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1 INTRODCCION GENERAL

Las tecnologias de reproduccion asistida se han utilizado en la ganaderia por
décadas para incrementar el potencial reproductivo de los animales domesticos
de granja (Grazul-Bilska et af., 2007). El conocimiento de la fisiologia y de la
endocrinologia reproductiva en la oveja tuvieron un avance importante durante
los pasados 30 afios, debido a la combinacién de técnicas de inmunoanalisis,
ultrasonografia de tiempo real y de procedimientos moleculares (Davies, 2005).
El entendimiento y conocimiento del patron de desarrolio folicular, ha sido un
paso importante para el desarrollo de nuevas técnicas enfocadas a maximizar la
fertilidad en ovinos (Singh et al., 2003; Ali ef al., 2006).

El uso in vivo de la ultrasonografia de tiempo real es uno de los avances mas
significativos en el area de la medicina y de la biologia reproductiva. La técnica
ha sido adoptada como una herramienta de investigacion y de diagnostico en
especies domésticas (Garcia, 2001; Duggavathi ef al,, 2003b}. La capacidad
para visualizar los cambios estructurales de manera serial, sin interrupcion o
distorsion de la funcién, ha retomado fuerza para estudiar la biologia ovarica en

pequefios rumiantes (Singh et al., 2003).

El primer estudio sobre la dindmica folicular in vivo en ovinos mediante
laparoscopia (Noel et al, 1993) reportd tres ondas de crecimiento folicular
durante el ciclo estral. No obstante, en los primeros estudios usando
ultrasonografia transrectal, no revelaron patrones de desarrollo folicular en
forma de ondas (Schrick et al., 1993; Ravindra ef al., 1994), lo cual hizo suponer
que el crecimiento folicular en la oveja se daba de manera continua y aleatoria.

Sin embargo, estudios posteriores combinados con andlisis hormonales mas



detallados demostraron la existencia de ondas de desarrollo folicular (Ginther et
al., 1995; Bartiewski et al., 1999; Evans et al., 2000; Vifioles et al., 2002).

Estudios sobre dinamica folicular usando ultrasonografia de tiempo real se han
realizado en varias razas de ovinos y en varios paises del mundo, reportando
diferentes patrones de desarrollo folicular dependiendo de la raza estudiada. En
Canada, Leyva ef al. (1998b) reportaron la presencia de dos, tres y cuatro
ondas de desarrollo folicular en 43, 50 y 7% de las ovejas Suffolk, similar a lo
publicado por Contreras-Solis et al. (2008) en ovejas West African de
Venezuela, donde 13.3, 66.7 y 20% de los ciclos presentaron dos, tres y cuatro
ondas de desarrollo folicular durante el ciclo estral. Mientras que en Uruguay,
Vifioles ef al. (2002) encontraron que 25 y 75% de las ovejas Polwarth,
presentaron dos y tres ondas de desarrollo folicular, lo que coincide con lo
publicado por Ali et al. (2006) en Egipto, donde en ovejas Ossimi 35 y 65% de
los ciclos estudiados presentaron dos y tres ondas. Por otra parte, en Polonia,
Zieba et al. (2002) sefialaron que 16.7, 66.6 y 16.7% de los ciclos de las ovejas

Olkuska presentaron tres, cuatro y cinco ondas de desarrollo folicular.

En México no se encontraron trabajos detallados de la dinamica folicular en
ovinos; por lo cual, el objetivo del estudio fue caracterizar el desarrollo folicular

en ovejas Criollas y Rideau durante un ciclo estral.



2 REVISION DE LITERATURA
2.1 Caracteristicas reproductivas de la oveja

La entrada a la pubertad marca el inicio de la actividad reproductiva y esta
determinada en la hembra por la aparicién de la primera ovulacién (Gonzalez et
al., 2003) y el primer incremento sostenido de las concentraciones plasmaticas
de progesterona (P4) (LOpez-Sebastian ef al, 2005). Sin embargo,
generalmente se considera que el primer estro representa el inicio de la
pubertad en la oveja (Quirke et al, 1985). EI momento de la aparicion de la
pubertad esta determinado principalmente por el genotipo y por factores
ambientales como el fotoperiodo y la nutricion (Quirke et al., 1985). A partir de
la pubertad las hembras desairollan la capacidad para producir gametos
funcionales de forma ciclica, coincidiendo con los periodos de receptividad
sexual. Durante ellos ocurren de forma continua los procesos de crecimiento y
desarrollo folicular que tienen como objetivo la formacion y liberacion de

gametos maduros, capaces de ser fecundados (Lopez-Sebastian ef af., 2009).

Las ovejas son rumiantes poliéstricos estacionales que usualmente comienzan
la actividad sexual durante el periodo de dias cortos (Rawlings et al., 1977). El
patron de la funcién ovarica en la oveja adulta es dominado por dos ritmos
distintos (Bartlewski, 2001). El primero se presenta durante la estacion
reproductiva, donde la oveja muestra ciclos sucesivos regulares de 16-17 dias
de duracion; en general, la mayoria de los ciclos varian entre 14 y 18 dias con
una duracion promedio que van de 16.5 a 17.5 dias {(Gordon, 1997; Thiery et
al., 2002), la cual es una caracteristica altamente repetible (0.95; Nephew ef al,
1991). También presentan un ciclo reproductivo anual, influenciado por el

fotoperiodo y regulado por la secrecion de melatonina de la glandula pineal



(Noel ef al, 1999; Forcada y Abecia, 2006), el cual se caracteriza por la
ausencia de estro y ovulacién (anestro estacional, Leyva et al., 1998a; Thiery ef
al., 2002).

2.1.1 Ciclo estral

El ciclo estral es el intervalo entre dos periodos de celo o estro consecutivos. El
estro es el periodo de receptividad sexual de la hembra, se caracteriza por
permitir ser montada por sus compafieras o compafieros de rebafio (Gordon,
1999), el cual varia entre 24-36 h (Downey, 1980) y 36-40 h, segun la raza y
edad del animal (Jimeno et al., 2001).

Los cambios hormonales que ocurren durante el ciclo estral regulan los cambios
en la morfologia y funcién de las estructuras ovaricas (foliculos y cuerpo I(teos),
y en los genitales femeninos {oviducto, cuernos uterinos, cérvix y vagina).
Dichos cambios son divididos en cuatro periodos: 1) estro (periodo de
receptividad); 2) metaestro (periodo desde el término del estro al desarrollo
temprano del cuerpo liteo), 3) diestro (periodo durante el cual el cuerpo idteo es
totalmente funcional); y 4) proestro (periodo del momento de la regresion del

cuerpo lateo al inicio del estro) (Rathbone et al., 2001).

El ciclo estral se puede dividir en dos fases, folicular (periodo de crecimiento
folicular) y lutea (periodo de dominancia del cuerpo luteo) (Rathbone et al,
2001). La fase folicular definida como el intervalo entre la lutedlisis y la
ovulacién, abarca un corto periodo de 3 a 4 dias, durante el cual ocurren una
serie de interacciones entre las hormonas del eje hipotalamo-hipdfisis-génada
(Karsch et al, 1992). La fase folicular representa el Ultimo paso de la
maduracion de las estructuras foliculares y también se produce la ovulacion
(Baird et al., 1975). Si el ovocito no es fertilizado, el endometrio del utero no
gestante comienza a secretar prostaglandina Fa, (PGF24), hormona responsable
de la regresion del cuerpo liteo, para iniciar un nuevo ciclo estral (Jimeno et al.,
2001).



La fase lGtea se extiende desde el dia 2 hasta el dia 14 a partir del inicio del
estro. Después de la ovulacion se desarrolla el cuerpo luteo que dura alrededor
de 12 dias, vy su funcién principal es producir y secretar P4 y oxitocina (Baird et
al., 1975). En caso de que ocurra la gestacion, el cuerpo liteo se transformara
en un cuerpo liteo de la gestacion, el cual estara continuamente liberando Py
para favorecer la existencia del embrion en el Uteto y bloquear la actividad

ciclica del ovario (Garverick et al., 1992).

2.1.2 Endocrinologia del ciclo estral

Un balance y coordinacion del sistema endocrino son importantes péra una
funcién reproductiva normal (Leslie, 1983). Esto incluye una homeostasis entre
la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) del hipotalamo; hormona
foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH) de la adenohipdfisis;
prostaglandinas (PGF,, y PGE3) del Utero, y estradiol (Ez), inhibina y P4 de los
ovarios (Leslie, 1983; Scaramuzzi ef al., 1993; Gordon, 1999).

Los cambios ciclicos en las concentraciones de las gonadotropinas bajo el
control de GnRH son esenciales para el adecuado funcionamiento del sistema
reproductivo de los mamiferos. Los estimulos sensoriales y ambientales que
perciben las ovejas se transmiten al sistema nervioso central y a través del eje

hipotalamo-hip&fisis a las gdnadas (Jimeno ef al., 2001).

Durante la estacion reproductiva, el E; ovarico deja de bloquear al centro
hipotaldmico generador de pulsos de GnRH y permite que aumenten la
frecuencia y amplitud de los pulsos de LH (Schillo, 1992; Jimeno et af., 2001),
donde al menos un estimulo de GnRH, en términos de duracién y amplitud, es
necesario para generar el pico preovulatorio de |LH en la oveja (Karsch et al,
1997). La secrecion de E, e inhibina son estimulados mediante los pulsos
episédicos de LH en los foliculos preovulatorios (Baird, 1978; Huchkowsky et
al., 2002).



A medida que las concentraciones de P, disminuyen, el foliculo dominante
produce cantidades crecientes de E,, desencadenando finalmente la conducta
de estro, via retroalimentacion positiva en el centro hipotalamo-hipdfisis (Baird,
1978). Esto estimula la liberacion de GnRH que induce los pulsos de LH y el
pico preovulatorio de LH (Karsch et al., 1980), responsable de la ovulacion del
foliculo dominante y de la formacidn del cuerpo liteo (Garverick et al,, 1992). En
este sentido, Rawlings y Cook (1993) estimaron el pico preovulatorio de LH en
39.28+4.21 ng ml”’, la duracién del pico fue de 13.5+0.75 h y el tiempo desde el
inicio del pico hasta el pico preovulatorio fue de 4.4+£0.42 h. La ovulacion ocurre
24-25 h después del pico preovulatorio de LH (Cumming et al., 1973). Previo al
pico de LH, ocurre un pico de FSH (L'Hermite et al., 1972).

La secrecion de FSH no es afectada por la P4, pero es regulada por el Ez e
inhibina producidas por el foliculo dominante (Baird et al, 1991). Durante el
ciclo estral se producen nuevos picos de FSH que coinciden con el inicio de
nuevas ondas de desarrollo folicular (Souza et al, 1998; Huchkowsky et al,
2002), dichos picos de FSH coinciden con concentraciones minimas de E;
(Huchkowsky et al., 2002). Después de la ovulacién, la secrecion de E;
disminuye abruptamente (Rexroad, 1981); mientras la secrecion de Py
incrementa progresivamente y reduce la frecuencia de pulsos de LH a valores
incompatibles con los de la ovulacion (Souza ef al., 1998). Durante la fase litea
del ciclo, cuando la P4 es la hormona dominante, la frecuencia de pulsos de
GnRH disminuye marcadamente (Seekallu et al., 2009).

Alrededor del dia 15 del ciclo estral, si no ha ocurrido la gestacion, la P,
desciende a concentraciones minimas (Algire et al., 1992), mediante un sistema
de retroalimentacién positiva entre la oxitocina y la secrecion endometrial de
PGF,,, €l Utero comienza a secretar PGF,, en forma creciente (Kieborz-Loos et
al., 2003). La PGF, es la responsable de la lisis del cuerpo liteo y del inicio de
un nuevo ciclo sexual (Murdoch et al., 1981), favoreciendo la secrecion pulsatil

de LH, y la sintesis y secrecion de E, en los foliculos preovulatorios (Souza ef



al., 1997a; Seekallu et al., 2009), hasta alcanzar las concentraciones maximas
el dia 17 del ciclo estral, mediante un mecanismo de retroalimentacion positivo.
El incremento en las concentraciones de E; estimula la descarga preovulatoria
de GnRH y LH (Said et al., 2007), hasta el momento del pico preovulatorio de
LH, la ocurrencia del estro y la ovulacion (Baird et al, 1981). Los cambios

endocrinos que ocurren durante el ciclo estral se resumen en la Figura 1.
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Figura 1. Cambios endocrinos durante el ciclo estral de la oveja (Adaptado de
Scaramuzzi et al., 1993; Bartlewski, 2001; Jimeno, 2001).



2.1.3 Ciclo anual

En razas ovinas originarias de clima templado (latitudes >35°), la actividad
reproductiva inicia a finales del verano y principios del otofic cuando la longitud
del dia disminuye, mientras que ésta se detiene a finales del invierno y
principios de la primavera cuando la longitud del dia incrementa (Zarazaga et
al, 2003; Arroyo et al., 2007). En ovinos, existe considerable variacion en |a
estacién de anestro estacional dependiente del origen geogréfico de la raza;
razas adaptadas a latitudes altas tienen periodos de anestro largos como una
caracteristica adaptativa a su medio ambiente natural (Santiago-Moreno et al.,
2000), para aumentar la posibilidad de sobrevivencia de ambos; madre y cria,
asegurando que las temperaturas sean favorables y la abundancia de forrajes
coincidan con la parte final de la gestacion e inicio de la lactancia (Martin et al,,
2002).

La melatonina es secretada por la glandula pineal con un ritmo diario y
estacional. El ritmo enddgeno circadiano de la melatonina, es generado en el
nicleo supraquiasmético y estd determinado por el ciclo luz-oscuridad,
actuando via tracto retino-hipotalamico (Arendt, 1998). La melatonina actda
como un reloj bioldgico y el patrén de secrecion nocturno provee una sefial
endocrina para la longitud del dia (Noel et al., 1999). Al respecto, O’'Callaghan
et al. (1992) apoyan el concepto que tanto el inicio como el final de la estacion
reproductiva son la consecuencia de un ritmo endégeno sincronizado por el

cambio de la longitud del dia a través del ciclo anual.

2.1.4 Endocrinologia del ciclo anual

En la oveja un cambio de dias largos a dias cortos inicia la época reproductiva,
y un cambio de dias cortos a dias largos finaliza dicha época (N&el et al., 1999).
El anestro estacional es identificado por la ausencia de las manifestaciones
externas del estro e internamente por la ausencia de ovulacion (Rosa y Bryant,
2003).



La glandula pineal es la Gnica glandula endocrina influenciada directamente por
el ambiente externo via la retina, la cual convierte las sefales
medioambientales en mensajes neuroendocrinos (Aleandri et al, 1996). La
glandula pineal responde a la oscuridad con un incremento en la secrecién de
melatonina y a fa luz con una disminucion en su secrecion. Estas diferencias en
el patrén de secrecion de melatonina transmiten la sefial del fotoperiodo al eje
neuroendocrino (Karsch et al., 1988; Molik et al, 2006). La duracion de la
secrecion de melatonina regula neuralmente la secrecion de GnRH. La
disminucion en la secrecién pulsatil de LH es causada por el efecto negativo de
las bajas concentraciones de E, en el eje hipotalamo-hipdfisis-gonada, las
cuales mantienen una reducida liberacion pulsatil de GnRH fuera de la estacion
reproductiva (Malpaux et al, 1997). En ovinos, alrededor del 60% de la
poblacién de cuerpos celulares que producen LH se localizan en el area
predptica del cerebro, las cuales sufren cambios morfologicos en relacion con la
estacion del afio (Malpaux ef al, 1997). El efecto negativo del E: activa los
sistemas dopaminérgicos, los cuales inhiben las células secretoras de GnRH,
induciendo los cambios correspondientes en la secrecion de melatonina
(Malpaux et al., 1997; Thiéry et al., 2002}.

Segun Ravindra y Rawlings (1997), la unica diferencia observada durante la
época reproductiva y la de anestro, es un incremento en el nimero de foliculos
antrales pequefios durante la época de anestro. Noel et al. (1993}, reportaron
similar numero de ondas de desarrollo folicular y didmetro del foliculo
preovulatorio (=5 mm), en ovejas Suffolk en anestro o época reproductiva.
Bartlewski et al. (2000b) encontraron que durante el anestro en ovejas Finnish
Landrace, los foliculos crecieron a tamarios periovulatorios 25 mm, los cuales
fueron similares en todos los estadios del anestro y a los observados en la
época reproductiva. El analisis de la informacién permite concluir que el patrén
ciclico de crecimiento folicular y atresia gue ocurre durante la estacion

reproductiva, también esta presente durante el periodo de anestro estacional.



En el ovario de la oveja intacta, la baja pulsatilidad de GnRH y LH durante la
fase l(tea es debida al efecto de la retroalimentacién negativa ejercido por las
elevadas concentraciones plasmaticas de P,. Durante el anestro, la frecuencia
de la secrecién episodica de GnRH y LH son bajas, a pesar de la ausencia de
un cuerpo liteo y de las bajas concentraciones de P4 en plasma (Forcada y
Abecia, 2006).

2.2 Desarrollo y diferenciacion folicular

La foliculogénesis es definida como la formacion del foliculo preovulatorio
maduro, a partir de la poblacion de foliculos primordiales en el ovario (Spicer y
Echternkamp, 1986). El desarrollo del ovario es un proceso complejo gue inicia
con su formacion durante la embriogénesis, progresa con la maduracién en la
pubertad para convertirse en el 6rgano responsable de la maduracion de los
dvulos, produccién de hormonas esteroides y la ovuiacion, y termina al final de
la vida reproductiva por una transicion gradual a la quiescencia (Juengel et af,
2002; Vanderhyden, 2002). La formacion del ovario es el resultado de tres
procesos: 1) especificacion de las células germinales primordiales; 2) migracion
y proliferacién de las células germinales primordiales; y 3) colonizacion del
borde urogenital por las células germinales primordiales y formacion de ios

foliculos primordiales (Vanderhyden, 2002).

El desarrollo folicular esta asociado con cambios progresivos tanto estructurales
como funcionales a nivel del dvulo. Durante el crecimiento folicular inicial, el
évulo se mantiene detenido en el estadio de diploteno de la primera division
meidtica. La maduracién final del 6vulo en la metafase Il es inducida en el
foliculo ovarico maduro por el pico preovulatorio de LH, durante el cual, el 6vulo

adquiere la capacidad para ser fertilizado (Bartlewski, 2001).

Las hembras de las especies domésticas y primates tienen un almaceén finito de
células germinales, que es establecido durante la oogénesis y usado mas tarde

para la foliculogénesis (Reynaud y Driancourt, 2000). En algunos mamiferos |a
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formacion de foliculos primordiales ocurre alrededor del nacimiento, mientras en
otros (vacas y ovejas) la foliculogénesis inicia durante la vida fetal (Reynaud y
Driancourt, 2000). Una poblacion grande de foliculos primordiales son
originados durante la vida fetal de las ovejas, los primeros foliculos inician a
formarse alrededor del dia 70 de la gestacion, y el nimero maximo se alcanza
aproximadamente el dia 75 y este es seguido por un alto nivel de atresia de las

células germinales debido a la apoptosis celular (Juengel et al., 2002).

Durante la vida adulta la poblacion de foliculos desarrollan a los estadios
primarios, secundarios y terciarios (antrales) antes de la ovulacion (Evans,
2003b; Silva et al., 2004). Pocos foliculos llegan hasta la ovulacién y la mayoria
mueren por atresia en algun estadio de desarrollo. Mientras esto es altamente
variable, se ha estimado que una oveja al nacimiento contiene alrededor de 100
000-200 000 foliculos primordiales (Evans, 2003b) y una poblacion mas limitada
de foliculos preantales (100 a 1000) y antrales (50 a 300) (Driancourt, 2001). El
desarrollo de un foliculo del estadio preantral al preovulatorio dura alrededor de
6 meses y aproximadamente de 34-43 dias desde la formacién del antro a la

fase preovulatoria (Evans, 2003b) (Figura 2).

S
Armm
Detectables con UTrasonido — Muy rapido
3mm
Formacion %9 5 mim
del antro T
- Rapido
0.03 mm Muy lento 0.2mm Lento 0.Bmm
IA\__._‘_‘_._l_F.—v— -
a— i 0.7 mm
[ I |
180 30 + 8
Dias antes de la ovulacion

Figura 2.Caracteristicas del crecimiento folicular en ovinos (modificado de
Viroles, 2003).
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Scaramuzzi et al. (1993) desarrollaron un modelo funcional acerca del
desarrollo folicular en ovejas, en el modelo se describen cinco clases de
foliculos basado en su dependencia y sensibilidad a las hormonas

gonadotropicas (Cuadro 1).

2.2.1 Foliculos primordiales

Los foliculos primordiales constituyen el reservorio de células germinales en el
ovario después del nacimiento, los cuales son gradualmente reclutados durante
la vida productiva del animal (Braw-Tal, 2002; Vificles, 2003) y su niimero varia
con la especie y la edad del animal (Pincton, 2001). Los ovarios de ovejas
jévenes contienen entre 40 000 y 300 000 foliculos primordiales (Scaramuzzi et
al, 1993), los cuales son caracterizados por contener un ovocito en la profase
de la primera divisidon meibtica, desprovistos de una zona pelticida y rodeados

por una sola capa de células de pregranulosa aplanadas (Pincton, 2001). El |
ovocito en este momento tiene alrededor de 0.023+0.005 mm de diametro y el
numero de células de pregranulosa en el corte de la seccidbn mas grande de un

foliculo ha sido estimado en 6.0£0.3 células (Scaramuzzi et al., 1993).

2.2.2 Foliculos reclutados

Los foliculos se desarrollan continuamente a partir de la poblacién de foliculos
primordiales durante la vida productiva del animal (Vanderhyden, 2002), en una
secuencia ordenada de eventos (Vifioles, 2003). En esta fase, los foliculos
crecen muy lentamente por aproximadamente 130 dias (Vifioles, 2003) y el
crecimiento esta determinado por el ritmo de proliferacion de las células de la

granulosa (Monniaux ef al., 1997).

Los primeros eventos detectables en la transformacion de un foliculo primordial
a un foliculo reclutado son: sintesis de RNA por el ovocito, agrandamiento del
ovocito, actividad mitética en las células de la pregranulosa, desarrollo de las
células de la pregranulosa cuboidales y formacién de la zona pellcida

(Scaramuzzi et al., 1993; Braw-Tal, 2002). El desarrollo futuro de los foliculos
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reclutados involucra el continuo agrandamiento del ovocito y la proliferacion de
las células cuboidales de la granulosa en capas concéntricas alrededor del
ovocito. Cuando 2-3 capas de células de la granulosa estan formadas, las
células de la teca se diferencian de las que rodean al estroma con alineamiento
concéntrico a la membrana basal. Los foliculos reclutados varian en diametro
de 0.03 a 0.1 mm y contienen aproximadamente 100 000 células de granulosa
de un diametro de 0.1 mm. Estas estructuras son conocidas comunmente como
foliculos preantrales. Una oveja mono ovulatoria contiene mas de 4 000

foliculos reclutados (Scaramuzzi ef af., 1993).

Cuadro 1. Clasificacién funcional y caracteristicas de foliculos ovinos.

LHren Células de la Actividad

Tipo de foliculos Namero de Tamafic células de granulosa aromatasa

follculos (rmm) la teca FSHr LHr
Primordiales 40 000 a 30 000 0.03 - - - -
Reclutados 4 000 0.03a01 + + - -
Sensibles a las
gonadotropinas 25 1a25b ++ ++ - ++
Dependientes de
gonadotropinas 1a8 25 et ++ + ++
Ovulatorio 1a2 25a86 T+ ot ++ bt

LHr= receptor de la hormona luteinizante, FSHr= receptor de la hormona foficulo estimulante. Los
simbolos positivos (+) y negatives (-) representan la expresion de los receptores y actividad aromatasa.
Tomado de Vifioles {2003).

2.2.3 Foliculos sensibles a las gonadotropinas

A medida que los foliculos reclutados desarrollan, receptores para LH y FSH
son identificados en las células de la teca y de la granulosa, respectivamente.
Los foliculos >1 mm de diametro son sensibles a la FSH. La aplicacién de FSH
a foliculos >1 mm de diametro induce la sintesis de adenosina monofosfato
ciclico (AMPg) y esteroides in vitro. La aplicacién de gonadotropinas a foliculos
de 0.1 a 0.6 mm de diametro induce la capacidad para sintetizar progesterona y
andrégenos (Scaramuzzi ef al., 1993).

El crecimiento de foliculos antrales es rapido debido principaimente al desarrollo
del antro folicular (Monniaux et al, 1997). Las células de la granulosa en

respuesta a la FSH sintetizan y secretan proteoglicanos, los cuales

13



posiblemente estan involucrados en la formacién del antro folicular {Scaramuzzi
et al, 1993). Después de la formacién del antro, al foliculo le toma
aproximadamente 30 dias crecer de 0.2 a 0.7 mm, pero al final de este estadio
dependiente de gonadotropinas la velocidad de crecimiento aumenta, y le toma

alrededor de 5 dias incrementar de 0.8 a 2.5 mm (Vifioles, 2003).

El nimero de foliculos sensibles a las gonadotropinas es relativamente alto en
ovejas, con aproximadamente 25 foliculos de entre 1 a 2.5 mm. Estos foliculos
forman la poblacién a partir de la cual se desarrollan los foliculos ovulatorios, la
mayoria son inmaduros, dependientes de las gonadotropinas y ovulan durante
la fase folicular (Webb et al., 1989; Scaramuzzi ef al., 1993).

2.2.4 Foliculos dependientes de gonhadotropinas

Los foliculos dependientes de gonadotropinas en esta etapa requieren LH para
la produccién de andrégenos, sustrato necesario para su aromatizacién a E;
(Monniaux et al., 1997). La exposicion a LH no es esencial y si la concentracion
de LH es alta los foliculos no desarrollan y sufren atresia (Scaramuzzi et af.,
1993). Las altas concentraciones de FSH causan un incremento en la actividad
aromatasa de las células de la granulosa a aproximadamente 25% del nivel
maximo observado en los foliculos ovulatorios. Consecuentemente, el foliculo
aumenta la producci(ﬂn de E, resultando en un incremento en las
concentraciones de AMPc, a la sensibilidad a FSH y a un incremento en la
cantidad del sustrato andrégenos, que mas tarde estd asociado con un

incremento en el nimero de receptores de LH.

Los foliculos dependientes de gonadotropinas tienen un alto requerimiento de
FSH, lo cual los hace mas sensibles a las gonadotropinas que los foliculos
ovulatorios, caracteristica que ademas de distinguirlos, los hace mas
vulnerables a la atresia (Eppig, 2001). En parte, esto puede ser debido a que el
numero de foliculos >2.5 mm de diametro son usualmente bajos y variables (1-

8). El foliculo ovulatorio seleccionado tiene la capacidad de prevenir el futuro
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desarrollo de otros foliculos dependientes de gonadotropinas debido al efecto
negativo que ejercen el E» y la inhibina para reducir la produccion de FSH.
Muchos de los foliculos dependientes de gonadotropinas se vuelven atresicos
debido a las variaciones ciclicas de FSH durante el ciclo estral (Scaramuzzi ef
al., 1993).

2.2.5 Foliculos ovulatorios

La transformacion de un foliculo dependiente de gonadotropinas a uno capaz
de ovular (foliculo ovulatorio) requiere de bajas, pero criticas concentraciones
de FSH para la maduracion final de las células de la granulosa. La actividad
aromatasa por las células de la granulosa es maxima y las secreciones de Ez e
inhibina se incrementan parcialmente como consecuencia del alto numero de
células de granulosa en el foliculo ovulatorio (Scaramuzzi et al, 1993).
Asimismo, los foliculos ovulatorios tienen células de la granulosa con un mayor
namero de receptores tanto para LH como FSH. El incremento en la secrecion
de E; e inhibina suprimen a la FSH por debajo de las concentraciones minimas
requeridas por los foliculos dependientes de gonadotropinas. El aumento en
tamafio del foliculo ovulatorio es debido a un incremento en el namero de
células de la granulosa y a la acumulacién de fluido en el antro folicular
(Scaramuzzi et al., 1993; Vifioles, 2003).

En el estadio de desarrollo preovulatorio los foliculos ovéaricos expresan los
receptores para LH y son capaces de responder al inminente pico de LH. Los
foliculos que sobreviven al estadio periovulatorio son dependientes del pico
endogeno de LH (Markstrém et al., 2002). La actividad aromatasa es maxima,
por lo cual, el foliculo ovulatorio tiene las concentraciones intrafoliculares de E;
altas. El foliculo ovulatorio es responsable de mas del 90% de las

concentraciones circulantes de E; (Vifioles, 2003).

El numero de foliculos que pasan de un estadio de desarrollo al siguiente

disminuye en cada paso, y la mayoria de los foliculos se pierden mediante el
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proceso de atresia. Esta es la forma en que el nimero de foliculos destinados a
ovular y la cuota ovulatoria son estrictamente regulados. Durante el proceso de
desarrollo, los foliculos secuencialmente se hacen mas sensibles a las
gonadotropinas. Los estadios de desarrollo folicular que pueden ser modulados
por gonadotropinas ocurren en un patrén organizado y de manera ciclica,

referido como desarrollo folicular en ondas (Vifioles, 2003).
2.3 Dinamica folicular

El uso de imagenes de ultrasonido en serie, han ayudado a entender de mejor
forma el patrén de desarrollo folicular en diversas especies domésticas (Evans,
2003a). Los estudios revelaron que los foliculos ovulatorios se desarrollan como
parte de una onda o poblacion de foliculos antrales, los cuales son reclutados y
comienzan su crecimiento sincronizado. Durante el proceso de seleccion
Gnicamente un determinado ndmero de foliculos se convierten en dominantes y
son capaces de ovular, mientras el resto (subordinados) se vuelven atrésicos y
degeneran (Fortune ef al., 2004). En ovejas ocurren ondas foliculares durante el
ciclo estral (Driancourt, 1991; Ginther ef al, 1995), pero bajo condiciones
naturales Gnicamente el foliculo dominante presente al momento de la lutedlisis
ovula (Evans, 2003a).

Una onda de desarrollo folicular se ha definido como el desarrollo sincronizado
de un namero grande de foliculos (3 a 6) de 2 a 4 mm en diametro (Evans,
2003a), seguido por la seleccion y crecimiento del foliculo dominante y la
supresién de los foliculos subordinados. Una onda folicular finaliza con la
ovulacién de uno 6 mas foliculos de un diametro aproximado de 6 a 8 mm, 6 la
atresia del foliculo dominante (Driancourt, 1991). La mayoria de los estudios
describen de dos a cuatro ondas durante el ciclo estral en ovejas (Evans ef al,
2000; Vificles ef al,, 2002; Evans, 2003a), y el foliculo preovulatorio deriva de la
Ultima onda de desarrollo folicular. Sin embargo, en muchos de los casos el
foliculo ovulatorio puede derivar de la pen(ltima onda folicular (Bartlewski et al,

1999; Evans, 2003a). Las ondas foliculares también ocurren en condiciones de
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anestro incluyendo: la prefiez, el anestro postparto y anestro prepuber (Evans,
2003a; Rawlings ef al., 2003). Durante cada periodo de crecimiento de un
foliculo dominante se presentan cuatro fases: reclutamiento, seleccion,

dominancia y atresia u ovulacion (Sunderland ef al., 1994).

2.3.1 Reclutamiento

El término reclutamiento es usado para marcar la entrada de los foliculos
primordiales (foliculos rodeados por una sola capa de células cuboidales de
pregranulosa) a la poblacién en crecimiento, y sefialar los procesos asociados
con la entrada de los foliculos en un patrén de crecimiento parecido a ondas
(Kanitz, 2003). Los foliculos son recluidos en grupos, lo cual sugiere que han
recibido una sefal que les permite continuar creciendo y desarrollando antes de

sufrir regresion.

Al parecer la sefial que estimula el reclutamiento es un ligero incremento en la
concentracidon de FSH en plasma (Fortune, 1993). Los foliculos sensibles
responden al incremento en las concentraciones de FSH para formar un grupo
de foliculos en crecimiento (Fair, 2003), que les permite entrar de una fase de
crecimiento lento a una fase de crecimiento rapido. En ovejas, las fluctuaciones
en las concentraciones de FSH han sido asociadas con ondas de crecimiento
folicular, sugiriendo un efecto estimulante de la FSH en la emergencia de cada
onda folicular (Ginther et al., 1995; Gibbons et al., 1999; Vifioles et al,, 2002). La
emergencia de la siguiente onda folicular ocurre sélo después de que el foliculo
dominante, estrogénicamente activo (O'Rourke et al, 2000) ha perdido su
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de los foliculos subordinados (Evans et
al., 2000).

El desarrollo de foliculos terciarios saludables >2 mm, terminan en
reclutamiento y desarrollo (Maracek ef al.,, 2002). Los factores que regulan el
recurrente incremento de FSH son principaimente de origen ovarico,

particularmente del foliculo dominante gue produce grandes cantidades de E:
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(Ireland et al., 1979; O’'Rourke et al., 2000). El reclutamiento termina cuando los
foliculos sintetizan y secretan cantidades crecientes de inhibina y E. La
retroalimentacion negativa de estas hormonas sobre la secrecion de FSH,
reduce la concentracién de ésta por debajo del umbral necesario para el futuro

reclutamiento (Riesenberg ef al., 2001).

2.3.2 Seleccion

La seleccion, es el proceso mediante el cual solo un foliculo de muchos
presentes se convierte en foliculo ovulatorio (Ginther, 2000). Scaramuzzi et al.
(1993) han considerado que ésta es la etapa en la que ocurre una reduccion en
el numero de foliculos de la poblacion en crecimiento a la cuota ovulatoria
especifica para cada especie. La seleccion del foliculo dominante en especies
monovulatorias (bovinos, caballos y humanos) determina el tipo de ovulacion en
las hembras, y esta asociada con la disminucidn en la concentracién plasmatica
de FSH (Martinez et al., 1999), la cual disminuye durante los primeros tres dias
después de la emergencia de la onda. La concentracion minima de FSH se
alcanza el dia 4 y continGa baja por los siguientes 2-3 dias (Adams et al., 2008),
coincidiendo con un aumento en la secrecién de inhibina y E,, sugiriendo que
inhibina es el principal producto de los foliculos diferenciados (Souza ef al,
1997b; Gonzalez-Bulnes y Veiga-Lopez, 2008).

En bovinos y caballos, la seleccion es caracterizada por una divergencia en el
ritmo de crecimiento entre el foliculo mas grande y los foliculos subordinados de
una onda, evento que termina con la divergencia entre el didmetro de los dos
foliculos mas grandes (Kulick et af, 2001). Al inicio de la divergencia,
Gnicamente el foliculo mas desarrollado es capaz de utilizar las bajas
concentraciones de FSH (Ginther et al, 2001; Kulick ef al, 2001). Esta
divergencia en diametro entre los dos foliculos mas grandes ha sido asociada
con un incremento transitorio en las concentraciones periféricas de FSH y una
reduccion intrafolicular de E; (Webb ef al., 1989).
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2.3.3 Dominancia

La dominancia es el proceso mediante el cual un foliculo en crecimiento de una
onda excede a otros en el ritmo de crecimiento, finalmente en tamafio y suprime
el crecimiento de otros foliculos subordinados de la misma onda (Webb y
Armstrong, 1998; Barret ef al, 2006), en un ambiente de minimas
concentraciones hormonales, para evitar la competencia de otros foliculos. La
dominancia previene la emergencia de la siguiente onda folicular hasta que el
foliculo dominante de la onda anterior sufra regresién u ovulacion (Ko ef al,
1991; Bo et al., 2000). Superada la etapa de seleccion, el foliculo dominante
continlia su crecimiento y diferenciacién hacia un camino que lo prepara para la

ovulacién.

E! nimero de foliculos reclutados es mayor que el nimero de foliculos
ovulatorios para una especie. Sin embargo, s6lo un numero especifico de
foliculos contintia creciendo mas rapido y alcanzan el tamafio ovulatorio. Los
cuales son llamados foliculos dominantes, debido a que tienen la capacidad de
inhibir el crecimiento de los foliculos contemporaneos de la misma onda de
crecimiento folicular (Matton ef al., 1981). La dominancia folicular al parecer es
controlada por un nimero de mecanismos que acttian en conjunto (Armstrong y
Webb, 1997). Estos incluyen alteraciones en las concentraciones periféricas de
FSH, causadas por el E; e inhibina, que son sintetizadas por las células de la
granulosa del foliculo dominante (Evans et al,, 2001), las cuales mantienen las
concentraciones a niveles basales durante el periodo de dominancia (Mihm y
Bleach, 2003; Kandiel ef al, 2008). Otros factores ovaricos locales como el
sistema |GF, la superfamiliaTGF-B, el sistema activina/inhibina y la folistatina
que pueden ejercer alguna accién sobre el desarrollo folicular (Armstrong y
Webb, 1997; Gonzalez-Buines et al., 2006), sin embargo; el papel especifico de

estos factores no han sido totalmente explicados (Webb et af., 1999).

Los receptores para FSH se encuentran solo en las células de la granulosa,

mientras que los receptores para LH se localizan en las células de la granulosa
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y de la teca en la pared de los foliculos antrales (Adams et al., 2008). Esto
sugiere que el foliculo dominante adquiere mas receptores para LH en las
células de la granulosa que los foliculos subordinados (Adams ef al., 2008), y
una vez que las concentraciones de FSH son minimas, el foliculo dominante se
hace dependiente de LH para dontinuar su crecimiento y desarrollo (Evans et
al., 1997; Wolfsdorf ef al., 1997), mientras que los foliculos subordinados sufren
regresion (Adams et al., 2008).

La existencia de dominancia folicular en la oveja ha generado debate en el
pasado (Drinacourt et al. 1991; Vifioles, 2003), debido a que la magnitud de la
dominancia es definida por la diferencia de tamaro entre el foliculo dominante y
el foliculo subordinado mas grande (Driancourt, 2001). Resultados en ovejas
Muflén (Gonzalez-Bulnes et al., 2001), mostraron que el foliculo preovulatorio
inhibié el crecimiento de los otros foliculos presentes en los ovarios al momento
de la emergencia. En otro estudio, Gonzalez-Bulnes ef al. (2004) reportaron que
la presencia de foliculos grandes coincidié con baja amplitud y alta frecuencia
de pulsos de LH que inhibieron el crecimiento de los otros foliculos presentes
en el ovario. El efecto inhibitorio posiblemente se debié a factores sistémicos,
dado que el crecimiento de los foliculos grandes estuvo relacionado con una
disminucién en los niveles de FSH y al nimero de foliculos en ambos ovarios
(Gonzalez-Bulnes y Veiga-Lopez, 2008); mientras Bartlewski et al. (2000a)
concluyeron que la dominancia es menos aparente en la oveja, debido a que
varios foliculos pueden emerger y crecer hasta un estadio final similar en una

misma onda.
2.3.4 Atresia

En cada ciclo se produce el reclutamiento folicular, pero sélo uno de los
foliculos reclutados se selecciona para ser dominante, mientras el resto
degenera por atresia (Ginther et al, 2001). La atresia es el proceso de
degradacion fisioldgica que afecta a todos los componentes foliculares y

progresivamente conduce a la eliminacion de foliculos (Isobe y Yoshimura,
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2000) gue no han sido seleccionados para la ovulacién (D’haeseleer ef al.,
2006).

La apoptosis, es el principal mecanismo que contribuye a la atresia folicular.
Este es un proceso regulado hormonalmente y afectado por diferentes factores.
Aungue un numero de factores de crecimiento producidos localmente afectan la
sobrevivencia celular folicular, los principales regutadores fisiologicos de éesta
son las gonadotropinas (Markstrom et al., 2002). Los foliculos antrales grandes
requieren soporte gonadotropico para sostener su crecimiento y prevenir la
atresia folicular (Jablonka-Shariff ef al., 1994).

Los primeros estadios de la apoptosis son caracterizados por la activacion de
las endonucleasas, degradacion de la cromatina y condensacién nuclear
(Murdoch, 1995). Las células apoptéticas se reducen en tamario y pierden
contacto con las células vecinas. Los cuerpos residuales son reabsorbidos por
células epiteliales adyacentes o macrofagos (Murdoch, 1995). Los primeros
signos de atresia en los foliculos antrales son la degeneracion de las células de
la granulosa y la pérdida de su actividad aromatasa. En la oveja, la atresia de
foliculos >3 mm esta asociada con una disminucién de la actividad aromatasa
en las células de la granulosa, en la sintesis folicular de AMPc en respuesta a
FSH y LH, en las concentraciones de E; en el fluido folicular, y en la poblacion
de las células de la granulosa (Jolly ef al., 1997a; Austin etf af., 2001). Por otro
lado, Yuan y Rajamahendran (2000) menciohan que una alta relacion
estradiol:progesterona (>1) en fluido folicular es una caracteristica de folicuios
saludables, mientras una baja relaciéon (<1) es indicativo de un estado atrésico.
La disminucion en la produccion de E; puede ser resultado de una reduccién en
el nimero de células de la granulosa viables, de la actividad aromatasa o
ambas (Jolly et al., 1997b; Yuan y Rajamahendran, 2000).
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2.3.5 Ovulacion

La ovulacién es un proceso complejo que permite la liberacién de un 6vulo
viable, capaz de ser fertilizado (Richards, 2005). Durante el estro, las altas
concentraciones de E; estimulan la liberacion de GnRH, induciendo la sintesis y
secrecion de LH (Martinez et al., 2003), y finalmente un pico de LH culminando
con la ovulacion (Algire et al., 1992; Herat ef al., 2007).

El proceso tiene caracteristicas parecidas a las de una fina reaccién inflamatoria
que incluye hiperemia, edema, extravasacién de leucocitos e induccion de
actividades proteoliticas (Sirois et al., 2004). El foliculo preovulatorio sintetiza
progesterona y prostaglandinas (PGE; y PGF) en respuesta al pico
preovulatorio de LH (Murdoch et al, 1986). El incremento en el tamafio del
foliculo prevulatorio es debido a una expansion de la membrana basal entre la
teca interna y el estrato de la granulosa, ocasionando la ruptura en diversos
puntos, lo gue resulta en el pasaje de sangre de la teca interna a la granulosa

para que fluya repentinamente hacia afuera el ovocito (Reed et al. 1979).

La seleccion del foliculo preovulatorio normalmente ocurre durante el proceso
de lutedlisis (Souza et al, 1997a), bajo la influencia de un incremento en la
secrecion de LH y disminucién de FSH, uno o mas foliculos estrogenicos
emergen de la poblacion de foliculos dependientes de gonadotropinas que
pueden normalmente ovular (Campbell et al, 1997). Leyva et al (1998a)
estimaron que los foliculos ovulatorios derivan de la poblacién de foliculos
mayores de 2 mm que emergen como foliculos estrogénicos dentro de las
primeras 10 h después de inducida la lutedlisis. El foliculo dominante presente
al inicio de la lutedlisis se convierte en el foliculo que ovulara, y la emergencia
de la siguiente onda se retarda hasta el dia que ocurra la ovulacion (Adams ef
al., 2008).
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2.4 Patréon de desarrollo folicular en la oveja

Antes de la aplicacidn de la ultrasonografia transrectal al estudio de la dinamica
folicular en ovinos, el patrén de desarrollo folicular fue deducido indirectamente
a partir del estudio de patrones ciclicos de hormonas gonadofropicas y
esteroides, y fueron estudiadas experimentalmente usando técnicas de
medicion y conteo de foliculos en ovarios obtenidos de animales sacrificados,
seguimiento de foliculos por laparoscopia, y analisis del desarrollo folicular
después de la destruccién de foliculos de tamafio seleccionados. Las técnicas
generaron informacion valiosa; sin embargo, no demostraron claramente el
patron de desarrollo folicular en la oveja (Rubianes, 2000; Evans, 2003a).

Los primeros estudios usando ultrasonografia fransrectal no encontraron
evidencias que el desarrollo folicular en la oveja se presentara en forma de
ondas (Schrick et al., 1993; Ravindra et al., 1994), lo cual hacia suponer que se
daba de forma continua y aleatoria. Sin embargo, Ginther et al. (1995) y
Gibbons ef al. (1999) encontraron una estrecha relacién entre las fluctuaciones
en las concentraciones de FSH y la emergencia de las ondas foliculares durante
el ciclo estfal de ovejas, confirmando la existencia del desarrollo folicular en

forma de ondas.

Las ondas de crecimiento folicular en ovinos son similares a las reportadas en
bovinos (Evans, 2003b; Rawlings et al, 2003). Estudios de ultrasonografia
transrectal han demostrado que pueden ocurrir dos (Leyva ef al., 1998b; Vifioles
et al., 1999; Evans ef al., 2000; Vifoles et al., 2002; Ali et al., 2006; Contreras-
Solis et al., 2008), tres (Leyva &f al., 1998b; Bartléwski et al.,1999; Evans et al.,
2000; Vifioles et al., 2002; Ali ef al., 2008; Contreras-Solis ef al., 2008; Seekallu
et af., 2009), o cuatro (Ginther et al, 1995; Leyva et al., 1998b; Bartiewski et
al.,1999; Contreras-Solis et al., 2008: Seekallu ef al., 2009) ondas de desarrollo
folicular durante el ciclo estral en la oveja (Figura 3). En el Cuadro 2 se resumen
algunas caracteristicas de la dinamica folicular en hembras de varias razas

ovinas.
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La emergencia de la primer onda folicular del ciclo es predecible, y ocurre
alrededor del momento de la ovulacién, independientemente del niumero de
ondas que se desarrollen durante el ciclo estral (Fortune, 1993; Vifoles ef al.,
2007). Posteriormente, emergen foliculos antrales de forma continua, en
promedio cada 4 dias antes de la regresion u ovulaciéon (Rawlings et af., 2003).
En ciclos con dos ondas, la segunda emerge el dia 7.29; mientras que para
ciclos con tres ondas, la segunda emerge el dia 5.31 y la tercera el dia 11.69
(Ali et al., 2006); y para ciclos con cuatro ondas, la segunda emerge el dia 4.9,
la tercera el dia 9.0 y la cuarta el dia 14.2 (Ginther et al., 1995).

Cuadro 2. Resumen de las caracteristicas de la dinamica folicular en razas de
ovinos realizada mediante ultrasonografia transrectal.

Raza y animales empleados Duracién del estudio Patrén encontrado Referencia

Suffolk, cruzas (15) Un ciclofoveja Ninguno Schrick ef al. (1993)

Western White-face, cruzas Un ciclo/oveja Ninguno Ravindra ef al. (1994)

(&)

Polipay (5) 16 ciclos en total 3 a6 ondas Ginther ef al. (1995)

Fin-Merino, cruzas (9} 10 dias, época de 1y2ondas Souza ef al, (1996)

anestro

Merino (9) 15 ciclos en total Ninguno Lépez-Sebastidn ef al
(1997)

Western White-face, cruzas Un ciclofoveja 2 ondas Ravindra y Rawlings

(10) (1997)

Suffolk {15) Un ciclo/oveja 3 a5ondas Leyva ef al. (1998b)

Scottish Black-face Merino Fase Iitea del ciclo, 3ondas Souza et al. (1998)

(6) ovarios

autotransplantados

Finnish Landrace (7} Un ciclo/oveja 3 y 4 ondas Bartlewski ef al. (1999)

Western White-face (10) Un ciclo/oveja 3 y4cndas Bartlewski ef al. (1999)

RambouiiletxBooroola Un ciclo/oveja 2 a4 ondas Gibbons et al. (1999)

Merino (21)

Texel {9} Un ciclo 2 a 4 ondas Evans ef al, (2000)

Suffolk, cruzas (11} Dos ciclosfoveja 2 a4 ondas Evans ef al. (2000}

Suffolk-Texel (18) 10 dias 2 ondas Evans ef al. (2002}

Polwarth (16) Un ciclo/oveja 3y 4 ondas Vifioles ef al. (2002)

Clkuska (6} 18 ciclos en total 3 ab5ondas Zieba et al. (2002)

Western White-face (7) Un ciclo/oveja 2 a 4 ondas Duggavathi ef al. (2003a)

Wast African (12) 16 ciclos en total 2y 3ondas Contreras et al. {2005)

Ossimi (7) 20 ciclos en total 2 y 3 ondas Ali et al. (2006)

Woest African (12) Un ciclo/oveja 2 a 4 ondas Contreras-Solis et al.
{2008}

Western White-face {13) Un ciclo/oveja 3 y4ondas Seekallu ef al. (2009)

Western White-face (12) Un ciclo/oveja 4 ondas Seekallu ef al. (2009)
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Figura 3. Diametros de foliculos medidos in vivo usando ultrascnografia en
ovejas con a) 2, b) 3 6 ¢) 4 ondas de desarrollo folicular durante el ciclo estral
(modificado de Evans et al., 2000).

25



En ganado bovino, el nimero de ondas de desarrollo folicular determinan la
longitud de la fase Iitea y del ciclo estral (Yuan y Rajamahendran, 2000). Asi,
en ovinos Evans et al. (2000) encontraron que la longitud del ciclo estral fue de
15.6+0.5, 16.1+1.1, y 17 dias; mientras Contreras-Solis et al. (2008) reportaron
16.5+0.5, 16.9+0.4 y 16.7+0.5 dias para ovejas con dos, tres y cuatro ondas de

desarrollo folicular.

Las caracteristicas de las ondas foliculares en pequefios rumiantes han sido
analizadas por Rubianes y Menchaca (2003) y Menchaca y Rubianes (2004},
algunos de los aspectos mas importantes frecuentemente observados en cada
una de ellas son los siguientes: 1) al menos un foliculo alcanza un diametro 25
mm por onda; 2) el foliculo mas grande de cada onda crece aproximadamente 1
mm por dia durante 5 a 7 dias; 3) el diametro maximo del foliculo mas grande
de una onda difiere entre ondas; 4) a medida que la fase lutea progresa y las
concentraciones de progesterona incrementan, el cambio folicular es facilitado y
el intervalo entre ondas es mas corto que durante la fase lGtea temprana; 5)
durante la fase litea media los foliculos que no crecen mas de 4 mm no son a
menudo parte de la onda, sugeriendo que representan una poblacion dinamica
subyacente; 6) de la mayoria de los foliculos grandes presentes el dia de la
luteolisis, uno es el que ovula; 7) en la mayoria de ciclos ovulatorios dobles, los
foliculos ovulatorios emergen como parte de la misma onda folicular, pero en
pocos casos también como parte de ondas diferentes; y 8) las dobles

ovulaciones ocurren en un periodo de 24 h.
2.5 Ultrasonografia

La ultrasonografia de tiempo real para uso en diferentes especies domesticas
ha sido desarrollada durante las ultimas décadas (Davies et al., 2006), la cual
se ha establecido como una importante herramienta de diagnostico en
reproduccién animal. La ultrasonografia es una tecnica de diagndéstico que
ayuda a la visualizacion tanto de érganos internos como de tejidos. Los equipos

de ultrasonido se han utilizado en la comunidad médica desde inicios de 1970, y
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en reproduccion animal a finales de 1980, demostrando ser una técnica

moderna de diagndstico en reproduccion asistida (Garcia, 2001).

La ultrasonografia utiliza ondas de sonido de alta frecuencia para producir
imagenes seccionales y cruzadas de tejidos y 6rganos internos. Las ondas de
sonido son vibraciones producidas por cristales especializados alojados en el
transductor del ultrasonido. Las vibraciones de los cristales son producidas por
pulsos de corriente eléctrica. Una proporcién de las ondas de sonido son
reflejadas a través del transductor y transformadas como un eco en la pantalla
del ultrasonido (Ribadu y Nakao, 1999).

Las caracteristicas ultrasénicas de un tejido dependen de su capacidad para
reflejar las ondas de sonido. Los ecos son vistos en la pantalla como una escala
de grises (negro a blanco). Los liquidos no reflejan las ondas de sonido
(anecoicos) y son visualizados como estructuras negras en la pantalla. Las
imégenes ultrasoénicas de porciones de estructuras que contienen liguidos como
los foliculos ovaricos y vesiculas embrionarias aparecen como estructuras
negras. Los tejidos densos como huesos y cérvix, reflejan una gran proporcion
de las ondas de sonido y son visualizadas en la pantalla como un gris ligero o
blanco (Griffin y Ginther, 1992). La suavidad y contenido del tracto reproductivo
aparecen en la pantalla en diferentes escalas de grises dependiendo de su
ecogenicidad (Griffin y Ginther, 1992; Davies et al., 2006).

La ultrasonografia transrectal de tiempo real permite el estudio de las
estructuras ovaricas en los ovinos (Schrick ef al, 1993; Gibbons et al., 1999,
Vifioles et al., 1999) y como resultado el monitoreo de su evolucion mediante
observaciones sucesivas en diferentes tiempos (Baril ef al, 2000; Romano y
Christians, 2008). Como método no invasivo, la ultrasonografia presenta
algunas ventajas comparativamente con la laparoscopia o laparotomia. La
técnica es menos estresante, la administracion de anestésicos y agentes
sedantes no son necesarios, ademas se pueden realizar observaciones diarias

sin causar efectos adversos y es posible el escaneo completo de las estructuras
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ovaricas (Simdes et al., 2005; Teixeira et al, 2008). Sin embargo, se requiere
un alto nivel de entrenamiento para que la técnica de ultrasonografia pueda ser
compatible con buenas practicas de manejo y bienestar animal (Vifioles ef al.,
2004).
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3 EVALUACION ULTRASONOGRAFICA DE LA DINAMICA FOLICULAR EN
OVEJAS CRIOLLAS Y RIDEAU EN CLIMA TEMPLADO

- 3.1 Resumen

El objetivo fue caracterizar el desarrollo folicular en dos grupos genéticos
ovinos. Durante un ciclo estral, los ovarios de 11 ovejas Criollas y 12 Rideau
multiparas, fueron escaneados usando un ultrasonido adaptado con un
transductor lineal de 7.5 MHz. Se evaluaron longitud del ciclo estral, duracion
del celo, diametro del foliculo preovulatorio mas grande, tasa ovulatoria,
caracteristicas del cuerpo luteo, poblacién folicular, caracteristicas de las ondas
foliculares y duracién de las fases de crecimiento, estética, y regresion del
foliculo dominante. Los datos se analizaron mediante GLM, MIXED, CORR vy
GENMOD de SAS conforme fue requerido. La longitud del ciclo estral fue
similar (p>0.05); la duracidon del celo, didmetro del foliculo preovulatorio mas
grande y tasa ovulatoria fueron diferentes (p<0.05) entre razas; duracion del
celo estuvo correlacionada con tasa ovulatoria (7=0.49; p<0.05). El didametro del
cuerpo luteo a la primera deteccién, didmetro maximo y dia que se visualizé por
ultima vez fueron diferentes (p<0.05); hubo efecto (p=0.05) de raza y dia del
ciclo para diametro del cuerpo Iuteo. La poblacion de foliculos peguefios,
medianos y grandes en cada onda fueron diferentes (p<0.05) entre razas. El dia
de emergencia y diametro folicular maximo fueron similares (p>0.05) entre, pero
diferentes (p<0.05) dentro de raza; el intervalo entre emergencia de las ondas 1
y 2, ¥y 2 y 3 fueron similares {(p>0.05); el diametro del foliculo dominante en cada
onda fue diferente (p=<0.05) entre razas; asi como la duracion de las ondas 1y 2
(p<0.05). Las fases de crecimiento, estatica y regresion del foliculo dominante
fueron similares (p>0.05) entre razas. En conclusién, el desarrollo folicular
ocurre en similar nimero de ondas durante el ciclo estral en las razas
estudiadas, siendo la poblacion folicular y tasa ovulatoria superiores en la raza
Rideau.

Palabras clave: desarrollo folicular, ultrasonografia, ovejas Rideau, ovejas
Criollas.
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ULTRASOUND EVALUATION OF FOLLICULAR DEVELOPMENT IN
CREOLE AND RIDEAU EWES IN WARM WEATHER

3.2 Abstract

The objective was to characterize follicular development in two genetic sheep
groups. During an oestrous cycle, the ovaries of 11 Creole and 12 Rideau
multiparous ewes were scanned using an ultrasound device adapted with a 7.5
MHz linear transducer. Factors evaluated were oestrous cycle length, estrus
duration, diameter of the largest preovulatory follicle, ovulation rate,
characteristics of the corpus luteum, follicular population, characteristics of
follicular waves and the duration of growth, static and regression phases of the
dominant follicle. The data were analyzed using GLM, MIXED, CORR and
GENMOD from SAS as was required. The length of the oestrous cycle was
similar (p>0.05), but the duration of estrus, the diameter of the largest
preovulatory follicle and the ovulation rate were different (p<0.05) between
breeds, estrus duration was correlated with ovulation rate (r=0.49, p<0.05). The
diameter of the corpus luteum at first detection, its maximum diameter and ifs
diameter on the last day in which it was viewed were different (p<0.05); the
diameter of the corpus luteum was affected (p<0.05) by breed and day of the
cycle. The population of small, medium and large follicles in each wave was
different (p<0.05) between breeds. The day of emergence and maximum
follicular diameter were similar (p>0.05) between breeds, but different (p<0.05)
within breed. The interval between emergence of waves 1 and 2, and 2 and 3
were similar {(p>0.05); the diameter of dominant follicle in each wave differed
(0p<0.05) between breeds, as did the duration of waves 1 and 2 (p=<0.05). The
growth, static and regression phases of the dominant follicles were similar
(p>0.05) between breeds. In conclusion, follicular development occurs in similar
wave numbers during an oestrous cycle in the breeds studied, with follicular
population and ovulation rate being superior in Rideau ewes.

Keywords: follicular development, ultrasonography, Rideau ewes, Creole ewes.

Master's of Science Thesis. Universidad Auténoma Chapingo.
Author:; Eltas Roman Romero.
Thesis advisor: Raymundo Rangel Santos.
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3.3 Introduccion

El uso de la ultrasonografia en ovejas permite el seguimiento frecuente y
repetido de los cambios en las estructuras a nivel ovarico, reduciendo el nivel
de estrés comparado con métodos como la laparoscopia (Bartlewski et al.,
2006; Davies et al., 2008). Al proceso de continuo crecimiento y regresion de
los foliculos antrales que conduce al desarrollo de los foliculos preovulatorios,
se le conoce como dinamica folicular. Una onda folicular es caracterizada por el
crecimiento sincronizado de un grupo de foliculos pequefios (2 a 3 mm de
diametro), de los cuales uno o un nimero especifico para cada raza continua su
crecimiento hasta tamafio preovulatorio (5 a 7 mm), antes de que sufra

regresion u ocurra la ovulacion (Evans, 2003b; Duggavathi et al., 2004).

En ovinos se han descrito de dos a cuatro ondas de desarrollo folicular durante
el ciclo estral (Evans, 2003a; Ali ef al, 2008), con algunas excepciones se
presentan cinco o seis ondas por ciclo (Ginther et al.,, 1995; Leyva et al., 1998).
El conocimiento del desarrollo folicular es importante para el desarrollo de
nuevas metodologias con el fin de manipular la reproduccion en pequenos
rumiantes (Gonzalez-Afiover et al, 2007; Bartlewski ef al, 2008). El
seguimiento diario de la dinamica folicular ha generado en los tltimos afios un
rpido avance en el conocimiento de la fisiologia ovarica, asi como en la
aplicacion de nuevas técnicas reproductivas (Vifioles et al., 2002; Bartlewski et
af., 2008).

En Meéxico la utilizacion de los recursos genéticos ovinos se basa
principalmente en la raza Criolla, debido al mejor precio y comercializacion de
su carne:; sin embargo, presenta baja prolificidad (Cordova et al., 1999). Las
ovejas Rideau son prolificas (Bartlewski ef al., 2008); sin embargo, poco se
conoce de su comportamiento en nuestro pais. La informaciéon sobre aspectos
de la dinamica folicular en estas razas es escasa para las condiciones de
México, por lo que su conocimiento puede ser una herramienta valiosa para
generar procedimientos de inseminacion artificial y superovulacion eficientes

(Gonzalez-Afover ef al., 2007). Por lo anterior, el objetivo del estudio fue
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caracterizar y comparar el patron de desarrollo folicular de ovejas raza Criolla y

Rideau durante un ciclo estral mediante ultrasonografia.
3.4 Materiales y métodos
3.4.1 Localizacién

Los procedimientos utilizados en el experimento fueron de conformidad con la
Guia para el Cuidado y Uso de Animales en la Investigacion y Ensefianza
Agricola (FASS, 1999). El experimento se realizé en el médulo de Ovinos de la
Universidad Auténoma Chapingo, localizada a 19° 29' Norte y 98° 53’ Oeste,
con una altura media sobre el nive! del mar de 2245 m. El clima del area de
acuerdo con la clasificacion climatica de Kéopen, modificada por Garcia (1988),
es C(Wo)(W)b(i")g, que es un clima templado subhimedo con lluvias en verano.
La temperatura media anual es de 15 °C, siendo mayo el mes mas caliente y

enero el mas frio; la precipitacién pluvial media es 844.6 mm anuales.

3.4.2 Manejo y alimentacion de los animales

Veinte ovejas Criollas y 20 Rideau clinicamente sanas y ciclando, las cuales se
encontraban en la fase litea del ciclo estral (dia 5 a 14), se sincronizaron con
0.075 mg de prostaglandinas Faq (PGF,,, D-Cloprostenol, Sanfer). De las ovejas
detectadas en celo, se utilizaron 11 Criollas y 12 Rideau, con peso vivo
promedio de 32.1+3.6 y 69.0+7.3 kg y nimero de partos 2.611.0 y 3.1£1.0.
Durante el periodo experimental (septiembre a octubre de 2008), las ovejas
permanecieron separadas por grupo racial en corrales independientes, para

facilitar el manejo.

Las ovejas fueron alimentadas desde un mes antes y durante el periodo
experimental con ensilado de maiz y un concentrado comercial conteniendo
17% PC y 2.75 Mcal de EM, para cubrir los requerimientos de mantenimiento
(NRC, 1985) y se ofrecié agua limpia ad libitum.
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Los celos se detectaron con dos machos (Criollo y Rideau), asignado cada uno
a su grupo genético, provistos de un mandil, por periodos de 25 min a intervalos
de 12 h, iniciando 24 h después de la aplicacién de la PGFz,. Para determinar la
duracién del ciclo estral, la deteccion de celos se inicié el dia 14, a partir del dia

de inicio del celo anterior.

3.4.3 Procedimiento ultrasonografico

Las ovejas se revisaron una vez al dia (06:30 a 09:00 h), con un equipo de
ultrasonido (DP-2200Vet, Mindray, China) equipado con un fransductor lineal de
7.5 MHz, sujetado a una guia rigida de plastico (0.5 cm de diametro x 30 cm de
largo), para ser manipulada externamente via rectal, de acuerdo con la

metodologia descrita por Schrick et al. (1993) y Ravindra et al. (1994).

Mientras la oveja se mantiene de pie, el transductor se inserta via rectal hasta
que la vejiga y los cuernos uterinos se localizan y aparecen las imagenes en a
pantalla, después el transductor se rota 45° en sentido y 90° en contra de las
manecillas del reloj, asi se sigue manipulando y avanzando lentamente. Cuando
aparece un ovario en la pantalla del equipo, se congela la imagen para hacer
las mediciones respectivas de las estructuras ovaricas; posteriormente, se

descongela |la imagen y se hace lo mismo con las estructuras del otro ovario.

3.4.4 Variables analizadas

Las variables analizadas fueron la longitud del ciclo estral, duracién del celo,
diametro del foliculo preovulatorio mas grande, tasa ovulatoria, caracteristicas
del cuerpo I(iteo, poblacion folicular, caracteristicas de las ondas foliculares y la
duracidn de las fases de crecimiento, estatica y de regresion del foliculo

dominante.

Las definiciones siguientes se utilizaron para describir las variables analizadas.
La longitud del ciclo estral es el periodo de tiempo transcurrido en dias entre el
inicio de dos celos consecutivos; los datos se compararon entre razas, tambien

se realizdé una comparacién dentro de raza considerando el nimero de ondas.
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La duracién del celo es el periodo durante e! cual la hembra permanece quieta y
acepta ser montada por el macho; en este caso, se determind la duracion del
celo natural. El diametro del foliculo preovulatorio mas grande definido por su
apariencia redonda y obscura en la superficie del ovario, se determiné a las 24

h de iniciado el celo,

La tasa ovulatoria se determind con base en el nimero de cuerpos luteos
contados el dia 9 del ciclo estral (Gonzalez-Bulnes et al, 1999).Se
determinaron los diametros y dias a los que se detectaron por primera y Ultima
vez los cuerpos liteos, y su diametro maximo. Las poblaciones de foliculos se
contaron y clasificaron para cada onda con base en su tamafio en tres
categorfas, realizando una modificacién a la clasificacion propuesta por
Ravindra y Rawlings (1997): pequefios (1.9 mm), medianos (2 a 3.4 mm) y
grandes (23.5 mm); el nimero promedio de foliculos de cada clase se comparo

entre y dentro de razas.

Una onda folicular se considera cuando uno ¢ mas foliculos 21 mm de diametro
comienzan su crecimiento sincronizado, hasta que uno alcanza su diametro
maximo. El dia que los foliculos fueron detectados por primera vez fue
considerado el dia de emergencia de la onda; se determinaron: 1) dia de
emergencia de las ondas; 2) didmetro maximo del foliculo dominante de cada
onda; 3) intervalo entre la emergencia de dos ondas consecutivas; 4} duracion
de la onda y 5) dia del ciclo en que el foliculo dominante alcanzo el diametro
maximo (Bartlewski et al., 1999e). La evaluacién preliminar de los datos revelo
que 14 de 23 (60.1%) ovejas estudiadas tuvieron tres ondas de desarrollo

folicular durante el ciclo estral.

La fase de crecimiento comprende del dia en que el foliculo tenia 1 mm y hasta
que alcanzo el diametro maximo. La fase estética abarca desde el tltimo dia de
la fase de crecimiento hasta el primer dia en que el foliculo inicia a disminuir
progresivamente en tamaric. La fase de regresion inicia en el dltimo dia de la
fase estatica y finaliza cuando el foliculo alcanza 1 mm de diametro (Evans et
al., 2000).
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3.4.5 Analisis estadisticos

Los datos se analizaron con el paquete computacional SAS (2004). La longitud
del ciclo estral, duracién del celo, diametro del foliculo preovulatorio mas
grande, caracteristicas del cuerpo liteo, poblacion folicular, caracteristicas de
las ondas foliculares y duracién de las fases de crecimiento, estatica y de
regresion del foliculo dominante se analizaron mediante el procedimiento GLM.
Adicionalmente se analizd el efecto de dia, raza y su interaccién sobre el
diamietro del cuerpo Iuteo con el procedimiento MIXED para medidas repetidas.
Las diferencias entre medias se compararon mediante la prueba de Tukey. Las
correlaciones entre la duracion del ciclo estral y el nimero de ondas de
desarrollo folicular, y entre la tasa ovulatoria y la duracién del estro se realizaron
con el procedimiento CORR. La tasa ovulatoria se analizé mediante el
procedimiento GENMOD.

3.5 Resultados y discusion

Los resultados del efecto de raza en la longitud del ciclo estral, duracion del
celo, diametro del foliculo preovulatorio mas grande y tasa ovulatoria se

muestran en e} Cuadro 3.

Cuadro 3. Medias® de cuadrados minimos (+EEM) del efecto de la raza ovina en
la longitud del ciclo estral, duracion del celo, didmetro del foliculo preovulatorio
mas grande y tasa ovulatoria.

i Raza
Variable Criolla Rideau
Longitud del ciclo estral (d) 17.5¢0.2% 17.410.2°
Duracién del celo (h) 06.2+42.4% 37.0+2.9"
Diametro del foliculo preovulatoric mas grande (mm) 3.840.2°  5.3+0.4°
Tasa ovulatoria 1.0£0.0°  2.80.7°

ZMedias sin una letra en coman, dentro de hilera, son diferentes (p=<0.05).

La longitud del ciclo estral fue similar (p>0.05) entre ovejas Criollas y Rideau.
Los resultados concuerdan con los reportados por Bartlewski ef al. (1999a) de
17.0£0.3 y 16.6£0.2 dias en ovejas Western White-face y Finnish Landrace,
Zieba et al. (2002) de 16.75+0.7 dias en ovejas Olkuska, y Tabhaa et al. (2008)
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de 17.8+0.7 dias en ovejas Awassi. Tabbaa ef al (2008) mencionan que los
ciclos retornan a su regularidad normal durante agosto y septiembre, con un
intervalo de 14 a 19 dias. Lo anterior se pudo deber a que las ovejas habian
comenzado a ciclar en forma continua, pues el experimento inicié en septiembre

y todas las ovejas habian mostrado celos previamente.

Al comparar ovejas Criollas con 3 y 4 ondas, la duracién del ciclo fue diferente
(p<0.05; 17.3£0.1 vs 18.3+0.3 dias), mientras que en ovejas Rideau con 2,3y4
ondas (17.3+0.1, 17.5x0.4, y 17.820.2 dias), sdlo ciclos con 2 y 4 ondas
mostraron diferencias (p<0.05). Las diferencias en la longitud del ciclo se
pueden deber a la variabilidad en la vida media del cuerpo liteo. En ovejas los
resultados han sido variables, mientras Contreras-Solis ef al. (2008) no
enconiraron efecto del nimero de ondas en la longitud del ciclo, Zigba et al
(2002) si lo reportan. En vacas, los resultados han sido mas consistentes
encontrando efecto (p<0.05) del nimero de ondas en la duracién del ciclo estral
(Ginther et al., 1989; Savio ef al., 1993). Sin embargo, en el presente estudio la
correlacion entre la duracion del ciclo estral y el nimero de ondas fue baja y no

significativa (r=0.41; p>0.05).

La duracion del celo fue superior (p<0.05) en ovejas Rideau comparado con las
Criollas. Se encontro una correlacién (r=0.49; p<0.05) entre la tasa ovulatoria y
la duracién del celo. Lo anterior permite asociar conductas de estro mas
prolongadas con tasas ovulatorias altas y posiblemente tambien esté asociado
con las caracteristicas de los foliculos preovulatorios. En este sentido, Quirke et
al. (1981) mencionan que e! incremento en la duracion del celo es reflejo de un
aumento en la capacidad estrogénica de los foliculos preovulatorios. Bindon ef
al. (1979) reportaron una duracion del estro de 52.7+3.1 h en ovejas Romanov,
la cual es superior a los valores encontrados en el presente estudio. Ovejas lle
de France presentan estros de valores intermedios 31.0£2.9 h (Bindon et al,,
1979), mientras que Ergul y Ozcan (2006) publicaron que el estro en ovejas
Kivircik tiene una duracién de 19+2.2 h, la cual es inferior a la encontrada en el

presente estudio. Bindon ef al. (19789) también encontraron una correlacion
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(r=0.23; p<0.05) entre la tasa ovulatoria y la duracién del estro; sin embargo, es
inferior a la encontrada en el presente estudio. Los resultados indican que la
duracion del celo es afectado tanto por el niimero como por las caracteristicas

de los foliculos preovulatorios.

El diametro del foliculo preovulatorio mas grande fue superior (p<0.05) en
ovejas Rideau comparado con las Criollas. Resultados similares reportaron
Roman et al. (2008) (p<0.01) en ovejas Rideau y Criollas (5.2+£0.3 vs 3.4+0.4
mm). Aparentemente el diametro del foliculo preovulatotio es una caracteristica
constante en estas razas. Sin embargo, los resultados no concuerdan con los
encontrados por Driancourt ef al. (1991) quienes reportan diametros menores
de los foliculos preovulatorios en ovejas con alta tasa ovulatoria. En este
sentido, Driancourt et al. (1990) indican que foliculos de razas prolificas
alcanzan la madurez y por tanto la capacidad de ovular a un menor diametro. El
diametro del foliculo preovulatorio de las ovejas Rideau (5.3%0.4 mm) se
encuentra dentro de los valores de razas prolificas reportados por Souza et al.
(1997) en ovejas Booroola (5.620.3 mm) y Bartlewski ef al. (1999e) en Finnish
Landrace (5.520.2 mm). Sin embargo, el didametro del foliculo preovulatorio mas
grande en ovejas Criollas (3.8+0.2 mm) es inferior al encontrado en otras razas
no prolificas como lle de France (8.1£0.7 mm; Driancourt ef al., 1986) y Muflon
(6.5+£0.1 mm; Gonzalez-Bulnes et al., 2001). La causa del menor diametro del
foliculo preovulatorio en ovejas Criollas con respecto a lle de France no se
conoce, pero pudiera deberse a su mayor tamafio corporal (70 a 90 kg)
comparado con las ovejas Criollas (32 kg), lo cual les puede permitir desarrollar

foliculos preovulatorios mas grandes.

La tasa ovulatoria fue superior (p<0.05) en ovejas Rideau comparado con las
Criollas. Dicha caracteristica en ovejas monovulatorias esta limitada por una
alta incidencia de atresia y menor reclutamiento de foliculos que entran a la
poblacién en crecimiento (Evans, 2003b; Gonzalez-Bulnes ef af., 2004, Cueto et
al., 2006). La tasa ovulatoria en ovejas Rideau es similar a la reportada por

Bartlewski ef al. (1999e) en ovejas Finnish Landrace (2.7+0.2), mientras que la
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de ovejas Criollas es similar a la indicada por Driancourt et al. (1986) en lle de
France (1.1£0.3) y Gonzalez-Bulnes ef al. (2001} en ovejas Muflén (1.0£0.0).
Previamente, Roman et al. (2008) encontraron mayor (p<0.05) tasa ovulatoria
en ovejas Rideau que en las Criollas (2.7520.7 vs 1.04+0.21), confirmando su
alta tasa ovulatoria y prolificidad (Bartlewski ef af., 2008).

las caracteristicas del cuerpo luteo son mostradas en el Cuadro 4. El diametro
del cuerpo litec a la primera deteccion, su didmetro méaximo y dia en que se
visualizé por Gltima vez fueron diferentes (p<0.05) entre razas. El cuerpo liteo
se puede detectar con precision a partir del dia tres del ciclo estral, similar a lo
publicado por Ravindra et al. (1994); lo anterior debido a que inmediatamente
después de la ovulacion, el crecimiento y desarrollo del cuerpo luteo es

extremadamente rapido (Robinson ef al., 2005).

El tamafio del cuerpo |iteo esta relacionado con el diametro del foliculo que le
da origen (Bartlewski et al, 1999e; Davies ef al, 2006); cuerpos luteos de
menor tamafio en ovejas Criollas también tuvieron foliculos preovulatorios de
menor tamario, comparado con las ovejas Rideau. En este sentido, cuerpos
lateos de mayor tamafio han sido relacionados con incrementos en la
concentracién plasmatica de progesterona y bajas concentraciones de
progesterona, con reducida fertilidad o incremento en la pérdida de prefieces
(Davies et al. 2006; Petit y Twagiramungu, 2006).

La concentracidn de progesterona es diferente entre razas prolificas y no
prolificas (Quirke et al., 1979; Cahill et al., 1981). Sin embargo, Bartlewski ef a/.
(1999d) encontraron mayores (p<0.05) concentraciones de progesterona del dia
4 al 14 dei ciclo estral, mayor didmetro maximo del cuerpo lateo (p<0.05) en
ovejas Western White-face comparativamente con las ovejas Finnish Landrace,
no obstante la tasa ovulatoria superior (p<0.05) en ovejas Finnish Landrace.
Las diferencias pudieran deberse a una mayor capacidad de las ovejas Western

White-face para sintetizar progesterona (Bartlewski ef al., 1999a).
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Cuadro 4. Medias? de cuadrados minimos (tEEM) para las caracteristicas del
cuerpo luteo de ovejas Criollas y Rideau determinadas mediante
ultrasonografia.

, Raza

Variable Criola Rideau

Dia a la primera deteccién 3.8+0.162 3.4x0.212
Didmetro a la primera deteccion (mm) 3.5+0.10° 3.9+0.13°
Dia de diametro maximo 8.3+0.17° 8.4+0.23%
Diametro maximo (mm) 6.1+0.13° 8.4+0.18°
Dia a Gltima observacion 13.80.14° 14.8+0.20°
Diametro a la Ultima observacion (mm) 3.3+0.102 3.4+0.142

Z Medias sin una letra en comun, dentro de hilera, son diferentes (p<0.05).

El diametro del cuerpo liteo fue afectado por la raza (p<0.05) y el dia del ciclo
estral (p<0.05), el cual fue superior en ovejas Rideau comparativamente con las
Criollas durante todo el periodo de observacion (Figura 4). Ef didmetro del
cuerpo luteo cambi6 de un dia a otro en ambas razas, similar a lo publicado por
Bartlewski et al. (1999a).

El nhamero promedio de foliculos por clase para ambas razas se muestra en el
Cuadro 5. El nimero de foliculos pequefios, medianos y grandes fue superior
(p0.05) en las ovejas Rideau comparado con las Criolias en cada una de las
ondas. Al comparar el nimero de foliculos por clase dentro de raza, la Rideau
tuvo mas (p<0.05) foliculos pequefios en la onda 1 que en la 3, el numero de
foliculos medianos se mantuvo constante (p>0.05) en las tres ondas, mientras
que hubo mas (p<0.05) foliculos grandes en la onda 3 comparado con las
ondas 1y 2. En ovejas Criollas, el nimero de foliculos pegquefios y medianos se
mantuvo constante (p>0.05) en las 3 ondas, mientras que el nimero de
foliculos grandes fue superior (p<0.05) en la onda 3 comparado con las ondas 1
y 2. Las diferencias en el nimero de foliculos pueden estar relacionadas con la
mayor tasa ovulatoria en las ovejas Rideau. Lahlou-Kassi y Mariana (1984)
encontraron que la alta tasa ovulatoria en ovejas D'Man comparado con
Timahdite estuvo relacionada con un mayor ndmero de foliculos >2 mm. Cahill
et al. (1979) observaron que las ovejas Romanov contenian de 1.5 a 2 veces

més foliculos grandes comparado con ovejas lle de France, las cuales tienen
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una tasa ovulatoria menor; lo anterior es similar a lo encontrado en el presente

estudio.
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Figura 4.Didmetro del cuerpo liteo determinado mediante ultrasonografia en
ovejas Criollas (o) y Rideau (e) durante un ciclo estral. El asterisco () indica
diferencias entre razas (p=<0.05).
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El numero promedio de ondas por ciclo fue similar (p>0.05) entre ovejas Criollas
y Rideau (3.2+0.4 vs 3.320.8). En ovejas Criollas, 81.8% (9/11) presentaron tres
ondas foliculares y 18.2% (2/11) cuatro ondas por ciclo. Mientras que en las
ovejas Rideau, 16.6% (2/12) tuvieron dos, 41.7% (5/12) tres, y 41.7% (5/12)
cuatro ondas por ciclo. Los resultados en la raza Criolla son similares a los
publicados por Ali et al. (2006) quienes encontraron 2 y 3 ondas de desarrollo
folicular en ovejas Ossimi, y en el 65% de los ciclos se presentaron 3 ondas.
Mientras Zieba ef al. (2002) en ovejas Olkuska reportaron 3, 4 y 5 ondas de
desarrollo folicular, siendo mas comun el patrén de 4 ondas en el 67% de los
ciclos. En el presente estudio, los resultados en la raza Rideau no muestran un
patron dominante. Las diferencias en el patron de desarrollo folicular pueden
ser modificadas por factores como la raza (prolificidad), el ambiente y el manejo
(Bartlewski ef al., 1998).

Los factores que determinan la ocurrencia de 2 ¢ 3 ondas de desarrollo folicular
en vaquillas son desconocidos (Ginther et al., 1989). Sin embargo, en cabras
altos niveles de progesterona inmediatamente después de la ovulacion afectan
el periodo de dominancia del foliculo dominante de la primera onda, induciendo
la regresion temprana de éste y acelerando la emergencia de la segunda onda
(Menchaca y Rubianes 2002), por lo cual la progesterona podria ser un factor

de diferenciacién en el nimero de ondas foliculares en un ciclo estral.

Los resultados de la dinamica folicular de ovejas que presentaron tres ondas
foliculares se muestran en el Cuadro 8, y en la Figura 5 se presenta el perfil de
crecimiento del foliculo dominante de cada una de las ondas. Los dias de
emergencia de las ondas 1, 2 y 3 fueron similares {(p>0.05) entre razas; sin
embargo, dentro de raza fueron diferentes (p<0.05). En ovejas West African las
ondas emergen los dias 1.1, 8.3 y 10.7 (Contreras-Solis et al, 2008), y en
Suffolk los dias 1.6, 7.6 y 14 para las ondas 1, 2 y 3, respectivamente (Noel et
al, 1993). Las diferencias son dificiles de explicar, sin embargo; Gonzalez-
Bulnes et al. (2005) mencionan que el nimero de ondas y el dia de emergencia

de éstas son variables e impredecibles entre animales, aunque la emergencia
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de las ondas sucesivas en ovejas (inicamente ocurre después de que el foliculo
dominante de la onda previa ha detenido su crecimiento (Evans et al., 2000).

Cuadro 6. Medias de cuadrados minimos (zEEM) para las caracteristicas de la
dinamica folicular en ovejas Criollas y Rideau con tres ondas de desarrollo
folicular durante el ciclo estral.

. Raza

Variable Criolla Rideau
Onda 1

Dia de emergencia 0.9+0.2% 0.9+0.2%
Diametro del foliculo dominante (mm) 3.6+0.2% 5.1+0.1%
Dia del diametro maximo 4.810.4% 5.2£0.5%
Duracién de la onda (dias) 7.6+0.5% 8.8+0.5™
Onda 2

Dia de emergencia 7.540.4% 7.0£0.4%
Didmetro del foliculo dominante (mm) 3.1£0.2% 4.3+0.3%
Intervalo entre emergencia ondas 1y 2 (dias) 6.6+0.4% 6.11£0.4%
Dia del diametro maximo 11.2£0.4%  10.6+0.6%
Duracién de la onda (dias) 6.4+0.5% 7.6+0.6"
Onda 3

Dia de emergencia ' 12.240.7%  1210.7%
Diametro del foliculo dominante (mm) 3.8£0.2% 5.4+0.1%
Intervalo entre emergencia ondas 2 y 3 (dias) 4.7+0.6% 5.1x0.9%
Dia del diametro maximo 16.440.5%  16.3%0.5%*
Duracién de |la onda (dias) 5.7+0.6% 5.6+0.4%

22 Medias sin una letra en comun, dentro de hilera, son diferentes (0<0.05).
*¥Z Medias sin una letra en comun, dentro de columna, son diferentes (p<0.05).

Los diametros de los foliculos dominantes de las ondas 1, 2 y 3 fueron mayores
(p<0.05) en ovejas Rideau comparado con las Criollas. Al comparar dentro de
raza, el didametro del foliculo de la onda 1 y 3 fueron similares (p>0.05), pero
superiores (p<0.05) al foliculo dominante de la onda 2, en ambas razas. Los
resultados son similares a los reportados por Vifioles ef al. (2002), quienes
encontraron que el diametro del foliculo dominante de la onda 1 (6.0+0.2 mm) y
3 (6.1£0.4 mm) fueron similares (p>0.05), pero superiores (p<0.05) al foliculo
dominante de la onda 2 (5.13£0.2 mm). Los resultados sugieren una probable
accion negativa de la progesterona en el crecimiento folicular durante el ciclo
estral (Jonhson et al, 1996; Rubianes ef al., 1996; Simbes et al, 2008). En
concordancia, Savio ef al. (1993) concluyeron que el crecimiento folicular

durante el ciclo estral es regulado principalmente por la progesterona. El mayor
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diametro del foliculo dominante de la primera onda se debe a las bajas
concentraciones de progesterona secretadas por el cuerpo luteo en formacion,
el cual no ejerce una retroalimentacion negativa en el eje hipotalamo-hipofisario
y se establece la liberacion de LH, favoreciendo el crecimiento folicular (Leyva
et al,, 1998; Amorim et al., 2007). El menor diametro del foliculo dominante de
la segunda onda puede ser debido al efecto negativo ejercido por las altas
concentraciones de progesterona producidas por el cuerpo lateo que inhiben la
liberacién de LH. El surgimiento de la tercera onda coincide con una reduccion
en la produccién de progesterona por el cuerpo liteo aumentando la secrecion

de LH, seguida de un rapido crecimiento folicular y la ovulacion.
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Figura 5. Perfil de crecimiento del foliculo dominante para las ondas 1, 2y 3 en
ovejas Criollas y Rideau durante un ciclo estral.

El intervalo entre la emergencia de las ondas 1y 2, asi como 2 y 3 fueron
similares (p>0.05) entre las ovejas Criollas y Rideau. Sin embargo, al comparar
dentro de raza, el intervalo entre la emergencia de las ondas 1y 2 fue superior
{(p<0.05) alas ondas 2y 3, en ambaé razas. Los resultados concuerdan con los

obtenidos por Vifioles et al. (2002) en ovejas Polwarth, quienes encontraron
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diferencia (p<0.05) para el intervalo entre la emergencia de las ondas 1y 2,y 2
y 3 (5.840.4 vs 4.810.4 dias). Las diferencias entre ondas en el cambio de
velocidades del crecimiento folicular pueden estar relacionadas con los
diferentes ambientes endocrinos que ocurren durante el ciclo estral (De Castro
et al., 1999). En vacas (Adams et al,, 1992) y cabras (Menchaca y Rubianes,
2002), concentraciones supraluteales de progesterona al inicio del ciclo estral
acortan el momento de la emergencia de la siguiente onda de desarrollo

folicular.

El dia en que los foliculos dominantes de las ondas 1, 2 y 3 alcanzaron el
diametro maximo fueron similares (p>0.05) entre ovejas Criollas y Rideau. Sin
embargo, al comparar dentro de raza éstos fueron diferentes (p=<0.05). Los
resultados concuerdan con los publicados por Ali ef al. (2006) quienes
encontraron que el dia del ciclo en que el foliculo dominante alcanzé el diametro
maximo fue diferente (p<0.05), para el foliculo dominante de la onda 1 (3.9), 2
(10.9) y 3 (16.3).

La duracion media de la onda 1y 2 fue superior (p<0.05) en las ovejas Rideau
comparado con las Criollas, mientras que la duracion de la onda 3 fue similar
(p>0.05). Al comparar la duracion de las ondas dentro de raza, la duracién de la
onda 1 fue superior (p<0.01) a la 2 y 3, en ambas razas. Estos resultados
concuerdan con los encontrados por Contreras-Solis et al. (2008), quienes
estimaron una duracion media de 6.9+0.3 y 5.7+0.4 dias paralaonda 1y 2, en
ovejas West African. La mayor vida media de la onda 1 del ciclo ha sido
asociada con una mayor duracién de la fase estatica del foliculo dominante
(Bartlewski et al., 1999b; Bartlewski et al., 1999¢). En este respecto, Vificles et
al. (1999) reportaron que el incremento en la frecuencia de pulsos de LH
causado por una disminucién en la concentracion de progesterona prolongé la
vida media del foliculo més grande de la primera onda. La mayor vida media de
la onda en ovejas Rideau comparado con las Criollas se pudo deber al mayor
diametro de su foliculo dominante (5.1+0.1 mm vs 3.6+0.2 mm), el cual requirié

mas tiempo para alcanzar dicho diametro. Bartlewski et al. (1999d) y
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.Duggavathi et al. (2003) mencionan que la fase estatica de los foliculos en
crecimiento durante la parte temprana del ciclo se extienden debido a la
ausencia de un cuerpo liteo funcional, comparado con los foliculos en
crecimiento durante la fase litea media que tienen una fase estatica mas corta,
debido a 'a disminucion en el soporte gonadotrépico causada por la dominancia

de la progesterona.

En general, los resultados para las fases de crecimiento (3.1£0.07 vs 3.0£0.05
dias), la estatica (1.5%0.14 vs 1.210.10 dias) y de regresion (3.3£0.13 vs
3.0+0.09 dias) fueron similares (p>0.05) entre las razas Rideau y Criolla. Evans
et al. (2000) encontraron resultados similares para las fases de crecimiento (3.3
dias) y regresién (2.7 dias) en ovejas cruza Suffolk-Texel. Mientras, Uribe-
Velasquez et al. (2002) encontraron resultados similares en la duracion de la
fase estatica en ovejas Bergamascia tratadas o no con CIDR, conteniendo 0.9 g
de progesterona (1.57+0.2 vs 1.29£0.18 dias). En este sentido, Vifoles y
Rubianes (1998) después de inducir la lutedlisis en ovejas con PGFz eldiad ¢
9 del ciclo estral, observaron que el foliculo dominante de la onda 1 se convertia
en el foliculo preovulatorio si se encontraba en fase de crecimiento o estatica al
momenhto de la lutedlisis, en cambio si éste se encontraba en fase de regresion,

el foliculo dominante de la onda 2 se convertia en el foliculo preovulatorio.
3.6 Congclusion

Durante el ciclo estral de las ovejas Criollas y Rideau ocutre similar niumero de
ondas de desarrollo folicular; sin embargo, las ovejas Rideau desarrollan mayor
namero de foliculos que alcanzan el tamafio preovulaorio durante el ciclo estral

y mayor poblacion folicular, la cual puede determinar su alta tasa ovulatoria.
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