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1. INTRODUCCION GENERAL

La oveja Criolla es una reserva genética para realizar cruzas con otras razas, ya
gue resiste a enfermedades y se adapta a medios extremos. Su eficiencia
reproductiva se puede mejorar utilizando métodos que controlen la interaccién
hormonal que sucede en el ciclo estral. Un método es la sincronizacion de
celos, el cual permite el manejo eficiente de la monta, aprovechar la
disponibilidad de forraje, recursos de mano de obra o la demanda del mercado,
asi como el desarrollo e implementacion de procedimientos de inseminacion
artificial y de transferencia de embriones (Godfrey et al.,, 1997). La
sincronizacion de celos se puede realizar utilizando progesterona (P4) o
progestagenos, los cuales actuan en el hipotdlamo causando un bloqueo de la

secrecion de la hormona luteinizante (LH), retrasando la maduracion folicular.

La concentracion de P, durante la sincronizacion del celo puede influir en el
desarrollo folicular (Johnson et al., 1996); niveles subluteales de P, promueven
el crecimiento y persistencia de un foliculo dominante (Vifioles et al., 1999;
Evans et al., 2001), incrementando su edad y retrasando la ovulacion (Johnson
et al., 1996), lo que se manifiesta en baja fertilidad de la oveja (Vifioles et al.,
1999). En contraste, el suplemento con P4 al final de la sincronizacion de celos
con dispositivos intravaginales, aumenta el desempefio reproductivo en ovejas
(Husein y Abadneh, 2008). La P, induce regresién del foliculo dominante, y
emergencia y ovulacién de un nuevo foliculo (Anderson y Day, 1994; McDowell
et al., 1998). El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de utilizar P4
uno o dos dias antes de terminar el protocolo de sincronizacién de celos con

esponjas intravaginales, en la incidencia de celos y fertilidad de ovejas Criollas.



En el Capitulo 2 se presenta una revision de literatura de los temas
concernientes a la presente investigacion, en el tema 2.1 se describen algunas
generalidades del desarrollo folicular de la oveja, asi como los factores que
afectan la dinamica folicular y la importancia de la aplicacion de la
ultrasonografia en el estudio de la dinAmica folicular de la oveja. En el tema 2.2
se menciona acerca de la sincronizacion de celos, su uso potencial, los
métodos de sincronizacion, naturales como el efecto macho y farmacolégicos
aplicando P, o progestagenos; también se describen las vias de aplicacion y
agentes de sincronizacion como dispositivos intravaginales, implantes y
prostaglandinas. En la parte final de la revision de literatura (tema 2.3) se
describe el efecto que tiene la P4, la gonadotropina corionica equina (eCG) y el
estradiol (E2) en el crecimiento folicular.

El presente documento integra un articulo cientifico (Capitulo 3) el cual describe
los antecedentes y procesos que se siguieron para obtener los resultados de la
presente investigacion, asi como las explicaciones a los fendmenos ocurridos y

la conclusion de la investigacion.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades

El crecimiento folicular y luteal, su diferenciacién y la secrecion de hormonas
ovaricas esteroidales e inhibina se estimulan principalmente por las hormonas
gonadotrépicas hormona foliculo estimulante (FSH) y LH, siendo estos factores
endodcrinos los que regulan la funcion de los ovarios, al actuar en sus
estructuras blanco. La accion hormonal es medida por el tipo y nimero de
receptores especificos que actian en los foliculos y hacen que éstos se
desarrollen. El estimulo de las gonadotropinas en los foliculos depende de la
etapa en que se encuentren, el inicio y crecimiento folicular dependen de

cambios internos (Fortune et al., 2004).

El ovario contiene un depdésito de foliculos primordiales reduciéndose de forma
gradual y regular, dejando la fosa donde se localizan quiescentes y comienzan
su crecimiento, el cual depende de cambios en el balance de factores internos
(inhibitorios, estimulatorios o permisivos) de cada foliculo (Fortune et al., 2004).
La foliculogénesis inicia con la seleccién de foliculos primordiales de la fosa,
siguiendo una irreversible fase de crecimiento del ovocito, proliferacion de
células de la granulosa y diferenciacion de células de la teca. Los foliculos
preantrales resultantes son altamente receptivos a la FSH y son inducidos a
diferenciar la fase preovulatoria. Los foliculos preovulatorios son caracterizados
por el incremento en la capacidad de sintetizar altos niveles de E,, por la
aromatizacion de andrégenos derivados de las células de la teca, la formacion
de un antro grande lleno de fluido y la adquisicidén de receptores de LH (Couse
et al., 2005). El ovario de la oveja adulta (dependiendo de la raza) tiene entre
12,000 y 86,000 foliculos primordiales y entre 100 y 400 foliculos en crecimiento
y s6lo de 10 a 40 se visualizan en la superficie ovarica (Rubianes, 2000).

El desarrollo folicular en la oveja ocurre en ondas, predominado dos a tres por

ciclo estral, cuando se presentan dos ondas foliculares el numero de foliculos
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pequefios, medianos y grandes de la primera onda se presentan en el dia 4,5y
8, y en la segunda onda los dias 10, 12 y 16, respectivamente. Existiendo un
progresivo crecimiento folicular de una clase de tamafo a otro en el numero de

dias en una onda de desarrollo (Evans et al., 2000).

Las ondas foliculares se presentan en un rango de dos a cinco en cada ciclo
estral, prevaleciendo tres ondas que emergen los dias 0, 6 y 11 del ciclo,
también se ha encontrado una cuarta onda el dia 14. En las ondas foliculares,
se ha observado normalmente que el foliculo mayor de la onda 1 es mas
grande que el mayor de la onda 2; el crecimiento desde el dia de emergencia
(primer dia con un didmetro de 3 mm) al dia de mayor diametro es
aproximadamente 1 mm por dia; dependiendo de la raza, en promedio de 1.2 a
1.5 foliculos alcanzan 5 6 mas mm de diametro en cada onda; el intervalo entre
la onda 1 y 2 es mas largo que entre la onda 2 y 3; los foliculos menores a 3
mm de didmetro emergen y regresionan de forma mas continua (Rubianes,
2000).

La dominancia folicular en la vaca dentro de una onda tiene dos fendmenos, la
diferencia en el crecimiento del foliculo mayor y el segundo mayor, y la
disminucién del numero de foliculos pequefios asociada con el crecimiento del
foliculo mayor (Rubianes, 2000). En la oveja también ocurre la dominancia
folicular en la fase luteal temprana, observando la diferencia entre el
crecimiento del foliculo dominante y el subordinado (segundo mas grande)
durante la onda 1. Ademas, el numero de foliculos mayores de 2 mm de
diametro emergen y regresionan, manteniéndose bajos durante la fase de
crecimiento del foliculo dominante (Vifioles et al.,, 1999). Rubianes (2000)
menciona que en tratamientos de superovulacion el nimero de ovulaciones es

mayor cuando se aplica FSH en ausencia de un foliculo dominante.



2.1.1 Factores que afectan la dinamica folicular

La aptitud reproductiva de la hembra depende del desarrollo posnatal de los
ovarios y las fluctuaciones en la concentraciéon hormonal de FSH y LH en ese
periodo, debido a que el crecimiento, la maduraciéon folicular y la
esteroidogénesis en el ovario, dependen de dichas hormonas. La elevacion
temprana de FSH y LH del nacimiento a las 10 semanas de edad en ovejas
Oulled Djellel es méas correlacionada con un incremento en el peso ovarico y
namero de foliculos antrales menores a 3 mm de didmetro, que al aumento de
foliculos mayores de 3 mm de diametro. A partir de las 10 semanas de edad se
incrementa el numero de foliculos mayores a 3 mm de didmetro y disminuyen

los menores a 3 mm (Mahdi y Khallili, 2008).

En ovejas, el segundo pico de FSH y LH se presenta a las 18 semanas de
edad, correlacionandose con un aumento en el numero de foliculos 23 mm y
diametro maximo, debido a un incremento en la frecuencia de pulsos de LH y al
crecimiento de foliculos de 4 mm de diametro. El tercer pico de LH y una
pequefa elevacion de FSH se correlaciona con el acrecentamiento en nimero,
tamafio total y maximo diametro del foliculo a las 24 semanas de edad. El
aumento puede estar estimulado por una elevacion en la frecuencia de pulsos
de LH antes de la primera ovulacion. En ovejas Oulled Djellel ocurren de dos a
tres picos de FSH y LH en plasma antes de entrar a la pubertad y de que ocurra
la primera ovulacién, la cual se presenta alrededor de 24 a 26 semanas de
edad. El incremento en el numero y tamafio de los foliculos generalmente ha
sido relacionado con las concentraciones de FSH y LH en plasma (Mahdi y
Khallili, 2008).

La aplicacion de esponjas intravaginales impregnadas con 60 mg de acetato de
medroxiprogesterona (MAP) no afectd las secreciones tonicas de LH/FSH o el
desarrollo de la onda folicular (logrando foliculos =5 mm de didametro) en ovejas
en anestro (Bartlewski et al., 2004). En ovejas Suffolk cruzadas y Texel con un
numero alto de foliculos (=8) a principios del ciclo estral, tuvieron mejor
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respuesta a tratamientos de superovulacién, en base a formacion de mas
cuerpos luteos (CL), en comparacién con ovejas con menos foliculos (<8)
(Mossa et al., 2007). La restriccion aguda de nutrientes (ayunos en horas)
durante la fase luteal del ciclo estral, provocé cambios endocrinos que tuvieron
influencia en el momento del pico de LH y probablemente la ovulacion (Kiyma et
al., 2004), atrasando el desarrollo folicular y disminuyendo la secrecion de E;
(Alexander et al., 2007).

2.1.2 Ultrasonografia aplicada al estudio de la dinamica folicular

Vifioles et al. (2004) mencionan que la ultrasonografia transrectal en la oveja
con un trasductor lineal (7.5 MHz), es un método preciso para determinar
tamafio y numero de CL, ademés de foliculos ovaricos, observaron en ovejas
Corriedale un rango en diametro folicular de 2 a 6 mm, la mayor parte eran de 2
mm, el rango en el numero de foliculos de 2 a 3 mm es utilizado para describir
el reclutamiento folicular en la emergencia de la onda y su inhibicién por el

foliculo dominante.

El uso de la ultrasonografia puede ser un instrumento para el estudio de la
dinamica folicular. Se pueden determinar con alta precision foliculos 24 mm; sin
embargo, la sensibilidad es baja para foliculos con didmetro mas pequefio
(Vifioles et al., 2004). La ultrasonografia transrectal permite diferenciar foliculos
e identificar sucesivos procesos foliculares. En ovejas Mouflon se observo por
medio de ultrasonografia en los patrones de crecimiento folicular, que el foliculo
preovulatorio fue el mas grande de los foliculos en crecimiento en ambos
ovarios cuando se indujo la lutedlisis. También se determiné que el foliculo
preovulatorio seleccionado para crecer y ovular inhibe el crecimiento de otros
foliculos en crecimiento, marcando su diferencia en el diametro folicular con
respecto al segundo foliculo mas grande (Gonzalez-Bulnes et al., 2001).
Duggavathi et al. (2003) encontraron por medio de ultrasonografia 3.1+0.3
ondas foliculares y 3.1+0.3 picos de FSH por ciclo estral con una correlacion



positiva (r=0.77). También mencionan que se reclutan 1 a 3 foliculos en la

emergencia de la onda folicular en ovejas Cara Blanca Occidental.

Barrett et al. (2004) al monitorear con ultrasonido ovarios de ovejas Cara Blanca
Occidental en anestro, 10 dias después de inducir el celo con esponjas
intravaginales (60 mg de MAP) y eCG (500 Ul), determinaron que el nimero de
foliculos por onda fue 3.3+0.4, 2.4+0.4 y 1.6+0.2 para la primera, segunda y
tercera onda, respectivamente. También reportaron que el intervalo entre la
remocion de la esponja y la emergencia de la onda folicular fue de 2.0+0.4,
5.740.5 y 8.7+0.5 dias para la primera, segunda y tercera onda,
respectivamente. El didmetro maximo del foliculo mas grande de la primera
onda fue de 5.4+0.1 mm. Sin embargo, cuando se repitid el mismo experimento
pero en época reproductiva se encontr6 que el nimero de foliculos en la
primera onda fue de 2.0+0.3, el intervalo entre la remocion de la esponja y la
emergencia de la primera onda folicular fue de 3.6+0.4 dias y el diametro

maximo del foliculo méas grande en la primera onda fue de 5.2+0.1 mm.

En ovejas Cara Blanca Occidental en anestro, se determin6 que la presencia de
estructuras luteales acortaron la duracion de foliculos antrales emergentes
(creciendo de 3 a =5 mm antes de la regresion). Sin embargo, en ovejas
ciclando no fue modificada la duracion de las fases de duracion de foliculos

emergentes ni el nUmero de ovulaciones por ovario (Bartlewski et al., 2001).
2.2 Sincronizacion de celos

La utilizacion de la sincronizacion e induccién de celos permite reproducir las
ovejas cuando existen variaciones estacionales, aprovechar la disponibilidad de
forraje, recursos de mano de obra o la demanda del mercado, asi como el
desarrollo e implementacién de procedimientos de inseminacion artificial y de
transferencia de embriones (Godfrey et al., 1997). La induccién del celo se
utiliza para lograr que las ovejas ciclen durante la época de anestro estacional
(Cordova et al.,, 1999), caracterizada por la disminucion de la frecuencia de

7



pulsos de LH, ausencia de celo y ovulacion (Goodman et al.,, 1982). La
sincronizacion de celos permite regular el tiempo de aparicion del celo y estimar
el tiempo de ovulacion, y se puede lograr causando la lisis del cuerpo luteo (CL)

o controlando la concentracion de P, endbgena.
2.2.1 Métodos de sincronizacién

El fundamento de sincronizar celos es bloquear la liberacion de GnRH
(hormona liberadora de gonadotropinas), para lo cual se aplica progesterona o
algun progestageno (analogo sintético de progesterona), estos actian en el
hipotalamo ejerciendo retroalimentacion negativa en la secrecion de FSH y LH,
retrasando el crecimiento folicular. Al suspender la progesterona o el
progestageno, se reanuda la secrecion de FSH y LH y por lo tanto el
crecimiento folicular, la producciéon de 17-f estradiol, el celo y la ruptura del
foliculo. Otra forma de sincronizar celos es causar la lisis del CL con

prostaglandinas.
Método natural

En la oveja el elemento principal de la regulacién reproductiva natural es el
fotoperiodo, en la época con dias cortos la oveja comienza su actividad
reproductiva y ésta se puede inducir (adelantar) o sincronizar de forma natural
(efecto macho), siendo un método de bajo costo, sin embargo, los celos no se

presentan homogéneamente.
Efecto macho

El efecto macho es un fendmeno de bioestimulacion que consiste en aislar las
ovejas del macho en la época de anestro estacional, y al reintroducir el macho,
las ovejas responden exhibiendo celo en un periodo relativamente similar en el
siguiente ciclo estral (Abecia et al., 2002). La época de anestro estacional es
caracterizada por el descenso de pulsos de LH sin oleadas preovulatorias de

FSH y LH. El carnero estimula a la oveja por medio de feromonas, contacto
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visual y conductas tactiles que actuan de forma sinérgica. La lana impregnada
con el aceite secretado por la piel del macho es una fuente de feromonas, las
cuales pueden estimular la frecuencia de pulsos de LH y la ovulacion de ovejas
en anestro. La mayoria de las ovejas ovula cuando se unen a machos que
expresan mayor libido, en relacion a las que se unen a machos con menor
libido. Los pulsos de LH se incrementan en ovejas prepuberes en época de
anestro al introducirles un macho (Ungerfeld, 2003). La exposicion continua de
machos inmediatamente después de remover la esponja, acelerd la aparicién
del celo y redujo la distribucién de inicio, en un tratamiento de sincronizacion

realizado durante la época reproductiva (Romano et al., 2000).

El efecto macho acorta el intervalo de aparicion de celo después de retirar la
esponja intravaginal en época reproductiva (Underfeld y Rubianes, 1999). La
exposicion de machos vasectomizados a ovejas durante 17 dias aumento el
namero de animales gestantes al inicio de la época reproductiva (Kenyon et al.,
2008). Sin embargo, la union de ovejas y carneros antes de la pubertad es
insuficiente para mejorar el desempefio reproductivo de los carneros (Kridli y Al-
Yacoub, 2006).

Método farmacoldgico

El uso de farmacos permite sincronizar e inducir celos en ovejas de manera
mas eficaz. Sin embargo, para su utilizacion se requiere de personal
capacitado, elegir el farmaco mas adecuado para la sincronizacion, ademas de

gue se elevan los costos.
Progesterona y progestagenos

La sincronizacion de celos se puede realizar utilizando P4, 0 progestagenos
usando diversas vias de aplicacion (subcutanea, intramuscular, oral y topica).
La forma mas usual es la aplicaciéon de dispositivos intravaginales impregnados
con MAP o FGA (acetato de fluorogestona) (lida et al., 2004). Hashemi et al.

(2006) compararon tres tratamientos en ovejas Karakul; aplicacion i.m. de 20
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mg cada dos dias de P, por 12 dias mas 500 Ul de eCG el dia 12; aplicacion de
un CIDR (dispositivo de liberacion interna controlada) con 0.3 g de P4 por 12
dias mas 500 Ul eCG el dia de la remocion del dispositivo y aplicacion de una
esponja intravaginal con 60 mg de MAP mas 500 Ul el dia 12, encontrando que
la incidencia de celos fue mayor con CIDR (93.3%) y con la esponja con MAP
(100%) que con la aplicacion de P4 i.m. (80%). La hora de inicio de celos fue
menor con CIDR (30.1+7.6) y con la esponja conteniendo MAP (29.6+5.6) que
con la aplicacion de P4 (51.4+10). Los tratamientos de sincronizacion en ovejas
Suffolk con P4 (CIDR: 0.3 g; esponja intravaginal: 0.5 g) inducen el celo mas
rapido, en comparacion con los que contienen progestagenos (esponjas con
MAP: 60 mg; esponjas con FGA: 40 mg). El inicio del celo al utilizar CIDR fue 5
y 10 h méas temprano que al usar esponjas con MAP o FGA (Fukui et al., 1999).

2.2.2 Vias de aplicacion y agentes de sincronizacion
Dispositivos intravaginales

Las esponjas intravaginales son ampliamente utilizadas para la sincronizacion e
induccion de celos, son fabricadas de poliuretano con un hilo integrado para
retirarlas y estan impregnadas con alguan progéstageno (FGA, MAP o
cronolona) o P4. La concentracién del producto activo varia segun el fabricante.
La insercion de la esponja dentro de la vagina se realiza utilizando un aplicador
compuesto de un tubo de plastico y un émbolo. La esponja se impregna de
algun antibiético tépico para evitar una infeccion vaginal, se coloca en la parte
contraria al émbolo, se inserta el aplicador en la vagina, el cual previamente
desinfectado y lubricado, y se presiona el émbolo para colocar la esponja en el
fondo de la vagina, con el hilo fuera de ésta para facilitar su retiro. La esponja
permanece insertada por 12 dias simulando la fase lutea de la oveja, cuando se

retira el dispositivo se libera la GnRH continuando con el ciclo.

Das et al. (2000) obtuvieron una mayor incidencia de celos (p<0.05) en ovejas
Merino cruzadas cuando se les inserté una esponja con 350 mg de P, por 12
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dias (75%), comparativamente con 300 mg (42%). En ovejas Barbados Barriga
Negra sincronizadas en época de baja fertilidad, el 100% fueron detectadas en
celo al utilizar esponjas con 65 mg de MAP por 12 dias mas la aplicacién de
200 Ul de eCG 48 h antes de la remocioén de la esponja, al retiro o al momento
en que el macho monto la oveja. Sin embargo, el porcentaje de gestacion (80)
fue mayor (p<0.05) cuando la eCG se aplicdé la momento de retirar la esponja
(Martinez et al., 2007). Zarkawi et al. (1999) cuando indujeron celos en ovejas
Awassi con esponjas (60 mg de MAP) por 14 dias mas eCG (600 Ul) al retirar la
esponja, encontraron 82% de celos y 80% de pariciones. También encontraron
32.6% de celos y 32.6% de pariciones cuando solo se insert6 la esponja por 14
dias. Fukui et al. (1999) no encontraron diferencia (p=0.05) en el porcentaje de
gestacion, al sincronizar ovejas con esponjas conteniendo 60 mg de MAP
(44.4%) o0 40 mg de FGA (45.5%).

Implantes

La actividad reproductiva de la oveja se puede manipular por medio de
implantes subcutaneos impregnados de algun progestageno, insertados bajo la
piel en el pabellon de la oreja. También se pueden utilizar implantes de
melatonina en época de anestro para inducir celos. El fotoperiodo regula el
comportamiento reproductivo de la oveja, la luz es captada por los ojos y
traducida por la glandula pineal para secretar melatonina de forma ritmica. Esta
secrecion hormonal se traduce en informacion luminica al hipotalamo, para que
se presenten las pulsaciones de la hormona liberadora de LH en la estacion
adecuada, manifestdndose principalmente cuando los dias son cortos
(Recabarren et al., 2000).

DeNicolo et al. (2008) encontraron que la incidencia de celos fue del 85.8% al
utilizar un CIDR (0.3 g P4) mas eCG (600 Ul) y 81.5% cuando se utilizé lo
anterior mas un implante de melatonina (18 mg), estos resultados fueron
superiores (p<0.05) a la utilizacion de un CIDR mas un implante de melatonina
(18 mg). El porcentaje de gestacion que encontraron fue mayor (66.7%) cuando
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aplicaron un CIDR (0.3 g P4) mas eCG (600 Ul) mas un implante de melatonina
(18 mg) que al utilizar los demas tratamientos (46.6 y 42.9% para CIDR mas
eCG o CIDR mas implante de melatonina). La respuesta inductiva completa de
la actividad ovarica en las hembras, se logra cuando el tratamiento de
melatonina se mantiene durante un periodo mayor a 40 dias (Staples et al.,
1992). Los implantes de melatonina reduce la estacionalidad, mejoran la
respuesta al efecto macho y la tasa de ovulacién de las ovejas (Zufiga et al.,
2002).

Prostaglandinas

El descubrimiento y la manipulacion quimica de las prostaglandinas ha
permitido la produccién de formas analogas sintéticas de la hormona para
inducir la regresion del CL y la manifestacion de celo en la oveja (Urviola, 2005).
La prostaglandina Fyq (PGF24) es la principal hormona luteolitica, la cual es
trasportada por medio de un mecanismo de corriente negativa de la vena

uterina a la arteria ovarica ipsilateral al ovario donde se localiza el CL.

La PGFy4 se produce en forma natural en las células endometriales y en el CL.
La sensibilidad del CL a la PGFy, depende de su estado de madurez,
determinada por una vascularizacion desarrollada y la produccion de P4
superior a 1 ng mL™* (Olivera et al., 2007). El sistema vascular del CL
desaparece durante la lutedlisis, asociada con apoptosis de las células
endoteliales del CL (Fraser y Wulff, 2003). La PGF,, causa la lutedlisis del CL
por medio de la inhibicién de la esteroidogénesis y la induccién de la apoptosis,
por medio de la transmision de sefiales en cadena involucrando la prolactina, el
Factor de Necrosis Tumoral alfa, el interferon gamma y especies reactivas de

oxigeno (Olivera et al., 2007).

La aplicacién de dos dosis de 15 mg de PGF,, cada una con un intervalo de 10
dias en un tratamiento de sincronizacion en ovejas St. Croix indujo celos en
2.910.4 dias (Godfrey et al., 1997). Urviola et al. (2005) reportaron que la
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aplicacion de 0.175 mg i.m. de Tiaprost (analogo de PGFy,) en ovejas
Corriedale el dia cuatro del ciclo estral, indujo el celo més temprano (p<0.01)
(34:28+4:26 h) que al aplicar la prostaglandina el dia 10 (47:45+7:06 h), con
incidencia de celos del 100% en ambos tratamientos. Al sincronizar celos en
ovejas de la raza Manchega aplicando dos dosis de 100 ug i.m. de cloprostenol
(analogo de PGF,) con un intervalo de 10 dias, el 81.5% de las ovejas

manifesto celo (Gonzalez-Bulnes et al., 2005).
2.3 Factores que afectan el crecimiento folicular
2.3.1 Efecto de la progesterona en el crecimiento folicular

La accidn de las hormonas esteroidales sexuales se presenta al unirse con sus
receptores intracelulares especificos, causando el efecto biolégico vy

determinando el estado funcional del tracto genital (Vasconcellos et al., 2005).

Los efectos fisiolégicos de la P4 incluyen diferenciacion del endometrio, control
de la implantacion del embrion, maduracion del epitelio mamario, modulacion de
los pulsos de GnRH y liberacion del ovocito. La forma en que actia la P4 en los
organos blanco es modulada por receptores a nivel del nacleo, éstos comparten
una base estructural similar y son ligando-activadores de factores de
transcripcion. Los receptores existen de dos isoformas la A y la B, expresadas
por un simple gen. La P4 una vez dentro de la célula blanco induce un cambio
en la conformacion de su receptor transformandolo de ADN no ligado (en su
forma inactiva) a ligado a ADN, ésta transformacion es acompafada por pérdida
de calor asociada a las proteinas impactadas y a la dimerizacion. La activacion
del receptor de P, dimerizado liga secuencias especificas de ADN dentro de la
region promotora de genes receptivos de P4, llamados elementos de respuesta
de P4 (Chabbert et al., 2005).

En vacas, la atresia del foliculo dominante se puede causar al elevar la
concentracion sistémica de P4 por 24 h. Ademas, el uso de un progestageno

por 24 h puede regular el crecimiento y persistencia de foliculos ovaricos e
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incrementar la fertilidad (McDowell et al.,, 1998). El desarrollo de foliculos
ovaricos es inhibido por la P4, existiendo una correlacion negativa entre los

niveles de P4 en suero y la tasa de crecimiento folicular (Peluso et al., 2006).
2.3.2 Efecto de GnRH en el crecimiento folicular

La GnRH es un dacapéptido regulador del sistema reproductivo de los
mamiferos (Kraus et al., 2001), esta hormona modula la sintesis y secrecion de
FSH y LH de la adenohipdfisis. Se sintetiza y almacena en el hipotdlamo y
proporciona un enlace entre el sistema neural y endocrino (Hafez y Hafez,
2000).

Hormona luteinizante

La LH es una glucoproteina compuesta por una subunidad alfa y una beta, sus
niveles basales deben actuar conjuntamente con la FSH para inducir la
produccion de E; del foliculo mas grande. La ruptura de la pared del foliculo y
en consecuencia la ovulacién es causada por el pico de LH. La concentracién
ténica de LH se muestra en rangos de cada hora aproximadamente, su pico
induce las etapas finales de la maduracion del ovocito a la metafase Il, antes de

la ovulacion (Hafez y Hafez, 2000).

El pico preovulatorio de LH es evidente antes de la ovulacién, el aumento de la
concentracion de E; circulante tiene un efecto de retroalimentacion positiva en
el hipotdlamo, induciéndose un pico repentino de liberacion de GnRH,
acompafado por un pico preovulatorio de LH y FSH, Estos ultimos picos duran
6 a 12 h y son responsables de la ovulacién (Hafez y Hafez, 2000). La
reduccién de los pulsos de LH tiene como resultado un desarrollo folicular pobre
y una disminucion de la sintesis de E;, lo cual hace méas débiles los mensajes
endocrinos que inician el pico de LH teniendo un impacto negativo en la
fertilidad (Dobson et al., 1999).
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Hormona foliculo estimulante

La FSH es una glicoproteina secretada en pulsos desde los gonadotropos de la
hipdfisis. Se compone de dos subunidades alfa y beta. La alfa es similar a la de
la LH, la gonadotropina coridnica humana y la hormona estimulante de la
tiroides. La subunidad beta es distinta y es la que da la especificidad de accion
biol6gica (Recabarren et al., 2006). La FSH es la responsable del crecimiento y
maduracion folicular. Knights et al. (2000) encontraron en ovejas Suffolk y
Dorset, que al aplicarles un CIDR por cinco dias mas 55 mg de FSH via i.m. 24
h antes de retirar el dispositivo increment6 (p=0.06) la prolificidad, en relacion a

ovejas que recibieron so6lo un CIDR por 5 dias (1.67+0.1 vs 1.50+0.1).

La eCG es una hormona placentaria que se secreta en las copas endometriales
del dtero de la hembra equina, formadas a los 40 dias de la gestacion y
permanecen hasta el dia 85. La eCG es una glucoproteina con subunidades
alfa y beta similares a las de la FSH y LH, pero posee mayor numero de
carbohidratos como el acido sidlico, el cual le confiere un efecto de duracion
mas largo. Tiene efecto de FSH principalmente (LH en menor proporcion)
estimulando el desarrollo folicular. Los foliculos que no ovulan se luteinizan por
su accion de LH (Hafez y Hafez, 2000).

La eCG aumenta la tasa de ovulacion de la oveja al reclutar foliculos pequefios,
por el incremento de la tasa de crecimiento de foliculos antrales y por la
modificacion de las proporciones de tamafo del foliculo en la fase de celo. La
aplicacion de 500 Ul de eCG puede alterar el numero de foliculos preantrales,
tamafio, capacidad esteroidogénica, caracteristicas de crecimiento o patrones
de reclutamiento. En ovejas Cara Blanca Occidental con anestro estacional
tratadas con esponjas intravaginales (60 mg de MAP) por 12 dias y aplicando
500 Ul de eCG el dia de la remocién de la esponja, la tasa de ovulacion fue de
2.3+0.3 y el intervalo del retiro de la esponja a la ovulacién fue de 2.9+0.1. El
grupo control (sélo esponja) no manifestdé celo y el intervalo de retiro de la
esponja a la ovulacion fue de 4 dias (Barrett et al., 2004).
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Uribe-Velasquez et al. (2008) encontraron en ovejas Bergamacia sincronizadas
con un CIDR (0.3 g de P4) por 14 dias mas la aplicacion de 500 Ul de eCG el
dia de retiro del dispositivo, que el 100% de los animales manifestaron celo y el

intervalo del celo a la ovulaciéon fue de 36+0.7 h.
2.3.3 Efecto del estradiol en el crecimiento folicular

Los estrogenos son producidos por las células de la granulosa del foliculo, bajo
el control de la FSH y LH. Los estrogenos tienen un papel esencial en la
regulacién de la maduracion del foliculo, el ovocito y su fertilizacion. También
estan involucrados en la preparacion funcional del oviducto para la interaccion
de gametos, el medio donde ocurrira el desarrollo embrionario y la preparacién
del Gtero para la implantacién. Los estrogenos estan involucrados en una serie
de eventos claves en el proceso de maduracion folicular. El incremento de
estrogenos en suero durante la fase folicular ha sido asociado con el término de

la maduracion del foliculo (Guo et al., 2004).

En ovejas Corriedale en anestro, la aplicacion via intramuscular de E, (1 ug Kg’
1 indujo oleadas simultdneas de LH y FSH. Sin embargo, una segunda
aplicacion 24 h después no incremento la sensibilidad de la hipofisis al Ez, hubo
regresion del foliculo mas grande y la sincronizacion de una nueva onda

folicular, ademas no se indujo la ovulacion (Meikle et al., 2001).

La reduccion de la fertilidad por el incremento de la dominancia del foliculo
preovulatorio se puede deber a la prolongada fase de persistencia del foliculo
dominante y al aumento de la concentraciéon de 17B-estradiol (Kinder et al.,
1996). En vacas, la aplicacion de altos niveles de P4 suprimen la secrecion de
17B-estradiol disminuyendo la frecuencia de pulsos de LH, y la tasa de
crecimiento y tamarfio del foliculo dominante es menor (Sanchez et al., 1995). El
porcentaje de gestacion en vacas disminuye cuando la dominancia folicular se
extiende hasta 9 dias, pero esta disminucién es mas marcada cuando excede

de los 9 dias, la fertilidad es mayor cuando la dominancia folicular es menor de
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5 dias (Austin et al., 1999). Los tratamientos con P, causan atresia del foliculo
dominante, elevando el indice de apoptosis de las células de la granulosa.
Ademas, la actividad de la aromatasa se reduce, disminuyendo la produccion
de E, (Manikkam y Rajamahendran, 1997).

La muerte embrionaria temprana se asocia a concentraciones de E,
prolongadas. Los mecanismos por los cuales los foliculos persistentes y las
altas concentraciones de E; reducen la fertilidad incluyen acciones que
disminuyen la funcion luteal, acciones independientes de la funcién luteal o
ambas. La baja fertilizacion se asocia con la ovulacion de un foliculo que inicié
con un ciclo estral con CL de vida corta, por su regresion prematura, resultando
en la ovulacién de un ovocito con un defecto inherente adquirido que impide su
desarrollo oviductual y un ambiente uterino hostil para el desarrollo del embrion
(Breuel et al., 1993). En Ratas, las altas concentraciones de estrogenos pueden
ser perjudiciales al alterar el ovocito preovulatorio y el ambiente intrauterino

posovulatorio (Butcher y Pope, 1979).
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3. APLICACION ESTRATEGICA DE PROGESTERONA EN LA
SINCRONIZACION DE CELOS CON ESPONJAS
INTRAVAGINALES EN OVEJAS CRIOLLAS

3.1 Resumen

El objetivo fue determinar la dinamica folicular, la incidencia de celos y la
fertilidad de ovejas Criollas, bajo un protocolo de sincronizacion de celos y
aplicacion de progesterona (P4). Se utilizaron 75 ovejas Criollas sincronizadas
con esponjas intravaginales por 12 dias, distribuidas al azar a cuatro
tratamientos: Testigo (n=18); T P4 48 h, 25 mg de P, el dia 10 (n=19); T P, 24
h, 25 mg de P4 el dia 11 (n=20) y T eCG 48 h, 300 Ul de eCG (gonadotropina
coridnica equina) el dia 10 (n=18). Se determind con ultrasonido el nimero de
foliculos 22 mm de diametro a la hora cero (considerada el dia en que se aplico
P, 0 eCG en los tratamientos), y a las 24 y 48 h después. La inseminacion fue
por laparoscopia y el diagnostico de gestacidon por ultrasonografia. Se
determind la concentracién de P4 en plasma 12 d posteriores a la inseminacion.
Hubo aumento (p<0.05) del numero de foliculos en los tratamientos, excepto en
el Testigo, de la hora cero a las 24 h. El didmetro folicular s6lo se redujo
(p<0.05) en TP,48 hy T P,24 h alas 24 h después de la hora cero. El inicio
del celo fue mas tardio en T P4 24 h (p<0.05; 167.1+11.0 h) comparativamente
con los demas tratamientos. La concentracion de P, fue mayor (p<0.05) en
ovejas gestantes que en vacias (10.15+1.3 vs 5.32+1.7 ng mL™). El porcentaje
de gestacion de T P4 24 h fue superior (p<0.05) al del Testigo (70.0 vs 33.3). La
aplicacion de P4 al final de la sincronizacion de celos modifico la dinamica
folicular, retraso el inicio del celo y mejord la fertilidad de ovejas Criollas.

Palabras clave: progesterona, esponja intravaginal, ovejas Criollas.

Tesis de Maestria en Ciencias en Innovacion Ganadera, Universidad Autonoma Chapingo
Autor: Christian Garcia Ramirez
Director de Tesis: Ph.D. Raymundo Rangel Santos
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STRATEGIC APPLICATION OF PROGESTERONE IN THE
SYNCHRONIZATION OF ESTRUS WITH INTRAVAGINAL
SPONGES IN CREOLE EWES

3.2 Abstract

The objective was to determine the follicular dynamics, the incidence of estrus
and the fertility of Creole ewes under an estrus protocol synchronization of
estrus and the application of progesterone (P4). Seventy-five Creole ewes were
synchronized with intravaginal sponges for 12 days and were randomly
distributed to one of four treatments: control group (n=18); T P4 48 h, 25 mg of
P, on day 10 (n=19); T P4 24 h, 25 mg of P, on day 11 (n=20) and T eCG 48 h,
300 Ul of eCG (equine chorionic gonadotropin) on day 10 (n=18). The number
of follicles 22 mm in diameter was determined with ultrasound at zero hour
(considered as the day when P4, or eCG was applied), and 24 and 48 h after.
The ewes were inseminated by laparoscopy and pregnancy was determined by
ultrasound. The concentration of P, was determined in plasma 12 d after
insemination. There was an increase (p<0.05) in the number of follicles in the
treatments, except for the control group from the zero hour to 24 h. The follicular
diameter was reduced (p<0.05) only in the treatments T P, 48 hand T P4 24 h at
24 h after the zero hour. The onset of estrus was delayed in T P4 24 h (p<0.05;
167.1+11.0 h) compared with the other treatments. The P, concentration was
higher (p<0.05) in pregnant than non-pregnant ewes (10.15+1.3 vs. 5.32+1.7 ng
mL™). The pregnancy rate of T P4 24 h was higher (p<0.05) in the control group
(70.0 vs. 33.3%). The application of P4 at the end of the estrus synchronization
altered the follicular dynamics, delayed the onset of estrus and improved the
fertility of Creole ewes.

Key words: progesterone, intravaginal sponge, Creole ewes.

Master of Science Thesis, Universidad Autonoma Chapingo
Author: Christian Garcia Ramirez
Advisor: Ph.D. Raymundo Rangel Santos
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3.3 Introduccién

La oveja Criolla es descendiente de las razas Churra, Lacha y Manchega
introducidas por los espafioles a México durante los siglos XV al XVII (Ulloa-
Arvizu et al., 2009). El ovino Criollo es una reserva genética para realizar cruzas
con otras razas, ya que resiste a enfermedades y se adapta a medios extremos.
La sincronizacion de celos en ovinos facilita el manejo eficiente de la monta en
época reproductiva y la implementacion de técnicas como la inseminacion
artificial y la transferencia de embriones. La sincronizacion se puede realizar
utilizando esponjas intravaginales impregnadas con P, 0 progestagenos, estas
hormonas acttan en el centro ciclico del hipotalamo bloqueando la secrecion de

hormona luteinizante (LH) y por consiguiente la maduracion folicular.

En algunos estudios se ha comprobado que concentraciones subluteales de P4
promueven el crecimiento y persistencia de un foliculo dominante (Vifioles et al.,
1999; Evans et al., 2001), incrementando la edad del foliculo y retrasando la
ovulacion (Johnson et al., 1996), ocasionando finalmente baja fertilidad de la
oveja (Vifioles et al., 1999). La aplicacién de P, al final del tratamiento con
esponjas intravaginales aumenta el desempefio reproductivo en ovejas (Husein
y Ababneh, 2008). La P, induce la regresion del foliculo dominante, la
emergencia y ovulacién de un nuevo foliculo (Anderson y Day, 1994; McDowell
et al., 1998). El objetivo del presente estudio fue determinar la dinamica
folicular, incidencia de celos y fertilidad de ovejas Criollas, bajo un protocolo de

sincronizacion de celos y aplicacion de Py.
3.4 Materiales y métodos
3.4.1 Localizacion

El experimento se realizé de noviembre de 2008 a junio de 2009 en el Mdédulo
de Ovicaprinos de la Granja Experimental del Departamento de Zootecnia de la
Universidad Autbnoma Chapingo (19°32" N, 98°53’ O y 2250 msnm). El clima es
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templado subhumedo con lluvias en verano, temperatura media anual de 15 °C

y precipitacion media anual de 644.5 mm (Garcia, 1998).
3.4.2 Tratamientos y disefio experimental

Se utilizaron 75 ovejas Criollas multiparas (33+£6.3 kg) en época reproductiva,
clinicamente sanas. Las ovejas permanecieron en estabulacion y fueron
alimentadas de acuerdo con sus necesidades fisiolégicas de mantenimiento con
heno de avena, un concentrado comercial y una premezcla mineral ofrecida a
libre acceso. Las ovejas se distribuyeron aleatoriamente a cuatro tratamientos,
donde cada oveja se consideré una unidad experimental, se les coloc6 una
esponja intravaginal conteniendo 20 mg de cronolona (Chrono Gest® CR,
Intervet, México) por 12 dias, teniendo las siguientes variantes: tratamiento
Testigo (n=18); T P4 48 h, aplicacion i.m. de 25 mg de P, el dia 10 (n=19); T P4
24 h, aplicacion i.m. de 25 mg de P4 el dia 11 (n=20) y T eCG 48 h, aplicaciéon
i.m. de 300 Ul de eCG el dia 10 (n=18).

Las esponjas se removieron el dia 12 y los celos fueron detectados cada 6 h,
iniciando 24 h post remocién de la esponja, utilizando machos marcadores
provistos de un mandil para evitar la copula. Las ovejas se consideraron en celo
cuando permanecieron inméviles al ser montadas por el macho. A 15 ovejas de
cada tratamiento se les determiné via rectal el numero de foliculos 22 mm de
diametro en ambos ovarios, el diametro de todos los foliculos 22 mm, asi como
el diametro del foliculo mas grande en la hora cero (considerada el dia en que
se aplicé P, o eCG en los tratamientos), y posteriormente a las 24 y 48 h,
utilizando un aparato de ultrasonido (Sonovet 600®, Madison) equipado con un
transductor lineal de 7.5 MHz. Las ovejas se inseminaron mediante
laparoscopia 16 h después de detectado el celo, utilizando 100 x 10° de
espermatozoides por dosis contenidos en una pajilla de 0.25 mL, provenientes

de machos Criollos y fertilidad conocida.
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A 10 ovejas del grupo Testigo, T P, 48 hy T P4 24 h se les extrajo una muestra
de sangre 12 dias posteriores a la inseminacioén, por puncion de la vena yugular
con agujas y tubos vacutainer® de 10 mL sin anticoagulante. Las muestras
fueron centrifugadas a 3500 rpm por 10 minutos para obtener el plasma. La
concentracion de P, se determind por radioinmunoanalisis en fase sélida
usando un kit comercial. La sensibilidad del ensayo fue de 0.1 ng mL* y el
coeficiente de variacion intraensayo fue de 5.5%. El diagndstico de gestacion se
realiz6 45 dias después de la inseminacion, utilizando un ultrasonido con un
transductor convexo de 3.5 MHz. Al momento del parto se registro la prolificidad

y el sexo.
3.4.3 Analisis estadistico

Las variables incidencia de celos y porcentaje de gestacion se analizaron
mediante pruebas de Ji-cuadrada. El inicio de celo, niumero de foliculos,
diametro folicular, diametro del foliculo mas grande, concentracion de Py,
prolificidad y sexo se analizaron mediante un analisis de varianza con un
modelo lineal, utilizando el procedimiento GLM de SAS (2004). La comparacién
de medias se realiz6 mediante la prueba de Tukey. En el andlisis preliminar se
consider6 como covariable el peso de la oveja, sin embargo, no hubo

diferencias significativas (p=0.05) y se removi6 del modelo.
3.5 Resultados y discusion
3.5.1 Incidenciade celos

El efecto del tratamiento no influyé (p=0.05) en la incidencia de celos (Cuadro
1). Sin embargo, la incidencia de celos fue alta en todos los tratamientos.
Husein y Ababneh (2008) publicaron resultados similares (100%) en ovejas
Awassi, cuando utilizaron un CIDR (300 mg de P,4) por 12 dias y aplicaron 25
mg i.m. de P4 el dia 11, al igual que al utilizar esponjas intravaginales con
acetato de medroxiprogesterona (MAP) y aplicar oralmente 10 mg de MAP 24 h

antes de remover la esponja (100% de celos). La incidencia de celos del T eCG
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48 h fue similar a la reportada por Martinez et al. (2007) quienes aplicaron una
esponja intravaginal por 12 dias (65 mg de MAP) mas 200 Ul de eCG el dia 10
en ovejas Barbados Barriga Negra, obteniendo 100% de celos.

La incidencia de celos fue similar a la publicada por Garcia (2007),
manifestandose un 85% de ovejas en celo, al utilizar una segunda esponja
intravaginal (40 mg de FGA) el dia 7 para aumentar la concentracion de P,4. Sin
embargo, los resultados obtenidos en este experimento fueron superiores a los
publicados por Das et al. (2000), quienes utilizaron esponjas intravaginales con
300 6 350 mg de P4 por 12 dias en ovejas Merino, reportando 42 y 75% de
celos. Las diferencias entre estudios se pueden explicar por el tipo y
concentracion de P, aplicada, genotipo y estado fisiolégico de las ovejas. Los
resultados muestran que la aplicacién i.m. de P, al final del tratamiento de

sincronizacion no afecto la incidencia de celos.

Cuadro 1. Efecto’ del tratamiento en el porcentaje e inicio del celo (X * error
estandar) de ovejas Criollas sincronizadas.

Tratamiento” N Celos, % Inicio de celos, h
Testigo 18 94 .42 71.8+11.6°
TP,48h 19 89.52 110.4+11.3°
TP4s24h 20 95.0° 167.1+11.0°
TeCG 48 h 18 88.9° 86.7+11.6°

“Medias sin una letra en comun, dentro de columnas®®, son diferentes (p<0.05). YTratamiento
Testigo; T P, 48 h, aplicacion i.m. de 25 mg de P, el dia 10; T P4 24 h, aplicacion i.m. de 25 mg
de P, el dia11; y T eCG 48 h, aplicacién i.m. de 300 Ul de eCG el dia 10.

3.5.2 Inicio del celo

La hora de inicio del celo a través de los tratamientos se presenté después de
las 48 h del retiro de la esponja (Cuadro 1 y Figura 1). No hubo diferencias
(p=0.05) entre los tratamientos Testigo, T P, 48 hy T eCG 48 h. Sin embargo,

en el T P4 24 h el inicio del celo fue mas tardio (p<0.05), en comparacion con
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los demas tratamientos. El inicio del celo de las ovejas del TP, 48 hy T P4, 24 h
fue mas tardio en comparacion con la manifestacion del celo en ovejas Awassi
que recibieron oralmente 10 mg de MAP 24 h antes de retirar la esponja que
permanecioé insertada por 12 dias (54.5+2.9 h); también el momento de inicio
del celo en este estudio fue mas amplio comparativamente con ovejas que
recibieron 25 mg i.m. de P4 24 h antes de retirar el CIDR (45.4+2.4 h) (Husein y
Ababneh, 2008). La tasa de metabolizacion de la P, que contiene el CIDR es
mas rapida que la de los progestagenos (Zonturlu et al., 2008). Asimismo, el
inicio del celos difiere de lo reportado por Hashemi et al. (2006) (51.4+10 h), al
aplicar 20 mg i.m. de acetato de P4, cada segundo dia por 12 dias mas 500 Ul
de eCG. Los resultados del grupo Testigo son similares a los publicados por
Das et al. (2000) (75.3+ 12.4 h) al utilizar una esponja con 300 mg de P4 por 12

dias.

Las ovejas del T P, 24 h retrasaron la aparicion del celo de forma marcada
comparativamente con los otros tratamientos, lo cual se puede deber a una
concentracion alta de P, en ese tratamiento, seguida de una disminucion
sostenida de la concentracion hasta niveles basales después de retirar la
esponja, con un reinicio en la funcion del eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario,
causando regresion del foliculo dominante y reclutando nuevos foliculos en un
ambiente de baja concentraciéon de LH y 17-B estradiol (Husein y Ababneh,
2008). Ademas, las ovejas del T P4 24 h al recibir P, mas cerca del retiro de la
esponja, tardaron mas tiempo en catabolizar la P4 en los tejidos viscerales,

principalmente en higado (Freetly y Ferrell, 1994).
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Figura 1. Hora de inicio de celos de ovejas Criollas sincronizadas con esponjas
intravaginales. Tratamiento Testigo; T P4 48 h, aplicacion i.m. de 25 mg de P, el
dia 10; T P4 24 h, aplicacién i.m. de 25 mg de P4 el dia 11; y T eCG 48 h,
aplicacién i.m. de 300 Ul de eCG el dia 10.

3.5.3 Dinamica folicular

El numero de foliculos 22 mm de diametro en la hora cero, a las 24 y 48 h se
muestran en el Cuadro 2. El nimero de foliculos en la hora cero no fue diferente
(p=0.05) entre tratamientos. Sin embargo, a las 24 y 48 h el numero de foliculos
fue inferior (p<0.05) en el grupo Testigo comparativamente con los otros
tratamientos. Tampoco existieron diferencias en el nimero de foliculos entre T
P,48 h, T P, 24 hy eCG 48 h alas 24 y 48 h. En el grupo Testigo no se
encontraron diferencias (p=0.05) en el numero de foliculos en la hora cero, a las
24y 48 h.Enel TP,48h, TP4,24 hy T eCG 48 h se encontraron diferencias

(p=<0.05) en el namero de foliculos en la hora cero comparativamente con el
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namero de foliculos a las 24 y 48 h, incrementando el numero de foliculos de la
hora cero a las 24 h, pero no se encontraron diferencias (p=0.05) al comparar el
namero de foliculos entre las 24y 48 henel TP, 48 h, TP, 24 hy eCG 48 h.

Cuadro 2. Medias® (+ error estandar) para el nimero de foliculos 22 mm de
diametro en la hora cero, 24 y 48 h después en ovejas Criollas sincronizadas.

No. de foliculos

Tratamiento” N Hora cero® 24 h después 48 h después
Testigo 15 2.0+0.2°%¢ 2.2+0.3%° 2.1+0.2%¢
TP,48h 15 2.1+0.2% 3.3+0.3" 3.5+0.2"
TPs24h 15 2.0+0.2% 3.4+0.3"™ 3.6+0.2™
TeCG 48h 15 2.4+0.2% 3.5+0.3" 4.2+0.2"

“Medias sin una letra en comln, dentro de columnas®® y filas®, son diferentes (p<0.05).
YTratamiento Testigo; T P, 48 h, aplicacién i.m. de 25 mg de P, el dia 10; T P4 24 h, aplicacién
i.m. de 25 mg de P, el dia 11; y T eCG 48 h, aplicacion i.m. de 300 Ul de eCG el dia 10.

*Dia en que se aplicé P, 0 eCG en los tratamientos.

Los resultados del diametro folicular se muestran en el Cuadro 3. A la hora cero
se encontraron diferencias (p<0.05) s6lo entre el TP, 48 hy T eCG 48 (3.1+0.1
vs 2.5+0.3 mm). Hubo diferencias (p<0.05) entre el grupo Testigo y los demas
tratamientos a las 24 y 48 h. Sin embargo, los resultados de T P, 48 h, T P4 24
h'y T eCG 48 h fueron similares (p=0.05). El diametro folicular fue similar
(p=0.05) en el grupo Testigo a la hora cero, a las 24 h y 48 h. Las ovejas del
tratamiento T eCG 48 h también mantuvieron el tamafio folicular similar
(p=0.05), a la hora cero, a las 24 y 48 h después. Sin embargo, en el T P, 48 h
y T P4 24 h hubo una reduccion (p<0.05) en el tamafio folicular de la hora cero a
las 24 y 48 h después. No obstante, no se observaron cambios (p=0.05) entre

las 24 y 48 h para dichos tratamientos.
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Cuadro 3. Medias® (+ error estandar) para el diametro folicular en la hora cero,
24 y 48 h después en ovejas Criollas sincronizadas

Diametro follicular, mm

Tratamiento’ N Hora cero* 24 h después 48 h después
Testigo 15 2.9+0.1%° 2.8+0.1%° 2.8+0.1%°
TP,48h 15 3.1+0.1" 2.2+0.1™ 2.5+0.1™
TPs24h 15 2.8+0.1%° 2.3+0.1" 2.3+0.1"
TeCG48h 15 2.5+0.3% 2.5+0.1%° 2.5+0.1"

‘Medias sin una letra en comln, dentro de columnas®® y filas®®, son diferentes (p<0.05).
YTratamiento Testigo; T P, 48 h, aplicacién i.m. de 25 mg de P, el dia 10; T P4 24 h, aplicacién
i.m. de 25 mg de P, el dia 11; y T eCG 48 h, aplicacion i.m. de 300 Ul de eCG el dia 10.

*Dia en que se aplicé P, 0 eCG en los tratamientos.

En el Cuadro 4 se muestran los resultados del diametro del foliculo mas grande.
No existieron diferencias (p=0.05) entre tratamientos a la hora cero. A las 24 h
se encontraron diferencias (p<0.05) entre el grupo Testigo y T P4 48 h. Sin
embargo, el grupo Testigo fue similar (p=0.05) a TP, 24 hy TeCG48h;yel T
P, 48 h fue similar (p=0.05) al T P, 24 hy T eCG 48 h. No se encontraron
diferencias (p=0.05) en el diametro del foliculo mas grande entre tratamientos a
las 48 h. No hubo diferencias (p=0.05) en el grupo Testigo manteniéndose
constante el diametro del foliculo mas grande a la hora cero, a las 24 y 48 h. En
el T P, 48 h hubo diferencias (p<0.05) en el diametro del foliculo mas grande
entre la hora cero y a las 24 h, pero fue similar (p=0.05) entre la hora cero y a

las 48 h. No hubo diferencias entre T P, 24 hy T eCG 48 h en cualquier hora.
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Cuadro 4. Medias® (+ error estandar) para el diametro del foliculo mas grande
en la hora cero, 24 y 48 h después en ovejas Criollas.

Diametro del foliculo mas grande, mm

Tratamiento’ N Hora cero® 24 h después 48 h después
Testigo 15 3.240.2% 3.240.2% 3.2+0.1%
TP,48h 15 3.4+0.2% 2.5+0.2% 3.1+0.1%
TP,24h 15 3.2+0.2%¢ 2.8+0.23% 2.8+0.1%¢
TeCG 48h 15 2.8+0.2%¢ 2.8+0.2%°¢ 3.1+0.1%¢

‘Medias sin una letra en comuln, dentro de columnas®® y filas®®, son diferentes (p<0.05).
YTratamiento Testigo; T P, 48 h, aplicacién i.m. de 25 mg de P, el dia 10; T P4 24 h, aplicacién
i.m. de 25 mg de P, el dia 11; y T eCG 48 h, aplicacion i.m. de 300 Ul de eCG el dia 10.

*Dia en que se aplicé P, 0 eCG en los tratamientos.

El tratamiento Testigo no presenté cambio en el nimero de foliculos a la hora
cero, a las 24 y 48 h en comparacibn con los demas tratamientos,
probablemente debido a que la baja concentracién de P, aumento el tamafio del
foliculo mas grande y del segundo mas grande, incrementando la concentracion
de estradiol, causando la supresion del tamafio y numero de foliculos pequefios
(£3 mm) e incrementando la edad del foliculo ovulatorio (Johnson et al., 1996).
Las bajas concentraciones de P, también extendieron la duracion y el tamafio
del foliculo dominante, con un numero bajo de foliculos totales (Vifioles et al.,
1999). Los resultados del T eCG 48 h son similares a los observados por Uribe-
Velasquez et al. (2008) al aplicar 500 Ul de eCG al momento de retirar el CIDR,
observando un aumento (p<0.05) de los foliculos pequefios dos dias antes de la
ovulacion, esto por efecto estimulatorio de la eCG en el crecimiento folicular. Se
observé un aumento (p<0.05) del numero de foliculos enel TP,48 hy T P4 24
h, posiblemente por el efecto inhibitorio de la P4 en algun foliculo dominante
(Anderson y Day, 1994). El diametro del foliculo més grande a la hora cero es
similar al diametro del foliculo dominante en ovejas Criollas reportado por Cruz
(2007), a los 10 dias del periodo de sincronizacion, observando 3.0+0.0 y

3.3£0.5 mm en ovejas que recibieron una o dos esponjas por 12 dias. También
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es similar al encontrado por Roman et al. (2008), quienes reportaron 3.4 mm de
diametro del foliculo preovulatorio en ovejas Criollas. En general los resultados
demostraron que no existe variacion significativa en el diametro de foliculo mas
grande entre ovejas Criollas. En el grupo Testigo se mantuvo constante el
diametro del foliculo mas grande, resultado similar al encontrado por Flynn et al.
(2000) al utilizar una esponja intravaginal con 60 mg de MAP, causando la
ovulacion de un foliculo dominante persistente en ovejas Suffolk y Texel.

El diametro del foliculo mas grande en T P4 48 h tuvo una regresion a las 24 h
después de la aplicacion de P4, debido posiblemente al proceso de atresia
inferido por la reduccion temporal del diametro, ademas de la disminucion en la
concentracion de estradiol (Anderson y Day, 1994). Asimismo, el diametro
folicular del T P, 48 hy T P, 24 h se redujo a las 24 h después de la hora cero,
en comparacion con los demas tratamientos, debido a que estos posiblemente
tuvieron bajas concentraciones de P, en suero, incrementandose la frecuencia
de pulsos de LH; lo cual ha sido asociado con un incremento en el didmetro del
foliculo mas grande. La baja concentracion de P, causa una retroalimentacion
positiva entre el estradiol del foliculo dominante en crecimiento y la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) y LH del eje hipotalamo-hipdfisis. El
efecto termina con el pico preovulatorio de LH y la ovulacion de un foliculo. Las
concentraciones subluteales de P, incrementan la frecuencia de pulsos de LH,
pero el pico no ocurre, como consecuencia el foliculo mas grande persiste y la

dominancia se prolonga (Menchaca y Rubianes, 2004).
3.5.4 Porcentaje de gestacion y prolificidad

El porcentaje de gestacion del grupo Testigo fue inferior (p<0.05) solo al del T
P4 24 h; las diferencias no fueron importantes entre el resto de los tratamientos
(Cuadro 5).
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Cuadro 5. Efecto” del tratamiento en el porcentaje de gestacion, prolificidad (x +
error estandar) y sexo de las crias de ovejas Criollas sincronizadas.

Sexo, %
Tratamiento’ N Gestacion, %  Prolificidad Macho Hembra
Testigo 18 33.3% 1.0+0.2° 50% 50%
TP448h 19 47 4% 1.2+0.2° 60%° 40%°
TP,24h 29 70.0° 1.0+0.2° 63% 37%°
TeCG48h 18 66.7% 1.5+0.2° 50% 50%

‘Medias sin una letra en comdn, dentro de columnas®® y filas®®, son diferentes (p<0.05).
YTratamiento Testigo; T P4 48 h, aplicacion i.m. de 25 mg de P, el dia 10; T P, 24 h, aplicacion
i.m. de 25 mg de P, el dia 11; y T eCG 48 h, aplicacion i.m. de 300 Ul de eCG el dia 10.

El porcentaje de gestacion del T P, 48 hy T eCG 48 h fue similar al encontrado
por Das et al. (2000), reportando porcentajes de 60 y 57 al utilizar esponjas con
300 6 350 mg de P4 por 12 dias. Los resultados difieren con Husein y Ababneh
(2008), quienes encontraron 100% de gestacion al aplicar 25 mg de P4 i.m. el
dia 11 en un protocolo de sincronizacién de 12 dias con CIDR, también al
proporcionar 10 mg de MAP via oral un dia antes de remover las esponjas
intravaginales conteniendo MAP. Asimismo, es diferente al 94.1% reportado por
Garcia (2007), al utilizar una segunda esponja conteniendo 40 mg de FGA el
dia 7 de un protocolo de sincronizacién de 12 dias. El porcentaje de gestacion
del T eCG 48 h fue similar al registrado por Martinez et al. (2007) (66.6%) en
ovejas Barbados Barriga Negra sincronizadas con esponjas intravaginales con

MAP mas 200 Ul de eCG 48 h antes de remover la esponja.

Wehrman et al. (1993) al aumentar la concentracibn de P, en vaquillas
utilizando dos dispositivos intravaginales liberadores de P4 (PRID, 1.55 g de P,)
por 10 dias remplazandolos a la mitad del periodo por PRID nuevos, obtuvieron
mayor porcentaje de gestacion (76.6) comparativamente con las vaquillas que
recibieron un solo PRID (53.3%). Esta baja fertilidad se debi6 al aumento de la

concentracion de estradiol por un foliculo dominante, causando maduracion
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anormal del ovocito, transporte anormal de gametos o del embrion, o una
inadecuada preparacion del Utero para mantener la prefiez. En vacas, la
aplicaciéon de dos PRID por 9 dias redujo el tamafio de quistes foliculares,
ademas las vacas ovularon 3 0 4 dias después de retirar los dispositivos. La
concentracion elevada de P4 redujo la frecuencia pulsatil y la concentracién de
LH causando regresion del quiste, ocasionando el reinicio y sincronizacion de
una nueva onda de crecimiento folicular, con foliculos viables, estrogénicos y de

tamafo adecuado para ovular (Calder et al., 1999).

En ovejas, las células de la granulosa de foliculos antrales (2 a 4 mm de
diametro) tienen elevada actividad de la aromatasa, manteniendo una alta
concentracion de estrégenos por conversion de andrégenos a estradiol (Baird,
1983). Las altas concentraciones de estradiol e inibina (Gonzélez-Bulnes et al.,
2002) secretadas por el foliculo dominante suprimen la secrecion de la hormona
foliculo estimulante (FSH), asegurando que los foliculos con menor desarrollo
sean privados de FSH (Baird, 1983) siendo menor su crecimiento. La aplicacion
de P, causo atresia del foliculo dominante en vacas, reduciéndose la actividad
de la aromatasa por aumento del indice de apoptosis en las células de la
granulosa, y por consiguiente baja producciéon de estradiol (Manikkam y
Rajamahendran, 1997).

El porcentaje de gestacion del T P4 24 h fue superior al Testigo (p<0.05), lo cual
confirmd que la aplicacion de 25 mg de P4 i.m. un dia antes de retirar la esponja
mejora la fertilidad, posiblemente al inducir la regresion de algun foliculo
dominante, seguido de la emergencia y ovulacion de un nuevo foliculo
(Anderson y Day, 1994; McDowell et al., 1998; Husein y Ababneh, 2008).

No se encontraron diferencias (p=0.05) en la prolificidad entre tratamientos,
asimismo, la proporcién de sexos de los corderos fue similar (p=0.05) entre
tratamientos (Cuadro 5). La prolificidad de T P4 48 h fue similar a la observada
por Husein y Ababneh (2008) en ovejas que recibieron via oral 10 mg de MAP o
25 mg de P4 i.m. 24 h antes de retirar el dispositivo intravaginal (1.3+0.1 y
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1.4+£0.1). En T eCG 48 h la prolificidad es similar a la reportada por Martinez et
al. (2007) (1.4) en ovejas Barbados Barriga Negra sincronizadas con una
esponja intravaginal conteniendo MAP mas 200 Ul de eCG 48 h antes de retirar
la esponja. La similitud (p=0.05) en la prolificidad entre los tratamientos en el
presente experimento se puede deber a que aun cuando se incremento el
namero de foliculos en los tratamientos T P, 48 h, T P, 24 hy T eCG 48 h,
posiblemente no todos los foliculos ovularon, no todos los Ovulos fueron
fertilizados o no todos los embriones sobrevivieron. La prolificidad es mas
asociada al incremento de la tasa de fertilizacion y la supervivencia embrionaria
gue al incremento de 6vulos liberados (Carrillo et al., 2007). Ademas, existen

otros factores como el genotipo del animal que afectan la prolificidad.
3.6 Concentracion de progesterona

La concentracion de P, fue superior (p<0.05) en ovejas gestantes
comparativamente con las vacias (10.15+1.3 vs 5.32+1.7 ng mL™),
independientemente del tratamiento. Asimismo, dicha tendencia fue observada
entre tratamientos (Cuadro 6). Resultados similares han sido reportados en
ovejas Criollas (Cruz, 2007), cruzadas (¥ Finn x ¥ Targhee x ¥2 Rambouillet;
Hussein et al.,, 1998) y Awassi (Skemesh et al., 1973), asi como en cabras
(Fleming et al., 1990) y vacas (Skemesh et al., 1973).

La concentracion elevada de P4 en ovejas gestantes se puede deber a que el
IGF-1 (factor de crecimiento similar a insulina tipo 1) estimula la liberacion de P4
de las células de la granulosa y de la teca para la formacion y desarrollo del
cuerpo luteo (CL) (Stewart et al., 1995; Schams et al., 1999). El CL produce P4,
la cual estimula el utero manteniendo sus funciones vitales para el desarrollo
embrionario temprano, implantacion y placentacion (Spencer y Bazer, 2004).
Altas concentraciones de P4, han sido asociadas con mayor probabilidad de
sobrevivencia embrionaria (Morris y Diskin, 2008). .Ademés, en la gestacion
temprana, el embrion secreta el interferon tau (IFN-t) para continuar su
desarrollo. El IFN-7 inhibe el efecto luteolitico de la prostaglandina Fyq, por lo
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tanto, el CL permanece y se presentan las condiciones adecuadas para

mantener la gestacion (Mann y Lamming, 2001).

La concentracion de P, de ovejas gestantes del grupo Testigo fue superior
(p<0.05) a la del T P, 48 hy T P4 24 h, lo cual podria deberse a que la
aplicacion adicional de P, al final del tratamiento de sincronizacion, genera
foliculos preovulatorios pequefios (Anderson y Day, 1994) y consecuentemente
se desarrollan CL de menor tamafo. Los CL pequefios han sido asociados con
una reducida capacidad de produccion de P, (Vasconcelos et al., 2001), lo que
podria explicar la reduccion en la concentracion de P4 en las ovejas gestantes

12 dias después de la inseminacion.

Cuadro 6. Concentraciéon® de progesterona (X +* error estandar) 12 dias
después de la inseminacion de ovejas Criollas gestantes y vacias por
tratamiento.

Progesterona, ng mL™

Tratamiento” N Gestantes N Vacias

Testigo 4 11.47+0.8%° 6 4.95+1.0%
TP,48h 6 6.41+0.6° 4 3.18+1.2%
TPs24h 9 4.65+0.4"° 1 1.35+1.4™

’Medias sin una letra en comln, dentro de columnas®® y filas®®, son diferentes (p<0.05).
YTratamiento Testigo; T P, 48 h, aplicacion i.m. de 25 mg de P, el dia 10;y T P4 24 h, aplicacién
i.m. de 25 mg de P, el dia 11.

3.7 Conclusiones

La aplicacion de progesterona al final de la sincronizaciéon de celos con
esponjas intravaginales modifico la dindmica folicular, retrasé la aparicion del

celo y mejoré la fertilidad de ovejas Criollas.
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