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RESUMEN GENERAL

El aspecto nutricional y endocrino tiene influencia en la sincronizacién de estros vy
programas de superovulacion, evaluandose su efecto en dos experimentos. En el
experimento 1 se evaluaron dos régimenes alimenticios y dos programas de
sincronizacion de estros, teniendo los siguientes tratamientos: ovejas sin pre-
sincronizacion alimentadas con heno de avena (HS) o concentrado comercial (TS) y
pre-sincronizadas con heno de avena (HP), o concentrado comercial (TP). En el
experimento 1 la concentracion de P, fue mayor en grupos HP y TP (P<0.05). El inicio
del estro y la elevacion de LH fueron mas rapido en los grupos HS y HP (P<0.05). En el
experimento 2 se evaluaron dos régimenes de alimentacion, un grupo alimentado con
concentrado comercial (T) y otro con un periodo previo de desnutricion con heno de
avena (34 dias), y posteriormente con concentrado comercial (PD), ambos grupos
recibieron 100 gramos de grasa de sobrepaso siete dias antes del inicio del programa
de superovulacion. En el experimento 2 la secrecion de progesterona fue mayor
(P<0.05) en el grupo T, las concentraciones de insulina fueron superiores (P<0.05) en
el grupo PD. El numero promedio de cuerpos luteos fue de 9.5 vs 14.7 (P<0.05) para T
y PD, respectivamente y el porcentaje de embriones recuperados fue de 93 vs 71%
(P<0.05). Se concluye que la nutricion tiene un fuerte impacto en la respuesta a la
sincronizacion de estros y la respuesta superovulatoria.

Palabras Clave: Ovis aries, grasa dorsal, superovulacion, progesterona, insulina.



ABSTRACT

Nutritional and endocrine aspect have an influence on the synchronization of estrus and
superovulation programs, so two experiments were evaluated. On experiment 1, two
feed regimens and two programs of synchronization of estrus were evaluated, having
the followings treatments: ewes without pre-synchronization and feed with oat heno
(HS) or commercial concentrated (TS) and pre-synchronized with oat hay (HP), or
commercial concentrated (TP). On the experiment 1 concentration of P, was higher on
groups HP and TP (P<0.05). The onset of estrus and raise of LH was faster on the
groups HS and HP (P<0.05). The duration of estrus was higher (P<0.05) on the groups
P. On experiment 2 feed regimens were evaluated, a group feed with commercial
concentrated (T) and other with a previous period of undernutrition with oat hay (34
days), and later with commercial concentrated (PD), both groups received 100 grams
of bypass fat seven days previous the start of superovulation program. In experiment 2
the secretion of progesterone was higher (P<0.05) on the group T. Concentration of
insulin was higher (P<0.05) on group PD. The average number of corpus luteum was
9.5 vs 14.7 (P<0.05) for T y PD, respectively, percentage of embryos recuperated was
93% vs 71% (P<0.05). We concluded under the present conditions, that nutrition has a

strong impact on the response to synchronization and superovulatory response.

Keys Words: Ovis Aries, backfat, superovulation, progesterone, insulin.
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INTRODUCCION GENERAL

La reproduccion es costosa desde un punto de vista energético, pero preservarla es
esencial para la sobrevivencia de las especies, por lo que para que se lleve a cabo de
forma exitosa es necesario que el individuo tenga un balance homeostéatico entre
consumo y gasto de energia, motivando con ello que muchas especies animales
desarrollaran a través de la evolucion mecanismos fisiol6gicos complejos,
condicionando la reproduccion en funcibn a su estado metabdlico. Factores
ambientales como fotoperiodo, temperatura y nutricion tienen influencia en la
reproduccion de los mamiferos, sin embargo la nutricion tiene la mayor atencion porque
esta puede ser alterada facilmente desde un punto de vista practico (Dunn y Moss,
1992).

Las condiciones ambientales son variables a través del tiempo, por lo que los
organismos continuamente tienen que adoptar diferentes estrategias reproductivas.
Una estrategia comun en los mamiferos es restringir la funcidn reproductiva cuando las
condiciones ambientales son desfavorables e iniciarlas cuando éstas son mas propicias
para engendrar y alimentar a la progenie, permitiendo con ello aumentar la probabilidad
de un resultado exitoso en cada intento reproductivo. La estrategia anteriormente
descrita permite deducir que la reproduccion no es prioritaria cuando se encuentra en
riesgo la supervivencia del organismo, por lo tanto la reproduccion cesa antes de que
un animal muera por deficiencia de algin nutriente en particular, llevandonos a la
pregunta de cuéles son los mecanismos por los que el cambio en el consumo de
alimento conlleva al cese de la actividad reproductiva, observandose que la relacion
entre nutricién y reproduccion es compleja y frecuentemente la respuesta es variable e

11



inconsistente (O’Callaghan et al., 2000). No obstante se ha observado que la inanicion
en bovinos jovenes generada por el insuficiente consumo de energia se expresa en un
retraso en el inicio de la pubertad, en hembras adultas causa la presentacion de
anestro mientras en machos adultos disminuye la produccién de espermatozoides
(Short et al., 1990; Shillo, 1992). En rumiantes adultos que aumentan su consumo de
nutrientes en el corto plazo (flushing) asociado a una condicion corporal baja, tienen un
aumento en la actividad reproductiva, no observandose este efecto en animales que
presentan una condicion corporal aceptable, no obstante en el caso especifico de las
hembras rumiantes no se observa algun efecto significativo en la tasa ovulatoria con

diferente condicidon corporal (Foster y Nagatani, 1999).
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1. Planteamiento del problema

La capacidad reproductiva de un individuo es dependiente del estado nutricional, lo
cual refleja el balance homeostatico entre el consumo y gasto de energia, lo que
representa preservar su funcién reproductiva que es esencial para la sobrevivencia de
sus genes. Lo anterior nos conduce a que la nutricion y reproduccion se encuentran
estrechamente vinculadas y los animales se han visto obligados a desarrollar
complejos mecanismos fisiolégicos, los cuales estan en funcibn de su estado
metabdlico (Krasnow y Steiner, 2006).

El potencial reproductivo de un organismo es gobernado por interacciones entre sus
genes y su medio ambiente, aunque la fisiologia reproductiva y comportamiento son
por ultimo de caracter genético, una multitud de factores ambientales puede modular la
funcién reproductiva por actuar en el substrato genético del animal. El ambiente en los
mamiferos no esta solamente limitado a su habitat fisico (localizacién geogréfica, clima,
etc), sino también abarca su dieta e influencia social, por lo que el ambiente puede
tener efectos bi-direccionales en la funcion reproductiva (promoviendo o inhibiendo la
reproduccion) (Martin y Banchero, 1999).

De todos los factores ambientales que inciden en el potencial reproductivo, la
disponibilidad de alimento es quiza el que tiene mayor influencia, porque el alimento
representa la mayor necesidad para la vida y por lo tanto para la reproduccion, si el
alimento es escaso el individuo debe ordenar sus prioridades entre todas las demandas
gue tiene y frecuentemente debe hacer sacrificos (Robinson, 1996). Crecimiento y
reproduccion son aspectos de menor prioridad y por lo tanto son los primeros en ser

sacrificados, lo cual puede ser una adaptacién evolutiva, porque seria desventajoso
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para individuos desperdiciar energia en el crecimiento o para incrementar el tamafio de
la poblacién en tiempos en que el alimento es escaso, siendo igualmente detrimental al
propio éxito del individuo (Krasnow y Steiner, 2006).

Existe evidencia de las consecuencias sobre la reproduccion debido a una restriccion
de alimento en ovejas adultas (Thomas et al., 1990), que incluye una reduccién en la
secrecion de gonadotropinas y esteroides, afectando la maduracién folicular, ciclicidad
del estro, inhibicion de la elevacion pre-ovulatoria de LH y disminucién de la
receptividad sexual.

En hembras adultas existen tiempos donde la tasa de ovulacion es particularmente
sensible al suplemento de nutrientes, siendo en ovejas este tiempo de 6 meses antes
de la monta ya que los foliculos ovaricos emergen del almacenamiento de foliculos en
etapa primordial y empiezan a crecer. La desnutricion en este tiempo reduce el namero
de foliculos que emergen y por lo tanto el nimero que esta disponible para ovular
(Robinson, 1996). La reduccién de la tasa de ovulacion puede ser prevenida mejorando
la nutricibn en un periodo de 10 dias antes de la monta (Robinson et al., 2006). Vifioles
(2003), sugiere que un efecto estimulatorio podria ser a través del mejoramiento en la
nutricion en un periodo mas corto como es del dia 8 al 4 antes de la ovulacion (dias 10-
14 del ciclo estral) coincidiendo este periodo con la emergencia de la onda
preovulatoria.

Mediante sus efectos en el control de la retroaccion de la secrecion de las
gonadotropinas en las hormonas ovaricas, la nutricion puede alterar el nivel y duracién
de la exposicion de los foliculos dependientes de gonadotropinas a FSH. Por otra parte

se ha sugerido que nutrientes como glucosa, aminoacidos y metabolitos como insulina,
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hormona de crecimiento, factores de crecimiento parecidos a la insulina (IGF's) y su
acoplamiento a proteinas, han sido relacionadas a la respuesta ovulatoria debido a la
nutricion y pueden operar a nivel de ovario disminuyendo la cantidad de FSH
(Robinson, 1996; Downing y Scaramuzzi, 1991).

La progesterona es la hormona principal en el mantenimiento de la gestacion, y se ha
mostrado que la concentracion de ésta tienen una relacion inversa con el nivel de
nutricion (Lozano et al., 1998), lo cual puede ser debido al incremento en el
catabolismo de esteroides, este hecho es importante debido a que puede explicar el
incremento en la mortalidad embrionaria en ovejas alimentadas con dietas altas en
energia, la mortalidad de embriones puede incrementarse tanto en ovejas sub-
alimentadas como sobre-alimentadas. En la actualidad, la relacion entre el efecto de la
nutricion en las concentraciones de progesterona como el suero obtenido de la yugular
y la mortalidad embrionaria no es del todo clara (Lozano et al., 2003), sin embargo la P4
no solo es importante durante la gestacion sino que es una sefial que regula el
comportamiento reproductivo mediante una retroaccion negativa en la secrecion de
GnRH y por consiguiente, de las gonadotropinas secretadas por la pituitaria (Skinner et
al., 2000), por medio de lo cual la nutricion también podria ejercer su efecto en la
presentacion del estro.

De acuerdo al contexto anteriormente descrito se plante6 evaluar en un primer
experimento el efecto de la nutricion en la secrecion del cuerpo lUteo e interaccion de
estos dos efectos en la presentacion, inicio y duracién de estro, ademas del efecto en
la secrecion del pico pre-ovulatorio de la hormona luteinizante. En un segundo

experimento se evalué6 el efecto de una desnutricidon previa, y un posterior cambio de
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dieta mas la adicion de grasa de sobrepaso en la tasa ovulatoria, concentraciones de
progesterona, insulina y tasa de gestacion de embriones transferidos de ovejas
donadoras a receptoras, lo cuales se obtuvieron por medio de un programa de

sincronizacion de estro y superovulacion.

16



2. Objetivos

2.1 General

Determinar el efecto de la condicidén corporal en un programa de sincronizaciéon de
estros.

Determinar si la suplementacién de energia en un corto plazo aumenta la tasa

ovulatoria en un programa de superovulacion.

2.2. Especificos

Determinar las concentraciones de progesterona en un ciclo sincronizado.

Determinar el pico de hormona luteinizante al retiro del progestageno.

Determinar las concentraciones de insulina.

Determinar el nimero de cuerpos luteos y la cantidad de embriones recuperados en las

ovejas.

3. Hipotesis

Las ovejas con una menor condicidbn corporal tendran una menor respuesta

reproductiva comparada con las hembras que presentan una mejor condicion corporal.

El aumento en energia en un corto plazo de 6 dias antes de que se presente la

ovulacion permitird una mayor tasa ovulatoria en ovejas que han tenido restringido el

alimento.
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4. Revision de literatura

4.1. Ciclo estral de la oveja

Las ovejas se clasifican como poliéstricas estacionales, en referencia a que su
actividad reproductiva ocurre en la época del afio en la que los dias son mas cortos en
comparacion a las noches, lo cual sucede en la estacion de otofio e invierno (Bearden y
Fuquay, 1984), este periodo se presenta como un proceso adaptativo, debido a que los
nacimientos de las crias se producen en la primavera, cuando las condiciones
ambientales y nutricionales son favorables para su supervivencia (Goodman, 1994). En
este periodo de actividad reproductiva la hembra presenta lapsos de actividad ciclica
ovulatoria con una duracion media de 17 dias, lo cual es denominado ciclo estral. La
mayor parte del ciclo estral es comprendido por metaestro y diestro (12 a 14 dias) que
es caracterizada por la secrecion continua de progesterona. Los dias restantes del ciclo
estral constituyen al pro-estro y estro (Hafez y Hafez, 2002), y es durante la cual se
produce un periodo de receptividad sexual denominado estro o calor, con una duracion
media aproximada de 36 h, ocurriendo la ovulacion de 24 a 30 h, después de iniciado el
estro (Driancourt et al., 1991).

En el caso particular de la oveja existe un periodo denominado anestro, caracterizado
por una falta de expresion de signos de receptividad sexual y cambios en la dinamica
del crecimiento folicular, donde los foliculos no llegan a ovular, iniciando a finales de

invierno o inicios de la primavera (Noel et al., 1993).
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4.2. Control endocrino del ciclo estral

El control del ciclo estral de la oveja es la resultante de la interaccién de cuatro 6érganos
distintos, como lo son hipotalamo, hipdfisis, ovario y utero, ellos se encuentran
comunicados principalmente a través de seis hormonas: hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) producida en el hipotdlamo, hormona luteinizante (LH) y
hormona foliculo estimulante (FSH), producidas en hipdfisis; estradiol (E2) y
progesterona (P,), liberadas desde el ovario y por Gltimo la prostaglandina F», liberada
por el Utero (Goodman, 1994). La secrecion de gonadotropinas es controlada por
mecanismos de retroaccion que involucran al sistema nervioso central (SNC), la
hipdfisis anterior y las gonadas. El eje hipotalamo-hipofisis-gonadas es influenciado por
factores externos via sistema nervioso central y éste asegura la secrecion de
gonadotropinas, si es que existe una relacion apropiada entre factores como: duracion
del dia (fotoperiodo), temperatura ambiental, disponibilidad de alimento y condiciones

fisicas para la receptividad sexual (Fink, 1988).

4.2.1. Hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH)

La hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) es un decapéptido (10
aminoéacidos) con peso molecular de 1183 Da (Hafez y Hafez, 2002) y es secretada
por el hipotdlamo y transportada por el sistema portal hipofisario (Skinner et al., 1995)
encargandose de inducir la descarga preovulatoria de la LH y en consecuencia la
ovulacion. Durante el ciclo estral la GnRH es secretada en forma pulsatil, su frecuencia
y amplitud de los pulsos varia con la etapa del ciclo (Moenter et al., 1991). Estos
cambios en el patron de secrecibn de GnRH ocasionan un patrén apropiado de

secrecion de gonadotropinas, que es requerido para regular los cambios en la actividad
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ciclica del ovario. Los cambios en la secrecién hormonal del ovario regulan la secrecion
de gonadotropinas mediante un mecanismo de retroaccion positivo o negativo, segun

sea el caso (Karsh et al., 1997).

4.2.2. Hormona foliculo estimulante (FSH)

La FSH estimula el crecimiento y maduracién del foliculo ovérico, de forma conjunta
con la hormona luteinizante (LH), estimulando la produccién de estrégenos en el ovario
(Hafez y Hafez, 2002). Se han establecido algunas caracteristicas del patréon de
secrecion de la FSH, observandose que una elevacion coincide con el pico
preovulatorio de LH y una segunda elevacion 24 a 28 h después, cuando las
concentraciones de LH han disminuido; por ultimo, la cantidad de FSH disminuye hacia
un nadir a la mitad de la fase latea, permaneciendo en ese nivel hasta la onda
preovulatoria del siguiente ciclo (Souza et al., 1997).

Los valores maximos de los picos de secrecién de FSH estan entre 133 y 177 ng ml™,
en tanto que sus valores medios durante el resto del ciclo estral se encuentran
alrededor de 61.9 + 2.8 ng ml™ (Pant et al., 1977). Karsh et al. (1984) mencionan que la
FSH puede tener una funcion permisiva en el desarrollo folicular debido a que las
concentraciones circulantes son suficientes para permitir el crecimiento y maduracién
de foliculos en cualquier momento del ciclo estral. La FSH también estimula en las
células de la granulosa la secrecion de factores reguladores como inhibina, activina y
folistatina, entre otros factores, los cuales modulan la produccién de estradiol y
androgenos que, a su vez regulan los efectos de la FSH (Picazo y Lépez Sebastian,

1995).
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4.2.3. Hormona luteinizante (LH)

La LH es una glucoproteina secretada por la hipdéfisis anterior cuyos niveles basales
actuan con la FSH para inducir la secrecion de estrogenos en los foliculos de Graff que
han alcanzado su méaximo desarrollo. La LH, presenta dos tipos de liberacion durante el
ciclo estral, la secrecion ténica durante la fase progestacional o litea y la ciclica o
preovulatoria durante el estro (Padilla et al., 1988), en ambos casos dicha liberacion es
regulada a través de la accion combinada de la progesterona (P,) y estrégenos que se
secretan en el cuerpo luteo (CL) y en foliculos, respectivamente. Por otro lado, a la
elevacion preovulatoria de LH se le atribuye la ruptura de la pared folicular y la
ovulacion (Murdoch, 1985).

En todas las especies la LH juega un papel critico en el mantenimiento de la funcién
[Gtea: interactlia con sus propios receptores, incrementando su concentracion y nimero
a partir de la ovulacion, hasta alcanzar su liberacion maxima durante la fase latea
media. La concentracion de LH durante la fase lutea es de 3 a 5 ng ml™ y se libera con
una frecuencia de un pulso cada 3-4 h (Karsh et al., 1984; Padilla et al., 1988).

Hacia el final de dicha fase del ciclo estral, poco antes del inicio del estro, la frecuencia
de los pulsos de LH se incrementa a uno cada 30 minutos para estimular la maduracion
de los foliculos. Alrededor del estro, cuando la concentracion de P, es menor a 1 ng ml°
! la frecuencia de liberacion de LH es de 1 pulso h™, induciendo asi la onda
preovulatoria de LH. Los valores registrados durante el pico preovulatorio de LH varian
de 30 ng ml™* hasta 184 o 250 ng ml™ en ovejas primiparas y adultas, teniendo una
duracion de 12 a 24 h (Karsh et al., 1984; 'anson y Legan, 1988). Este patron de

secrecion es regulado por la accion de los estrogenos del foliculo mediante un
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mecanismo de retroaccion positiva sobre el area pre-Optica y el nucleo
supraquiasmatico del hipotdlamo (Karsh et al., 1984).

Se ha demostrado que la secrecion de LH en hembras castradas es mayor que en
hembras enteras, lo que sugiere la existencia de un mecanismo de control por
retroaccion negativa proveniente del ovario, el cual ejerce su efecto sobre el eje
hipotalamo-pituitaria (Karsh et al., 1984; Niswender y Nett, 1988). Asi, la liberacion
ténica de la LH se regula también, durante los momentos posteriores al estro, a través
de un mecanismo de retroaccion negativa, por el cual al aumentar la concentracién de
P4, disminuye la frecuencia de los mismos por inhibicion de la descarga pulsatil de LH

(Karsh et al., 1984; Whisnant y Goodman, 1988).

4.2.4. Estrogenos

Entre los cambios hormonales que se observan durante el ciclo estral de la oveja, se
incluyen variaciones en la concentracion de los estrogenos, especialmente las del 17 -
estradiol (E2), cuya maxima concentracion ocurre durante el periodo preovulatorio, no
obstante, se ha observado un primer aumento dos a tres dias antes del pico
preovulatorio de LH y otro durante la fase lutea temprana (Downey, 1980). Otros
investigadores como Hauger et al. (1977) han reportado un aumento en los valores de
estrégenos a la mitad del ciclo estral coincidiendo con la oleadas foliculares.

El pico preovulatorio de los estrégenos inicia 12 a 14 h antes del estro a partir de una
concentracién basal (11 pg ml™) y alcanza valores mayores a 21.1 pg mi™ entre -8 y 0
h antes del estro, observandose nuevamente valores basales de 2 a 10 h después de
iniciado el estro; la elevacion de los estrégenos tiene una duracion de 16 a 22 h (Pant

et al., 1977). La sintesis de estrégenos ocurre en los foliculos antrales o preovulatorios
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(Gayerie et al., 1983). En ovejas se ha observado que el aumento de LH eleva la
produccién de estrogenos en los foliculos, lo cual sugiere que la secrecion de
estrogenos depende de la LH y en consecuencia de la presencia de andrégenos
aromatizables (Downey, 1980).

Durante la fase folicular tardia, un notable aumento en la concentracion de E,, induce la
presentacion de un marcado incremento (pico) en la secrecion de GnRH, debido al
efecto de retroaccion positiva que ejerce el esteroide sobre el hipotdlamo medio basal
(Moenter et al., 1990), mediante el cambio de un patron de secrecion estrictamente
pulsatil a otro que lleva a cabo una descarga ininterrumpida del decapétido (Evans et
al., 1995). La previa exposicion (priming) del ovario a P4 durante la fase lutea es
importante para la expresion completa de dicha accion de retroaccion positiva del

estradiol sobre la secrecion de GnRH (Caraty y Skinner, 1999).

4.2.5. Progesterona (Py)

En el ciclo reproductivo de las ovejas, la progesterona actia como el esteroide ovarico
dominante presente en la circulacién periférica. Concentraciones basales (0.2 ng ml™)
se observan desde uno o dos dias antes del estro hasta cuatro dias después; a partir
del quinto dia, la concentracién aumenta a valores de 2 a 4 ng ml™ disminuyendo a
partir del dia 12 dia del ciclo estral, hasta alcanzar concentraciones basales (Quirke et
al., 1979).

Durante la fase lUtea, las crecientes concentraciones de progesterona secretadas por el
cuerpo luteo son capaces de bloquear la ocurrencia tanto del pico de GhnRH como el de
la LH, lo que indica que, en la oveja, la P4 modula la frecuencia en los pulsos de GhRH

y subsecuentemente LH, por medio de un sistema de accion central altamente sensible
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y especifico que involucra sus propios receptores a nivel neuronal (Goodman y Karsh,
1980; Skinner et al., 1998). Después de la lutedlisis, las concentraciones de P4
descienden rapidamente hasta llegar a niveles casi indetectables, permitiendo que la
secrecion de GnRH deje de ser inhibida (Hadley, 1988).

El ambiente endocrino al cual ha sido expuesto el foliculo antes de ovular posee una
influencia fundamental en la posterior funciébn del cuerpo liteo. Las fases luteas
inadecuadas estan caracterizadas por niveles subnormales de progesterona (menos de
1.5 ng ml™") las cuales pueden estar o no asociadas con una destruccion prematura del
cuerpo luteo. Existen varios mecanismos probables involucrados con la etiologia de un
cuerpo ldteo subnormal. En resumen, P, y E; ejercen secuencialmente efectos
opuestos de retroaccion en la secrecion de GnRH durante el ciclo estral de la oveja, sin
embargo existe también una evidencia clara de que los sistemas afectados por éstos
esteroides se encuentran intimamente relacionados, dando lugar a una secrecion
preovulatoria masiva de GnRH, la cual controla la ovulacion y el comportamiento de

estro (Caraty y Delaleux, 2001).

4.2.6. Prostaglandina Fyq

En la década de los 30’s, fue descubierta una sustancia en los extractos de semen
humano y de las vesiculas seminales del borrego, la cual causaba contraccion de los
musculos lisos y cambios en la presion sanguinea. Esta sustancia fue denominada por
Von Euler “prostaglandina”, puesto que se creia que se secretaba en la prostata. Las
prostaglandinas fueron los primeros derivados del acido araquidénico que se
descubrieron. Todas las prostaglandinas son variantes de un acido graso insaturado, el

acido prostanoico. La PGF,, se ha convertido en una sustancia sumamente conocida
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en el campo de la reproduccion como resultado del descubrimiento de su capacidad
como agente luteolitico (Hadley, 1988).

En los dias 12-14 del ciclo estral (fase Iutea tardia), el Utero comienza a incrementar la
secrecion de prostaglandina F,, (PGF,,) la cual interfiere la union de la LH con el
sistema de la enzima adenilato ciclasa de la células lateas, impidiendo la produccién de
P4. El cuerpo lateo (CL) es particularmente vulnerable a la accion luteolitica de la
PGF,, durante los largos periodos entre uno y otro pulso de LH. Simultdneamente, la
PGF,, estimula la liberacion de oxitocina por parte del CL, misma que estimula al Utero
para liberar ain mas PGF,,. Eventualmente la produccion de PGF,, es suficiente para

gue ocurra la regresion de CL (Baird, 1992).

4.2.7. Inhibina

La inhibina es una hormona glicoproteica producida por las células de la granulosa,
presente en altas concentraciones en el fluido folicular. En ovejas inmunizadas contra
inhibina se incrementa la tasa ovulatoria por lo que se cree que este péptido
desempeiia un papel importante en el control de la secrecion de FSH y por lo tanto en

la regulacion de la tasa ovulatoria (Wheaton et al., 1996).

4.3. Sincronizacion del ciclo estral

La sincronizacion del ciclo estral normalmente se realiza cuando las ovejas estan en la
época reproductiva, debido a que su sistema neuroendocrino se encuentra activo y los
ovarios tienen cuerpos luteos y foliculos en diferentes etapas de crecimiento
(Cunningham, 2003). El control de los ciclo estrales es una de las estrategias para

facilitar la utilizacion de la inseminacion artificial y puede ser usada en programas
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disefiados con el fin de reducir el intervalo entre partos, producir grupos de crias mas
homogéneos y para el establecimiento de sistemas de manejo intensivos, tales como
los tratamientos hormonales destinados a la produccion de partos multiples (Hafez y
Hafez, 2002), ademéas de que ofrece a los productores la oportunidad para acceder a
un rapido y expansivo mejoramiento genético de sus rebafios (Kojima, 1991). Del
mismo modo, la sincronizacion de los ciclos estrales permite que las ovejas y los
corderos sean manejados en forma mas uniforme en los aspectos sanitarios, de
nutricién, comercializacién y procesado (Hafez y Hafez, 2002).

Durante las ultimas décadas, una gran cantidad de métodos han sido desarrollados con
el fin de lograr una eficiente sincronizacion del ciclo estral, dentro de los cuales
destacan dos: el primero consiste en tratar exdgenamente a todos los animales con
progesterona natural o con progestagenos (progesterona sintética). Tedricamente,
todos los animales iniciaran el estro y ovularan después de la disminucion de la
progesterona o de los progestagenos después de la remocion de los dispositivos
utilizados. El segundo método pretende inducir la regresién del cuerpo luteo de los
animales mediante la inyeccion de PGF;, o sus andalogos, después de lo cual las

hembras entraran en estro y ovularan (Kojima, 1991).

4.3.1 Sincronizacion con prostaglandinas

Este método consiste en utilizar los efectos luteoliticos de las PGF,, secretadas por el
endometrio de la oveja a partir del dia 12 del ciclo estral, cuando no hubo fecundacion
en condiciones naturales (Fitz et al., 1993). Su accién consiste en inducir la regresion
prematura del cuerpo IUteo, con lo que se interrumpe la secrecion de progesterona y se

inicia un nuevo ciclo. McCracken et al. (1995), al igual que Fitz et al. (1993) han
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reportado que la PGF,, causa lutedlisis por su accion vasoconstrictora, provocando una
reduccién en el flujo local de sangre al cuerpo liteo. Las prostaglandinas y sus
anélogos sintéticos, actuan solamente sobre los cuerpos lateos conocidos como activos
gue se encuentran a partir del dia 5 al 12 del ciclo estral de la oveja, fuera de estos
dias las prostaglandinas no tienen efecto (Scaramuzzi, 1984), de tal forma que una sola
aplicacion sincroniza a un 60-70% de las ovejas. Una doble aplicacion de PGF,, 0 sus
analogos con un intervalo de 9 a 10 dias sincroniza al 100% del rebafio. En ambos

métodos el estro se presenta en promedio 40 h después de aplicada la PGF,.

4.4. Transferencia de embriones

La transferencia de embriones (TE) consiste en la obtencién de varios embriones
generados por una hembra donante mediante la estimulacion de los ovarios con
tratamientos hormonales, para posteriormente transferirlos a hembras receptoras. Entre
sus objetivos se encuentra el incrementar el nimero de crias por hembra con un alto
valor genético, ademas de acortar el intervalo generacional y como consecuencia
incrementar el avance genético. Por otra parte esta técnica tiene fundamentos de
orden sanitario debido a que reduce considerablemente el riesgo de algunas
infecciones ya que los embriones presentan una barrera natural contra bacterias y virus
(Stringfellow et al., 1991) y por udltimo esta técnica ha sido propuesta para la
preservacion de especies en peligro de extincion.

Los primeros transplantes de embriones en caprinos y ovinos se realizaron hace 50
afios (Warwick et al., 1934). No obstante, su uso préactico es limitado debido a una alta
variabilidad en el numero de embriones con calidad de ser transferibles y de crias

nacidas. Esta variabilidad se ha relacionado a una falta de uniformidad en la respuesta
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ovarica a los tratamientos de superovulacién, entre las posibles causas destacan
factores extrinsecos (origen, pureza y protocolo de administracion de las
gonadotropinas) e intrinsecos (raza, edad y estados nutricional y reproductivo), sin
embargo, se sefiala que los factores mas importantes serian aquellos de origen ovarico

(Gonzélez et al., 2004).

4.4.2 Estimulacion de la superovulacion

La estimulacion ovérica inicialmente se realiz6 con la gonadotropina corionica equina
(eCG, por sus siglas en inglés), la cantidad usada se encontraba en un rango de 1500
a 2000 U.l. en ovejas, en una sola aplicacion generalmente 48 horas antes del retiro del
tratamiento progestacional (Armstrong y Evans, 1983; Armstrong et al., 1983). La
eficacia de la eCG resulté variable, presentando una alta incidencia de foliculos que no
ovulaban, ademas de una pobre “calidad” de embriones. Otros tratamientos incluyeron
HAP (estracto de pituitaria anterior de equino) y hMG (gonadotropina menopausica
humana) con resultados variables (Moore y Eppleston, 1979; Schiewe et al., 1985;). La
purificacion y disponibilidad comercial de FSH de pituitarias de porcino (FSH-p;
Foltropin; Stimufol; Super-Ov) y ovino (Embryo-S; Ovagen) marcaron el inicio de
nuevas estrategias superovulatorias (Vivanco, 1998). Las inyecciones de FSH se
efectian de manera general en dosis repetidas cada 12 horas (debido a la corta vida
media de la FSH) ya sea en niveles constantes o decrecientes, iniciAndose por lo
general 3 dias antes de la suspension del tratamiento progestacional, dando la ultima
inyeccién, al momento de la suspensién del tratamiento.

Algunos autores han encontrado una pérdida de sensibilidad con disminucién en la

respuesta ovulatoria en ovejas sometidas a repetidos tratamientos superovulatorios con
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FSH de origen porcino debido a la formacion de anticuerpos contra pFSH (Remy et al.,
1991). Esta disminucién no ha sido observada cuando ovejas y cabras han recibido
tratamientos sucesivos con FSH de origen ovino (Baril et al., 1992), no obstante
Vivanco (1998) menciona que han estimulado con FSH de origen porcino a ovejas de
la raza Lamb XL y ATC por 7 veces al afio hasta 6 afios consecutivos y no ha
observado disminucion en la tasa ovulatoria.

En lo referente a la aplicacion de FSH se recomienda la aplicacion de inyecciones
decrecientes (Torres et al.,, 1987). Algunos trabajos han sugerido el uso de una
determinada relacion LH/FSH, observando que mientras mas bajo el nivel de LH mejor
es la respuesta (D’Alexandro et al., 1997). Nuevos productos en el mercado (por
ejemplo Ovagen) practicamente no contienen LH y algunos con un nivel maximo de
5% (Folltropin-V), sin embargo, con el uso de estos como Unico estimulo para la
superovulacion, la respuesta es pobre, resultando paraddgjico el introducir eCG como un
producto de alta actividad de LH en tratamientos basados en FSH con bajo nivel de
contaminaciéon de LH (Vivanco, 1998). Los primeros ensayos recomendaron la
administracion de eCG durante la primera inyeccion de FSH sin un incremento en la
tasa ovulatoria (Greaney et al., 1991), posteriormente se inyecté eCG 48 horas antes
de la terminacién del tratamiento progestacional, combinandola con dosis repetidas de
FSH o una sola dosis de FSH al momento de la aplicacion de eCG (D’alexandro et al.,
1997), con resultados satisfactorios.

Por otra parte se ha sugerido la neutralizacion del efecto de la inhibina mediante el uso

de anticuerpos contra esta sustancia, en hembras destinadas para ser ovuladas,
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encontrandose resultados prometedores en hembras jévenes, pero no en hembras

adultas (Vivanco, 1998).

4.4.2. Influencia del estado ovarico en larespuesta a los tratamientos de
superovulacion

Uno de los factores que mas influyen en la respuesta individual a los tratamientos de
superovulacion es la poblaciéon folicular de cada oveja al inicio del tratamiento,
considerandose que la respuesta ovarica esta directamente relacionada con el nimero
de foliculos pequefios (2-3 mm), que han alcanzado el estadio de receptivos a
gonadotropinas y son capaces de crecer hasta el tamafio preovulatorio en respuesta al
estimulo exégeno con FSH (Gonzalez et al., 2002b), mencionandose que un mayor
namero de estos foliculos elevan la tasa ovulatoria y el nidmero de embriones,
independientemente del tipo de gonadotropina utilizada (Gonzalez et al., 2000).

La presencia de foliculos grandes o dominantes antes de la estimulacion ovarica se
encuentra relacionada negativamente con la respuesta a la tasa ovulatoria, debido a
gue si bien la presencia de un foliculo dominante al inicio de un tratamiento con FSH no
parece afectar significativamente la tasa ovulatoria (Gonzalez et al., 2000), se ha
relacionado con un menor namero y calidad de embriones obtenidos (Gonzalez et al.,
2002b), considerandose que la condicion ideal del estado ovarico al inicio los
tratamientos superovulatorios consiste en una poblacion folicular formada por el mayor
namero posible de foliculos de 2-3 mm, sin actividad estrogénica y con buena
capacidad de respuesta frente a las gonadotropinas, conviertiéndose la eliminacién de
foliculos dominantes en uno de los principales objetivos para incrementar el nimero de

embriones viables obtenidos de una hembra.
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La ablacion quirdrgica de los foliculos dominantes ha demostrado buenos resultados en
ganado vacuno, teniendo un aumento significativo en los rendimientos superovulatorios
en respuesta al tratamiento con FSH (Bungartz y Niemman, 1994). En ovejas también
se ha observado la eficacia de ésta técnica (Gonzalez et al., 2002a), pero debido al
pequefio tamafio corporal y a las caracteristicas del tracto genital de pequefios
rumiantes, su aplicacién requiere la utilizacion de técnicas de laparoscopia lo que
aumenta significativamente los inconvenientes derivados del manejo de los animales,

motivando a utilizar como alternativa tratamientos farmacolégicos.

4.4.3. Variabilidad asociada con el uso de progestagenos

Los protocolos de superovulacion usualmente incluyen la administracion de un
tratamiento superovulatorio de FSH en los dultimos dias de un tratamiento
progestacional. La administracion de progestagenos durante 12 d tiene la funcion de
suprimir la secrecion de LH (Goodman y Karsh, 1980) en ovejas, lo que permite
asegurar la ocurrencia espontanea de lutedlisis antes del retiro de la esponja y la
induccion de estro, la elevacion de LH y ovulacién controlada independientemente de la
época o tiempo del ciclo cuando es aplicada (Robinson, 1965). Las concentraciones de
progestagenos en plasma se incrementan durante las primeras 48 horas despues de la
insercion de la esponja (Robinson, 1965) y a partir de este momento empiezan a
disminuir alcanzando concentraciones demasiado bajas para estimular la actividad del
cuerpo lateo al final del tratamiento (Gaston-Parry et al., 1988). En esta forma, el
protocolo del progestageno no suprime la LH al nivel realizado durante la fase luteal
(Kojima et al., 1992) e induce un inadecuado desarrollo folicular, con foliculos grandes

esteroidogénicos persistentes (Vifioles et al., 1999; Flynn et al., 2000). La persistencia
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de foliculos viejos en su fase estética o inicio de la fase atresica ha sido descrita
principalmente durante la fase lutea con bajos niveles de progesterona; la ovulacion de
estos foliculos resultd en una disminucion en la fertilidad (Ungerfeld y Rubianes 1999)
en algunos estudios, pero no en otros (Evans et al., 2001). Subsecuentes estudios
establecieron una relacion con alteraciones en la competencia de desarrollo del oocito
(Mihm et al., 1999) y alteraciones del ambiente uterino (Binelli et al., 1999). Estos
efectos son incrementados en protocolos superovulatorios en los cuales insuficientes
concentraciones de progestagenos al final del tratamiento inducen una alta variabilidad
al inicio de estro y pico de LH en animales del mismo tratamiento (Gaston-Parry et al.,
1988), causando una asincronia entre el tratamiento superovulatorio y la ovulacion
(Scudamore et al., 1993), fallas ovulatorias (Kafi y McGowan, 1997) y anormalidades
en el desarrollo de competencia de los oocitos o el desfase del proceso normal de
fertilizacion e inicio del desarrollo embrionario (Greve et al., 1995).

Estudios iniciales de Thompson et al. (1990) mostraron las ventajas de usar un
segundo dispositivo de liberacion de drogas controlada (CIDR). Los efectos
detrimentales de las bajas concentraciones de progesterona 0 progestagenos seria
exacerbado en hembras ciclicas en las cuales un cuerpo luteo persite despues del
retiro de la esponja. Por lo tanto, los tratamientos superovulatorios pueden incluir la
insercion de una segunda esponja de progestageno en combinancion con una
inyeccion de un analogo de prostaglandina (Gonzalez et al.,, 2004) para inducir
lutedlisis antes del retiro del progestageno.

La mejor respuesta a un tratamiento superovulatorio, tanto en la tasa de ovulacion y

namero de embriones fue obtenida la utilizar dos esponjas intravaginales juntas con
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una sola inyeccion de cloprostenol. El reemplazo de la esponja el dia 7 aumento el
rendimiento final por incrementar la tasa de viabilidad y nimero de embriones viables
obtenidos sin un efecto en el niUmero total de embriones recuperados. En contraste, la
inyeccion de cloprostenol increment6 significativamente el porcentaje de ovejas
superovuladas, la tasa de ovulacién media y el nimero promedio de embriones totales
y viables. El uso de dos esponjas mas una inyeccién de cloprostenol favorecié un
incremento en la tasa ovulatoria y en el total de embriones viables recuperados,

comparado con un tratamiento clasico con una sola esponja (Gonzélez et al., 2004).

4.4.4. Efectos derivados de la presencia de un cuerpo lateo

El ndmero y calidad de embriones obtenido de ovejas superovuladas con varias dosis
de FSH es afectado por la presencia o ausencia del cuerpo liteo al momento de
finalizar el tratamiento progestacional, observandose que la ausencia de un cuerpo
liteo causa un efecto negativo en la viabilidad de los embriones a través del un
aumento en la tasa de degeneracion (Gonzalez et al., 2004).

Estas diferencias pueden ser inducidas por factores relacionados al protocolo de
sincronizacion usado durante la superovulacion, y son la causa de alteraciones en los
patrones de crecimiento follicular y dominancia (Leyva et al., 1998). Estos cambios son
modificados por el ambiente luteal al tiempo de la insercion de progestagenos. Una
practica comun es la insercion de esponjas con progestagenos a un grupo de ovejas en
las cuales la etapa del ciclo estral no es conocida, pueden presentarse concentraciones
altas de P, en ovejas (progestagenos de la esponja mas progesterona enddgena del
cuerpo lateo) y ovejas con niveles bajos de P, (solo progestageno de la esponja)

dependiendo del tratamiento. La actividad y vida media de los foliculos grandes se
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acorta cuando la esponja se aplica en presencia de un cuerpo luteo y se alarga por la
ausencia del mismo (Leyva et al.,, 1998). Este hecho explica la mejor respuesta
reportada si se usan dos esponjas consecutivas para sincronizar el ciclo en protocolos
superovulatorios, sin embargo aun cuando se apliquen dos esponjas de progestageno,
existiran diferencias entre ovejas, dependiendo del momento de la insercion, inicio

mediados o final de la fase lutea o bien durante la fase folicular.

4.4.5. Efecto de la nutricion en la superovulacién, calidad del oocito y embrién

La relacion entre nutricion y produccion de embriones no ha sido totalmente
establecida, debido a que no se han observado diferencias en la tasa ovulatoria (Doney
et al., 1981), no obstante una inadecuada nutricion puede comprometer la competencia
del oocito (O'Callaghan et al., 2000), la funcién lutea (Jabbour et al., 1991) y desarrollo
de los embriones (Abecia et al., 1997). Las respuestas superovulatorias mas bajas y la
disminucién de la calidad de oocito y de los embriones se han encontrado en animales
alimentados en dietas ad-libitum cuando se comparan con hembras alimentadas con la
mitad de los requerimientos de mantenimiento (O'Callaghan et al., 2000; Lozano et al.,

2003).

4.6. Foliculogénesis

La foliculogénesis es definida como todos los procesos de crecimiento y maduraciéon
gue sufren los foliculos ovaricos desde la estapa primordial hasta la ovulacion, teniendo
como finalidad desde un punto de vista bioldgico la produccién de uno (para especies
monovulatorias) 0 mas (para especies multi-ovulatorias) oocitos que sean capaces de

ser fertilizados y que tengan éxito en el desarrollo embrionario (Driancourt, 1991).
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La dinamica de crecimiento de los foliculos es controlada por el equilibrio entre los
mecanismos de estimulacion e inhibicion, los cuales pueden actuar a nivel sistémico
asi como intraovérico, siendo ejemplo de lo primero las hormonas secretadas en el
torrente circulatorio por el eje hipotalamo-hipéfisis-ovario como son las gonadotropinas
de origen hipofisiario (FSH y LH) que tienen una accién estimulante, y el estradiol e
inhibina, tienen una actividad inhibitoria; los segundos tienen su origen en el ovario,
entre los cuales se encuentran los factores estimuladores como el factor de crecimiento

de tipo insulinico (IGF) y el factor de crecimiento epidermal (EGF).

4.6.1. Fase de crecimiento folicular basal (de foliculo primordial a foliculo
preantral, con capacidad de respuesta a las gonadotropinas)

En gran parte de los mamiferos, las oogonias alcanzan la fase de oocito primario
durante el desarrollo fetal para después permanecer en profase meidtica constituyendo
una reserva de foliculos primordiales que accederan a la etapa de crecimiento a lo
largo de la vida reproductiva. Se ha determinado que en el ovario del feto ovino ya
existen foliculos desde el dia 70 de la gestacion, completando la dotacién folicular
(40,000-300,000 foliculos) al momento del nacimiento (Cabhill et al., 1979).

Durante el desarrollo prepuberal existe una reduccion, de manera que en las ovejas
adultas existen alrededor de 12,000 y 86,000 foliculos primordiales y entre 100 y 400
en crecimiento, de los cuales solo unos 10-40 son visibles en la superficie ovarica,
dependendiendo de la raza (Rubianes, 2000).

El foliculo primordial esta estructuralmente constituido por el oocito, cual no tiene una

zona pelucida y se encuentra rodeado de un estrato de células epiteliales planas
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precursoras de las células de la granulosa, y una ldmina basal externa (Webb et al.,
2004).

En la oveja, al igual que otras especies, el inicio del crecimiento del foliculo primordial
no sélo es independiente de la FSH y LH (Web et al., 2004), sino que al parecer es
desencadenado por el propio oocito (Reddoch et al., 1986), experimentado éste la
sintesis de ARN para sintetizar ciertas proteinas, algunas de las cuales estan
destinadas a formar la zona pelicida, e induciendo la primera diferenciacion vy
proliferacién de células epiteliales (pre-granulosa), transformandose en células cubicas
(granulosa) (Webb et al., 2004). En esta fase tiene también lugar la diferenciacion de
las células tecales que se situan conceéntricas a la lamina basal.

Ademas, se menciona que este crecimiento estd influido por dos hormonas
intraovaricas que son el estradiol y testosterona (Schreiber y Ross, 1976) para las
cuales se tiene receptores en fases muy tempranas, asi como el factor de crecimiento
de tipo insulinico y factor de crecimiento epidermal (Driancourt, 1991), no obstante
parece ser controlado por una “comunicacién” entre el oocito y células de la granulosa.
Las hormonas de la pituitaria LH y FSH no resultan necesarias para el crecimiento y
diferenciacion del foliculo primordial a foliculo pre-antral, sugeriendose que factores de
crecimiento producidos localmente a través del oocito o por células de la granulosa
parecen ser los elementos indispensables en etapas tempranas de la foliculogénesis.
Factores como la hormona anti-mulleriana (AMH), factor de crecimiento y diferenciacion
9 (GDF-9), y factor de células troncales (C-kit/SCF) pueden estar involucrados en el
reclutamiento de foliculos primordiales en ratones, pero el mecanismo aun no es del

todo claro (Parrot y Skinner, 1999, Vitt et al., 2000; Durlinger et al., 2002).
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4.6.1.1. C-kit/SCF (Factor de células troncales)
El receptor de la tirosina quinasa (c-kit) y su ligando SCF han sido localizados en el
oocito y células de la granulosa. En ratones, existen mutaciones que previenen la
produccion de SCF resultando en una detencion del crecimiento durante la etapa de
foliculo primario (Huang et al., 1993). In vitro se ha observado que en ovarios de ratas
pre-puberes el reclutamiento y desarrollo de foliculo basal a foliculo primordial es
bloqueado por la adiciébn de anticuerpos contra c-Kit y su ligando SCF, apoyando la
hipotesis que estos dos elementos tienen un papel en el reclutamiento y crecimiento del

foliculo basal (Parrot y Skinner, 1999).

4.6.1.2. GDF- 9 (Factor de crecimiento y diferenciacion 9)
El GDF-9 es secretado por el oocito y pertenece a la familia de TGF-B, se piensa que
tiene una funcion importante en el reclutamiento y crecimiento del foliculo basal y su
ausencia causa infertilidad en ratones (Dong et al., 1996). Por otra parte se ha
observado que la administracion de GDF-9 en ratas jovenes causa un incremento en el
numero de foliculos primarios y antrales y reduce el nimero de foliculos primordiales

(Vitt et al., 2000).

4.6.1.3. BMP-15 (Proteina morfogenética 6sea 15)
BMP-15 tambien llamada GDF-9B, debido a su alta homologia con GDF-9, pertenece a
la superfamilia TGF-3, se ha observado que ratones sin capacidad de producir BMP-15
tienen una ligera disminucién de la fertilidad debido a problemas en la ovulacién (Yan et
al.,, 2001). Asi mismo, ovejas deficientes en BMP-15 son esteriles, deteniendo el

crecimiento folicular en la etapa de foliculo primario (Galloway et al., 2000).
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4.6.1.4. Androgenos
Los andrégenos estimulan el reclutamiento de foliculos primordiales en los monos vy
tienen un efecto correlacionado con un incremento en la expresién de receptores para
IGF-1 e IGF-Il en los ovocitos de los foliculos primordiales (Vendola et al., 1999).
Otros factores como el bFGF (factor basico de crecimiento de fibroblastos), NGF
(Factor de crecimiento neural) e insulina también han sido involucrados en la
estimulacion del reclutamiento y el crecimiento del foliculo basal (Dissen et al., 2001;

Nilsson et al., 2001; Kezele et al., 2002).

4.6.1.5. AMH (Hormona anti-Mulleriana)

La AMH podria regular de forma negativa el reclutamiento y crecimiento del foliculo
basal. Los ovarios de ratones incapaces de producir AMH contienen foliculos
primordiales, pero menos foliculos pre-antrales y antrales, teniendo un mas rapido
agotamiento (Durlinger et al., 1999), esta dismincion se debi6 a un reclutamiento
acelerado de foliculos primordiales. De hecho la adicion de AMH a cultivos de ovarios
de raton causa la inhibicion del 40% del namero de foliculos (Durlinger et al., 2002).

La complejidad de este sistema regulador es reforzada por la interaccion entre los
factores anteriormente descritos. Una interaccion entre SCF y GDF-9 ya se describio
anteriormente. Ademas existen mecanismos de retroaccion entre el CFS, CKIT y BMP-
15, en donde, el BMP-15 estimula la expresiéon de los fluidos que son criticos en las
células de la granulosa y el SCF inhibe la expresion de BMP-15 por el ovocito (Otsuka
y Shimasaki, 2002). Es posible que acciones e interacciones importantes diferan entre
especies, por ejemplo, las mutuaciones de c-kit en mujeres no parece afectar la funcién

reproductiva, en contraste a lo obsevado en ratones (McGee y Hsueh, 2000). Del
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mismo modo, BMP-15 parece esencial para el crecimiento del foliculo en ovinos, pero

no en ratones.

4.6.2. Fase de crecimiento folicular ténico o de reclutamiento folicular (de foliculo
preantral a foliculo antral, dependiente de gonadotropinas)

Se define como el conjunto de foliculos pequefios que presentan una cavidad
denominada antro. En ovejas se presentan de dos a cuatro oleadas de crecimiento
folicular en un ciclo estral, y en la mayoria de los casos el foliculo ovulatorio es el de la
ultima oleada (Evans, 2003). Se observa que un aumento transitorio en las
concentraciones periféricas de FSH esta correlacionado con el inicio de una nueva
oleada de foliculos (Vifioles et al., 1999; Bartlewski et al., 2000).

Cuando el foliculo primario esta completamente desarrollado y posee teca interna se
encuentra expuesto al medio hormonal del plasma periférico; asi, su desarrollo
posterior es dependiente de factores extraovaricos, principalmente FSH (Driancourt et
al., 1987). Los requerimientos de gonadotropinas por parte de los foliculos primarios
para iniciar esta fase de crecimiento son hasta el momento desconocidos, no obstante
se ha observado que al retirar estas hormonas mediante hipofisectomia se causa una
detencién en la formacién de foliculos antrales, por lo tanto la presencia de
gonadotropinas en esta etapa permite al foliculo entrar en un proceso de reclutamiento,
produciéndose la diferenciacion a foliculo secundario el cual forma un antro o cavidad
llena de liquido. Cahill y Mauleon (1980), mencionan que los foliculos comienzan a
formar el antro cuando alcanzan un tamafio de 0,2 mm de didmetro; al principio el

incremento de tamafio es lento, pero entre los 0,5y 2 mm se transforma en un proceso
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muy rapido que dura aproximadamente 5 dias y que se debe casi exclusivamente a la
acumulacion de liquido folicular en dicho antro.

La FSH actia, ademas, induciendo la formacién de receptores para LH en las células
de la granulosa (Richards y Midgley, 1976), aumentando su numero y sensibilidad
desde que aparecen en el foliculo de 2,5 mm (McNeilly et al., 1986), hasta ser los
predominantes en el foliculo preovulatorio.

Los foliculos de mayor tamafio que han entrado en el proceso de reclutamiento
comienzan a secretar elevadas cantidades de estradiol e inhibina que inducen, a nivel
hipofisario, una disminucion en la secrecion de FSH.

La liberacion folicular de estrogenos se produce por un mecanismo en el que
intervienen tanto la capa granulosa como la teca interna (Ryan et al., 1968) estimuladas
por las gonadotropinas séricas (Armstrong y Papkoff, 1976). Las células de la teca
interna, inducidas por la accion de la LH, se diferencian (Fortune et al., 1988) y
secretan androgenos, principalmente androstenodiona (Erickson y Ryan, 1976). Las
células de la granulosa convierten los androgenos en estrégenos por medio de la

actividad aromatasa, capacidad enzimatica adquirida por accion de la FSH.

4.6.3. Crecimiento de foliculo pre-antral a etapa final (fase sensible a

gonadotropinas)

4.6.3.1. Factor de crecimiento parecido a lainsulinatipo 1 (IGF-I)
En ratones el IGF-I parece estar involucrado en el desarrollo de foliculos que presentan
antro, de hecho la inactivacion de genes que expresan los IGF-I detienen el desarrollo
folicular en la etapa de foliculos pre-antrales y son incapaces de responder al estimulo

con gonadotropinas (Baker et al., 1996; Zhou et al., 1997). Los IGF-I estimulan la
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expresion de receptores para FSH en células de la granulosa y por lo tanto las hacen

susceptibles a la accion de la FSH (Zhou et al., 1997).

4.6.4. Fase de seleccion y dominancia folicular (de foliculo dependiente de
gonadotropinas a foliculo dominante

En esta fase se lleva a cabo la seleccién de los foliculos que van a ovular, teniendo que
en la fase folicular del ciclo estral, el incremento de la concentracion de estrogenos e
inhibina ejerce un efecto de retroaccion negativa en la hipéfisis, dando como
consecuencia una disminucion progresiva en la secrecion de FSH, disminuyendo las
concentraciones plasmaticas por debajo del umbral necesario para el mantenimiento
de otros foliculos dependientes de gonadotropinas (Martin et al., 1988), asi, al final de
la fase folicular el total de foliculos susceptibles de ser reclutados, son solo aquellos
capaces de soportar bajas concentraciones de FSH para continuar su desarrollo
permitiéndoles pasar a la fase de seleccion, lo cual conduce a la diferenciacion de un
foliculo terciario susceptible de ovular, con lo cual el resto de los foliculos al no tener un
aporte adecuado de FSH sufren de atresia.

Existen diferencias para cada individuo en el umbral de sensibilidad a FSH, lo que
permite explicar la enorme variabilidad en la tasa ovulatoria en respuesta a los
tratamientos de superovulacion (Picton y McNeilly, 1991). Al parecer, el comienzo del
mecanismo de seleccion requiere una induccidn inicial critica de la actividad aromatasa
y capacidad de respuesta a la LH. De esta manera, cuando se alcanza el umbral de
FSH en un foliculo (Hillier et al., 1988) éste sera el primero en aromatizar androgenos
tecales y en producir estrogenos, que sensibilizan localmente a las células de su propia

granulosa al efecto de la FSH, dandole al foliculo destinado a ser dominante y
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ovulatorio una mayor sensibilidad a la FSH (Henderson et al., 1987) permitiéndole
mantenerse con niveles inferiores de esta hormona. Ademas, en esta etapa, los
foliculos dominantes cambian su necesidad de FSH a LH, lo que les permite crecer y
madurar hasta alcanzar su tamafo preovulatorio. El foliculo terciario tiene un elevado
grado de desarrollo tanto de la teca como de la granulosa, ademas de una gran
cantidad de receptores para LH (Webb y England, 1982); estos receptores responden
al incremento de pulsos de LH durante esta fase, que culmina en la ovulacion en caso
de producirse la descarga preovulatoria de LH después de la lutedlisis (Cumming et al.,
1971).

Esta dependencia de la LH para el establecimiento de la dominancia explica el hecho
de que durante la fase latea, los foliculos preovulatorios no tengan oportunidad de
establecer dominancia; en esta fase el cuerpo IUteo secreta progesterona, cuyo efecto
inhibidor sobre la hipofisis mantiene una baja frecuencia y amplitud de los pulsos de
LH. Cuando se destruye el cuerpo Iiteo y comienza una nueva fase folicular, los
niveles de progesterona descienden y se eleva la produccién de LH pudiendo llegar a
establecerse la dominancia (Cunningham, 2003).

Ademas, el mecanismo de seleccion folicular en la oveja, podria operar mediante
activacion de factores intraovaricos que limitan la viabilidad de foliculos vecinos y el
numero de foliculos antrales (Cahill et al., 1985).

Los foliculos de gran tamafio tienen una mayor actividad aromatasa y producen gran
cantidad de estrogenos; ademas, producen inhibina que, junto con los estrégenos,

actta sobre la hipofisis disminuyendo la secrecién de FSH (McNeilly, 1984).
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Los foliculos en menor grado de desarrollo, en presencia de un foliculo grande (Martin
et al., 1988) carecen, por tanto, de concentraciones elevadas de FSH. En ese momento
todavia no presentan receptores de LH suficientes como para utilizar esta hormona;
Unicamente los foliculos antrales (2-4 mm) con elevada actividad aromatasa, son

capaces de mantener un medio altamente estrogénico.

4.6.5. Seleccion y dominancia

Durante el crecimiento terminal de foliculos reclutados, solo uno (en especies
monoovulatorias) continuard su desarrollo y se convertird en el foliculo dominante,
mientras que los demas foliculos del conjunto degeneraran por medio del proceso
denominado atresia. La seleccion se asocia con una disminucion en los niveles
circulantes de FSH. El foliculo es seleccionado, durante la regresion del cuerpo lateo,
altas concentraciones circulantes de FSH permiten el crecimiento de un grupo de
foliculos en desarrollo terminal. En la fase folicular temprana la pulsatilidad de LH se
acelera, mientras que hay una disminucion en las concentraciones de FSH en
respuesta a la retroaccidén negativa en la pituitaria de estradiol e inhibina, las cuales son
secretadas por estos foliculos. El ambiente endocrino se limita solo al foliculo funcional
gue esta mejor adaptado, debido a que adquirié receptores de LH y por lo tanto puede

sobrevivir a la disminucion de FSH, continuando el desarrollo (David y Webb, 1997).

4.6.6. Ovulacion

Pocas horas después del pico pre-ovulatorio de LH se presenta la ovulacion por un tipo
de reaccion inflamatoria en que el foliculo libera al ovulo que se encuentra rodeado de
células del cumulus ooforus. Las celulas de la granulosa y teca se transforman en

células luteas y forman el cuerpo Iuteo, las cuales secretan principalmente
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progesterona que es esencial para el establecimiento de la gestacion. Si no se produce
la fertilizacion el cuerpo lateo desaparece por medio una lutedlisis durante la Ultima

parte de la fase lutea (Webb et al., 2004).

4.6.7. Atresia

La atresia o involucion folicular es el destino de la mayoria de los foliculos presentes en
el ovario. Cerca del 99.9 % de los foliculos de todas las etapas de desarrollo folicular
son degenerados por atresia. Este proceso se caracteriza por detener la proliferacion
y dar muerte a las células de la granulosa, debido a la fragmentacién de la lamina
basal, la pérdida de uniones entre las células de la granulosa y la reduccion de la
vascularizacion de la teca. En foliculos en crecimiento, la atresia terminal también es
acompafada por la pérdida de expresion y actividad de la enzima aromatasa y la
sensibilidad a las gonadotropinas por parte de las células de la granulosa, lo que lleva a
la caida de las concentaciones de estrégenos y andrégenos en el liquido folicular. Otro
fendmeno importante es el gran aumento de las concentraciones de proteinas que se
unen a los IGF: IGFBP2 y IGFBP4 en el liquido folicular (Monget et al., 1993). La
supervivencia de un foliculo depende de un equilibrio entre los factores que estimulan e
inhiben su desarrollo. Es relativamente dificil definir lo que estos factores pueden

modular la supervivencia, proliferacion y diferenciacion de las células foliculares.

4.7. Funcién y caracteristicas del cuerpo luteo

4.7.1. Luteogénesis
La formacién del cuerpo Iuteo se inicia por una serie de cambios morfolégicos y

bioquimicos de las células de la teca interna y granulosa del foliculo preovulatorio,
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terminando con la luteinizacion de las mismas, debido a un incremento en las
concentraciones de LH (Niswender y Nett, 1994; Wiltbank, 1994). Antes y después del
estimulo ovulatorio las células de la granulosa se hipertrofian y tienen una activacién
nuclear (Niswender y Nett, 1994), llenandose de sangre rapidamente el foliculo
después su ruptura formando el cuerpo hemorragico, las células de la teca y la
granulosa rapidamente se incrementan en nuimero y los coagulos sanguineos son
absorbidos, mientras que elementos vasculares de la teca penetran en la cavidad del
foliculo roto empezando a acumular grandes cantidades de colesterol (Niswender y

Nett, 1994; Hafez, 1996).

4.7.2. Tipos de células del cuerpo lateo

Morfolégicamente existen cuatro tipos distintos de células luteas: La células
esteroidogénicas pequefias y grandes, células capilares endoteliales y fibroblastos. Las
células esteroidogénicas grandes representan aproximadamente 40 % del volumen del
cuerpo lateo y constituyen aproximadamente el 10 % del numero total de células
(Wiltbank, 1994), tienen 22-50 um de diametro y son de forma poliédrica, con un gran
nucleo localizado centralmente con distintos nucleolos, prominente lamina basal,
numerosas mitocondrias, gotas de lipidos, existencia de reticulo endoplasmico rugoso y
abundante reticulo endoplasmico liso (Fitz et al., 1982; Rodgers et al., 1983;
Niswender y Nett, 1994).

La concentraciones de receptores varian en los dos tipos de células; los receptores
para prostaglandina Fyy y estradiol se localizan en las células luteas grandes y los
receptores de LH estdn presentes principalmente en las células luteas pequefias

(Wiltbank, 1994).
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Las células luteales esteroidogénicas grandes tienen 42 % mas de ARNm para la
enzima 3B-HSD (B-hydroxiesteroide deshidrogenasa) que las células pequeiias, lo cual
tiene una relacion directa en la concentracién de progesterona, especulandose que una
de las acciones inmediatas de la PGFy, es la reduccion de las cantidades de ARNm
para 3B-HSD la cual precede a la disminucion de las concentraciones de progesterona
(Hawkins et al., 1993).

Las células capilares endoteliales constituyen el 10 % del volumen del cuerpo lateo y
representan aproximadamente el 50 % del niumero total de células. Los fibroblastos se
han encontrado infiltrados en el cuerpo Iuteo después del rompimiento de la membrana
basal durante la ovulacion y luteinizacion y no se ha determinado su funcion (Wiltbank,

1994).

4.7.3. Vida media del cuerpo luteo

La vida media del cuerpo Iuteo es de 12.4 £+ 0.5y 10.9 + 0.3 dias para ovejas Western
cara blanca y Finn respectivamente (Bartlewski et al., 1999b). El cuerpo lateo puede
detectarse mediante ultrasonografia desde los dias 4 o 5 después del estro (Schrick et
al., 1993; Bartlewski et al., 1999b). En los inicios de desarrollo del cuerpo luteo (tres
dias) se observan cavidades centrales con un diametro de 2 a 3 mmy entre los dias 9
al 12 de crecimiento estas cavidades desaparecen, presentandose como una
estructura soélida e uniforme (Schrick et al., 1993). El cuerpo lateo logra su completa
actividad secretora en la oveja cerca del sexto al octavo dia del ciclo estral y continua
secretando progesterona a un nivel constante hasta cerca del dia 15, los niveles
maximos inician cerca del dia 8 y empiezan a disminuir uno o dos dias antes del

siguiente estro (Jablonka et al., 1993; Gordon, 1997; Bartlewski et al., 1999b).
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4.7.4. Lutedlisis

La lutedlisis es la regresién del cuerpo lateo, en donde ocurren cambios como la
disminuciéon de la cantidad de reticulo endoplasmico, un incremento en el numero de
vacuolas autofagas, heterolisosomas y muchas células que muestran un incremento en
el nimero de vacuolas citopladsmicas (Niswender y Nett, 1994) y degeneracion celular,
siendo removidas por macrofagos (Gangrade y May 1990; Pate, 1994), seguido de una
rapida disminucién de las concentraciones de progesterona en suero (Knickerbocker et
al., 1988).

Se ha determinado que el utero esta involucrado en el proceso de luteolisis y que el
factor lutedlitico es la prostaglandina F,q (PGF2,) la cual parece pasar directamente de
la vena uterina a la arteria ovarica en la oveja (Niswender y Nett, 1994; Pate, 1994), y
actia de manera directa en las células luteas. Se ha demostrado que la frecuencia
normal de PGFy4 puede ocurrir de una manera anticipada a la luteolisis en ausencia de
oxitocina lutea (Mann, 1999) lo que evidencia que el estimulo para la liberacion
luteolitica no es de oxitocina lutea, sugieriendose la posibilidad de que la oxitocina de
origen neurohipofisial pueda proveeer el detonador inicial para la liberacion de PGFq
(McCraken et al., 1984). Sin embargo Silvia y Raw (1993), demostraron que la PGFyq
puede por si misma disparar su liberacién por un generador de pulso dentro del Gtero.
El mecanismo por el cual la PGF,, reducir la concentracion de progesterona circulante
es por que aumenta su catabolismo (Jones y Hsueh, 1981) y por una disminucién de
enzimas como la 3B-HSD (Hawkins et al., 1993), colesterol esterasa y colesterol
sintetasa (Pate, 1994). Esto es seguido por una disminucion del flujo sanguineo en el

cuerpo luteo (Niswender et al., 1976), reducciéon del nimero de receptores a LH,
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desacoplamiento del receptor de LH a adenilato ciclasa (Niswender y Nett, 1994),
activacion de la proteina quinasa C (Wiltbank et al.,, 1989); flujo de altos niveles de
calcio (Kneth et al., 1987; Hoyer y Marion, 1989) y por efecto citotoxico (Dodson y
Schomberg, 1987).

Se piensa que el sistema inmune esta involucrado en la regresion del cuerpo lateo ya
que el dia 14 del ciclo estral se ha encontrado la presencia de células linfociticas que
se infiltran en el cuerpo lGteo, lo cual es mediado por la liberacion de PGF,, (Pate,
1994). Este sistema esté regulado por el complejo de histocompatibilidad mayor (MHC),
el cual tiene dos clases de MHC 1y Il, la clase | se expresa virtualmente en células
nucleadas, mientras que las moléculas de la clase Il se limitan a linfocitos y células que
presentan antigenos (macrofagos). La activacion de los linfocitos T en la iniciacion de la
respuesta inmune requiere del reconocimiento por las células T de antigenos extrafios
presentados por una molécula de MHC, asi que el grado de activacién de moléculas de
MHC pueden influir en la activacion de las células T y la respuesta total del sistema
inmune (Pate, 1994).

En vacas las células luteas expresan moléculas de MHC clase Il, al dia 10 del ciclo
estral y se incrementan conforme avanza la edad del cuerpo lateo (dia 10 al 18),
teniendo que en la mitad del ciclo solamente las células lateas grandes expresan
moléculas de la clase Il, mientras que el dia 18 antes de la regresion lutea, estas
moléculas se expresan en células Iuteas grandes y pequefias (Benyo et al., 1991). La
elevacion de la expresion de las moléculas del MHC en el cuerpo lUteo potencializa los
mecanismos de la respuesta inmune, tambien se ha detectado, la expresion de las

moléculas durante la lutedlisis inducida por la PGF,, (Benyo et al., 1991).
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Se ha reportado que la regresion del cuerpo lGteo puede ocurrir por procesos
degenerativos de apoptosis. Sawyer et al. (1990) reportan evidencias morfolégicas de
que las células no esteroidogénicas dentro del cuerpo liteo experimentan apoptosis,
posiblemente iniciada por hipoxia. Por su parte Juengel et al. (1993) detectaron
fragmentacion del ADN durante la regresién luteal, y esto es considerado una
caracteristica de la apoptosis debida, a la activacién de endonucleasas. Sin embargo
esto ocurre tiempo después de la disminucion de progesterona en plasma, por lo que
puede existir una interaccién entre las células luteas y las células inmunes para

disparar los procesos de apoptosis (Pate, 1994).

4.8. Relacion de la nutricion con la reproduccién

Durante la evolucion los animales desarrollaron estrategias reproductivas para
asegurar que el final de la gestacion y subsecuente lactacion coincidan con los
periodos de abundancia en alimento, sugeriendose un vinculo en la actividad sexual a
cambios en el fotoperiodo el cual resulta ser un indicador confiable de cambio en las
estaciones, y con ello un patron en el suministro de alimento dependiente de la
estacion (Martin et al., 2004), lo anterior permite reconocer el papel importante que
tiene la nutricion en la actividad reproductiva a través del suministro de energia o
proteina en la dietas, pudiendo modificar la actividad del eje hipotalamo-hipofisis-
ovario, el ciclo estral y la actividad ovérica, entre otros (Blanche, 2003).

El impacto de la nutricion en la reproduccién puede variar desde pequefios cambios en
la tasa o frecuencia de ovulacién cuando la dieta esta por debajo de lo 6ptimo pero adn
es adecuada, hasta la total supresion del proceso reproductivo cuando las sefiales del
ambiente son muy desfavorables, posponiendo esta actividad hasta que las
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condiciones mejoren, canalizando su energia en su propia sobrevivencia (Krasnow vy
Steiner, 2006).

Se conocen algunas variables reproductivas que son afectadas por deficiencias
nutricionales. El inicio de la pubertad se retrasa cuando el crecimiento del animal es
retardado por falta de nutrientes (Shillo, 1992). En novillas ciclando la pérdida debida a
bajo consumo alimenticio indujo un anestro cuando el peso del animal cayé

aproximadamente un 20 % (Rhodes et al., 1995).

4.8.1 Efecto de la condicion corporal en la reproduccién

Existe evidencia de que cambios en el peso vivo y la condicion corporal en ganado
bovino tienen una estrecha correlacion con la reproduccion, encontrandose que la
condicion corporal (CC) al parto es un factor determinante para el reinicio de la
actividad ovarica y de la gestacion. Asi, las vacas que al parto alcanzaron una CC >5
retornaron al estro mas pronto que vacas que parieron con una CC<4 (P<0.01)
(Richards et al., 1986). Ademas se conoce que la ganancia de peso corporal en el
periodo posparto es mas importante para las vacas que parieron en baja condicion
corporal coincidiendo con lo reportado por Selk et al. (1988), Bolafios et al. (1996a) y
Lalman et al. (1997) quienes concluyeron que la condicion corporal al parto es un factor
determinante en la duracién del anestro posparto. Butler (2000) sefiala que conforme la
pérdida de condicion corporal es mayor las tasas de concepcion disminuyen. Asi, los
animales que pierden mas de un punto de CC (escala de 1 a 5) durante la lactacion
temprana tienen mayor riesgo de presentar una baja fertilidad, con tasas de concepcion

de 17 a 38%.
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4.8.2. Efecto de la energia y proteina sobre la reproduccion

Una nutricion inadecuada, ya sea en hembras sometidas a regimenes nutritivos
excesivamente altos (Lozano et al., 2003) o nutritivamente deficientes, puede
comprometer la sobrevivencia del oocito (O’Callaghan et al., 2000), la funcion lutea
(Jabbour et al., 1991) y el desarrollo embrionario (Abecia et al., 1997).

Se ha demostrado que el contenido de energia en la dieta, y en consecuencia el
metabolismo energético, ejercen profundos efectos sobre el sistema de comunicacion
neurohormonal que regula la funcién sexual tanto antes como después de la madurez
sexual (Dun y Moss, 1992). Se ha observado que el indice de concepcion a primer
servicio tanto en vaquillas como en vacas posparto esta influenciado por el consumo de

energia y proteina de las dietas.

4.8.3. Dinamica folicular durante la restriccion nutricional

Durante el ciclo estral normal en el bovino se producen 2 6 3 oleadas foliculares, por lo
gue se generan el desarrollo y atresia de uno o dos foliculos dominantes antes de que
se desarrolle el foliculo ovulatorio (Wettermann y Bossis, 1999).

Bossis et al. (1999) encontraron que el dia de emergencia del foliculo ovulatorio en
vaquillas que perdieron peso durante dos ciclos estrales, previos a que se produjera un
estado anovulatorio debido a la restriccion alimenticia, fue similar al de vaquillas que
mantuvieron su peso. Sin embargo, el foliculo ovulatorio fue mayor (P<0.01) en
vaquillas que mantuvieron el peso vivo (15.7 £ 0.9 mm), comparado al de vaquillas con
restriccién nutricional (10.4 £ 0.9 mm). Este mismo comportamiento se presento en la
tasa de crecimiento del foliculo dominante, lo que sugiere que la restriccion alimenticia

severa resulta en cambios hormonales que afectan el ritmo de desarrollo de éste.
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Por su parte, Rhodes et al. (1995) sefialan que el niumero de foliculos dominantes por
ciclo estral, no se alter6 en vaquillas Brahman inducidas al anestro mediante la
restriccion nutricional. Sin embargo, por cada 10 kg de peso vivo que disminuian estas
vaquillas, se detect6 una reduccién de 0.31 £ 0.006 mm en el diametro del foliculo
dominante. De igual forma Stagg et al. (1995 a) citan que la tasa de crecimiento y el
diametro del foliculo dominante fueron menores en vaquillas con restriccion nutricional
e inducidas al anestro, comparados con previos ciclos ovulatorios. Igualmente, el
tamafo del cuerpo luteo y su funcionalidad es afectado en este tipo de programa

(Rhodes et al.,1995; Bossis et al.,1999).
4.8.4. Sefales metabdlicas

4.8.4.1. Acidos grasos

En rumiantes, los acidos grasos volatiles son considerados de suma importancia,
debido a que se producen en grandes cantidades a través del proceso de digestion. La
adicion de acidos grasos volatiles (acetato, propionato) a una dieta en ovinos, aumento
la frecuencia de secrecion de LH (Boukhlig et al., 1997) sugieriendo que éstos son
parte de las sefales que afectan la secrecion de gonadotropinas.

Se ha observado que las concentraciones de acidos grasos volatiles aumentan en el
plasma de rumiantes al aumentar el consumo de alimento, ademas se ha visto que un
estado de balance energético negativo causa un incremento de acidos grasos no
esterificados (NEFA, siglas en ingles), B-hydroxibutirato y cuerpos cetonicos, tal como
sucede con cambios en el nivel de energia en la alimentacion en vacas lactantes

(Holtenius et al., 2003).

52



4.8.4.2. Glucosa

La glucosa ha sido por mucho tiempo reconocida como un metabolito de enlace entre
la nutricion y la reproduccion (Shillo, 1992), durante la hipoglicemia inducida por
insulina se impacta negativamente la secrecion pulsatil de LH (Heisler et al., 1994), por
otra parte se ha reportado que la privacion de glucosa por medio de aplicacion de 2-
deoxyglucosa (2DG), un inhibidor competitivo de la glucdlisis, se interrumpe la
ciclicidad en hamsters (Scheneider et al., 1993) y la aplicacion intraventricular del
mismo producto suprime inmediatamente la secrecién pulsatil de LH en ratas (Nagatani
et al., 1996) concluyendo que cambios en la disponibilidad de glucosa controlan la
funcién reproductiva al regular la liberacion de GnRH/LH.

El ovino tiene poca absorcion de glucosa desde el tubo digestivo, siendo las
concentraciones de ésta en plasma normalmente bajas en comparacion con los no
rumiantes, sin embargo se ha demostrado que los rumiantes tienen un mecanismo
glucostatico importante que influye en la actividad reproductiva, observandose que la
hipoglicemia inducida por insulina o bien la administracion de 2DG en el ovino
disminuye la frecuencia y secrecion de los pulsos de LH (Clarke et al., 1990; Funston et
al., 1995; Bucholtz et al., 1996; Medina et al., 1998), no obstante la aplicacion de
insulina aumenta los pulsos de LH en ovinos deficientes en insulina,
independientemente de la via en que es administrada, ya sea periférica (Bucholtz et
al.,, 2000) o central (Tanaka et al., 2000), lo cual contrasta con lo reportado en
experimentos con carneros alimentados con una dieta baja en energia, donde se ha
encontrado que infusiones de glucosa intraabomasal o intravenosas no estimulan la

secrecion pulsatil de LH (Miller et al., 1995; Bouckhlig y Martin, 1996).
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Por consiguiente se afirma que la glucosa no actla independientemente como una
sefial nutricional de los tejidos periféricos al cerebro, sino que podria estar involucrada
en la interaccion de otros factores metabdlicos (Blanche, 2003). Entre estos factores el
GLUT-4, un transportador de insulina capaz de ser regulado en los tejidos periféricos
(Zornano y Camps, 1977) es muy interesante porque se afecta por el nivel nutrimental
en el musculo esquelético y en el tejido adiposo de ratones (Ezaqui, 1997), lo cual seria
compatible con la interaccién insulina-glucosa en el control de la secrecion de GnRH, si
GLUT-4 estuviera presente en las neuronas de GnRH o0 en las neuronas que controlan
la secrecion de GnRH, insulina podria activar la secrecion de GnRH estimulando el
consumo de glucosa por las neuronas. Sin embargo, la localizacion cerebral de GLUT-
4 necesita verificarse en borregos ya que Abe et al. (1997), no pudieron localizar su

ARNmM en el cerebro de bovinos.

4.9. Hormonas metabolicas

La asociacion entre el estado nutricional y la funcién reproductiva es mediada por una
serie de sefiales sanguineas que reflejan el estado metabdlico del animal y que actdan
simultdneamente a varios niveles del eje hipotdlamo-hipoéfisis-gonadas, existen
diferentes hipotesis que tratan de explicar como la secrecion de LH podria ser regulada
por las reservas de grasa corporal o por sefiales metabdlicas presentes en la sangre,
como acidos grasos libres (AGL), insulina, tiroxina, GH, IGF-1 y leptina (Randel, 1990;
Hall et al., 1992; Nagatani et al., 2000; Roche et al., 2000), reflejando el estado
metabolico del animal. Sin embargo, no se ha concluido si es una sola sefial nutricional
especifica la que controla la secrecién de LH, o quiza se debe a la participacion de

varias sefiales, conociéndose poco la ruta en que el organismo informa al sistema
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nervioso central sobre su estado nutricional y de como esta informacién es traducida

como una sefial neuroendocrina (Lozano et al., 2003).

4.9.1. Insulina

Blache et al. (2000) proponen que la insulina, pasa de el pancreas al torrente
sanguineo y de ahi al fluido cerebro espinal (CSF) del tejido hipotaldmico, es el
principal modulador metabdlico de la secrecion de GnRH.

La insulina no solo transmite informacion acerca de la cantidad de las reservas
periféricas de energia a los caminos neuronales que modulan el consumo y gasto de
energia, sino que también tiene el potencial de transmitir informacién metabolica a las
rutas neuroendocrinas que controlan la funcidn reproductiva, fundamentandose por la
presencia de ARNm para el receptor de insulina ovina en el tejido hipotalamico de
carneros (Blanche et al., 2000).

Varios estudios han revelado una asociacion entre las concentraciones en los niveles
plasmaticos de insulina y alteraciones en la secrecion pulsatil de LH. Aun en periodos
relativamente cortos de privacién de alimento se presentan reducciones paralelas en
los niveles de insulina plasmatica y pulsatilidad de LH (Helmereich et al., 1993;
Schreihofer et al., 1993). Contrariamente, la realimentacién después de un ayuno es
acompafiada por incremento en la concentracion de insulina y la secrecion de LH
(Williams et al., 1996), por lo tanto, pareceria que aunque los niveles bajos de insulina
deberian indicar al hipotalamo vy pituitaria inhibir la secrecion de LH durante periodos de
consumo caldrico limitado, otros mecanismos de la secrecion de insulina inducida por
el consumo de alimento son capaces de restaurar la secrecion de LH en respuesta a la

realimentacion.
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En experimentos con animales tratados con insulina se han obtenido resultados
contradictorios con respecto a la funcion reproductiva. La interpretacion de los
experimentos en los cuales la insulina es inyectada periféricamente es complicada por
la hipoglucemia que resulta de la administracion de grandes dosis de insulina. En
muchas especies, la administracién de insulina sistémica tiene efectos inhibidores
sobre varios indicadores de la funcién reproductiva, incluyendo el generador del pulso
de GnRH (Chen et al., 1992; Ohkura et al., 2004), la secrecién pulsatil de LH (Clarke et
al., 1990; Medina et al., 1998) y el tiempo de la elevaciébn de LH inducida por
estrogenos (Medina et al., 1998).

En ovejas ovariectomizadas, los efectos inhibidores de la administracion periférica de
insulina sobre la secrecion de LH y el tiempo de la elevacion de LH inducida por
estrégenos son revertidos por la inyeccion simultanea de glucosa (Clarke et al., 1990;
Medina et al., 1998). Inyectar insulina directamente al cerebro (en dosis que no alteran
las concentraciones de insulina periférica 0 glucosa) es otra manera de evitar la
hipoglucemia inducida por insulina, aunque los experimentos en los cuales los animales
han recibido infusiones centrales de insulina también han aportado resultados
variables. Por otra parte, se ha reportado que la administracion central de insulina por 4
dias incrementa la frecuencia del pulso de LH en carneros adultos (Miller et al., 1995).
Otro estudio con corderas ovariectomizadas en crecimiento restringido, demostré que
las infusiones centrales no tienen efecto en la secrecion de LH y reduce la
concentracion media y frecuencia del pulso de LH cuando ésta es administrada

después de dos semanas de realimentacion (Hileman et al., 1993).
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Es posible que la ruta simple, en la cual la insulina pancreatica pasa via fluido
cerebroespinal al tejido neural, no sea la ruta por la cual las sefales metabdlicas
estimulen a las neuronas productoras de GnRH y no sea relevante para la respuesta a
las infusiones intracerebroventriculares de la hormona. Una alternativa es que la
sensibilidad del tejido neural a la insulina varia con los cambios en la dieta, asi que las
concentraciones de insulina pudieran no necesariamente ser fluctuantes, lo cual
implicaria cambios en la expresion del receptor de insulina o los mecanismos de

sefialacion intracelular (Blanche et al., 2003).

4.9.2. Hormona de crecimiento (GH)

La presencia de ARNm de receptores para la hormona de crecimiento (GH, por sus
siglas en inglés) en hipotalamo, hipdfisis y foliculos ovaricos (Kirby et al., 1996; Lucy et
al., 1998), ha planteado la posibilidad de que la GH tenga una funcién de enlace entre
el estado nutricional y la secrecion de gonadotropina. El balance de energia afecta las
concentraciones de GH en plasma. La GH sérica aumenta por una restriccion
alimenticia, se ha observado que la frecuencia de pulsos de GH se incrementa antes de
gue las vaquillas dejen de ovular después de una restriccion alimenticia (Bossis et al.,
1999). Sin embargo, estudios recientes sugieren que el efecto de GH en el eje
reproductivo podria ser mediado por la sintesis de IGF-1 (por sus siglas en ingles), en
higado o por efecto directo en el desarrollo folicular (Gong, 2002). En borregos machos,
GH no parece estar involucrada en la estimulacion de la secrecion de GnRH porque un
incremento en la nutricidbn induce una disminucion de la concentracion de GH en

plasma. GH podria tener un amplia funcion en el comportamiento, pero es improbable
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gue tenga una funcion directa en el funcionamiento reproductivo a nivel central (Kerry y

Harvey, 2000).

4.9.3. IGF-I

En bovinos se ha observado que las concentraciones periféricas de IGF-lI se
correlacionan negativamente con la edad al inicio de la pubertad y con el intervalo del
parto a la primera ovulacion (Zurek et al., 1995; Thatcher et al., 1996).

Ademés del efecto a nivel cerebral de estas hormonas, también actian a nivel gonadal.
Se ha confirmado que la insulina y el IGF-1 estimulan in vitro la secrecion de estradiol
por parte de las células de la granulosa (Gutiérrez et al., 1997).

De igual modo, estudios in vivo indican que el diametro folicular esté asociado con altas
concentraciones de IGF-1 (Enright et al., 1994; Butler, 2000). Spicer et al. (1990)
sefialan que el balance energético esta asociado con la concentracion de IGF-l y la
produccion de progesterona en vacas lecheras durante el periodo postparto. Estos
resultados fueron corroborados por Jolly et al. (1995), quienes al trabajar con vacas de
razas de carne observaron que las concentraciones de IGF-I, estan asociadas con el
estado nutricional.

La presencia de IGF-I y su receptor en el hipotdlamo de la rata (Schechter et al., 1994)
ha generado la posibilidad de que el IGF-I tenga una funcién similar a la de insulina
como enlace entre la reproduccién y la secrecién de gonadotropinas. El hecho de que
los receptores de insulina y de IGF-I tengan reaccion cruzada (Gammeltoft et al., 1984)
puede significar que la insulina esté unida por receptores a IGF-1 y produzca
respuestas similares al IGF-I (Recher y Nissley, 1986) o bien que el IGF-I pueda

ocasionar regulacion a la baja de receptores o bien actué en los receptores de insulina
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(Gammeltoft et al., 1984). Se ha demostrado que la aplicacion intracerebroventricular
(ICV) de IGF-I induce liberacién de GnRH y de LH, por lo que al menos en animales
maduros, el IGF-1 actia como un mediador central del estado nutricional.

Las concentraciones plasmaticas de IGF-I estan correlacionadas negativamente con la
duracién del anestro postparto y positivamente correlacionadas con la condicién
corporal y el consumo de alimento (Beam y Butler, 1999). Los valores plasmaticos de
IGF-I disminuyen en vaquillas con restriccion alimenticia provocando el anestro y
durante el postparto de vacas lecheras. Las concentraciones de IGF-I aumentan
linealmente hasta el dia de la primera ovulacion (Beam y Butler, 1997; Diskin et al.,
2003). También, la presencia de IGF-1 y su receptor en el hipotdlamo de la rata
(Schechter et al., 1994) sugieren que el IGF-I podria tener una funcion directa en el
control de las neuronas productoras de GnRH. En ratas jovenes y cercanas a la
pubertad, inyecciones intra cerebro-ventricular (ICV) de IGF-I indujeron la liberacion de
GnRH y LH (Hiney et al., 1996). En borregos castrados la administracion periférica de
dosis fisiolégicas de IGF-I estimula la secrecién de LH (Adam et al., 1998).

En el carnero las concentraciones periféricas de IGF-1 pero no de CSF se afectan por la
dieta (Miller et al., 1998), estudios preliminares sugieren que la infusiéon de IGF-I en el
tercer ventriculo no afecta la frecuencia pulséatii de LH, por consiguiente parece
improbable que, al menos en carneros, IGF-I actie como un mediador central de
estado nutricional.

En bovinos la funcién de IGF-I parece ser diferente en hembras debido a que

aparentemente no hay efecto asociado con la pulsatilidad de LH y el retorno al estro
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(Rutter et al., 1989). Ademas, la IGF-I puede mediar parcialmente el efecto de la

nutricion en la reproduccion a diversos niveles en el eje reproductivo en ambos sexos.

4.9.4. Leptina

La clonacion posicional del gen ob por el grupo de Friedman en 1994 guio al
descubrimiento de una proteina, la cual fue nombrada leptina (Zhang et al., 1994). La
leptina circulante es transportada al fluido cerebroespinal donde esta disponible para
acoplarse y activar receptores especificos en el hipotdlamo que median la regulacion
del balance de energia (Tartaglia, 1997). El receptor para la leptina es una sola
proteina que atraviesa la membrana con homologia estructural y funcional a la familia
del receptor de la citoquinina clase | (Tartaglia, 1997). Mutuaciones espontaneas en el
gene del receptor de leptina en ratones db/db y ratas fa/fa producen receptores
defectuosos, resultando en una severa obesidad con resistencia a la leptina endogena
y a la administrada via exdgena (Kim y Moustaid-Moussa, 2000).

Tanto la administracion periférica como central de leptina disminuye el consumo de
alimento y el peso corporal (Campfield et al., 1995). Los efectos de la leptina en el
peso corporal son mediados al menos en parte por el neuropeptido Y (NPY), un potente
estimulador del consumo de alimento (Wang, 1998).

Los mecanismos intrinsecos através de los cuales la leptina reduce el consumo de
alimento, incrementa el gasto de energia y altera la actividad endocrina (Ahima et al.,
1996) no son completamente entendidos.

Actualmente se piensa que la leptina actia en el cerebro, ya que el ARN del receptor
de leptina fue localizado en el nucleo ventromedial y arcuato del hipotalamo y la parte

anterior de la pituitaria de la oveja (Dyer et al., 1997a). Por lo tanto, la leptina podria
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actuar en el cerebro y pituitaria para regular la secrecion de LH (Barb, 1999). Varias
investigaciones demostraron los efectos de la administracion de leptina en el eje
hipotalamo-pituitaria. El tratamiento con leptina incrementé las concentraciones de LH,
FSH y testosterona en ratones mantenidos en ayuno y ratones ob/ob (Ahima et al.,
1996; Barash et al., 1996). La leptina administrada ICV estimula la secrecion de LH en
ratas ovariectomizadas (Yu et al., 1997). Ademas la leptina estimul6 la liberacién de
GnRH en cultivos de eminencia media y nucleo arcuato (Yu et al., 1997), sin embargo
en cerdas la administracién de leptina por esta via no alteré la secrecién de LH, lo cual
aunque no es concluyente, se sugiere que existen mecanismos diferentes entre cerdos
y roedores (Barb, 1999).

Aunque mucha de la informacion sugiere un sitio central para el efecto de la leptina en
el eje reproductivo, también se sugiere un efecto directo en el ovario. Estudios in vitro
demostraron que la leptina inhibe la produccion de progesterona inducida por insulina
y estradiol en células de la granulosa en bovinos (Spicer y Francisko, 1997). Ademas,
la leptina atenua selectivamente la accion sinérgica de IGF-I sobre la produccion de
estradiol estimulado por FSH, en células de ratas en cultivo (Zachow y Magoffin, 1997).
Lo anterior apoya la idea de que la leptina es necesaria para iniciar la funcién
reproductiva, aunque altas concentraciones de ésta pueden contribuir a desensibilizar
el eje GNRH, LH y la esteroidogénesis ovarica, indicando un umbral inhibitorio.

Los rumiantes comparados con los no rumiantes tienen respuestas menos precisas a
cambios en el consumo de energia a corto plazo, aunque en vaquillas (Amstalden et
al.,, 2000) y ovejas castradas e implantadas con estradiol (Nagatani et al., 2000),

representan los modelos de rumiantes en los cuales el ayuno ha desmostrado impedir
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la frecuencia de los pulsos y concentracion de LH (Foster y Olster, 1985; Morrison et
al., 2001; Henry et al., 2000). El tratamiento con leptina no afecta la secrecion de LH en
ovejas ovariectomizadas (Henry et al., 1999) alimentadas adecuadamente y en vacas
(Amstalden et al., 2002), pero evita una reduccion en la frecuencia de los pulsos de LH
en vacas castradas tratadas con estrégenos que se encontraban en ayuno (Nagatani et
al., 2000) y en vaquillas pre-puberes intactas en ayuno (Maciel et al., 2004). Ademas en
trabajos iniciales, la leptina pareci6 estimular la secrecibn de LH en ovejas
ovariectomizadas restringidas de alimento (Henry et al., 2001).

Se ha sugerido que ovejas ayunadas previamente alimentadas con una dieta normal
responden de forma precisa a leptina, mientras ovejas restringidas de nutrientes a largo
plazo que fueron ayunadas no respondieron con un incremento en la secrecion de LH
(Henry et al., 2001). No obstante el efecto estimulatorio de leptina en la secrecion de
LH en rumiantes se manifiesta principalmente en periodos de estrés nutricional
(Amstalden et al., 2000; Nagatani et al., 2000; Henry et al., 2001; Maciel et al., 2004).
En vacas adultas, aunque el ayuno a corto plazo (2-3 d) es incapaz de restringir la
frecuencia de pulsos de LH, aun en animales moderadamente delgados (Amstalden et
al., 2002), la leptina estimulé un dramatico incremento en las concentraciones de LH.
Esto ocurre como resultado de un aumento de la amplitud de pulsos individuales de LH
(Amstalden et al., 2002). Estos descubrimientos junto con recientes observaciones
usando extracto de pituitaria anterior, son consistentes en que los efectos de la leptina
en la concentracion de LH en la hembra rumiante adulta residen a nivel de
adenohipofisis (Amstalden et al., 2003). En estudios mas recientes, se midi6 GnRH

directamente de fluido cerebroespinal (CSF, siglas en inglés) colectado del tercer
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ventriculo y observaron la habilidad de leptina para incrementar la concentracion de
GnRH y el tamafo de los pulsos individuales de GnRH. Por lo tanto, es claro que el
incremento mediado por la leptina para aumentar la secrecién de LH en la vaca puede
ser afectado tanto a nivel de hipotdlamo como de pituitaria anterior.

La incapacidad de la leptina para estimular un incremento en la concentracion de LH en
ganado bovino u ovino bien alimentados, no es conocido completamente; aunque, la
literatura sugiere que leptina estimula el eje hipotdlamo-adenohipofisiario
principalmente en animales estresados nutricionalmente. Ademas, los efectos de
leptina en el eje hipotalamo-pituitaria parecen ser dependientes de la dosis. La leptina
de origen ovino inyectada intravenosamente causa una reaccion inversa, con un
incremento relacionado a la dosis sobre las concentraciones basales de LH en vacas
ovariectomizadas implantadas con estradiol y mantenidas en ayuno por 60 h (Zieba et
al., 2005). Una dosis de 0.2 pg kg™ maximizé el incremento en LH, mientras dosis de 2
y 20 pg kg™ causaron muy bajo o ningdn incremento, respectivamente. Por lo tanto, la
duracion y/o cantidad de exposicion a la hormona parece determinar el nivel de
resistencia.

En los rumiantes se han identificado receptores para leptina en el hipotalamo (Dyer et
al., 1997a), se ha demostrado que la leptina regula el consumo de alimento (Morrison
et al., 2001) e interviene en los procesos reproductivos (Nagatani et al., 2000) vy la
termorregulacion (Mostyn et al., 2001) de la oveja.

La administracion central de leptina en rumiantes bien alimentados disminuyd
significativamente (P<0.01) el consumo de alimento (Morrison et al., 2001). Asimismo,

los niveles de energia ingerida se han correlacionado positivamente con la expresion
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de leptina (ARNm) en el tejido adiposo (Amstalden et al., 2000). El establecimiento del
radioinmunoandlisis especifico de leptina en rumiantes permitié demostrar que el 35y
17% de la variacibn en los niveles plasmaticos de leptina fueron explicados
respectivamente por la adiposidad y el estatus nutricional en ovejas adultas (Delavaud
et al., 2000) y un 37% por la condicién corporal en vacas lecheras (Ehrhardt et al.,
2000).

Sansinaea et al. (2001) encontraron que un grupo de vaquillas Herford sometidas a
restriccion nutricional por 30 dias, disminuyeron significativamente las concentraciones
séricas de leptina (3.51 + 0.29 ng ml™") en comparacién a vaquillas alimentadas sin
restriccion, que presentaron valores de 6.05 + 0.19 ng/ml. Amstalden et al. (2000) al
evaluar un periodo de restriccion nutricional aguda (48 h) en vaquillas F1 (Brahman x
Herford) pre-puberes observaron una disminucion significativa (P<0.01) en las
concentraciones circulantes de leptina, IGF-I e insulina, asi como en la frecuencia de
los pulsos de LH. Resultados similares fueron reportados en ovinos con ayuno de 72
horas donde las concentraciones circulantes de leptina disminuyeron en un 30%
(Nagatani et al., 2000). En otro estudio se asociaron bajos niveles de leptina con una
disminucién en la frecuencia de pulsos de LH. Estas evidencias sefialan que la leptina
actia como sefial metabdlica, y que junto con otras hormonas tiene influencia en los
procesos fisioldgicos de la reproduccion (Spicer, 2001).

Delavaud et al. (2000) encontraron en ovejas una correlacion significativa entre el peso
vivo y los niveles de leptina (r= 0.47) y una correlacion mayor entre la condicion
corporal y los valores de leptina (r=0.72; P<0.01). Por su parte Keisler et al. (1999) y

Pisabarro et al. (1999) encontraron en poblaciones de humanos obesos los niveles de
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leptina eran notablemente mayores comparados con personas no obesas (P<0.01),
existi6 tambien una fuerte correlacion entre leptina y el indice de la masa corporal (r=
0.57), esta asociacion fue todavia superior con grasa corporal (r=0.61, P<0.01).
Recientemente, se ha encontrado una relacién positiva entre las concentraciones de
leptina y el tamafio del adiposito tanto en vacas gordas como delgadas (Delavaud et
al., 2002), al parecer es el tamafio de los adipocitos el principal factor de regulacién de

las concentraciones plasméaticas de leptina esta especie.

4.9.5. Grelina

La grelina es un péptido de 28 aminoacidos con una cadena de acido graso y una
modificacion en el extremo amino terminal del tercer aminoacido, esta hormona
originalmente fue aislada del estdmago, es encontrada en la glandula oxintica en el
fondo del estomago (la parte que secreta acido clorhidrico (HCL) en el estomago), pero
no en la regioén pilérica, ademas se ha encontrado un nimero muy pequefo de células
inmunopositivas en el intestino delgado y grueso, se considera que un 30% de la
secrecion es por parte del intestino delgado (Ariyasu et al., 2001), ademas de encontrar
su expresion de ARN mensajero en el hipotdlamo (Kojima et al., 1999).

Se ha observado que los niveles circulantes cambian en el transcurso del dia siendo
estos altos durante el ayuno y disminuyendo 60-120 minutos después del consumo de
alimento (Tschop et al., 2000). Se ha reportado que los niveles de grelina en animales
en ayuno pueden disminuir por el llenado del estbmago con una solucién al 50% de
glucosa, pero no con el mismo volumen de agua, sugeriendo que el detonador no es la

expansion fisica del estbmago (Tschop et al., 2000).
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Ademas se ha observado la expresion de grelina en el endometrio, sugeriéndose un
posible papel paracrino/autocrino en la implantacion embrionaria (Tanaka et al., 2003),
por otra parte ésta es sintentizada en la placenta y puede tener un papel en el
crecimiento fetal, observandose que ratas gestantes tratadas con grelina tienen crias
mas grandes (Gualillo et al., 2001a). La grelina se expresa en el ovario de la rata
(Caminos et al., 2003), la expresion es ciclica encontrandose el nivel mas alto en el
cuerpo lateo, lo cual podria ser inhibido por el pre-tratamiento con un agonista de
GnRH. La expresion no ciclica fue observada en los niveles circulantes de grelina o en
la expresion en el estomago (Caminos et al.,, 2003). La grelina se expresa en las
células de Leydig del testiculo e inhibe la liberacion estimulada de testosterona
(Barreiro et al., 2002). La administracion central de inhibina inhibe la pulsatilidad de LH
en ratas hembras (Korbonits et al., 2004), aunque la administracion de grelina o GHS
periférica no cambia los niveles de LH/FSH en humanos (Takaya et al., 2000). Ningun
cambio en los niveles de grelina se observd en animales machos y hembras
gonadectomizadas (Gualillo et al., 2001b). Esto es contrastante con los datos en
humanos, donde los hombres hipogonadales tuvieron menores niveles de grelina que
los testigo y los niveles de grelina se restauraron por el remplazo de testosterona
(Pagotto et al., 2003). Tomando en cuenta el hecho de que el eje reproductivo es
altamente dependiente del estado nutricional, la grelina actua a nivel central y
periférico, puede ser uno de los mecanismos de sefales que vinculan el estado

nutricional al eje hipotalamo-pituitaria-gonadal (Caminos et al., 2003).
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4.10. Grasas

Los lipidos son sustancias insolubles en agua, pero solubles en solventes orgénicos,
entre sus funciones se encuentra la de formar parte de las membranas biolOgicas, y
como reserva de energia (McDonald, 1993).

La estructura de los acidos grasos esta determinada por su longitud en el nUmero de
carbonos, tipo de enlaces presentes e isémeros de estos mismos en lo cual determina
su funcién, con base en lo anterior los acidos grasos denominados saturados no tienen
dobles enlaces en su cadena de carbonos, mientras los acidos grasos insaturados se
les denomina a aquellos que tienen al menos un doble enlace, como ejemplo se tiene
al acido linoleico con 18 atomos de carbonos y dos doble enlaces (C18:2), con su
primer doble enlace en la sexta posicion de metil final, y es por lo tanto un miembro de
la familia n-6, acido linoleico (C18: 3) pertenece a la familia n-3 porque el primero de

sus doble enlace esta en la posicion del tercer carbon (Jenkins, 1992).

4.10.1. Digestion y absorcion de grasas

Las grasas, como aceites de origen vegetal o cebo de origen animal, incluidos en la
dieta de rumiantes pueden experimentar modificaciones en el rumen, por la accién de
la microbiota ruminal digiriendo triacilgliceroles (triglicéridos), fosfolipidos vy
galactolipidos, teniendo como consecuencia la liberacion de glicerol y &cidos grasos,
para posteriormente entrar a un proceso de lipdlisis (reduccién de la cadena de
carbonos) y en caso de presentar dobles enlaces a un proceso de biohidrogenacion.
Gran parte del glicerol es fermentado a acido propionico (Williams y Stanko, 1999),
uno de los principales acidos grasos volatiles y un precursor para la sintesis de

glucosa.

67



Una vez que los &cidos grasos libres han llegado al intestino son emulsificados,
dispersados dentro de las micelas gracias a la accion de las sales biliares y
posteriormente difundidos dentro de las células del intestino; aqui los acidos grasos son
re-esterificados y transportados via lipoproteinas de muy baja densidad o quilomicrones
a través del sistema linfatico. En los rumiantes, los acidos grasos absorbidos se
incorporan predominantemente a lipoproteinas de muy baja densidad en lugar de los
quilomicrones, mientras que el hecho inverso resulta cierto en los no rumiantes. Los
acidos grasos absorbidos por los rumiantes son mas saturados y favorecen la sintesis
de lipoproteina de muy baja densidad, mientras los acidos grasos poli-insaturados
determinan la sintesis de quilomicrones. Los acidos grasos y los triglicéridos son
captados por la célula y utilizados para obtener energia 0 para sintetizar triglicéridos en

tejido adiposo hepatico y mamario (Wu et al., 1991).

4.10.2. Grasa protegida contra la accion de la microbiota del rumen (sales de
calcio)

Las sales de calcio de acidos grasos fueron originalmente desarrolladas en los inicios
de los 80’s en la Universidad del estado de Ohio como una forma de grasa inerte en el
rumen para evitar la fermentacion ruminal y problemas de digestion. A inicios de los
90’s recibieron atencién por escapar parcialmente de la biohidrogenacion (Jenkins y
Bridges, 2007). Por ejemplo Wu et al. (1991), reportaron 49 % de biohidrogenacion en
dietas conteniendo sales de calcio de aceite de palma comparada con 80 % de
biohidrogenacion en dietas que contenian grasa animal-vegetal. De forma similar
Klusmeyer y Clark (1991) encontraron menor biohidrogenacién en dietas

suplementadas con sales de calcio al compararlas con dieta testigo.
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4.10.3. Efecto de la grasas en la reproduccién de rumiantes

La reproduccién en rumiantes estd estrechamente asociada a la disponibilidad de
energia y las grasas son importantes fuentes de energia, por lo que se sugiere que
favorecen la funcién reproductiva, sin embargo se ha sugerido que los efectos de la
grasa de la dieta pueden ser independientes de la contribucién de la densidad de la
energia en la dieta (Funston, 2004) y que los constituyentes especificos de los acidos
grasos pueden estimular la funcién ovarica (Lucy et al., 1992), como lo sugiere el
estudio realizado por Petit et al. (2002), quienes mencionan que los acidos grasos
pueden influenciar en la fertilidad por actuar como precursores de la prostaglandinas, o
bien pueden afectar la esteroidogenesis a través del incremento en la disponibilidad de
colesterol.

Se ha reportado en bovinos que la pérdida de embriones ocurre principalmente entre
los dias 8 y 16 pos-inseminacion (Sreenan et al., 2001), lo cual puede ser asociado a la
incapacidad de inhibir la accion luteolitica de la prostaglandina Fyy (PGF2,) durante el
periodo critico de reconocimiento materno de la gestacion.

En afios recientes ha existido un mayor interés en el acido graso eicosapentaenoico
(EPA, por su siglas en inglés) y en el acido docosahexanoico (DHA, por su siglas en
inglés), debido a su aparente habilidad de reducir la secrecion uterina de PGFy4 en las
células endometriales a través del desplazamiento del acido araquidonico, precursor de
la biosintesis de PGF,q, tanto in vitro como in vivo, (Mattos et al., 2003). Por su parte
Childs et al. (2008), han aportado evidencia de un mejoramiento en la funcidn
reproductiva después de suplementar con aceite de pescado en ganado bovino, lo cual

puede ser en parte mediado através del incremento sistémico de colesterol o bien por
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un adecuado funcionamiento del cuerpo luteo, lo cual causaria un incremento en las
concentraciones de progesterona. Ademas de lo anterior se menciona un elevacion en
las concentraciones sistémicas de IGF-I, sugiriéndose ésta como consecuencia de la
adicion de aceite de pescado, el cual tiene un papel en el incremento en la fertilidad

(Childs et al., 2008).

4.10.4. Efecto en la dinamica folicular

Varios estudios han mostrado que la adicion de suplementos de grasa en la
alimentacion altera la dinamica de crecimiento del foliculo ovarico y que este efecto es
independiente del consumo de energia. El suplementar alimento con grasa de manera
isocalorica, con la dieta testigo sin suplemento de grasa, estimulé el crecimiento
programado de un foliculo preovulatorio (Lucy et al., 1993). Los efectos de suplementar
grasa también influyen en el niamero total de foliculos (Lucy et al., 1991; Beam y Butler,
1997) e incrementa el tamafio de los foliculos preovulatorios (Beam y Butler, 1997). El
incremento del tamafio de foliculos preovulatorios puede deberse en parte al
incremento en las concentraciones de LH en plasma, lo cual estimula el crecimiento en
la Ultima etapa folicular. Se requiere mas investigacion para determinar si los acidos
grasos en la dieta afectan la secrecion de LH y si el incremento de tamafio y nUmero de
foliculos esta asociado al incremento en la tasas de gestacion.

En ganado de carne la suplementacién con varios acidos grasos poli-insaturados (por
sus siglas en inglés PUFAS’s) de cadena larga (tanto n-3 y n-6) indujo cambios en
varios aspectos de la foliculogénesis, incluyendo tanto el incremento en el nimero total
de foliculos como en el tamafio del foliculo dominante o pre-ovulatorio (Bilby et al.,

20064a; Bilby et al., 2006b; Ambrose et al., 2006). En contraste, Petit et al. (2002) y Petit
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et al. (2004) encontraron poco o ningun efecto en dietas suplementados con semilla de
lino, aceite de pescado, y semilla de girasol sobre la dinamica folicular.

Las células de la granulosa colectadas de foliculos de vacas suplementadas con PUFA
(n-6), mostraron un incremento en la secrecion in vitro (Wherman et al., 1991) y durante
la fase folicular en las concentraciones de estradiol y estas concentraciones fueron

mayores en vacas suplementadas con &cido linoleico (Robinson et al., 2002).

4.10.6. Efecto en la funcién del CL y secrecion de P4

Se ha observado que células de la granulosa colectadas de foliculos de vacas
suplementadas con grasa mostraron un incremento en la secrecion de progesterona y
de androstendiona in vitro (Wehrman et al., 1991), en apoyo a lo anterior Grummer y
Carroll, (1991); Staples et al. (1998) observaron que suplementacion con grasa la dieta
de vacas incrementa las concentraciones de colesterol y con ello un incremento en las
concentraciones de P, mencionando como posible causa de este incremento la
ovulacion de foliculos mas grandes, y con ello la formacion de un cuerpo luteo grande
el cual se piensa tenga un incremento en la capacidad esteroidogénica, no obstante
Hinckley et al. (1996) reportan que la incubacion de células luteas dispersadas con
PUFA’s como acidos eicosapentaenoico y docohexanoico disminuyen la secrecion de
progesterona, sugeriendose que se requiere mas investigacion para determinar si la
grasa de la dieta afecta la secrecion de progesterona.

Por otra parte se menciona que una causa en la disminucion en la concentracion de P4
en suero sanguineo en bovinos suplementados con grasa es la reduccion de la tasa
metabolica de progesterona cuando los animales son suplementados con grasas,

reportando que cuando los cuerpos luteos de vacas fueron removidos por ovariectomia,
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la tasa de disminucion de la concentracion de progesterona en plasma fue menor en
vacas alimentadas con un suplemento de grasa (CalCFA) que en vacas sin alimento
con suplemento de grasa (Hawkins et al., 1995).

Robinson et al. (2002) observaron que vacas con dietas altas de &cido linolenico,
disminuyeron los niveles de progesterona (50%) del dia 4 al 8 del ciclo estral,
sugiriendo que el &cido linolenico actla tanto directamente o indirectamente (via PG’s)
sobre la sintesis de esteroides, sin embargo otros investigadores, no encontraron
cambios en la secrecion de progesterona lGtea en dietas que contenian semilla de lino
(principalente acido del tipo n-3), semilla de girasol (n-6) (Ambrose et al., 2006), harina
de pescado (Mattos et al., 2002), o aceite de pescado (Bilby et al., 2006b).

El incremento de las concentraciones de progesterona en plasma se ha asociado con
el aumento en las tasas de concepcion de rumiantes lactando (Staples et al., 1998) via
un incremento en la vida media del cuerpo Iuteo en ganado bovino (Williams y Stanko,
1999), sin embargo aun se requiere de mas investigacion para determinar si la grasa

de la dieta afecta la secrecidn de progesterona in vivo.

4.10.8. Efecto en la secrecion de LH

La secrecién de LH de la pituitaria y el crecimiento folicular en ganado bovino, son
regulados parcialmente por el estado energético del animal. El estatus de energia en
animales lactando ha sido definido como el consumo de energia neta del animal,
menos la energia neta requerida para el mantenimiento y la produccién de leche. Los
estados de energia negativa, prolongan el anestro pos-parto (Randel, 1990) y reducen
la frecuencia de pulsos de LH necesarios para el crecimiento de los foliculos ovaricos

para la etapa preovulatoria en bovinos y ovinos (Shillo, 1992). Las grasas incluidas en
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raciones para incrementar la concentracion de energia en la dieta, pueden resultar en
un incremento en el consumo de energia y mejoramiento del estado energético de la
vaca (Palmquist y Weiss, 1994; Harrison et al., 1995). La energia provista por los
suplementos de grasa incrementa la secrecién de LH en animales que consumen
menos energia de la requerida (Hightshoe et al., 1991; Sklan et al., 1994).

El mecanismo independiente de energia por el cual los &cidos grasos de la dieta
afectan la secrecién de LH no ha sido establecido (Mattos et al., 2000). En algunos
estudios la frecuencia de pulsos de LH fue estimulada por la suplementacion con grasa,
pero en otros estudios no existieron cambios (Staples et al., 1998). El mecanismo por el
cual la suplementacion de grasa estimula la liberacion de LH es desconocido pero hay
evidencia de que en vacas productoras de leche existe una disminucion de la glucosa
en la glandula mamaria proveyendo una sefial al sistema de control hipotalamo-
pituitaria para secretar mas LH (Staples et al., 1998). De igual forma, la suplementacion
de grasa puede incrementar la produccion de glucosa a través del incremento de la
produccion de propionato. Este incremento en glucosa puede tener un efecto positivo

en la liberacion de LH (Funston et al., 1995).

4.10.9. Efecto en la secrecidn de prostaglandinas

Existe evidencia de que el acido linoleico, y eicosapentaneoico (EPA), inhiben la
liberacién de PGF,, en celllas endometriales en bovinos (Mattos et al., 2003), mientras
en ovejas ciclando se ha observado que una dieta alta en acido linoleico retrasa la
regresion lutea, por medio de la reduccion del metabolito de PGF 13,14-dihifro-15-keto-
PGFyy (PGFM) (Mattos et al. 2002). Petit et al. (2002) reportaron una mayor

concentracion de este PGFM en vacas que recibieron una mezcla de semilla de linaza
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y aceite de pescado comparado con la semilla de linaza sola, ademas Petit et al.
(2004), reportaron una tendencia a una mayor concentracion de PGFM el dia 15 con
una dieta suplementada con semilla de girasol comparada con semilla de lino o grasa
de sobrepaso (Megalac). Sin embargo, Robinson et al. (2002) no encontraron efecto
en las concentraciones de PGFM en dietas basadas en &cido linoleico o &cido
linolenico los dias 15, 16 y 17 del ciclo, lo anteriormente descrito sugiere que cambios
en la dieta involucrando PUFA’s puede influenciar la respuesta de PGFM, pero no se
ha presentado un patrén consistente.

El acido linolenico puede ser desaturado y enlongado para formar acido araquidoénico,
el cual es un precursor para la sintesis PGFy, Las enzimas reguladoras esta
conversion incluyen As-desaturasa y cyclooxigenasa. El acido linoleico puede inhibir la
sintesis de PGFy4 por inhibicion competitiva con estas enzimas claves (Staples et al.,
1998). En contraste, Grant et al. (2003) encontraron que al suplementar vacas de carne
durante el posparto con semillas de cartamo altas en linoleato se incremento el
metabolito PGF de 25 a 80 dias posparto y tendio a disminuir la tasa de concepcion.
Filley et al. (2000) también demostraron que la alimentacion con sales de calcio de
aceite de palma increment6 el acido linolenico y metabolitos de PGF en vaquillas de
carne.

El acido araquidonico y dos &cidos grasos encontrados en harina de pescado,
eicosapentaenoico (EPA) y docosahexanoico (DHA), han mostrado inhibir la actividad
de la enzima ciclooxigenasa (Mattos et al., 2000). Wamsley et al. (2003) encontraron
gue vaquillas con baja concentracion de progesterona en la fase lutea, suplementadas

con harina de pescado tuvieron menores concentraciones del metabolito de PGF,
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después de disminuir las concentraciones de oxitocina, aunque, la harina de pescado
no tuvo efecto en vaquillas con progesterona alta durante la fase lutea. El acido
linolenico ha mostrado también ser un inhibidor de la sintesis de PGF,, (Thatcher et al.,
1994). La cantidad y el tipo de &cidos grasos particulares que alcanzan los tejidos
blanco probablemente influyen estimulando o inhibiendo la sintesis de PGF,, (Thatcher
y Staples, 2000). También se ha sugerido que la disminucion en las concentraciones de
estradiol intrafolicular (Wherman et al., 1991) y en suero (Hightshoe et al., 1991), estan
asociadas con el suplemento de grasa lo cual puede implicar un importante papel en

modular la respuesta luteal a la prostaglandina (Staples et al., 1998).

4.10.10. Calidad de foliculos y embriones

Los acidos grasos en la dieta tienen un efecto importante sobre la tasa de gestacion
después del primer parto (50 %) en vacas alimentadas con una fuente de acidos grasos
de n-6 comparadas con el 87.5 % para vacas alimentadas con una fuente de acidos
grasos de n-3 (Petit et al.,, 2001). Otros resultados han mostrado que vacas
alimentadas con semilla de lino entera no presentan mortalidad embrionaria comparada
con aquellas alimentadas tanto con Megalac o soya micronizada (Petit vy
Twagiramungu, 2006). Estos resultados sugieren que las dietas basadas en semilla de
lino afectan la secrecion de prostaglandinas y las propiedades funcionales de la
respuesta de células mononucleares.

La mayores proporciones de PUFA’s en los fosfolipidos de oocitos se relacionaron con
un incremento en la fertilidad en vacas lecheras (Zeron et al., 2001), mientras que la

alimentacion con PUFA comparado con acidos grasos mono insaturados resulté en
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oocitos de calidad similar y subsecuente desarrollo de embriones in vitro (Bilby et al.,
2006b).

Alimentar con una fuente rica de acidos grasos n-3 comparados con las sales de calcio
de acidos grasos de palma disminuy6 la calidad de los embriones de las vacas
lecheras donadoras, por una menor tasa de fertilidad y mayor degeneracion de
embriones, pero no existio efecto en la tasa de gestacion de las vaquillas que
recibieron embriones congelados de muy buena calidad. Alimentar con acidos grasos
n-3 no modifica el ambiente uterino de vaquillas receptoras como se demuestra por la
falta de efecto de la dieta en el porcentaje de gestacion, después de la transferencia de
embriones, esto sugiere que los beneficios previamente documentados de los acidos
grasos n-3 en la fertilidad de vacas lecheras reflejan acciones biologicas alternativas
(Petit et al., 2008).

La suplementacion de grasa en ganado lechero tiene efectos benéficos sobre el
foliculo, oocito, embrion y utero (Bilby et al., 2006a). Los acidos grasos juegan un papel
importante en el cambio de las propiedades biofisicas y actividad biol6gica de las
membranas, incluyendo la fluidez y proliferacion de células.

Zeron et al. (2001), examinaron los efectos de los cambios estacionales en la
composicion de acidos grasos del fluido folicular, células de la granulosa y oocitos
colectados de ganado lechero, tanto en verano como en invierno. Las proporciones de
acidos grasos saturados en oocitos y células de la granulosa fueron mayores en verano
y el porcentaje de acidos grasos mono-insaturados y poli-insaturados fueron mayores
en oocitos y células de la granulosa durante el invierno. Ademas, se detectaron

relaciones entre la concentracion de PUFA’s, desarrollo del embrién y fertilidad. La
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concentracion de PUFA’s del fluido folicular disminuyé en verano en asociacion con
una reduccién en el desarrollo del embrion y fertilidad de las vacas lecheras.

El niumero de foliculos, calidad del oocito, composicién de lipidos en los componentes
foliculares, y transicion de la fase lipidica en oocitos fueron examinados en ovejas
alimentadas por 13 semanas con una dieta suplementada con una sal de calcio de
aceite de pescado (Zeron et al., 2002), las ovejas alimentadas con aceite de pescado
tuvieron mas foliculos, oocitos de mejor calidad, membranas de mejor integridad, y un
incremento en la proporcién de &cidos grasos de cadena larga insaturada en las células
del cumulus.

La alimentacion con una dieta alta en sales de calcio de aceite de palma (800 g d*) en
vacas de leche lactando incrementd el numero de blastocitos, producidos in vitro
después de una recoleccion de ovocitos comparados con blastocitos obtenidos de
vacas con una dieta baja en sales de calcio de aceite de palma (200 g d™) (Fouladi-
Nashta et al., 2004), no obstante no se determind si los efectos benéficos fueran
debidos a un enriquecimiento de acidos grasos de cadena de 18: 2 o trans 18: 1 o
ambos, indicando que la variacion en la composicidén de los acidos grasos tiene efectos
diferenciales en las respuestas reproductivas y pueden afectar el desarrollo el oocito y
embrion.

Existe evidencia que todos estos eventos pueden ser influenciados por la dieta con
PUFA’s. Oocitos de diferentes especies contienen altos niveles de acidos grasos (FA’s)
(McEvoy et al., 2000), pero en las células de la granulosa, se ha observado que la
proporcion de acidos grasos saturados es mayor comparadas con la células

circulantes en plasma, sugiriéndose un mecanismo selectivo en el consumo de acidos
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grasos por parte de estas células (Adamiak et al., 2005). Los acidos grasos son usados
como una fuente de energia durante la maduracién del oocito y el periodo de desarrollo
del embrion antes de la implantacion. Los oocitos bovinos expuestos a methil
palmoxirato para bloquear la oxidacién de &cidos grasos redujeron la capacidad de
formar blastocitos después de la fertilizacion (Ferguson y Leese, 2006).

El contenido PUFA del oocito puede afectar la maduracion, criopreservacion y
subsecuente competencia de desarrollo. El &cido linoleico ha sido implicado en el
crecimiento y diferenciacion del oocito, regulacién del arresto meiotico en la etapa de
vesicula germinal y en prevenir el rompimiento de la vesicula germinal. Un gran nimero
de oocitos considerado de muy buena calidad se colectaron en ovejas suplementadas
con n-3 PUFA’s (Zeron et al., 2002). Las diferencias en la composicion de acidos
grasos entre oocitos de muy buena calidad y buena calidad sugiere que estos pueden
ser importantes para la competencia del oocito, asi como la fertilizacion y desarrollo del

mismo (Kim et al., 2001).
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CAPITULO I. CARACTERIZACION DE LA SECRECION DE PROGESTERONA, PICO
PRE-OVULATORIO DE LH Y ESTRO EN OVEJAS CON DISTINTO REGIMEN
ALIMENTICIO Y PROGRAMA DE SINCRONIZACION DE ESTROS

1.1. Introduccion

La secrecion de progesterona (P;) es una sefal que regula el comportamiento

reproductivo mediante una retroaccion negativa en la secrecion GnRH vy, por

consiguiente, a las gonadotropinas secretadas por la pituitaria (Skinner et al., 2000). La
imitacion de la accién reguladora de la P4 sobre el eje reproductivo es la base de
muchos programas de sincronizacion. Las esponjas impregnadas con progestagenos
como MAP y FGA y algunos otros dispositivos impregnados con P4 son generalmente
utilizados. La liberacion de progestageno por estos dispositivos genera un incremento
en las concentraciones en suero 3 dias después de su aplicacion, pero después tiende

a disminuir hasta el momento del retiro del dispositivo (Carlson et al., 1989; Simonetti et

al., 2000). En cambio, la secrecidn del cuerpo luteo en un ciclo estral natural se realiza

con un aumento constante desde su formacion, alcanza su maxima secrecion en los
dias ocho o nueve del ciclo (Jablonka et al., 1993; Bartlewski et al., 1999), y luego inicia
su declive.

El pre-tratamiento con P4 es un requisito importante para una completa expresion de la

retroaccion del estradiol sobre la secrecion de GnRH en la oveja (Caraty y Skinner,

1999), aunque la concentracion de P4, al igual que otras hormonas, esta sujeta a

factores externos como la nutricion (Kiyma et al.,, 2004; Daniel et al., 2002), con una

relacion inversa entre el nivel de nutricibn y concentraciones periféricas de P4, |0 cual

puede afectar la subsecuente gestacion.
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El objetivo del presente experimento fue evaluar el efecto de dos dietas y de la
concentracion de progesterona plasmatica sobre el inicio y duracion del estro e inicio,

presentacion, duracién, amplitud del pico de LH en un ciclo sincronizado.

1.2. Materiales y métodos

Animales

El experimento se realizé en las instalaciones de la Granja Experimental del Programa
de Ganaderia del Colegio de Postgraduados, Montecillo, Estado de México, en época
reproductiva en el otofio de 2006. Se usaron 67 hembras Dorset, Suffolk, y cruzas de
estas razas; las ovejas no estaban gestantes, lo cual se confirmé mediante un examen
ecogréafico.

Tratamientos

Se formaron dos grupos 17 dias antes de insertar las esponjas: 1) testigo (T; n= 34),
recibié 1 kg d* oveja® de concentrado comercial con 90 % MS, 2.40 Mcal EM kg™* MS
y 16 % proteina cruda; 2) grupo (H; n=34) recibi6 1 kg d™* oveja™ de heno de avena (H)
que contenia 90 % MS, 2.0 Mcal EM kg™ MS y 10 % de proteina cruda. Ambos grupos
fueron subdivididos, la mitad de las ovejas de cada grupo fueron pre-sincronizadas
(Grupos P) con 15 mg de prostaglandinas (PGF,), inyectadas 14 y 7 dias antes de la
aplicacion de la esponja con acetato de flurogestona (FGA), para que al momento de
insertar la esponja cada borrega tuviera un cuerpo liteo de aproximadamente 6 dias,
los grupos no pre-sincronizados (S), recibieron una dosis de 15 mg de PGF,, 10 dias
después de la aplicacion de FGA, para lisar un posible cuerpo luteo presente, al final
los tratamientos fueron: HS (heno de avena sin pre-sincronizacion), TS (testigo sin pre-

sincronizacion), HP (heno de avena pre-sincronizado) y TP (testigo pre-sincronizado).
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La sincronizacion de estros se realizdé con una esponja con 40 mg de FGA durante 12
dias. Al inicio del experimento se registré el peso y espesor de grasa dorsal de las
ovejas con un ultrasonido (SONOVET, Medison) con un transductor de 7.5 Mhz el cual
se colocé entre la 12"y 13" costilla, sobre el ojo del musculo Longisimus dorsi (Silvia
et al., 2006), realizando otra medicién al momento de insertar la esponja.

Inicio y duracion de estro

El estro se detect6 24 h después de retirar la esponja, monitoreandose cada 4 h
durante 72 h, considerandose que la hembra estaba en estro cuando permitia la monta
por parte del macho, registrandose asi el inicio y duracion de estro.

Muestreo de progesterona (P4) y hormona luteinizante (LH)

Después de colocar las esponjas se recolectaron muestras de sangre via yugular cada
48 h durante 14 d, para determinar la concentracion de P4 en suero. Para caracterizar
las concentraciones de LH se colectaron muestras de sangre iniciando 24 h después
de retirar las esponjas, recolectando muestras cada 4 h durante 3 d. Las muestras se
centrifugaron a 1000 gravedades por 15 miny el suero se almacend a —20 °C hasta su
analisis.

Analisis hormonales

Los anadlisis de P, se realizaron mediante ensayo inmunoenzimatico (Immunometrics,
UK Ltd.). La sensibilidad analitica fue 0.10 ng mL™ con coeficiente de variacion intra e
inter ensayo de 9.4 y 13.2 %. Los analisis de LH se realizaron por RIA de doble
anticuerpo (Niswender et al., 1969); la sensibilidad fue 0.78 ng mL™, con coeficientes

de variacion intra e inter ensayo de 9.5y 13.3 %.
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Figura 1. Protocolo experimental para la sincronizacion de estros

TS (testigo, sin pre-sincronizacion)

TP (testigo, pre-sincronizado)

HS (heno de avena, sin pre-sincronizacién)
HP (heno de avena pre-sincronizado)

Variables Analizadas

Presentacion de estros. Se determin6é tomando en cuenta el porcentaje de hembras
gue presentaron estro después del retiro de la esponja con FGA, es decir, el nimero de
ovejas tratadas / numero de ovejas que mostraron estro multiplicado por 100.

Inicio de estro. Se cuantificaron las horas que transcurrieron desde el retiro de la
esponja hasta el inicio de estro.

Duracién de estro. Lapso de tiempo (h) entre el inicio de estro y fin del mismo, el cual
fue determinado cuando la oveja no acepto la monta del macho

Inicio del pico preovulatorio de LH. Se obtuvo al medir el tiempo transcurrido desde

el retiro del dispositivo hasta que la secreciéon promedio basal de LH excedié por dos
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desviaciones estandar y permanecieron por arriba de estas concentraciones por lo
menos 4 horas (Van Cleeff et al., 1998).

Duracion del pico preovulatorio. Se consideré el inicio del pico preovulatorio cuando
la concentracion de LH fue dos desviaciones estandar mayor a la concentracion media
de manera individual, se mantuvo por lo menos cuatro horas y termindé cuando la
concentracion de nuevo fue basal (Van Cleeff et al., 1998).

Amplitud del pico preovulatorio de LH. Se obtuvo al restar de manera individual a la
maxima concentracion de LH la concentracion basal, esta Ultima se obtiene al
promediar la concentracion de LH en los periodos que se encuentran antes y despueés
del pulso preovulatorio de LH (Mattioli et al., 1986).

Tasa de gestacion. Numero de ovejas gestantes/nUmero de ovejas servidas

multiplicadas por 100.

Analisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar con un arreglo factorial de 2x2: dieta
(heno de avena o concentrado) y programa de sincronizacion (sin o con pre-
sincronizacion). Las variables de inicio y duracion de estro, inicio del pulso
preovulatorio, duracion del pulso preovulatorio, amplitud del pico preovulatorio y pico de
LH, se analizaron mediante un andlisis de varianza con el procedimiento GLM (SAS,
1982). La concentracién de progesterona se analiz6 mediante el procedimiento MIXED

de SAS para un disefio completamente al azar (Litell et al., 1998).
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1.3. Resultados

Peso vivo y grasa dorsal

Para peso vivo y espesor de grasa dorsal al inicio del régimen alimenticio no se
observaron diferencias entre grupos: 70 £ 2 kg y 2.3 £+ 0.09 mm para el grupo testigo; y
para el grupo alimentado con heno de avena fue 68 + 2 kg y 2.2 £ 0.08 mm. Al
momento de la insercion de las esponjas no hubo diferencias (P>0.05) en peso vivo (69
+ 2 y 63 £ 2 kg), para ovejas de los grupos testigo y heno de avena. El espesor de
grasa dorsal fue diferente (P<0.05) entre el grupo testigo (2.6 £ 0.10 mm) vy el que
consumio heno de avena (1.8 £ 0.08 mm).

Inicio de estros

El inicio de estro fue diferente (P<0.05) en el grupo alimentado con heno de avena (H),
con un tiempo promedio de 50 £ 1.68 h, comparado con el grupo testigo (T) el cual fue
de 43 + 1.52 h. El grupo no pre-sincronizado (S) registro un tiempo de 47 = 1.75 h,
mientras que en el grupo pre-sincronizado (P) el tiempo promedio fue de 45 = 1.62 h,
(P>0.05). Los grupos HS y HP tuvieron un inicio de estro mas tardio (P<0.05), con un
tiempo promedio de 50 + 1.83 y 49 + 2.88 h, en comparaciéon al grupo TP (40 £ 2 h), y
el grupo TS (46 + 2.1 h), sin diferir (P>0.05) con los grupos anteriores.

Duracion de estros

No existieron diferencias (P>0.05) por el tipo de alimentacién, siendo para el grupo T de
42 + 1.62 h y para el grupo H de 37 + 1.57 h. Sin embargo por el tipo de programa de
sincronizacion hubo diferencias (P<0.05) entre los grupos S y P, con una duracion del
estro de 36 + 1.17 y 43 £ 1.80 h, respectivamente. Respecto a la interaccion del tipo de

alimento y programa de sincronizacion, la duracién de estros fue diferente (P<0.05)
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entre grupos TP (45 + 2.8 h) y HP (34 + 1.86 h) mientras que los grupos TS y HS no
fueron diferentes (P>0.05).

Secrecion de progesterona

La secrecién de progesterona no fue diferente (P>0.05) por el tipo de alimento teniendo
para el grupo T (Testigo) una concentracién promedio durante la fase lutea de 2.59 +
0.27 ng mL™*, mientras que las ovejas del tratamiento H (solamente heno de avena)
tuvieron 2.35 + 0.28 ng mL™. El tipo de programa de sincronizacion afect6 (P<0.05) la
secrecion promedio de P4 durante la fase litea la cual fue de 1.98 + 0.27 ng mL™ para
el grupo S (No pre-sincronizado) comparado con 2.96 + 0.28 ng mL™ para el grupo P
(pre-sincronizado). En la interaccion de los efectos anteriores hubo diferencias (P<0.05)
en los grupos TP y HS, observandose para el primero una concentracion promedio de
3.09 + 0.39 ng mL* y para el segundo 1.88 + 0.39 ng mL™*, mientras que para los
grupos TS y HP fue 2.08 + 0.38 y 2.82 + 0.40 ng mL™, sin existir diferencias entre ellos

ni con los otros grupos (Figura 2).

Caracterizacion del pico pre-ovulatorio de hormona luteinizante (LH)

Inicio del pico de LH

El régimen alimenticio influyd en el inicio de la elevacion de LH (P<0.05), registrdndose
mas rapido en los grupos alimentados con concentrado (T), comparado con el grupo
alimentado con heno de avena (H) (Cuadro 1). Respecto al efecto de programa de
sincronizacion, no se observaron diferencias (P>0.05) (Cuadro 2). En la interaccion de
los diferentes efectos soélo existieron diferencias (P<0.05) entre los grupos TS y HP

(Cuadro 3).
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Figura 2. Concentracion promedio de progesterona para los diferentes
tratamientos durante el periodo experimental.

TS (testigo, sin pre-sincronizacion)

TP (testigo, pre-sincronizado)

HS (heno de avena, sin pre-sincronizacion)
HP (heno de avena pre-sincronizado)

Cuadro 1. Inicio de la elevacion, presentacion, amplitud y duracion del pico

pre-ovulatorio de LH, en ovejas con diferente régimen alimenticio.

Variables, h

Tratamiento Inicio de la Presentacion del Amplitud Duraciéon
elevacion pico de LH ng/ml h
h h
Testigo 55.2 % 1a 60.2 £3a 32.7 + 3a 4.94 £ 0.342
Heno de avena 64.5+ 2b 69.1 +2b 30.8 + 3a 4.62 £ 0.262

ab Medias con distinta literal son diferentes (P<0.05).
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Presentacion del pico de LH

La presentacion del pico fue afectada por el tipo de dieta, ocurriendo mas tarde en los
grupos alimentados con heno de avena (H), en comparacion con los alimentados con
concentrado (T) (Cuadro 1). El tipo de programa de sincronizacion no afectd la
presentacion del pico pre-ovulatorio (Cuadro 2). La interaccion de los efectos
nutricionales y tipo de programa de sincronizacion, ocasion6 que el grupo TS tuviera
una presentacion mas rapida del pulso preovulatorio de LH, comparada al grupo HP

(P<0.05) (Cuadro 3).

Amplitud y duracién del pico de LH

Estas dos variables no fueron afectadas (P>0.05) por el tipo de dieta, el programa de
sincronizacion de estro ni la interaccion entre estos efectos, lo cual coincide con lo
reportado por Quirke et al. (1981) para duracién del pico preovulatorio, mientras que la
amplitud del mismo es similar a lo reportado por Batista et al. (1998).

Cuadro 2. Inicio, presentacion, amplitud y duracion del pico pre-ovulatorio de LH, en

ovejas con o sin pre-sincronizacion de estro

Variables
Tratamiento Inicio Presentacion del Amplitud Duraciéon
h pico de LH ng/ml h
h
Sin PGFaq 58.0 £ 2a 62.9 £ 2a 33.4 £ 4a 4.45% 0.22a
Con PGFaq 61.6f 2a 66.3 £ 2a 29.9 £ 2a 5.16 £ 0.382

ab Medias con distinta literal entre ellas son diferentes (P<0.05).
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1.4. Discusion

La disminucion de peso y grosor de grasa dorsal, observado en el presente trabajo
para el grupo que solo se le ofreci6 heno de avena, es de considerarse un efecto
causado por la disminucién de nutrientes ofrecidos hacia la oveja, lo cual ha sido
observado en animales a los cuales se les ha restringido el acceso o bien limitado la
cantidad de alimento (Rhind y McNeilly, 1998; Lozano et al., 2003).

Cuadro 3. Inicio, presentacion, amplitud y duraciéon del pico pre-ovulatorio de
LH, debido a la interaccion del régimen alimenticio y programa de

sincronizacion de estro

Variables
Tratamiento Inicio Presentacion del Amplitud Duracion
h pico LH ng/ml H
h
Grupo TS 52.0 £ 2a 58.0 £ 2a 39.2 + 62 4.4 +0.32
Grupo TP 58.0 % 2ab 62.0 £ 2ab 25.4 £ 32 5.5+ 0.62
Grupo HS 63.5 + 3ab 68.0 + 3ab 27.0+ 52 4.4 +0.32
Grupo HP 65.0 £ 3b 70.0 £ 3b 34.0 £ 42 4.8 £ 0.4

ab Medias con distinta literal entre ellas son diferentes (P<0.05).

TS = grupo alimentado con concentrado sin pre-sincronizar;
TP = grupo alimentado con concentrado y presincronizado;

HS = grupo alimentado con heno de avena sin pre-sincronizar;
HP = grupo alimentado con heno de avena y presincronizacion.

Para que se presente el estro se requiere que las concentraciones de P4 disminuyan y
de forma conjunta exista un aumento en las de estradiol, sin embago se ha observado
gue un bajo nivel de energia y proteina tiene un efecto negativo sobre este (Schillo,
1992; Bronson, 1998). Por su parte Renquist et al. (2008) observaron que la restriccion
de nutrientes en ovejas ovariectomizadas en época reproductiva suprimia las
frecuencias del pulso de LH, y con el ello la secrecion de GnRH, el cual su secrecion
juega un papel impotante en el comportamiento de estro (Caraty y Delaleux, 2001),

sugeriéndose que en el presente trabajo la comunicacion de estradiol hacia el centro
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generador de GnRH se haya alterado como efecto de la falta de nutrientes en ovejas a
las cuales se les suministro solamente heno de avena.

En las condiciones experimentales descritas existieron diferencias entre los grupos pre-
sincronizados, en los que se indujo un cuerpo liteo de aproximadamente 6 dias al
momento de la insercion de la esponja, que provocaria un aumento en las
concentraciones de Pg.

Se ha reportado la importancia de tener una concentracion de P4 mayor a 2 ng mL™" y
una duracion semejante a la presente en la fase litea de un ciclo estral natural de la
oveja, lo cual tendria efectos benéficos en la retroaccion positiva del estradiol y
subsecuente secrecion de GnRH y LH, logrando con ello una mejor manifestacion de
estro, como consecuencia de una mayor secrecion de GnRH (Caraty y Skinner, 1999,
Skinner et al., 2000).

En el presente experimento la dieta no tuvo efecto en la concentracion de Py, lo cual
contrasta con lo reportado por O’Callaghan et al. (2000); Kiyma et al. (2004) y Daniel et
al. (2002), los primeros autores lo realizaron durante un periodo de 60 dias, mientras
los segundos fue en periodos cortos 24 a 48 horas y mencionan que un ayuno o
disminucion de alimento afecta las concentraciones séricas de P4, siendo menor en los
animales alimentados con una dieta de mantenimiento, mientras que en animales sub-
nutridos la concentracién de P, es mayor. Los resultados obtenidos en el presente
experimento contrastan con lo anterior, posiblemente debido al tipo alimento
consumido, teniendo como consecuencia que la cantidad de energia o la reduccién de
proteina no fue suficientemente drastica para aumentar la concentracion periferica de

Pa.
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No obstante el tipo de programa de sincronizacion afecté la secrecion de P4 ya que al
momento de insertar las esponjas en ovejas pre-sicronizadas con PGF,, existia la
presencia de un cuerpo lateo (CL) funcional de aproximadamente 6 dias, que es el
periodo donde inicia a incrementar la produccion del P4 por parte del CL (Jablonka et
al., 1993) considerandose la causa principal en la diferencia de concentraciones de P4
en plasma.

Posiblemente el inicio mas temprano de la elevacion de LH, se debe a un rapido
aumento en la secrecion de estradiol, el cual desencadena el pico pre-ovulatorio de LH
(Burke et al., 1996); estas concentraciones pudieron aumentar debido a un rapido
desarrollo de foliculos con capacidad estrogénica, y por consiguiente con una mayor
concentracion de estradiol (Schrick et al., 1993).

Sin embargo Rhind y McNeilly (1998), en ovejas que consumieron el doble (D) de los
requerimientos nutricionales o la mitad de los requerimientos (M), encontraron: 1) una
mayor cantidad de foliculos de 1-2.5 mm; 2) no hubo diferencias en el nimero de
foliculos antrales, ni en su diametro; 3) una alta tasa de sintesis de estrégenos y
testosterona en ovejas del grupo M comparadas con las ovejas del grupo D, 4) pero la
relacion entre estradiol y testosterona fue menor en foliculos de ovejas M, sugiriendo
gue sus foliculos pudieron tener un aumento en la sintesis de androgenos
(testosterona), y una pequefia conversion de pregnenolona a estradiol debido a una

disminucién en la actividad de la aromatasa en los foliculos de ovejas del grupo M.
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1.5. Conclusiones

En el presente estudio se observo que el inicio de la presentacidn de estro fue sensible
a la disminucién en la cantidad de nutrientes otogados via alimentacion, en el caso
especifico de la alimentacion con solo heno de avena retrasO el inicio de la
presentacion del estro e influyé en el inicio de la elevacion de LH, retardandolo
elevacién en este grupo, mientras la presencia de un cuerpo lateo funcional de 6 dias
fue capaz de aumentar las concentraciones de P, indepedientemente del tipo de
alimento suministrado a las ovejas, y teniendo como consecuencia una mayor duracion
de estro en grupos que tuvieron este régimen de sincronizacion. No se observo
alteracion alguna en la amplitud o duracion del pico pre-ovulatorio por efecto de dieta o

la presencia de un cuerpo luteo funcional de 6 dias.
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CAPITULO II. INFLUENCIA DE LA NUTRICION MAS LA ADICION DE GRASA DE
SOBREPASO EN EL CORTO PLAZO SOBRE LA TASA OVULATORIA' Y
CONCENTRACION DE PROGESTERONA E INSULINA.

2.1. Introduccion

La nutricibn ha mostrado tener influencia en la produccion de hormonas, calidad de los

oocitos, fertilizacion, desarrollo embrionario asi como en la actividad reproductiva

(Boland et al., 2001; Armstrong et al., 2003; Boland y Lonergan, 2005). En condiciones

desfavorables de alimentacion la actividad reproductiva cesa, lo cual puede representar

una respuesta para manejar de forma eficiente las demandas nutricionales de
produccion y cria, esto puede puede representar algunas estrategias fisioldgicas
desarrolladas a ambientes extremos, resultando clave para la supervivencia de la
especie, debiéndose tener en cuenta la fisiologia reproductiva del animal como el
depdsito y movilizacion de reservas corporales como parte integrante de la

reproduccion (Martin y Banchero, 1999).

Existe poca informacion sobre la descripcion de la condicion corporal de los animales

utilizados en los experimentos donde se evallUa el efecto de la nutricion sobre la tasa

ovulatoria y los que han encontrado una asociacion positiva usaron animales en
condicion corporal moderada mas que baja (Parr, 1992; Vifioles et al., 2007). El
presente experimento tuvo como objetivo observar el cambio de peso vivo y grasa
dorsal como un indicador del estado nutricional en las hembras y el efecto de adicionar
grasa de sobrepaso en la tasa ovulatoria asi como en la concentracién sérica de
progesterona e insulina durante el programa de superovulacion y asi como el

porcentaje de ovejas que quedaron gestantes.
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2.2. Materiales y métodos

El trabajo se realizé en la granja experimental del Colegio de Posgraduados, localizada
en Montecillo, estado de México durante la época reproductiva. Treinta dias antes del
programa de superovulacion, se seleccionaron doce ovejas de la raza Dorset las cuales
fueron utilizadas como donadoras de embriones, mantenidas en corrales comunales
con libre acceso al agua. Después de 5 dias de adaptacién a los corrales y a sus
dietas, los animales se distribuyeron de forma aleatoria a uno de dos grupos. El
tratamiento Testigo (T; n=6) alimentado con un kilogramo de concentrado durante toda
la fase experimental, el cual contenia 90% de materia seca (MS), 2.40 Mcal de energia
metabolizable kg MS y 16% proteina cruda, el cual recibieron por un periodo de 34
dias. El grupo con previa desnutricion (PD; n=6) fue alimentado con un kilogramo de
heno de avena que contenia 90 % de materia seca, 2.0 Mcal de energia metabolizable
kg™ y 10 % de proteina cruda, por el mismo periodo que el tratamiento T (34 dias), con
el proposito de producir una deficiencia nutricional antes de ser sometidas a un
programa de sincronizacion y superovulacion (Figura 3). Ambos grupos al inicio del
programa de sincronizacién y superovulacion recibieron el mismo concentrado con el
cual se alimenté al grupo T, mas la adicion de 100 gramos de grasa de sobrepaso

durante siete dias.
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Muestreo P, e Insulina T.E

M O M

Acetato de Flugesterona Acetato de Flugesterona

100 g Grasa de
sobrepaso los dos

grupos FSH,

T (Conc. 2.4 Mcal, 16 % P.C.) T (Conc. 2.4 Mcal, 16 % P.C.)
—
PD (H. Avena 2.8 W BB !Eonc. !! Mcal, !g 50 !E; |

-46 -30 -18 12 .10 8 6 -4 -2 -1 0 1 7

Dia experimental

Figura 3. Protocolo experimental para el programa de superovulacion y transferencia de
embriones

T= (Concentrado comercial 2.4 Mcal, 16% P.C.)
PD= Previa desnutricién (Heno de Avena, 2.0 Mcal, 10 % P.C.)

/I\ = Recoleccién de muestras de sangre para Progesterona e Insulina.
T.E.= Recoleccidn, evaluacion y transferencia de embriones.

De manera paralela 35 ovejas fueron usadas como receptoras de embriones y
alimentadas con dietas a base de un kilogramo de concentrado mas un kilogramo de
heno de avena, las cuales fueron mantenidas en corrales comunales con libre acceso a
agua durante el experimento. Al inicio del experimento a las ovejas donadoras se les
registré el peso y el espesor de grasa dorsal utilizando un equipo de ultrasonido de la
marca SONOVET Medison con un transductor de 7.5 Mhz el cual se colocé en la 12%y
13" costilla, sobre el ojo del musculo Longisimus dorsi (Silva et al., 2006), realizandose
las dos mediciones después de insertar la esponja y cinco dias después de su retiro.
Las ovejas donadoras se pre-sincronizaron con esponjas impregnadas con 40 mg de

acetato de flugesterona (Chronogest®; Intervet, France) por un periodo de 12 dias,
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diecisiete dias antes de iniciar el programa de superovulacion con la finalidad de que
todas la ovejas estuvieran en la misma etapa fisiol6gica, cinco dias después del estro
se inicio el programa de sincronizacion, superovulacion y transferencia embrionaria,
realizandose la sincronizacion de igual forma que la pre-sincronizacion. Las ovejas
donadoras se superovularon con 200 mg NIH-FSH-equivalente (Folltropin-V®,
Vetrepharm Inc., Ontario), repartiéndose en ocho inyecciones en dosis decrecientes por
via intramuscular (40, 30; 30, 30; 30, 20; 10, 10 mg), iniciando 48 horas antes del retiro
de la esponja y finalizando 24 horas después de retirada la misma. Los sementales
fueron introducidos 24 horas después del retiro de la esponja para la deteccion de la
presentacion de estro a intervalos de 8 horas y al detectarse se permitio la monta del
macho, repitiéndola 12 horas después del mismo. En ovejas receptoras el retiro de la
esponja fue adelantado por 12 horas en relacion a las ovejas donadoras y al momento
del retiro de esponjas recibieron una inyeccion de 300 u.i de gonadotropina corionica
equina (eCG; Folligon®, Intervet, Boxmeer).

Para determinar la concentracion de progesterona e insulina se colectaron muestras de
sangre cada 48 horas en ovejas donadoras por venopuncion yugular iniciando el dia
gue se colocaron las esponjas de FGA hasta el fin del experimento. El dia 5 después
del retiro de la esponja, a las ovejas donadoras se les retir6 la comida, el dia 6 para
gue el dia 7, las ovejas donadoras fueran rasuradas, lavadas y desinfectas en la regién
abdominal para posteriormente ser tranquilizadas con xilacina al 2% (0.2 mg kg™ de
peso Vvivo) por via i.m., y como anestésico se utilizd ketamina (2 mg kg™ de peso vivo)
por via endovenosa, después se realiz6 una incision de aproximadamente 5 cm de

largo y 3 cm anterior a la ubre sobre la linea media. Se exteriorizaron los ovarios para
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evaluar la respuesta a la superovulacion y una vez realizado el conteo de cuerpos
luteos se introdujeron a la cavidad para posteriormente exteriorizar el Utero. Se lavo
cada cuerno uterino utilizando una sonda de Foley (calibre 10G), que se introdujo
aproximadamente a 1 cm de la union uterotubarica mediante una puncion realizada con
un catéter endovenoso (14Gx5%2) para recuperar el medio de lavado. Posteriormente, a
través de otro catéter endovenoso (18Gx¥4) insertado en la punta del cuerno uterino, se
administraron 60 ml de solucién Dulbecco modificada a la que se le agreg6 0.4 % de
albumina sérica bovina y penicilina G sodica (100 Ul/ml). El medio se colectd en un
filtro concentrador; concluida la recoleccion de embriones, se colocaron puntos de
sutura en las incisiones hechas al utero, se regreso éste a la cavidad abdominal y se
suturd la incision realizada plano por plano. La viabilidad de los embriones fue evaluada
por criterio morfologico (Overstrom, 1996; Gonzalez et al., 2002).

Las variables estudiadas fueron: numero de cuerpos lateos, oocitos o embriones
recuperados y embriones viables. El porcentaje de recuperacion fue obtenido al dividir,
el nimero total de ovocitos o embriones recuperados entre el nimero total de cuerpos
Iateos (x100). El porcentaje de ovocitos no fertilizados fue obtenido al dividir el nUmero
de ovocitos entre el numero total de ovocitos y embriones recuperados (x100). El
porcentaje de embriones recuperados se obtuvo de dividir el nimero de embriones y
ovocitos entre el nimero de embriones (x100). Una vez seleccionados los embriones
se procedi6 a transferirlos a hembras que se tranquilizaron con xilacina al 2% (0.2 mg
kg™t de peso vivo) por via i.m., y como anestésico se utilizé6 ketamina (2 mg kg™ de
peso vivo) por via endovenosa, realizando dos incisiones en la pared abdominal a

aproximadamente 4 cm de la linea media y 3 cm anteriores a la ubre, insertandose un
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trocar con canula por donde se introdujo el flamento 6ptico. Antes de insertar el trocar
se insuflé la cavidad con aire a través de una aguja de Verres. Se localizé el ovario con
el cuerpo luteo méas desarrollado, y por la segunda canula se introdujeron unas pinzas
de Babcock con las que se retrajo y exteriorizd el cuerno ipsilateral a dicho cuerpo
luteo. En el cuerno uterino seleccionado se hizo una pequefia puncién con un catéter
endovenoso (18GxY%4) y se transfirieron los embriones (n= 2 por oveja) por medio de
catéter (Tom Cat, USA); finalmente se regreso el cuerno a la cavidad abdominal y se
suturaron las incisiones.

Los analisis de P, se realizaron mediante ensayo inmunoenzimatico de
(Immunometrics, UK Ltd., 280 Muster Road, London SW6 6BQ). La sensibilidad
analitica fue de 0.10 ng ml™ con coeficiente de variacion intra e inter ensayo de 9.4 y
13.2% respectivamente. Los analisis de insulina se realizaron mediante RIA de doble
anticuerpo en fase liquida, con una sensibilidad de 0.083 ng ml™ con coeficiente de
variacion intra e inter ensayo de 5.6 y 12.7 %, respectivamente. Ambos analisis se
realizaron en el laboratorio de Biologia de la Reproduccion en el Instituto Nacional de
Ciencias Medicas y Nutricion Salvador Zubiran.

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar, los resultados de las hembras
que presentaron estro y quedaron gestantes, se analizaron con una prueba de x? por
medio del PROC FREQ de SAS. Para el inicio de estro se realizd un analisis de
varianza con el PROC GLM (SAS, 1982). Para las mediciones de peso vivo, grasa
dorsal, concentracién de P, e INS se utilizo el procedimiento PROC MIXED (Littell et

al., 1998), el modelo incluyd efectos fijos del tratamiento, dia y su interaccion. La
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estructura de covarianza fue modelada de acuerdo a lo mencionado por Littell et al.

(2000).

2.3. Resultados

Peso vivo y grasa dorsal

En la mediciones realizadas en diferentes puntos del experimento no se observaron
diferencias entre grupos (T vs PD) para peso vivo (Figura 4), mientras para espesor de
grasa dorsal fue diferente (P<0.05) al momento de iniciar el programa de transferencia
embrionaria (Figura 5). Se observo que el peso vivo disminuyo para el grupo PD tres
dias después de finalizado el programa superovulatorio con respecto al inicio de la
administracion de las dietas, no asi para el espesor de grasa dorsal el cual fue mayor

para ambos grupos al final del tratamiento superovulatorio.
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Figura 4. Peso vivo para los diferentes tratamientos al inicio de la dieta, dia de la
insercidn y retiro de la esponja

b Diferente literal entre columnas existen diferencias (P<0.05) entre grupos.

*Y Diferente literal entre dias existen diferencias (P<0.05) entre el mismo grupo.

Testigo. Grupo alimentado con concentrado comercial (2.4 Mcal kg‘1 16% PC) durante 34 dias.

PD. Grupo con una previa desnutricién, alimentado con heno de avena (2.0 Mcal kg‘l, 10 % PC) durante 34 dias.
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Presentacion e Inicio de estro

No se observaron diferencias entre grupos, registrandose para el grupo T un 100%
contra 83.3 % de presentacién de estro para el grupo PD. Para inicio de estro no
existieron diferencias (P>0.05) entre grupos presentandose para ambos grupos a las
36.66 h después de retirada la esponja.

Progesterona

La concentraciéon de progesterona fue mayor (P<0.05) en ovejas del grupo T en
comparacién al grupo PD durante la mayor parte del tratamiento con FGA (Figura 6).
Se observan diferencias entre grupos en el dia -12 de la fase lutea siendo mayor para

el grupo T, hasta el dia -6, no observandose diferencias (P>0.05) a partir del dia -4.
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Figura 5. Medicion de grasa dorsal para los diferentes tratamientos al inicio de
la dieta, dia de la insercion y retiro de la esponja

2P Diferente literal entre columnas existen diferencias (P<0.05) entre grupos.

*Y Diferente literal entre dias existen diferencias (P<0.05) en el mismo grupo.

Testigo. Grupo alimentado con concentrado comercial (2.4 Mcal kg‘1 16% PC) durante 34 dias.
PD. Grupo con una previa desnutricioén, alimentado con heno de avena (2.0 Mcal kg‘l, 10 % PC) durante 34 dias.
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Insulina

Las concentraciones promedio de insulina fueron superiores (P<0.05) durante la fase
lutea para el grupo PD (previa desnutricion), con respecto a la observada en el grupo T
(grupo alimentado siempre con concentrado), pero solo existieron diferencias
significativas en los dias -10, -4 y -2 del experimento tomando en cuenta que el dia 0 es

el dia de la presentacion del estro (Figura 7).

Respuesta al tratamiento superovulatorio y estructuras recuperadas

La respuesta al tratamiento superovulatorio para el grupo T fue de 100% (6/6), mientras
para el grupo PD fue de 66.6 % (4/6), no existiendo diferencias entre grupos. La
cantidad promedio de cuerpos luteos para el grupo T fue de 9.5 + 0.85, mientras para el

grupo PD fue de 14.75 + 2.36, existiendo diferencias entre grupos (P<0.05).
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Figura 6. Concentracion promedio de progesterona para los diferentes grupos
de ovejas donadoras durante el programa de superovulacion

Testigo. Grupo alimentado con concentrado (2.4 Mcal Kg‘l, 16 % PC) durante 34 dias.
PD. Grupo con una previa desnutricién, alimentado con heno de avena (2.0 Mcal kg‘l, 10 % PC) durante 34 dias.

* — Diferencias estadisticas entre grupos
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Figura 7. Concentracion promedio de insulina para los diferentes grupos de
ovejas donadoras durante el programa de superovulacion

Testigo. Grupo alimentado con concentrado (2.4 Mcal Kg™, 16 % PC) durante 34 dias.
PD. Grupo con una previa desnutricion, alimentado con heno de avena (2.0 Mcal kg™, 10 % PC) durante 34 dias.
=Diferencias estadistica entre grupos

El porcentaje de recuperacion de estructuras (embriones y ovocitos) fue de 75.4 %
para el grupo T, mientras para el grupo con PD fue de 76 %, no existiendo diferencias
(P>0.05). El porcentaje de ovocitos recuperados fue menor para el grupo T (P<0.05) en
comparacion al grupo PD registrandose el 0.07 y 28.8 %, respectivamente. El
porcentaje de embriones recuperados para el grupo T fue de 93 % existiendo
diferencias (P<0.05) con respecto al grupo PD con 71 %. El porcentaje de morulas
tempranas o compactas, blastocitos tempranos o maduros, no existieron diferencias
significativas entre grupos, los resultados se muestran en detalle en el Cuadro 4.
Porcentaje de gestacion de hembras a las que se les transfirieron embriones

En lo que respecta al porcentaje de gestacion no existieron diferencias entre grupos

(P>0.05), observandose 35y 31.5 % para los grupos T y PD, respectivamente.
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Cuadro 4. Tasa de ovulacion (cuerpos lateos), numero de embriones recuperados y

clasificacion en ovejas superovuladas alimentadas de forma normal o con previa

desnutricion.

Testigo PD
Ovejas Tratadas 6 6
Ovejas que Respondieron 6 4
Cuerpos Luteos 57 359
Estructuras Recuperadas 43 45
Ovocitos 3 (0.07 %)= 13 (28.8 %)b
Embriones Transferibles 40 32
Morulas Tempranas 19 (47 %)~ 9 (28 %)
Morulas Compactas 11(27 %) 15(46 %)
Blastocito Temprano 7 (17 %) 6 (18 %)
Blastocito Tardio 3 (0.07 %)= 2 (0.06 %)=

"Diferente literal entre columnas existen diferencias (P<0.05) entre grupos.
Testigo. Grupo alimentado con concentrado (2.4 Mcal Kg™, 16 % PC) durante 34 dias.
PD. Grupo con una previa desnutricion, alimentado con heno de avena (2.0 Mcal kg™, 10 % PC) durante 34 dias.

2.4. Discusion

Los resultados observados para peso vivo fueron de acuerdo a lo que se esperaba, sin
embargo el grupo alimentado con concentrado tuvo un ligero descenso en su peso
vivo, lo cual puede ser atribuido al manejo realizado durante la fase experimental. El
grupo con previa desnutricion (PD) disminuy0 su peso con respecto al peso inicial, a
consecuencia de la deficiencia de energia y proteina ofrecida en la dieta de heno de
avena, sin embargo a pesar de restaurarse la alimentacion a concentrado comercial el
peso vivo no aumentd de forma significativa, posiblemente debido al poco tiempo en el
gue se le ofrecié el concentrado. En lo que respecta a la medicion del espesor de grasa
dorsal la deficiencia de nutrientes tuvo un impacto en esta variable, disminuyéndola
para el grupo PD, y manteniéndose para el caso del grupo T, lo cual refleja el estado

nutricional en el que se encuentra la oveja (Daniel et al., 2002), sin embargo la adicién
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de grasa de sobrepaso aumentd el espesor de grasa en ambos grupos. Arana et al.
(2006), han reportado que con la adicion de grasa de sobrepaso a base de aceite de
olivo, se observd un incremento en los depdsitos internos de grasa renal en corderos
alimentados durante 35 dias, pero no afect6 los depdsitos de grasa subcutanea y
espesor de grasa dorsal, sugiriéndose como posible causa la edad de los corderos que
estaban en crecimiento.

La previa desnutricion impacto en la presentacion del estro en respuesta al tratamiento
superovulatorio observandose que una oveja no presenté estro, lo cual puede haberse
debido al tipo de alimento que recibié durante treinta y cuatro dias. Lozano et al.
(2003), han reportado que una alimentacion ad-libitum es perjudicial para la correcta
presentacion de estro, observando en su estudio un 64 % de presentacion de estro, lo
cual es bajo comparando al grupo subalimentado con 50 y el 100% de los
requerimientos de mantenimiento, teniendo una presentacién de 86 y 82 % de ovejas
en estro, respectivamente, lo cual contrasta con nuestro estudio, sin embargo se sabe
gue situaciones extremas en la nutricion pueden afectar de manera negativa la funcion
reproductiva (Dunn y Moss, 1992).

Para el inicio del estro no existieron diferencias entre grupos, presentandose 36 horas
después del retiro de las esponjas, lo cual coincide con lo reportado por Lozano et al.
(2003) y Cordeiro et al. (2003), quienes reportaron un inicio aproximado de 36 horas
después del retiro de las esponjas. En el presente experimento no se observd un
retraso en el inicio de estro como efecto de la adicion de grasa, lo cual fue observado

por Hawkins et al. (1995) quienes reportan un retraso en el inicio de estro, debido a la
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alimentacion de grasa de sobrepaso retirada cuatro dias antes del fin del tratamiento
progestacional.

La secrecion de progesterona observada para el grupo T fue mayor al grupo PD,
contrastando con lo reportado en la literatura donde la secrecion de progesterona es
afectada por el nivel de consumo de alimento, teniendo como consecuencia que un
periodo de sub-alimentacion, aumente las concentraciones de P4 en suero, mientras
gue un régimen alimenticio alto en energia tendr4 concentraciones menores en el
torrente sanguineo periférico (Abecia et al., 1997), lo cual contrasta con lo observado
en el presente experimento, por su parte O’Callaghan et al. (2000), mencionan que las
diferencias no son debidas a una menor secrecion de P4 por parte del cuerpo luteo,
sino a una disminucion en el tamafio de organos vitales lo cual influye en el
catabolismo de P,.

En el presente experimento no se observo una reduccion considerable en el peso vivo
y espesor de grasa dorsal lo cual posiblemente no fue suficiente para disminuir el
tamafio de oOrganos vitales como el higado y que éstos pudieran influir en el
metabolismo de P,. Ademas en comparaciéon con otros estudios (Abecia et al., 1997;
Lozano et al., 2003), al grupo con previa desnutricion (PD), no se le suministré el
mismo tipo de alimento, disminuyendo la cantidad de energia y proteina cruda debido a
la disponibilidad de éstas en el heno de avena en comparacién al concentrado
comercial, no obstante al momento del programa de sincronizacion y superovulacion
ambos grupos recibieron el mismo alimento mas grasa de sobrepaso sin influir en las
concentraciones de Py, lo cual contrasta con lo observado por Espinoza et al. (1997) y

Burke et al. (1996) quienes mencionan que una alta cantidad de grasa puede influir en
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las concentraciones de P4 debido a que las grasas son precursoras de colesterol y este
a su vez es la base para la sintesis de P,.

Las concentraciones de insulina fueron mayores en el grupo que se alimento
previamente con heno de avena, y posteriormente se cambidé el régimen alimenticio
(flushing), en comparacién al grupo alimentado de forma constante con concentrado
comercial antes y durante el programa superovulatorio. Se ha observado que la
diferencia en condicién corporal influye en las concentraciones de insulina, siendo
mayores en los animales que presentan una mayor condicion corporal, en comparacién
a los de una menor, como consecuencia de un periodo previo de subnutricion (Caldeira
et al., 2007). Por otra parte la adicion de grasa de sobrepaso tiene un efecto negativo
en las concentraciones de insulina, sugiriendose que a una mayor cantidad de grasa de
sobrepaso, una menor concentracion de insulina (Espinoza et al., 1997; Espinoza et al.,
2008). La insulina es importante debido a que tiene un efecto permisivo en la tasa
ovulatoria, por medio de un aumento en la cantidad de receptores a glucosa en las
estructuras ovaricas (Downing et al., 1995). En el presente experimento la mayor
concentracion de insulina se observo en los animales que recibieron heno de avena, lo
cual coincide con lo reportado por Recabarren et al. (2005), quienes reportaron
mayores concentraciones de insulina en ovejas que estuvieron restringidas por 6
semanas, sugiriendo una resistencia a la insulina, como efecto del aumento
compensatorio en las concentraciones plasmaticas basales de insulina, teniendo como
objetivo bioldgico favorecer la disponibilidad de glucosa para los tejidos no insulino-
dependientes, en particular el cerebro. Estas altas concentraciones son debidas a un

cambio en la dieta, ya que los animales venian de condiciones de menor disponibilidad
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de energia, debido a esto el organismo se hizo mas eficiente en administrar la energia
que tenia, pero cuando existe una mayor concentracion de glucosa en sangre el
organismo responde aumentando la concentracién de insulina como una respuesta al
administrar la energia obtenida por el organismo (Schwartz et al., 1992).

La cantidad de cuerpos lateos en respuesta al tratamiento superovulatorio fue mayor
para el grupo con una previa desnutricién (PD) en comparacion al grupo T. Se ha
sugerido que la condicion corporal tiene un papel importante sobre la tasa ovulatoria
(Vifoles et al., 2002), observandose que en ovejas con una condicion corporal baja
durante la ultima parte de la fase latea no existen diferencias en la concentracion de
FSH a diferentes planos alimenticios, no asi en las concentraciones de glucosa e
insulina, sugiriendose que una mayor respuesta en la tasa ovulatoria puede estar
influenciada por la concentraciones existentes de glucosa e insulina durante esa fase
(Vifoles et al.,, 2005). Por otra parte Lucy et al. (1993), han observado que el
suplemento alimenticio de grasa de manera isocaldrica con respecto a una dieta testigo
sin suplemento de grasa estimula el crecimiento del foliculo preovulatorio ademas ésta
influye en el namero total de foliculos (Beam y Butler, 1997; Lammoglia et al., 1997) e
incrementa el tamafo de los foliculos preovulatorios (Beam y Butler, 1997; Oldick et al.,
1997), mencionandose que este incremento puede ser debido en parte al incremento
en la pulsatibilidad de LH en plasma, que estimulan en la ultima etapa de crecimiento
folicular. Por otra parte en ovejas maduras alimentadas con una dieta baja en energia
(aproximadamente 0.5-0.6 veces la energia requerida para mantenimiento) por 3 a 4
semanas se redujo la condicion corporal (de 2.61 a 2.1 y de 2.5 a 2.33; Abecia et al.,

1999; Lozano et al., 2003, respectivamente) observandose una disminucién en la tasa
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de division celular, nUmero de embriones de buena calidad y tasa de gestacion,
mientras que en ovejas alimentadas ad libitum por aproximadamente 3 semanas se
obtuvo un incremento en la condicion corporal (de 2.58 a 2.7, en escala de 1 a 5), pero
tuvieron una baja respuesta superovulatoria, un bajo nimero de oocitos de buena
calidad y un porcentaje mayor de desarrollo embrionario (Lozano et al., 2003). Estos
datos y los del presente experimento indican que la disminucién o incremento en la
condicion corporal puede ser asociada con la disminucién en la calidad del oocito
medido por la tasa de fertilizacion in vitro y desarrollo embrionario temprano en ovejas.

En el presente estudio no se observaron diferencias en la tasa de gestacion entre
grupos, lo cual indica que la nutricion no tuvo un efecto negativo en las estructuras
recuperadas en ovejas superovuladas en diferentes condiciones nutricionales. Lo
anterior concuerda con lo reportado por Abecia et al. (1997), quienes no observaron
diferencias en la tasa de gestacion como resultado de una sub-nutricion o sobre-
nutricion en ovejas que fueron superovuladas. Por otra parte altas tasas de gestacion
han sido asociadas a un incremento en las concentraciones de progesterona en plasma
durante la fase latea antes y después de la inseminacion (Maurer y Etchernkamp, 1982;
Butler et al., 1996) y algunos estudios indican que la nutricidon ejerce su efectos directos
sobre las funciones reproductivas mediante la alteracion en la produccién de hormonas
claves para la fisiologia reproductiva (O’Callaghan y Boland, 1999; Lucy, 2003; Hunter

et al., 2004).
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2.5. Conclusiones

En conclusién en las presentes condiciones experimentales la condicion corporal afectd
la respuesta a la tasa ovulatoria y concentracion de insulina en ovejas alimentadas con
heno de avena, mientras que la concentracion de P4 fue mayor en ovejas alimentadas

con concentrado, sin embargo no afecté la tasa de gestacion entre grupos.
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CONCLUSIONES GENERALES

En términos generales y de acuerdo con las condiciones experimentales descritas se
concluye que la nutricion en el caso del programa de sincronizacion solamente retraso
el inicio de la presentacion del estro, e inicio de la elevacion de LH, no influyendo en las
demés variables evaluadas (exp. 1), mientras la combinacion de P, enddgena y
exogena (FGA), aumento6 las concentraciones de P4, afectando la duracion del estro,
pero no influyé en las demas variables, lo cual indica que estas variables pueden
repercutir negativamente en un programa de sincronizacion de estros alterando el inicio

y duracion de este, y con ello comprometiendo el éxito del programa.

En el caso del programa de sincronizacion y superovulacién, la desnutricion previa a
estos programas y su posterior restauracion afecto la respuesta a la tasa ovulatoria y
concentraciones de insulina en ovejas alimentadas con heno de avena, mientras que
las concentraciones de P, fueron mayores en ovejas que no estuvieron bajo una previa
desnutricion, estos resultados muestran que el efecto de la grasa de sobrepaso en un
programa de superovulacion, puede estar condicionado al nivel corporal al momento de

iniciar el programa de suplementacion.
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