiodo
intervienen en las vias neuroendocrinas sobre las neuronas en el cerebro que
secretan hormona liberadora de gonadotropina (GnRH). Las neuronas productoras
de GnRH estan ampliamente distribuidas en el cerebro anterior, pero la mayoria

se encuentran en el hipotdlamo anterior y area pre-6ptica; terminan en la
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eminencia media, donde la GnRH entra en el sistema portal hipofisario y regula la
secrecion de las gonadotropinas. Las gonadotropinas controlan la secrecion de los
esteroides gonadales y, a su vez, la retroalimentacion de esteroides para controlar
la secrecibn de gonadotropinas. La retroalimentacibn negativa ocurre
habitualmente en ambos sexos y en hembras la retroalimentacion positiva finaliza
con la ovulacion. A pesar de que las neuronas productoras de GnRH se originan
en el cerebro anterior, son capaces de actuar de manera sincronizada, en la
generacion de pulsos distintos en el lanzamiento de este neuropéptido. Asi surge
el concepto de utilidad de un generador de pulsos de GnRH a pesar de que aun
no esta completamente definido neurolégicamente. La actividad del generador de
pulsos de GnRH a menudo se mide indirectamente por la frecuencia de los pulsos
de la hormona luteinizante (LH) en la sangre, algunos pulsos no se ven 0 son
minimos en animales inactivos reproductivamente mientras que se puede apreciar

perfectamente en animales activos reproductivamente (Bronson, 2009).

2.7.1. Balance de energia

Cuando los costos energéticos por alimentacion exceden las calorias que
obtenidas, el resultado es un balance energético negativo y ésto deprime la
generacion de pulsos de GnRH. Este modo de regular la reproduccion es una
caracteristica de todos los mamiferos, es lo suficientemente determinante, ya que
anula cualquier factor que desencadene la reproduccion. Como se muestra en la
figura 3, las calorias de los alimentos obtenidos de un mamifero puede ser
utilizado para hacer trabajo o ser almacenada como glucégeno en el higado o en
forma de lipidos en grasa corporal. Algunas de las muchas necesidades
energéticas del cuerpo deben estar satisfechas o el mamifero morira. Se incluyen
en esta categoria las actividades bésicas celulares, tejidos y érganos, que son
necesarios para mantener la homeostasis, asi como los costos energéticos para la
termorregulacion. Funciones como crecimiento y reproduccion se pueden ver
afectados, cuando las condiciones necesarias para alimentacién son demasiado
costosas energéticamente y ambas no se llevaran a cabo cuando el balance
energético negativo es muy severo (Bronson, 2009).
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Existe un interés experimental para conocer la(s) via(s) neuroendocrina (s)
a través del cual el balance energético negativo suprime la generacion de pulsos
de GnRH, lo que ha dado lugar a un gran numero de hipétesis. Una hipétesis es la
"hipé6tesis de combustible metabdlico”. La cual sugiere que las células en el area
postrema del cerebro posterior monitorean los niveles circulantes de combustibles
metabdlicos oxidables tales como glucosa y acidos grasos. Cuando no hay
suficiente combustible metabdlico en circulacién para llevar a cabo las funciones
en la figura 3, esta informacion se transmite al cerebro anterior a través de las
catecolaminas y neuropéptido Y en las proyecciones que deprimen la generacion
de pulsos de GnRH, ya sea en forma relativamente directa o indirectamente a

través de hormona liberadora de corticotropina (CRH) (Schneider, 2004).

Si bien existe una relacion relativamente directa entre los niveles
circulantes de los combustibles metabdlicos y la generacién de pulsos de GnRH,
esto podria no ser la Unica via energética relacionada que influye en la secrecion
de este neuropéptido. El control general del balance de energia es un proceso
inmensamente complejo y un numero de rutas de acceso participan en ella en
segundo lugar, la actividad de las neuronas de GnRH podrian influir. Sefales
periféricas que influyen en el balance de energia y por lo tanto la secrecion de
GnRH podria estar influenciada por la actividad del higado, el pancreas, el
estbmago, el duodeno o el tejido adiposo, y estas sefales pueden ser enviadas al
cerebro a través del nervio vago o por hormonas como la leptina, la insulina, factor
de crecimiento parecido a la insulina tipo 1 o la grelina. Estas hormonas pueden
actuar directamente sobre los circuitos neurales que controlan las neuronas GnRH
0 pueden actuar modulando la disponibilidad de combustible metabdlico. Del
mismo modo, los neuropéptidos que regulan la secrecion de GnRH en el cerebro
anterior también podrian incluir galanina, orexinas, urocortinas y opioides

endégenos (Bronson, 2009).
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Figura 3. Balance de energia respecto a las prioridades de varias funciones
fisiologicas en los mamiferos. Tomado de Bronson (2009).

2.7.2. Factores predictores de estacionalidad

Muchos mamiferos que viven en las latitudes mas altas se basan en la
variacion en la duracion del dia para prepararse a los cambios estacionales, la
capacidad de hacer esto requiere de mecanismos enddgenos de tiempo, tal como
los circuitos que unen la retina con las neuronas secretoras de GnRH. Las
especies de vida mayor a un afio, con largos periodos de gestacion se basan en
un mecanismo de reloj enddgeno que oscila periodicamente a lo largo de un afio a
través de las estaciones anuales. El anestro en ovejas se caracteriza por la
ausencia de estro y ovulacioén, debido a la disminucién de la frecuencia del pulso
de LH en respuesta a un aumento de la sensibilidad del hipotdlamo a la
retroalimentacion negativa efecto de estradiol. Existe cierto crecimiento folicular
durante el anestro, con una mayor incidencia de foliculos pequefios y medianos
gue grandes, sugiere gue solo existe soporte parcial de gonadotropinas en este
periodo. Durante el anestro se pude inducir la ovulacion, aunque a través de
tratamientos hormonales externos, aunque dichos tratamientos resultan en una
alta proporcién con regresion latea prematura, la histerectomia impide la regresion
IUtea prematura, lo que implica que el Utero esta relacionado en este proceso
(Leyva et al., 1998).
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Las ovejas domésticas alojados fuera de la zona templada comienzan a
reproducirse a principios de otofio y lo dejan de hacer en invierno. Esto asegura
gue los corderos nazcan en la primavera o principios del verano cuando los pastos
estan disponibles al maximo y son nutritivos al maximo. En la oveja, se trata de un
reloj endogeno, el ciclo anual que impulsa la sensibilidad sobre la generacién de
pulsos de GnRH a la retroalimentacién negativa de estradiol. La exposicion a
largos dias de verano, aumenta la sensibilidad de las neuronas productoras de
GnRH al estradiol; por lo tanto, deprime la pulsacion de GnRH e induccion de la
temporada en anestro. La exposicibn a dias cortos de otofio, disminuye la
sensibilidad de las neuronas productoras de GnRH al estradiol, lo que induce

ciclos estrales (Bronson, 2009).

Los estudios que utilizan una gran variedad de mamiferos han puesto de
manifiesto varios componentes de la via, mediante la cual la duracion del dia
regula el generador de pulsos de GnRH independiente de los mecanismos del
tiempo sefalado anteriormente. Informacion sobre la duracion del dia pasa de la
retina a traves del tracto retino al nucleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo,
cuando se integre con un oscilador circadiano. El SNC proporciona la entrada al
nucleo paraventricular y de alli pasan caudalmente proyecciones neuronales en
los ganglios cervical superior de la médula espinal. A partir de ahi las neuronas
simpaticas adrenérgicas pasan de regreso a la glandula pineal donde la
melatonina (Mel) es secretada a una tasa mucho mas alta durante el periodo de
oscuridad que durante el periodo diurno. La duracion de la oscuridad produce un
aumento en los niveles circulantes de Mel, proporcionando una forma para que el
cerebro mida y reaccione a la variacion en la duracién del dia. Se cree que la
sefial de Mel se decodifica en el nivel molecular en las células que expresan
receptores de Mel en lugar de directamente sobre las neuronas GnRH, pero el
circuito de acoplamiento estas dos entidades no es claro hasta el momento, como
lo son los mecanismos moleculares implicados en el reloj biolégico y los del reloj
circadiano. Es probable que todos los mamiferos tengan al menos algunos

elementos de una via que se inicia con la retina y termina en el generador de
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pulsos de GnRH. En algunas especies, la via es completa y funcional, en otros, no
lo es. El fuerte movimiento de las placas continentales en los Ultimos 250 millones
de afios que se han asegurado de que en algun lugar en el linaje de cada una de
las especies actuales son los antepasados que experimentaron variacion
estacional lo suficientemente potente como para que la seleccion natural ha

favorecido captar la sefial del fotoperiodo (Bronson, 2009).

En la actualidad la produccién ovina de México tiene caracteristicas
regionales como consecuencia de los diferentes tipos raciales predominantes en
las distintas zonas del pais. La regidon nortefia se caracteriza por la produccion de
lana, en la zona centro predomina la produccién de carne con base en la cria y
engorda de ganado criollo cruzado con razas ovinas de “"cara negra" (Suffolk y
Hampshire). En las areas tropicales la produccion se lleva a cabo con razas de
pelo, como las denominadas en México, Tabasco o Pelibuey, y la Blackbelly o
Panza Negra, debido a su capacidad de adaptacion a estas regiones del pais
(Porras et al., 2003).

Normalmente los ciclos ovulatorios se producen en la mayoria de las razas
de ovejas en finales del verano y otofio (época reproductiva), pero ovulacion cesa
en el invierno y la primavera (temporada no reproductiva). Desde el punto de vista
adaptativo, esta restriccion de la actividad ovérica a finales verano y otofio,
asegura que los corderos nazcan a finales de invierno y principios de primavera,
cuando las condiciones ambientales para su supervivencia son favorables, esta
estrategia reproductiva esta presente en razas que viven en latitudes iguales o
mayores a los 35° norte y sur (Vifioles, 2003), mientras que Chemineau et al.,
(1992) mencionan que por regla general en ovinos y caprinos deben ser
superiores a latitudes de 40°, en este medio los cambios ambientales
(temperatura, precipitacion pluvial, disponibilidad de alimentos) son contrastantes
en las diferentes estaciones del afo, la necesidad de tener partos estacionales
provocd que evolucionara un patrén reproductivo anual, caracterizado por la

existencia de un periodo reproductivo y otro de anestro o inactividad ovarica.
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El intervalo de cinco meses entre la concepcion y el parto propio (para el caso de
ovinos), determina el momento del afio en que tiene lugar la época reproductiva
(Porras et al., 2003). Sin embargo, Lindsay (1991) encontré que las razas ovinas
de latitudes extremas =235° de latitud norte y sur muestran un periodo de
estacionalidad de 5 meses y en ocasiones hasta 8 meses, mientras que las razas
originarias de latitudes bajas (menores a 35°) no supera los tres meses (Cuadro
2), mientras que Chemineau et al. (1992) mencionan que muchas razas de
latitudes menores a 40° son sexualmente activos todo el afio; entendiéndose
estacionalidad como la manifestacion de un periodo de actividad sexual
caracterizado por la presencia de ciclos estales consecutivos y otro con ausencia
de los mismos, en la mayoria de las razas ovinas originarias de zonas templadas
(De Lucas et al., 1997).

Periodo de anestro (mes) anestro
Lugar Latitud Raza (d)
EIFIMA MJ|J|A SO N D

Islandia | 64° N | Ovejas nativas X | X| X[ X|X]|X]|X 219
Escocia | 56° N | Finnis-Landrace X| X[ X|X]|X]|X 166

Tasmania-

Merino X[ X|X|X|X]|X 181

Scotish-

Blackface X[ X[ X[ X|X|X]|X|X]|X 235
Francia 47° N Romanov X| X[ X|X|X]X]|X]|X 164

Solognote X | X[ X| X|X|X]|X]|X 210
Francia 48° N lle-de-France X[ X| X|X|X 179

Préalpes X| X| X 114
E.U.A. 33° N | Whestern ~91.5

whiteface X XXX X)X
Inglaterra | 53° N | Dorset-Horn X[ X[ X]|X]|X 100

Welsh-mountain X[ X|X|X|X 183
Israel 32° N | Finn-Cross X|X|X|X]|X 152
Espafia | 40° N | Manchega X | X| X|X]|X 97-114
Espafa 39°N | Merino X| X|X|X]|X ~91.5
Argelia 36°N | Tamid X | X 52

Cuadro 1 .Estacionalidad reproductiva en ovejas en diferentes latitudes.
Adaptado de Lindsay (1991).
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La estacion reproductiva de ovejas es una sucesion de ciclos de 16 a 18 d
de celo, que suele comenzar a finales del verano o principios del otofio y termina
en el final del invierno o principios de primavera. La domesticacion ha producido
un cambio en el calendario de la temporada de cria de otofio a verano, aunque, a
diferencia de bovinos domésticos, la mayoria de los pequefios rumiantes
domésticos han conservado la mayoria de las expresiones fisiologicas de
estacionalidad reproductiva (Forcada y Abecia, 2006).

Forcada y Abecia (2006) mencionan que la actividad sexual en el ganado
ovino esta fuertemente influenciada por el fotoperiodo, que es el principal factor
ambiental responsable de la estacionalidad de la reproduccidon en poblaciones con
latitudes altas. Sin embargo, las ovejas se extendieron por el mundo, y la
descripcion general de la época reproductiva en los pequefios rumiantes no se
puede aplicar universalmente. Alrededor del 60% de las ovejas del mundo se
encuentran entre los 35° Ny 35° S, un area en la que una estrategia reproductiva
gue se basa unicamente en las sefales fotoperiodo, que podria no ser el mas
adecuado. El clima entre los 35° N y 35° S, considerado como "Mediterraneo”,
podria extenderse a 40-41° N; dicha regidn se caracteriza por la estacionalidad en
la disponibilidad de alimentos y pérdida de peso por las ovejas en el otofio, época
de apareamiento natural. Por lo tanto, las razas del Mediterraneo se adaptan a las
estrategias reproductivas debido a su reducida estacionalidad reproductiva, y su
respuesta al fotoperiodo puede ser modulada por otros problemas ambientales
(nutricion) o factores sociales (efecto macho o el contacto permanente carneros
con las ovejas). En un estudio realizado por Cahill y Mauléon (1980), no
encontraron diferencias significativas en el indice mitético al tamafio de los
foliculos de las ovejas estudiadas en diciembre y junio. Tampoco hubo diferencia
en la proporcion de foliculos activos. Los foliculos que finalmente ovularon en la
época de reproduccion debieron haber comenzado su crecimiento en la época de
anestro, 6 meses antes. De Lucas et al. (2008) encontraron que las ovejas de la
raza Columbia que manifiestan reproduccién estacional en Estados Unidos de
América, donde se originaron y se encuentra la mayor poblacion, sin embargo en

México de marzo a julio (periodo de anestro) al realizar andlisis de progesterona
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se encontré que el 36% de las ovejas estaba en actividad ciclica normal, mientras
que el resto se encontraba en anestro. Al realizar una comparacion el
comportamiento reproductivo entre las razas Rambouillet, Criolla, Romney Marsh,
Corriedale y Suffolk; a 19° N, De Lucas et al. (1997) encontrdé que las tres ultimas
razas muestran un comportamiento reproductivo estacional bastante definido, con
un periodo de actividad sexual de cuatro a cinco meses y uno de anestro en los
restantes. Mientras que las ovejas de las razas Rambouillet y criolla mantuvieron
un manifestaron un comportamiento de apareamiento practicamente continuo a lo
largo del afo, con solo algunos animales presentando anestro. Se puede apreciar
en el cuadro 3 que tanto la raza Rambouillet como la raza criolla iniciaron antes

gue las otras razas.

Cuadro 2. Comportamiento reproductivo de cinco razas en el altiplano mexicano.
Adaptado De Lucas et al. (1997).

Fecha promedio | Fecha promedio Duracion p.rpmedlo
RAZA : de estacion de
de ler estro de ultimo estro )
apareamiento (d)
Rambouillet 1/julio 26/enero 209.8
Criolla 11/julio 16/febrero 205.6
Romney Marsh 6/agosto 2/enero 148.0
Corriedale 8/agosto 19/diciembre 131.5
Suffolk 14/septiembre 21/enero 123.5

2.7.3. Melatonina (Mel)

La Mel (N-acetil-5-motoxitriptamina) esta hormona (como se menciond con
anterioridad) regula la actividad reproductora, particularmente en animales de
reproduccion estacional. Esta hormona parece jugar un papel muy importante, si
no determinante, en la regulacion de la sintesis y liberacion de gonadotropinas, es
secretada por la glandula pineal con un ritmo bien definido en la noche. Las
células parenquimatosas de la glandula pineal captan el aminoécido triptéfano de
la circulacién y lo convierten en melatonina (Hafez et al., 2006). En las ovejas, los
niveles circulantes son bajos durante el dia (<10 pg mL™) y alta en la noche (unos

pocos cientos pg mL™Y). La duracién de los altos niveles de secrecién es casi
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idéntica en toda la noche. La Pinealectomia hace desaparecer la diferencia entre
los niveles diurnos y nocturnos, por lo anterior los animales se vuelven insensibles
a los cambios en la duracion del dia. Los efectos del fotoperiodo en la
reproduccion pueden ser reproducidos en animales pinealectomizados mediante la
infusion de Mel para imitar la secrecién los perfiles de dia corto (8 horas de luz al
dia) o largo (16 horas de luz por dia). El perfil de secrecion de melatonina es por lo
tanto, una sefial endocrina que transmite la informacion de fotoperiodo para el eje
reproductivo. Ademas, esta hormona puede ejercer un efecto inhibidor sobre el
inicio de la pubertad, al menos, parcialmente al nivel de la hipdfisis (Prieto-Gomez
y Veladzquez-Paniagua. 2002). Como los dias cortos se caracterizan por una
mayor duracion de secrecion de Mel que los dias largos, se han realizado
diferentes intentos para imitar el efecto de los dias cortos de prolongar
artificialmente la duracion de los altos niveles de circulacion de Mel (English et al.,
1986). También se ha administrado Mel en forma de implantes de esponjas de
poliuretano impregnadas con melatonina (Nowak y Rodway. 1987), por via oral (3
mg oveja™) por la tarde o por inyeccién subcutanea (1g) una gran cantidad de

melatonina durante la tarde (English et al., 1986).

La exposicion de las ovejas a dias cortos, pueden ser remplazados por
tratamientos de Mel para mantener niveles constantemente elevados, de esta
forma imitar el efecto del dia corto (Poulton y Robinson. 1987). La aplicacion de
implantes impregnados de Mel en el mes de junio a ovejas expuestas
artificialmente a largos dias, induce la ovulacién en ovejas y cabras. El enfoque de
este tratamiento consiste en mantener altos niveles de las concentraciones
plasmaticas de Mel durante todo el periodo de 24 horas por los dispositivos de la
melatonina de liberacién constante. Este tratamiento también da lugar a la
estimulaciéon de la actividad reproductiva cuando se aplica en animales expuestos
a dias largos. Dos mecanismos pueden ser utilizados para explicar la acciéon de
los implantes de melatonina: imitar la sefial de dia corto (noche de larga duracion)
o eliminar la informacién del fotoperiodo (que es inhibitorio en ese momento)

debido a la ausencia de un ritmo detectable (Chemineau et al., 1992).

27



Es posible inducir la actividad reproductiva de forma artificial alternando la
duracion de la iluminacion de forma artificial, en el caso de la raza lle de France y
Suffolk, se ha encontrado que la actividad reproductiva inicia alrededor de 50 dias
después de realizar el cambio de dias largos a dias cortos, sin embargo los
animales permaneces activos reproductivamente solo entre 60-80 dias y
posteriormente se vuelven refractarios después de 120 dias de duracion del foto
tratamiento sin cambiar de régimen (dias cortos), para evitar este periodo
refractario se debe alternar dias cortos y largo (Thimonier, 1989). El uso de
tratamientos de melatonina y/o luz tiene la finalidad de promover la actividad
sexual fuera de la época reproductiva. En el macho promueve la activacion de la
espermatogénesis durante cierto tiempo para producir buena calidad y cantidad de
espermatozoides para ser almacenados en epididimo para realizar monta natural
(MN) o inseminacion artificial (IA); mientras que en la hembra tiene el objetivo de
inducir dos o tres ciclos estrales consecutivos con la finalidad de alcanzar la

fertilidad similar a la época reproductiva (Chemineau et al., 1992).

2.8. Efecto macho

La eficiencia reproductiva (ER) es una de las grandes limitantes en la
produccion ovina y el principal factor que afecta el retorno financiero en los
sistemas de produccién de esta especie. El uso de sistemas intensivos de
apareamiento en ovinos es una opcion para incrementar dicha eficiencia. Sin
embargo, la estacionalidad reproductiva que afecta a diversas razas limita la
posibilidad de mantener un ritmo y ER similar en todos los apareamientos, dado
gue usualmente alguno de ellos se sitian en la época de baja o nula actividad (De
Lucas et al., 2008). La técnica de bioestimulacién ofrece una forma potencialmente
atil y practica, considerando que el costo de su aplicacion es casi nulo para
mejorar la ER en las especies de ganado, especialmente en cerdos, ovejas,
cabras y ganado bovino (Rekwod et al., 2001; Vifoles et al., 2003; Martin et al.,
2004).
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En la produccion ovina existen herramientas que permiten obtener mejor
eficiencia productiva de las explotaciones, y que desafortunadamente son poco
empleadas a pesar de los beneficios que aportan. Tal es el caso del llamado
‘efecto macho”, que se refiere al estimulo que ejercen los carneros sobre las
ovejas en anestro poco profundo, o en aquellas préximas al inicio de la estacion
de apareamiento. El efecto provocado por la introduccidon repentina de los
carneros estimula un proceso que culmina con la ovulacién y la presentacion de
estro (De Lucas et al., 2008). Aunque la informacion acerca de las caracteristicas
gue hacen a los carneros mejores estimuladores es escasa, se ha observado que
los carneros adultos son mejores inductores que los carneros jovenes en términos
de porcentajes de ovejas que ovulan y manifiestan celo, ademas de obtenerse

mayores tasas ovulatorias y de concepcion (Ungerfeld et al., 2008).

Los primeros trabajos realizados por Signoret (1980) muestran que la
presencia del macho puede inducir estro sincronizado en ovejas adultas. En
ovejas en anestro estacional o en la lactancia, al ponerse en contacto con el
carnero la primer respuesta es un aumento la frecuencia de liberacion pulsatil de
LH en pocos minutos, esta alta frecuencia es mantenida por al menos 12 horas
(no se ha visto de otra forma), pero la amplitud de los pulsos comienza a caer
después de una o dos horas, ya sea como una consecuencia del agotamiento de
las reservas de LH en pituitaria o debido a que el aumento en los niveles de
estradiol inducidos por una mayor frecuencia de pulsos de LH, que reduce la
respuesta de la glandula pituitaria a los pulsos de GnRH que llegan desde el

hipotalamo.

El aumento de la frecuencia del pulso, es un paso critico en el efecto
macho, ya que tiene que ser de magnitud suficiente y se mantendra durante el
tiempo suficiente para que el proceso ovulatorio sea un éxito. La amplitud de
pulsos no es importante, ya que no existen diferencias en la respuesta de LH entre
las ovejas que ovulan y aquellas que no ovulan. El retraso entre el momento de la
introducciéon de los carneros y el primer incremento en la liberacién de LH es del

orden de 2 a 4 minutos, posiblemente sélo suficiente para que el olor atraviese la
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distancia entre los animales (menos de un metro) y provoque la respuesta
neuroendocrina detectada en sangre de la yugular; o que resulta en un pico
preovulatorio de 24 horas mas tarde, seguido de la ovulacion, pero por lo general
no muestran comportamiento estral. Sin embargo, el desarrollo del cuerpo luteo es
anormal en la mitad de los casos, dando lugar a un ciclo estral corto anormal de 7
dias. Durante el celo en si, la presencia del macho reduce notablemente la

duracion de la receptividad sexual y acelera la ovulacion. (Martin et al., 1985).

Mientras que en ovejas Pelibuey se ha encontrado que a 19° N durante la
época considerada de anestro en México se encontrd una alta proporcion de
(entre 84.6 y 100%) de las ovejas adultas mostraron actividad regular estral en los
meses de enero a mayo mientras que el 38% de las ovejas mostraron ciclicidad
estral durante los meses de diciembre a julio; empleando machos provistos de
mandil para ayudar a detectar celo, cuando se realizaba deteccion de ciclos
reproductivos a través de puncion de yugular se encontré6 que era menor en
comparacion de la deteccién con carnero, o que sugiere que carnero estimula la
actividad ovarica en las ovejas, de igual forma se encontré que durante los meses
de anestro, tanto la actividad estral como la ovulatoria es menor en ovejas
nuliparas que en adultas (Valencia et al., 2006). Romano et al. (2001) encontraron
gue en poca reproductiva al comparar la exposicion continta (Ec) Vs intermitente
(Ei), se observo en las ovejas que cuando estan en Ec al semental en el rebafio,
muestran mas rapido conducta de celo (32.9 y 45.3 h, respectivamente) y el
intervalo de remover esponja a ovulacion (62.0 y 72.0, para cada uno) es menor
respecto a la Ec; mientras que no hubo diferencia entre la duracion del estro y el
tiempo de ovulacion. Cushwa et al. (1992) encontraron al comparar el efecto
macho en ovejas aisladas a 1.5 km de los machos Vs 15 m de distancia de
separacién; encontraron una respuesta de 84% y 85% respectivamente sin
diferencia estadistica (p >0.05) mientras que al comparar la exposicion las
hembras al carnero en los meses de mayo y junio encontraron una mejor
respuesta en el segundo (92 y 80% respectivamente); considerandose junio como
mes transitorio entre la época de anestro y la reproductiva; por lo que el

aislamiento de las ovejas a los carneros no parece ser esencial para obtener una
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respuesta de alta al efecto macho. De hecho, las diferentes formas de exposicion
a los carneros (contacto directo con los carneros o con 15 m de separacion) para
un maximo de 90 dias antes del parto no disminuy6 la respuesta cuando los
carneros fueron introducidos. Provocando en la oveja disminucion en el inicio de la

época reproductiva normal.

2.8.1. Feromonas

El termino feromona — de las raices griegas pherin, para trasferir y
hormone, para excitar- fue inicialmente designado para designar la actividad
biologica de substancias producidas por un insecto que cuando son percibidas por
otros miembros de la misma especie, es capaz de inducir reacciones especificas
tales como proceso de comportamiento particular o un determinado
comportamiento. Hoy en dia existe una proposicion de definicion mas completa la
cual dice que las feromonas son complejos quimicos producidos por individuos de
una determinada especie y son definidos en el contexto de beneficio mutuo en la
comunicacion entre miembros de la misma especie. Las feromonas originalmente
fueron descubiertas en los insectos. Existen al menos dos tipos de especies de
feromonas: feromonas ‘“liberadoras” que son de accidén rapida que estan en
animales no humanos que pueden desencadenar inmediatamente respuestas
conductuales, como la intercomunicacion sexual; mientras que otras denominadas
feromonas “cebadores” que son substancias que pueden influir en cambios a largo
plazo en el comportamiento o estado endocrino de niveles hormonales, como
aquellos que tienen lugar durante el ciclo menstrual y al iniciar la pubertad o
prefiez. Muchas feromonas son mezclas de multicomponentes, presentes en

cantidades de nanogramos o picogramos (Garcia et al., 2008).

Ahora se sabe que la comunicacién a través de feromonas juega un papel
importante el comportamiento en mamiferos y los procesos reproductivos. La
comunicacion quimica de feromonas es un medio de transmision de informacion.
En los mamiferos, las feromonas de sefalizacion y transduccion se cree que

actian de forma individual o en combinacién a través del olfato, auditivo, visual
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(vista) o estimulos tactiles. Las feromonas son transportadas por el aire, las
sustancias quimicas ("sefiales"), presentes en la orina, las heces de animales, en
saliva, sudor o secretado por las glandulas cutaneas que son percibidos por el
sistema olfativo y que provocan tanto del comportamiento y las respuestas
endocrinas en sus congéneres (Rekwod et al.,, 2001; Rodriguez. 2004). Los
numerosos estudios en los insectos, roedores, cerdos, ovejas, cabras y vacas han
establecido la importancia de las feromonas en la fuerte influencia ejercida por los
machos sobre la actividad reproductiva en la hembra. Las feromonas en la lana, la
grasa y la orina de un carnero es suficiente para estimular las ovejas a ovular,
mientras que el macho cabrio tiene un fuerte olor caracteristico durante la
temporada reproductiva. La presencia del verraco al momento de la inseminacion
en la cerda, mejora el transporte de espermatozoides y la ovulacion, mientras que
la presencia del toro vasectomizado acelera el inicio de la pubertad en vaquillas y
también la pronta reanudacion de la actividad ovarica en vacas para el siguiente
parto. Las feromonas y otras sefiales pueden ejercer un profundo efecto sobre la
actividad reproductiva a través del sistema hipotalamico-hipofisario-gonadal que

genera pulsos de GnRH (Rekwaod et al., 2001).

La sefalizacion (la liberacion) las feromonas en mamiferos evocan una
respuesta de comportamiento, ya que la sefial solo implica la transferencia de
informacion y no la naturaleza de la respuesta. Por lo general, se trata de una
sefal olfativa que se transforma en informacion especifica y por lo tanto provoca
un comportamiento especifico. Las sefiales olfativas, transmiten informacion
especifica y dan lugar a respuestas de comportamiento especifico e inmediato en
el macho, son al parecer producidas en orina o secreciones vaginales de las
hembras. Estos olores, presentes durante el celo y proestro, pero no en cualquier
otro momento. El carnero investiga la orina y regién ano-genital de hembras,
utilizan estas sefales olfativas para determinar el estadio del ciclo estral femenino.
Las feromonas de sefializacién tienen mas de una funcion en el comportamiento,
funcionando como atrayentes y/o inductores de la actividad sexual (Rekwod et al.,
2001).
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Los machos ungulados rutinariamente investigan la region ano-genital y/o
la orina de las féminas. Los componentes de la investigacion por parte del carnero
incluyen oler, lamer, y acariciar la region genital, que suele provocar la orina en las
hembras. El macho luego pone su nariz y la boca directamente en el flujo de orina
o huele y lame el sustrato empapandose de orina. Después de oler y lamer,
muestra la postura tipica de la cabeza levantada con la boca abierta y el labio
superior rizado (Flemen). Este comportamiento se observa en muchas especies
de ungulados, tanto machos como hembras, en respuesta a olores. El olfateo,
lamido y acariciando de la regidon ano-genital de las hembras se relacionan con el
organo vomeronasal (OVN) también conocido como “6rgano de Jacobson”, el cual
es parte del sistema olfatorio accesorio presente en gran variedad de vertebrados

no humanos.

2.8.2. El érgano vomeronasal

La mayoria de los mamiferos tienen dos sistemas olfativos, el sistema principal,
gue recibe entradas sensoriales de la mucosa olfativa y se conecta al resto del
sistema nervioso central a través de los bulbos olfatorios principales, y el sistema
accesorio que recibe entradas desde el o6rgano vomeronasal ("6rgano de
Jacobson") y se conecta con otros centros en el cerebro a través de los bulbos
olfativos accesorios. En ambos sistemas hay vias hacia los bulbos olfatorios en el
hipotalamo. Estas conexiones son importantes debido a que los centros de control
de la reproduccion (en particular los que controlan la secrecion de LH), se
encuentran en esta area y los efectos de las feromonas son mediados a través de

estas conexiones en roedores y ungulados (Martin et al., 1986).

El VNO fue descubierto por Ruysch enl1703, un doctor militar, en un
soldado con dafio facial; el 6rgano fue llamado poco después Jacobson por quien
publico sus hallazgos en animales, pero no en humanos en 1811 (Rekwod et al.,
2001). ElI OVN en el ganado ovino se encuentra localizado bilateralmente en la

base tercio anterior del septum nasal, esta formado por estructuras muy grandes y
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visibles, se compone de dos tubos epiteliales de aproximadamente 8cm de largo,
rodeada por un cartilago de 1 cm de altura, que se extiende a ambos lados de la
base del tabique basal como se observa en la figura 4 (Cohen-Tannoudji et al.,
1986). El VNO esta alineado por epitelio columnar pseudoestratificado de 60 pm
de profundidad, la porcidbn mas gruesa se sitla dentro del sétano de la membrana.
El neuroepitelio vomeronasal esta formado por tres distintos tipos morfol6gicos
celulares; células basales, células oscuras y células claras. Las células basales
son pequenas, poligonales, con manchas oscuras, miden en promedio 6 ym de
didmetro. Las células oscuras son grandes, delgadas; por su lado las células
columnares con un citoplasma muy denso. Las células claras son largas, células
columnares, parecidas a las células oscuras, se extienden del sétano de las
membranas a la parte libre de la superficie del epitelio ellas difieren de las células
aledafas del epitelio respiratorio en la nariz ya que carecen de cilios (Rekwod et
al., 2001). El saco bilateral, en el ganado bovino, ovino y caprino se abre en el
conducto incisivo conducto o nasopalatino. EI OVN se ha implicado como un
guimiorreceptor especializado que participa en la deteccion de celo y de la
liberaciéon, control y coordinacion de la actividad sexual. EI OVN se cree que
contiene los receptores de feromonas de baja volatilidad en secreciones vaginales
y orina. Parece que la investigacion de la region ano-genital en las hembras por
parte del macho participa en el transporte de las sefiales no volatiles olfativas de la
cavidad oral del epitelio sensorial del OVN. Otras funciones a estimulos olfativos

del OVN son mantener y estimular la actividad sexual (Rekwod et al., 2001).

Los genes que codifican a nivel molecular los componentes de las
respuestas sensoriales del OVN sugiere que las neuronas expresan un conjunto
unico de moléculas de reconocimiento y traduce las sefiales de las feromonas en
la actividad eléctrica neuronal. La identificacion, incluye genes para receptores de
feromonas, que ofrecen una nueva oportunidad de descubrir las bases principales
de sensores del procesamiento de feromonas y un importante aspecto del

desarrollo del érgano vomeronasal (Dulac, 2000).
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El olor es un importante factor gobernante en el comportamiento animal.
En mamiferos, las sefales de olor, obtienen respuestas cognitivas y son
adaptadas a los cambios en el comportamiento que pueden ser sustancialmente
alterados por la experiencia sensorial. En contraste una discreta clase de sefiales
quimicas relacionadas por animales (las feromonas) estan preprogramadas
genéticamente para desencadenar comportamientos como: el apareamiento, la
defensa territorial y cambios neuroendocrinos en la hembra como el ciclo estral y
el macho el aumento de testosterona (Dulac, 2000).

Bulbo
olfatorio
accesorio

Bulbo (AO B)
olfatorio

principal
Senos frontales (MOB)

Nervios
seccionados

Cornete  Organo Nervio
nasal  vomeronasal vomeronasal
(VNN)

Figura 4 Representacion de la secciéon sagital a través de la cavidad nasal en

ovinos (Adaptado de Cohen-Tannoudiji et al., 1986).
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2.8.2.1. Transduccién sensorial de las sefiales de feromonas

Los elementos esenciales responsables de la transduccion del epitelio
olfatorio principal (MOE), incluye la proteina G con la subunidad alfa G, un tipo
de adenil ciclasa lll y la unidad activa al canal cerrado de nucleétidos ciclicos
(Cyclic-nucleotide-gated-channel (CGNC), que no son expresadas en el OVN. Es
por lo tanto probable que el OVN, la primera conductancia inducida por activacion
de receptores de feromonas no es atribuida al CGNC. Las membranas del
receptor potencial transitorio (TRP), familia del canal de iones estan envueltos en

la G-protein-requlated v cyclic-nucleotide-independent de las vias de transduccion

en una variedad de sistemas sensoriales en invertebrados, por su parte, en el
caso de mamiferos ocurre algo similar, un canal homologo de TRP puede
desempeiar un papel para retener la respuesta a las feromonas. La proteina
ITRP2 aparece alta y especificamente localizada en las microvellosidades
sensoriales de OVN que son el sitio propuesto para la transduccion sensorial de
feromonas. El Canal rTRP2 puede representar la activacion de la conductancia
primaria por la sefial de las feromonas o podria mediar una segunda amplificacion

o modificar la respuesta sensorial (Dulac, 2000).

2.8.2.2. Mapa de activacion de receptores de feromonas en el cerebro de

mamiferos

La visualizacion de las proyecciones neuronales del OVN al Bulbo
Olfatorio Accesorio (AOB), ofrece la primera pauta de codificacion sensorial
molecular de feromonas. Destacando diferencias dramaticas de organizacion
funcional del sentido del olfato. En el sistema olfatorio en vertebrados, las
neuronas sensoriales olfatorias individuales expresan solo un gen receptor
olfatorio, proporcionando asi un marco celular simple para la distincion de
receptores. En conjunto de MOE de las neuronas, expresan el mismo estado de
sinapsis, los receptores con una especifica subpoblacion de células mitrales en
glomérulos con posiciones fijas dentro del Bulbo Olfatorio Principal (MOB), como

se muestra en la Figura 5c. La activacién de sustancias discretas de receptores
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olfatorios por lo tanto provoca un patrén especifico de activacion glomerular en el
cerebro. A través de mas imagenes Opticas sobre las fibras vomeronasales, revela
la existencia de dos anatomicas y posibles subdivisiones funcionales a lo largo del
AOB a lo largo de la parte anterior y posterior del axén.

2.8.2.3. Deteccidn de feromonas a nivel molecular

El evento inicial de deteccién quimiosensorial requiere la activacion de
receptores especificos y la transduccion de la activacién, ocasionando cambios
sobre el potencial de membrana. Se ha demostrado que MOE y las neuronas
sensoriales del OVN usan juegos de genes no relacionados evolutivamente para
reconocer y traducir informacién olfatoria en la sefalizacion eléctrica neural como
se muestra en la Fig. 5 b y c. En el MOE existe un reconocimiento especifico de
olores que son archivados por la expresion de una larga familia de alrededor de un

millén de receptores olfatorios, G-protein-coupled (ORs); mientras que en OVN se

han aislado dos familias independientes de receptores vomeronasales (VR),
conocidos como V1R y V2R, que codifican nuevamente la identificacion, las
proteinas que codifican estos genes son conformados por siete proteinas

transmembranales (llamada rodopsina-like) (Rodriguez. 2004). Tanto V1Rs y

V2Rs son expresados por dos familias distintas subpoblaciones de neuronas del
OVN, dentro de cada subpoblacién, la expresion de cada gen receptor limitado a
pequefios (1-0.1%) que no se superponen las subpoblaciones de neuronas del
OVN, lo que sugiere que individualmente las neuronas, probablemente solo
expresen un gen del receptor. Existe un patrén de expresion que sugiere un
modelo de sefializacion vomeronasal acorde a la union de las feromonas a
receptores especificos a la activacion de subpoblaciones distintas a
subpoblaciones de neuronas del OVN. Las familias de receptores V1r y V2R son
segregadas Unicamente por la poblacién de neuronas sensoriales. Las neuronas
gue recubren el lumen (o el apice) a la mitad del neuroepitelio co-expresa V1Rs
asi como la proteina G subunidad G,. En contraste, la mitad basal del epitelio del
OVN contiene neuronas como V2R-y Gg,- proyecciones de fibras positivas a la

mitad posterior del AOB y las fibras positivas de G, reaccionan con la porcién
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posterior del AOB. Los receptores de la familia V2R esta compuesta de una
secuencia similar a G-protein-coupled-receptors, los cuales comprenden:
receptores-detectores de Ca?* (CaSRs), el receptor glutamato metabotropico
(Dulac, 2000). La actividad nasal de los mamiferos contienen dos juegos
independientes de neuronas olfatorias (Fig. 5a). Las neuronas olfatorias del MOE
localizada en el hueco posterior de la cavidad nasal, detecta una larga variedad
pequefias quimicas volatiles, que son trasportadas por el aire durante la
respiracion. La informacion detectada a través del olfato por el MOE es procesada
en el bulbo olfatorio principal (MOB) y en el mdltiple cortical y centro neocortical
del cerebro, el olfato para el desarrollo cognitivo y la respuesta emocional al oler.
Las feromonas, en contaste, son primeramente detectadas en el d&rgano
vomeronasal (VNO), una estructura sensorial bilateral de la nariz de los mamiferos
esas lineas del septum nasal ventral. Las neuronas quimiosensoriales de la linea
del VNO el fluido en el lumen que abre en la ranura ventral de la cavidad nasal, y
es por lo tanto accesible ya que las feromonas son solubles el agua y
transportadas en el mucus nasal. La ablaciéon amputacién quirdrgica del VNO en
roedores muestra una dramatica disminucion del apareamiento, estado de
dominancia y reconocimiento de género. Las proyecciones sensoriales se
mantienen separadas de las que pertenecen a MOE: neuronas VNO que envia
fibras al bulbo olfatorio accesorio (AOB) localizado dorsalmente al MOB; el AOB, a
su vez, a nucleos especificos de la amigdala y del hipotalamo ventromedial que

desempeiia una funcién reproductiva y en respuestas agresivas (Dulac. 2000).

ACE
Anterior  Postonos
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ViRs (30-50)
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Gy, T2

Figura 5. Anatomia y organizacion celular de los dos epitelios olfatorios en
mamiferos Adaptado de Dulac (2000).
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2.9. Tractos implicados en la respuesta feromona

La proyeccion de las neuronas del bulbo olfatorio principal a la corteza
olfativa, desde donde una via importante inervacion eferente del hipotdlamo circula
a través de una via que incluye la amigdala y el formix (Fig. 6). Las neuronas del
bulbo olfativo accesorio no se proyectan a la corteza olfativa, sino simplemente a
la amigdala (una region diferente a la inervada por via principal) y luego a través
de la estria terminal (incluida la capa del nucleo) en el area predptica medial y el
nacleo ventromedial del hipotalamo, que pueden estar implicados en las
respuestas de feromonas en mamiferos (Fig. 6). Estas regiones son muy
importantes en el control de la secrecion de LH y el comportamiento sexual.
Marchlewska-Koj (1984) concluyo que esta via mide las respuestas feromonales
con mayor probabilidad en ratones, la evidencia mas convincente es la inhibicion
completa de la respuesta endocrina de ratones hembra al macho después de la
eliminacién del 6rgano vomeronasal. Cohen-Tannoudji et al. (1986) al introducir
carneros a ovejas que padecian de anosmia dio lugar a respuestas normales tanto
en la liberacion ténica de LH como la ovulacion al introducir a sementales,

respecto al grupo de ovejas control.

Sistama olfatorio

Organo Bulbo Offatorio
Vomeronasal Accesorio

Mucosa  Bulbo Offakorio
Offatoria Principal

Eminencia
Media

LiL

Figura 6. Representacion esquematica de las estructuras mas importantes de los

tractos olfatorios principales (lineas continuas) y accesorios (lineas discontinuas).
Adaptado de Matrtin et al. (1986). Tomado de Morales (2010).
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2.10. Secrecion de GnRH

Esta hormona es un decapéptido (10 aminoécidos) que se aislé y se
identifico su estructura alrededor del afio 1971, el gen que codifica la GnRH ha
sido aislado de la rata, raton y el hombre, se encuentra localizado en el brazo
corto del acrosoma 8 para el humano. La prehormona es una hormona formada
por 92 aminoacidos, originando GnRH y un péptido de 56 aminoéacidos llamado
GAP (péptido asociado con GnRH). La secuencia lineal en mamiferos es la
siguiente pyro Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,. Tiene un peso de
1,183 Daltons (Hafez et al., 2006).

Se produce en las neuronas productoras de GnRH, las cuales tienen su
origen embrionario fuera del sistema nervioso central, y derivan de una placa
olfatoria durante la gestacion temprana; dichas neuronas migran hacia el
hipotalamo, junto con o parte del nervio terminal a través de la lamina claviforme;
cuando existen defectos en al migracion de estas neuronas resultan en la
deficiencia de GnRH asociada con la ausencia de bulbo olfatorio en humanos
(sindrome de Kallmann). En hipotadlamo, neuronas parvicelulares secretoras de
GnRH se encuentran en el ndcleo arcuato, el nucleo periventricular, el
paraventricular y el area preoptica. De estas zonas la GnRH es trasportada a la
eminencia media y liberada al sistema portal hipotalamo-hipofisario,
preferentemente en el surco infundibular (Prieto-Gémez y Velazquez-Paniagua.
2002).

La hormona GnRH, se libera en forma de pulsos, los cuales suelen ser
liberados por sefiales externas al hipotalamo, tales como las hormonas
esteroideas. Se ha calculado una vida media de 10 minutos en el humano, dado
gue la vida media de esta hormona es muy corta, resulta dificil medir su actividad,
por lo que esta es valorada indirectamente a través de concentracion de LH
circulante, los receptores para la GnRH se encuentran exclusivamente en
membranas citoplasmaticas. El principal sitio blanco de esta hormona son los

gonadotropos de hipodfisis anterior. Los primeros estudios que intentaron elucidar
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el mecanismo a través del cual se realiza la liberacion de LH estimulada por
GnRH, sugirieron la participacion de los nucle6tidos ciclicos cAMP y cGMP, como
los segundos mensajeros en la transduccion de esta sefial. Sin embargo, hasta
ahora es claro que el cAMP no es el segundo mensajero en la liberaciéon de LH
estimulada por GnRH, pero este nucle6tido si parece tener un papel importante en
la sintesis de esta hormona. Diversas evidencias, han mostrado que el calcio
intracelular pudiera ser el segundo mensajero en la liberacion de esta hormona, ya
gue éste estimula la liberacion aguda de LH en respuesta a GnRH. Ademas, el
tratamiento con bloqueadores de canales de Ca' como verapamil vy
metoxinerapamil bloquean su liberacion. El calcio activa a la calmodulina,
bloqueadores de esta proteina pueden inhibir la liberacion de LH estimulada por
GnRH, promueve la activacion de la proteina cinasa C con lo cual se produce la
liberacion de gonadotropinas. El generador del pulso hipotalamico, es influido por
varios factores entre los que se encuentran: el péptido opioide enddgeno, asi, la -
endorfina inhibe la liberacion de GnRH del hipotalamo mediobasal en humano, el
GABA también produce inhibicion de GnRH en tanto que, esta hormona es
estimulada por dopamina (DA), noradrenalina (NA) y serotonina (5-HT). Otras
hormonas. Ademas de los neurotransmisores antes mencionados, hormonas
como inhibina y activina (factores no esteroideos de las gonadas) regulan la
liberacién de LH y FSH. La inhibina previene la “up regulation” de los receptores
para bloquear la estimulacién de la sintesis del receptor GnRH producida por la
misma hormona, mientras que la activina estimula la sintesis del receptor a GnRH,

en cultivo de células hipofisarias.

2.11. Perfil de secrecion de FSHy LH

Esta glucoproteina pituitaria, desempefia una funcion esencial en la
reproduccion. Durante la fase folicular, las concentraciones de FSH declinan hasta
el punto mas bajo un dia anterior al pico preovulatorio de LH. Hay una oleada
coincidente con la secrecion pulsatil de LH y FSH, las concentraciones caen en
paralelo con LH en el punto mas bajo de 8 a 12 horas después del pico

preovulatorio. Entonces FSH se incrementa hasta alcanzar un segundo pico de 20
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a 28 horas después del primero seguido un segundo punto mas bajo entre 36 a 48
horas posteriores. Un gradual incremento en las concentraciones de FSH es a
menudo observado en ocasiones entre los dias 4 y 6 de la fase lGtea, la cual esta
correlacionada con el desarrollo de la segunda oleada folicular. Pequefios
incrementos en FSH que perduran por alrededor de un dia, ocurren a intervalos de
3 a 6 dias a lo largo de la fase Iutea cada uno que precede al desarrollo de una
oleada folicular. La secrecion pulsatii durante en ciclo es inversamente
correlacionada a la funcién latea por lo tanto las concentraciones de LH declinan a
partir del dia 1 al 9, mientras que la progesterona se incrementa, los restos mas
bajos se detectan hasta el dia 14 y entonces se incrementa durante la fase folicular

a la siguiente luteolisis.

2.12. El comportamiento estral en ovinos

Cuando existe un acercamiento por parte del macho, a la oveja en estro
se quedara quieta con la cabeza baja. Ella a menudo movera la cola y mirara por
encima de su hombro mientras que el carnero dara codazos en el flanco de ella o
en la region ano-genital (Goodman e Inskeep. 2006). Existen diferentes grados
para clasificar el comportamiento estral en ovejas (cuadro 1), las ovejas que se
encuentran en la clasificacion 1, 2 o 3 se consideran que estan en estro (Parsons
y Hunter. 1967). En el pico del estro, la oveja puede buscar activamente al carnero
e iniciar el episodio sexual con codazos en el cuarto delantero. El comportamiento
de cortejo es usualmente seguido por monta y copula, pudiendo ocurrir varias
copulas durante un solo periodo estral. En general el comportamiento estral dura
de 26 a 36 horas en la oveja aunque la duracion del estro es 50% mas largo en
razas con altas tasas de ovulacién. En inicio del estro esta acoplado con el pico
preovulatorio de LH de modo que la ovulacion ocurre dentro del promedio de 24 a
36 horas después de iniciado el comportamiento de celo; debido a esta
correlacion, el inicio del estro es usualmente usado como un marcador del ciclo
estral ovino en e | tiempo, el primer dia del estro (y el pico de LH) esta designado

como el dia 0 del ciclo estral (Goodman e Inskeep. 2006).
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Cuadro 3. Sistema de clasificacion del comportamiento estral en la oveja

Grado Descripcion del comportamiento en la oveja
La oveja se mueve hacia el carnero, o el carnero la localiza y monta a
1 la oveja poco después de entrar al corral, la oveja espera inmdvil ser
montada

El carnero espera pocos minutos antes de montar a la oveja; existe
2 poco movimiento por parte de la oveja cuando es montada

La oveja se mueve pocos pasos cuando el carnero la monta, pero el
3 carnero es capaz de llevar cabo el servicio

La oveja corre cuando el carnero la monta y el carnero no es capaz de
4 llevar a cabo la copula

La oveja se aleja cuando el macho la intenta montar, por lo que la
S monta no se lleva cabo

La oveja sale disparada huyendo del carnero cuando este se le acerca

6 o intenta montarla; por lo tanto, el carnero muestra poco interés por la
oveja
7 La oveja provoca solo breve interés por el carnero

Adaptado de Parsons y Hunter (1967).

2.13. Inseminacion artificial (Al)

El objetivo de un programa de inseminacién artificial consiste en crear una
descendencia mejorada, y el logro de este objetivo dependera de los valores de
cria del carnero y oveja seleccionados. La Al via laparoscopica esta siendo
utilizada en la industria de las ovejas para extender el uso de carneros superiores,
y ofrecer al productor la oportunidad de maximizar el potencial reproductivo de
ovejas con alto valor genético. La infusion rapida de los rasgos genéticos
conocidos de sementales superiores en el rebafio es el principal beneficio
econdmico de la IA laparoscopica. Una vez que la seleccion y preparacion de la
oveja se han logrado, uno de los pasos mas importantes en el programa es la
sincronizacion correcta de la hembra para entregar los 6vulos necesarios en el

sitio de fertilizacién en un momento especifico. Uno de los mejores métodos de
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sincronizacion para |A laparoscopica es el uso de productos a base de
progesterona por un periodo de tiempo controlado (Gourley y Riese. 1990). La
deteccion oportuna de la aparicion del estro es esencial, con ayuda de carneros,
para determinar con precision cuando comienza cada oveja su celo o en su
defecto usar inseminacion artificial a tiempo fijo, la cual consiste en realizar la IA a
un tiempo determinado sin realizar la deteccién de celo de ovejas tratadas con
progestagenos. Maxwell et al. (1984) mostr6 que la deposicion intrauterina de
semen congelado por via laparoscépica a 60 horas después del retiro de esponjas
y la inyeccion de PMSG podria ser tan eficaz como la inseminacion cervical de
semen fresco 55 horas después del tratamiento de sincronizacion. En estudios
posteriores Maxwell (1986) encontr6 que cuando se utilizan esponjas para
sincronizar celo se ha encontrado que el tiempo promedio de ovulacidon ocurre
(con un limites de confianza de 95%) en 55.8 h (54.61-57.09) después de remover
la esponja vaginal, se han obtenido las mejores tasa de concepcion realizando la
IA entre 48-72 h después de retirar la esponja vaginal. Mientras que Evans (1988)
menciona que el momento de IA en ovejas superovuladas tratadas con esponjas
impregnadas de progestagenos parece ser optima en 44-48 horas después de

retirar esponjas.

2.13.1. Concentracion espermatica necesaria para uso de IA laparoscopica

El minimo necesario para inseminacion artificial (IA) por via laparoscopica
en razas de lana es de 20x10° espermatozoides méviles normales, sin embargo,
las ovejas americanas mas estacionales y menos fértiles necesitan
aproximadamente de 40 a 50x10° espermatozoides méviles, normales para lograr
una tasa fertilidad aceptable (Gourley y Riese. 1990). Sin embargo Evans (1988)
menciona que para obtener una alta tasa de fertilizacién de ovocitos en protocolos

de superovulacién se deben usar altas dosis en un orden de 60 a 100 millones.
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En pequefios rumiantes, las técnicas de superovulacion y transferencia de
embriones constituyen, en la actualidad, una herramienta para el desarrollo tanto
de programas de conservacion de recursos genéticos en razas, como de
programas de mejora genéticas destinadas a aumentar la produccion ganadera
(Gibbons y Cueto, 1995). Su fundamento es el incremento del ndmero de
ovulaciones y de embriones viables por hembra seleccionada y ciclo mediante
tratamientos hormonales. Sin embargo, a pesar de las mejoras alcanzadas en los
ultimos afios en cuanto a eficacia de los protocolos utilizados, los rendimientos de
estas técnicas se encuentran afectados por una alta variabilidad; entre grupos de
tratamiento y entre animales dentro del mismo grupo (Gonzélez-Bulnes et al.,
2002). El uso de la ultrasonografia constituye una aportacion muy significativa
para el desarrollo de estudios sobre los factores limitantes de la respuesta
ovulatoria a un tratamiento de superovulacion, tanto los dependientes del
tratamiento hormonal como aquellos dependientes del animal, que pueden
conducir a mejorar los protocolos de superovulacion utilizados (Vifioles, 2003).
Por otro parte, El “efecto macho”, que se refiere al estimulo que ejercen los
carneros sobre las ovejas en anestro poco profundo, o en aquellas préximas al
inicio de la estacion de apareamiento (De Lucas et al., 2008; Vifioles et al., 2009),
la reaccion inicial provocada en la hembra, es un aumento en la frecuencia de
pulsos de LH, que estimula el crecimiento folicular y la secrecién de estradiol (E2)
por los ovarios. La subsiguiente acumulacién de E2 en la sangre tiene dos efectos:
en el corto plazo (en las primeras 2-12 horas) reduce los niveles de la Hormona
Foliculo-Estimulante (FSH) y la amplitud de pulsos de la hormona luteinizante
(LH); a largo plazo (12-48 horas) Induce oleadas de LH y FSH. El aumento de LH

induce ovulacion y formacién de cuerpos lateos (Martin et al., 1986).

La hipétesis planteada fue:

El “efecto macho” aunado a protocolos de superovulacion en ovejas de
lana mejora la tasa de ovulacion, aumente el namero de cuerpos lateos e
incrementa el porcentaje de ovejas en estro.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Localizacion del area de estudio

El estudio se realiz6 durante mayo a julio 2011 en las instalaciones del Laboratorio
de Reproduccion de Ovinos y Caprinos (LaROCa) del Colegio de Postgraduados,
Montecillo, Texcoco, Estado de México. Esta localizado geograficamente a 19° 29'
N y 98° 53" O, a una altitud de 2250 msnm. El clima es Cb(wo)(w)(i") g, templado
himedo con lluvias en verano y una precipitacion media anual de 636.5 mm,
donde el porcentaje de lluvias invernales es menor al 5% total. La temperatura
media anual es 15.2 °C (Garcia, 1988).

4.2. Tipo de animales y alimentacion

Se utilizaron 20 ovejas de lana de la raza Suffolk, Hampshire y Dorset, de
condicion corporal (cc) 3.1 + 0.4 (escala de 1 a 5; Russel et al., 1969) y de edad
promedio de 3.9 £ 0.8 afos, durante época de transicion de anestro a la época
reproductiva que comprende los meses de junio-julio. Durante el experimento, las
ovejas se alojaron en corrales provistos con sombra, comederos, bebederos. Las
ovejas consumieron una dieta a base de 1.5 kg oveja™ d* de alimento comercial
(Borrega Plus; Alimentos Union Tepexpan ®; Anexo 1) y forraje de buena calidad

a libre acceso.

4.3. Manejo de los animales previo al periodo experimental
4.3.1. Manejo de las hembras

Previo al experimento todos las ovejas fueron despezufiadas, desparasitadas y
vitaminadas (Virbamec ADE, Virbac, México). Las ovejas fueron sometidas a un
examen de prefiez con ayuda del ultrasonido Digital Ultrasound Imaging System
UMS 900 (Bedford Hills, New York, 2009) con ayuda de la zonda abdominal de

baja frecuencia de onda (3.5 MHz), indicada para este fin.
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4.3.2. Manejo de los carneros

Durante el experimento se utilizaron 2 carneros adultos de lana de las razas
Hampshire y Suffolk. Previo al experimento se realizd, por un lado, un analisis
fisico del macho, evaluando cc, libido, condicién de los testiculos y epididimo; y
por otro lado, se evaluaron los eyaculados, considerando volumen, concentracion,
motilidad masal e individual, normalidad, cantidad de vivos y muertos. Los
sementales fueron alternados para ser llevados al corral de las hembras provistos
de un mandil 2 veces al dia por 20 minutos en la mafiana (6:40-7:00) y por la tarde
(4:00 — 4:20).

4.4. Tratamientos

La distribucion de las ovejas, se realiz6 de manera aleatoria en dos lotes
diferentes asignando a 10 ovejas a cada uno. Los tratamientos fueron los
siguientes: Tratamiento 1 (T1): consistio en insertar a ovejas un CIDR
(considerado dia 0) que contenia 0.3 g de progesterona natural (EAZI-BREED™®
CIDR G®, Inter Ag, Nueva Zelanda) durante un periodo de 9 dias. Al 7° dia, 48
horas previas al retiro del CIDR, se aplicaron 500 pug de prostaglandina sintética
(cloprostenol, Celosil ®, Schering Plough, México), mas 300 Ul de Gonadotropina
corionica equina (eCG, Folligon ®, Intervet, México) (Blanco et al., 2003); al igual
las ovejas recibieron dosis decrecientes de gonadotropinas hipofisarias de cerdo
(Pluset ® ,Laboratorios Calier, Barcelona, Espafia) cada 12 horas (48, 36, 24, 12,
0 previas al retiro y 12 h después del retiro), administrando 75y 50, 37.5y 37.5,
25y 25 Ul FSH/LH respectivamente (Cortez-Romero y Gallegos-Sanchez, 2011).
El tratamiento 2 (T2): similar al T1, sin embargo a partir del dia 7 y hasta el dia 9,
se introdujo al carnero al corral de las hembras. El dia 9 se procedié a realizar
retiro del CIDR. El dia 11 se realizo el servicio de inseminacion a tiempo fijo a las
48 horas postretiro de CIDR (Maxwell, 1986), aplicando un minimo de 50 x 10°

espermatozoides moviles (Bettencourt et al., 2008).
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4.5. Manejo de los animales durante el periodo experimental

4.5.1. Toma de datos para la dinamica folicular

Los ovarios fueron observados con ayuda de ultrasonografia (Cortez-Romero et
al., 2011) y las caracteristicas de los foliculos fueron trazadas en los mapas. Para
la exploracion ovérica se utilizé el ultrasonido Digital Ultrasound Imaging System
UMS 900 (Bedford Hills, New York, 2009), equipado con una sonda transductora
con doble frecuencia de onda (5.0-7.5 MHz), indicada para el examen rectal de
grandes especies. Cada imagen seleccionada en el monitor fue congelada para
medir las estructuras estudiadas y se dibujé la posicién relativa de los ovarios para

hacer seguimiento de sus foliculos.

Cada evaluacion se realizo por la mafana antes de ofrecer alimento a las ovejas,
de acuerdo a los siguientes pasos: 1) los examenes rectales fueron realizadas por
un solo operador, las ovejas fueron asegurados en la posicion de pie en una
manga de compresion, se retiraron las bolitas fecales de forma digital, se coloco
gel (Carboxymethyl celulosa) dentro de un guante para uso en palpacion rectal
junto con la cabeza del transductor, el cual fue unido a una guia (para introducirla
en el recto y ayudar a manipular el transductor desde el exterior) y sujetado con
una ligadura. Posteriormente, 2) se colocO gel en el exterior del guante el cual
acta como lubricante, ademas es un medio de acoplamiento entre la pared del
recto y el transductor; la vejiga urinaria sirve como guia de referencia para
localizar los ovarios. Los ovarios fueron explorados en sentido dorso-ventral,
lateral-medial y medial-lateral en un angulo de 45° a 90° tal como se muestra en la
Figura 7. Al final, 3) se midi6 el didmetro de los foliculos presentes antes de iniciar
en protocolo de sincronizacién, en el primer dia que se colocé el dispositivo
intravaginal y se realiz6 de forma consecutiva a partir del dia 6 hasta al 9, periodo
gue coincidié con la introduccién del macho al corral de hembras y el inicio del

protocolo de superovulacion. (Perea et al., 1998)
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Figura 7. Examinacion transrectal del tracto reproductivo con la oveja en pie

/

El Brillo de las imagenes de ultrasonido se relaciona con la densidad del tejido. El

liquido no es econogenico, y por lo tanto, los foliculos parecen esferas negras o
anecoicas. El tejido sélido refleja las ondas de sonido, haciendo que el cuerpo
IUteo para aparecer como areas de color gris brillante o hipoecoicas respecto al
estroma ovarico, distinguible debido a su aspecto granulado. El tamafio de los
foliculos se midié con una funcion de pinzas después de la congelacion de la
imagen de la ecografia en la pantalla de video de la consola, y los foliculos fueron
clasificados a partir de entonces en tres clases de tamafio: <2 mm, 3-4 mmy =5
mm de diametro. Este sistema de clasificacion fue seleccionado debido a su valor
fisiologico, ya que foliculos que posteriormente ovulan tienen al menos 5 mm de
diametro en el momento de la ovulacion (Driancourt et al.,, 1991; Goodman e
Inskeep. 2006).
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La dinamica folicular se registro por dia como se muestra a continuaciéon y en la
Fig. 8.

-Medicién 1, corresponde al dia que se coloco el CIDR (considerado como dia 0O
del inicio del experimento).

-Medicién 2, corresponde el dia anterior al inicio del protocolo de superovulacién
(considerado como dia 6 del inicio del experimento).

-Medicion 3, corresponde al 1° dia del inicio del protocolo de superovulaciéon
(considerado como dia 7 del inicio del experimento).

-Medicién 4, corresponde al 2° dia del inicio del protocolo de superovulacién
(considerado como dia 8 del inicio del experimento).

-Medicion 5, corresponde al 3° y ultimo dia del inicio del protocolo de
superovulacién asi como retiro de CIDR (considerado como dia 9 del inicio del

experimento).

Figura. 8. Esquema de las actividades realizadas durante el experimento
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4.6. Variables evaluadas

- Dinamica folicular (DF): Se conoce como dinamica folicular al proceso de
crecimiento y regresion de foliculos antrales que conducen al desarrollo de un

foliculo preovulatorio y posterior formacion y regresion del cuerpo luteo.

- Porcentaje de ovejas en estro (OE): NUmero de ovejas que estan en estro
divididas entre el total de ovejas dentro del mismo tratamiento.

- Inicio del celo (IC): Horas transcurridas después de retirar el dispositivo
intravaginal hasta que la oveja presenta celo.

- Cuerpos lateos (CL): Numero de estructuras presentes en cada ovario,

contabilizadas con ayuda de laparoscopia transabdominal.

4.7.Andlisis estadistico

Para analizar el efecto de los factores de estudio, tratamiento sin efecto macho
(TE) y con efecto macho (EM) sobre la dinamica folicular. De igual forma, para
comparar el efecto de los factores de estudio, dentro de cada tratamiento se
realiz6 un andlisis sobre la dinamica folicular comparando los foliculos de
pequefios y medianos (Lectura 3) vs foliculos grandes (Lectura 5) utilizando el
procedimiento GLM (SAS, 2002). El modelo del disefio experimental utilizado fue

el siguiente:

Yi=u+¢g+E;

Donde:

Y = Valor de la variable respuesta correspondiente al i-ésimo tratamiento en la
j-ésima repeticion.

M = Media general

& = Efecto del i-ésimo nivel de tratamiento, i= TE y EM.

Ejj = error experimental
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Para analizar la variable inicio de celo, se utilizé el método de comparacién de
curvas de supervivencia Log-Rank utilizando el procedimiento Life Test (SAS,
2002).

Para investigar el efecto de los valores de estudio, tratamiento sin efecto macho
(TE) y con efecto macho (EM) y sobre la cantidad de cuerpos lUteos presentes en
ovarios durante el experimento, se utilizo el modelo de regresién Poisson usando
el procedimiento GENMOD (SAS, 2002).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Dinamica folicular (DF)

En la Grafica 8, se muestran los datos correspondientes al niumero de foliculos
agrupados en tres categorias, en funcion del diametro. Se puede apreciar que a
medida que avanzan los dias correspondientes al tratamiento el numero de
foliculos 25 mm se incrementa hasta tomar la lectura 5 (L5), mientras que se
presenta un comportamiento contrario con los foliculos de 2 mm, ya que en L5 los
foliculos se encuentran en menor cantidad al compararse con L2. En cuanto a los
foliculos de 3 a 4mm no presenta una tendencia clara de comportamiento, sin
embargo en L4 presentan la mayor cantidad de foliculos en ambos tratamientos.
Cabe sefalar que la proporcion de foliculos 25 mm en L5 es similar a la
presentada en L4 en la categoria de 3-4 mm, mientras que Ali (2007) encontro en
ovejas Ossimi una tasa de crecimiento de 1.02 mm d* en un tratamiento de
superovulacion a base de eCG. La cantidad de foliculos pequefios y medianos al
dia del inicio del protocolo de superovulacion (correspondiente a L3) fue menor en
las ovejas correspondientes al tratamiento “efecto macho”, lo que pudo influir en la

respuesta final.

Figura 9. Poblacion folicular el durante tratamiento a base de gonadotropinas

hipofisarias (FSH/LH), con y sin "efecto macho”
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Se realiz6 un segundo analisis en el cual se comparé dentro de cada
tratamiento los foliculos de =5mm correspondientes a L5 (correspondiente al
ultimo dia de superovulacion) Vs L3 (conformados por los foliculos presentes al
iniciar el tratamiento hormonal) incluyendo foliculos pequefios y medianos, como
se muestra en el Cuadro 4; el cual muestra diferencia significativa (p < 0.05) entre
el nimero de foliculos presentes al inicio y final cuando se adiciond el “efecto
macho”.

Cuadro 4. Comparacion de Lectura 3 (L3) Vs Lectura 5 (L5) dentro de cada

tratamiento

Tratamiento Foliculos Lectura 3 Lectura 5 (=5 mm)
Testigo Pequefios 6.6 £4.48 8.3+3.17

Efecto macho (£2 mm) 1.0+1.32 a 53+£2940b
Testigo Medianos 6.3+6.5 8.3+3.17

Efecto macho (3a4mm) 49+18 5.3+2.94

ab Medias con diferente literal en la misma linea son diferentes estadisticamente (p < 0.01).

La respuesta obtenida en el tratamiento con “efecto macho”
probablemente pudo deberse a que antes de iniciar el protocolo de superovulacion
la presencia de un foliculo grande en crecimiento al momento del tratamiento de
superovulacidon se asocia con una baja respuesta, menor ovulacion, menor
namero de embriones trasferibles y un desarrollo subnormal del cuerpo lateo
(Rubianes et al., 1997).

Las observaciones realizadas en ovinos indican que el efecto del
tratamiento sobre la tasa de ovulacién podria verse determinado principalmente
por el tipo de hormona utilizada y, especialmente, por su contenido en LH, ya que
un aumento de LH disminuye la respuesta ovérica (Picazo et al., 1996). Gonzalez-
Bulnes et al. (2002) encontraron que cuando existen presencia de LH en
compuestos con FHS aumenta la tasa de regresion y disminuye sus posibilidades
para ovular. Este ultimo efecto se ve reforzado por el hecho de que los altos
niveles de LH alteran, e incluso impiden, la descarga preovulatoria de esta

hormona.
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5.2. Porcentaje de ovejas en estro

En el Cuadro 5, se muestran los resultados del tratamiento con el uso
gonadotropinas porcinas (FSH/LH), en relacion al porcentaje de ovejas en estro.
Se muestra un 100% de respuesta para el “efecto macho” mientras que para el
tratamiento testigo se obtuvo 90% de ovejas que respondieron al tratamiento de
superovulacion, dicho resultado es superior a los reportado por Wierzchos et al.
(1992), D'Alessandro et al. (1996); Aké-Lopéz et al. (2002); Blanco et al. (2003);
D'Alessandro et al. (2005) y Bettencourt et al. (2008); quienes usaron
gonadotropinas porcinas y obtuvieron un 75%, 93.2%, 85%, 88.86%, 95% vy
55.6%. Los resultados del estudio realizado por Bettencourt et al. (2008) a 37° N;
quien utilizd Pluset (Laboratorios Calier, Barcelona, Espafia) para superovular
ovejas en verano y otoflo, no encontro diferencia significativa entre ambas

estaciones.

5.3. Inicio del celo (IC)

En el Cuadro 5, se muestran las diferencias (p < 0.05) encontradas entre
tratamientos en relacion al inicio del celo (IC). Se observo que en el tratamiento
testigo las ovejas mostraron celo en menor tiempo (13.60 h £ 1.70) respecto al
testigo (14.75 h £ 2.07). En la Fig. 9 muestra la curva de supervivencia de IC, sin

diferencia estadistica (p > 0.05) entre tiempo y por cada una de las razas.

Figura 10. Curva de supervivencia de inicio de celo después del retiro de CIDR por
raza (H: Hampshire, D: Dorset, S: Suffolk)
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Los resultados obtenidos en el presente estudio se pueden explicar con lo
reportado por Wierzchos et al., (1992), menciona que la hora del comienzo y la
duracion de estro fue correlacionado con la cantidad de hormona administrada,
cuando se utilizan protocolos de sincronizacion a base de gonadotropinas
porcinas. Dicho resultado es mayor al reportado por Cordeiro et al., (2003);
mientras que fue menor al publicado por Wierzchos et al. (1992); D'Alessandro et
al. (1996); Topoleanu et al. (2008) 12, 20, 22.85 y 48 respectivamente; con el uso
de gonadotropinas porcinas (FSH/LH-pluset). Lopez et al. (1990), Jabbour y Evans
(1991), con el uso de FSHp, reportan que las ovejas manchegas mostraron celo
en promedio 24.7 h después de remover la esponja vaginal. Con el uso de eCG,
Blanco et al. (2003) reportan que ovejas presentaron celo 26.4 h después de

retirar dispositivo intravaginal.

5.4. Numero de cuerpos luteos (CL)

En ovinos y caprinos se ha encontrado que el nimero de embriones
transferibles, esta directamente relacionado con la presencia de cuerpos lateos
normales y plenamente funcionales al dia en que se realiza la coleccion

embrionaria (Mejia et al., 1998).

En el Cuadro 5, se muestran los resultados entre tratamientos en relacion
al nimero cuerpos luteos (CL). Sin encontrar diferencia significativas entre los

mismos (p > 0.05), mostrando en promedio 8 cuerpos luteos totales.

Cuadro 5. Variables respuesta de los tratamientos testigo Vs efecto macho

Tratamientos

Variable
Testigo Efecto macho
Porcentaje de ovejas en celo (%) 90 100
Inicio de celo (horas) 13.60+1.70b 1475+ 2.07 a
No. de CL 7.7 +5.02 8.2+ 3.63

a,b Medias con la misma literal en la misma columna son diferentes estadisticamente (p < 0.05).
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El resultado anterior se puede explicar ya que en los estudios realizados
por D"Alessandro et al. (2005) concluyeron que la respuesta ovarica es menor al
emplear dosis con proporcion constantes FSH/LH en comparacion de dosis
decrecientes de proporcion FSH/LH. Aunado a lo anterior utilizando una cantidad
alta de hormonas hipofisiarias (1000 Ul) y en dosis decrecientes se obtienen altas
cantidades de cuerpos luteos (D'Alessandro et al., 1996). Se ha encontrado que
utilizando dosis menores a 500 Ul de gonadotropinas hipofisarias se obtiene un
menor numero de cuerpos liteos el cual no rebasa 8 estructuras encontradas
(D'Alessandro et al., 1996; Wierzchos et al., 1992), dichos resultados con
parecidos a los obtenidos. El resultado de la investigacion es igual a lo reportado
por Mejia et al. (1998), mientras tanto fue menor a lo reportado por Aké-LOpez et
al. (2002) obteniendo en promedio 12.41 CL. Por otra parte Bettencourt et al.
(2008) encontr6 que al realizar una comparacion del mismo protocolo de
superovulacion en verano y otofio a 37° latitud norte, encontrando 9.3 y 11.8 CL
respectivamente en cada estacion sin diferencia estadistica (p > 0.05), por lo que
este factor pudo influir de forma poco significativa en el resultado obtenido. En
esencia, la utilizacion de preparados comerciales con FSH purificada supone un
mejor aprovechamiento de la poblacion folicular, evitando la estimulacion excesiva
sin resultados practicos en cuanto a ovulacion y obtencion de embriones (Taft et
al., 1996).

Se realizo un analisis para determinar la correlacion entre el inicio de celo
(horas) y el numero de cuerpos lateos CL, encontrdndose un valor de -0.33916. El
resultado anterior indica que existe cierta tendencia a que a mayor namero de
cuerpos luteos el inicio de la hora de celo se reduce. Lo anterior se realizd para
determinar la relacion que guarda el inicio de celo (h) con el nimero de cuerpos
luteos (CL). Se utilizé CL ya que no se tienen datos sobre la cantidad de foliculos
preovulatorios presentes, sin embargo, se toma en cuenta que cada ovulo liberado
generara un cuerpo luteo (Mejia et al., 1998). El pico de estradiol coincide con la
receptividad de la hembra al ser montada por el carnero (Hafez et al., 2006), por lo

que al existir alrededor de 6.5 ng mL™ de E2 en sangre (Toosi et al., 2010) la
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hembra muestra receptividad. Con base en los datos anteriores se consideré que
al existir una mayor cantidad de foliculos se presentara una mayor cantidad de

estradiol en circulacion por lo que la hembra presentara celo en menor tiempo.

Se realizo un segundo andlisis para determinar si existe correlacion entre
la dinamica folicular correspondiente a la Lectura 5 (L5) y el niumero cuerpos
luteos (CL). Se encontrd una correlacion un valor de 0.05315 entre el nimero de
foliculos = 5mm presentes al realizar la Ultima lectura, con respecto al nUmero de
cuerpos lateos. Tomando en cuenta que el tamafio minimo que alcanza un foliculo
para ovular es de al menos 5 mm de didmetro (Driancourt et al., 1991; Vifoles,
2003; Hunter et al., 2004 y Goodman e Inskeep. 2006). Se contabilizaron los
foliculos 2 5 mm en ambos ovarios y se compararon con el namero total de
foliculos por oveja.

En ovinos y caprinos se ha encontrado que el numero de embriones
transferibles, esta directamente relacionado con la presencia de cuerpos luteos
normales y plenamente funcionales al dia en que se realiza la coleccion

embrionaria (Mejia et al., 1998).
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VI. CONCLUSION

El “efecto macho” aunado a una preparacion de gonadotropinas en la respuesta
superovulatoria en ovejas de lana, no aumento la tasa de ovulacién ni el numero
de cuerpos lateos, tampoco redujo el inicio de celo en comparacion con el
tratamiento testigo. Sin embargo si se quiere dar continuidad al trabajo de
investigacion se sugiere agregar un mayor numero de unidades experimentales.
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ANEXOS

Anexo 1. Andlisis proximal del alimento comercial, Borrega Plus, Alimentos Union
Tepexpan ®

' Nutrimento Aporte |
Proteina cruda 15.0% min.
Grasa cruda 3.0% min.
Fibra cruda 10.0% max.
Cenizas 7.5% max.
Humedad 12.0% max.
ELN 52.0% min
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