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EVALUACION DEL APORTE EXOGENO DE PROGESTERONA SOBRE LA
PRESENCIA DE CUERPO LUTEO EN PROTOCOLOS DE SINCRONIZACION A
CORTO PLAZO

Angel Campero Cruz, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

RESUMEN

Los protocolos de sincronizacion cortos tienen multiples ventajas; no obstante, la presencia de
cuerpo luteo en protocolos cortos afecta su respuesta. El objetivo de esta investigacion fue evaluar
la influencia del aporte exdgeno de progesterona mediante dispositivos CIDR en tratamientos de
sincronizacién cortos y convencionales, con y sin la presencia de cuerpo lateo (CL) al inicio del
tratamiento, sobre las variables reproductivas en ovejas. Para ello, se utilizaron 80 ovejas, que se
distribuyeron en un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2*2 (periodo de
sincronizacion a 6 y 11 dias; con y sin cuerpo luteo); al retirar el CIDR se administraron 400 Ul
de eCG y las ovejas recibieron monta directa 24 h post retiro del CIDR. El tratamiento corto con
CL no presento respuesta, no obstante, la presentacion de estros fue diferente (p<0.05) entre el
tratamiento corto sin CL (35 %) comparada con tratamientos convencionales (100 %);
similarmente, se encontrd diferencia (p<0.05) en el porcentaje de gestacion del tratamiento corto
sin CL (30 %) comparado con porcentajes de gestacidn en tratamientos convencionales con y sin
CL (85 y 100 %). No se encontraron diferencias (p>0.05) para las variables inicio, duracién y
retorno de estro, y prolificidad. La concentracion de progesterona al retirar el CIDR fue similar
(p>0.05) para todos los tratamientos; sin embargo, el dia de presentacion de estro la concentracion
fue mayor (p<0.05) para el tratamiento corto con CL (4.75 ng mL™*) comparado con los deméas
tratamientos. En conclusion, la presencia o ausencia de CL al inicio de un tratamiento de
sincronizacion convencional no altera la respuesta de las variables reproductivas; no obstante, la
respuesta en tratamientos de sincronizacion cortos se ve afectada si no se administra PGF2q al final

del tratamiento.

Palabras clave: Estradiol, oleada folicular, progesterona, prostaglandina, reproduccion.



EVALUATION OF THE EXOGENOUS PROGESTERONE CONTRIBUTION ON THE
PRESENCE OF THE CORPUS LUTEUM IN SHORT-TERM SYNCHRONIZATION
PROTOCOLS

Angel Campero Cruz, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

ABSTRACT

The short protocols of synchronization have multiple advantages; nevertheless, the presence of
corpus luteum in short protocols affects its response. The objective of this research was to evaluate
the influence of the exogenous progesterone contribution by CIDR devices in short and
conventional synchronization protocols, with and without the presence of a corpus luteum (CL) at
the beginning of the treatment, on the reproductive variables in sheep. For this, 80 ewes were used,
which were distributed in a completely randomized design with factorial arrangement 2*2 (6 and
11-day synchronization period, with and without a corpus luteum); at CIDR removal, 400 IU of
eCG were administered and the sheep received natural mating 24 h post removal of the CIDR. The
short treatment with CL did not show estrous response, however the onset of estrus was different
(p <0.05) between the short treatment without CL (35 %) compared with conventional protocols
(100 %); likewise, a difference (p<0.05) was found in the percentage of pregnancy of the short
treatment without CL (30 %) compared to gestation percentages in conventional treatments with
and without CL (85 and 100 %). No differences were found (p> 0.05) for the onset, duration and
return to estrus, and prolificity. Progesterone concentration at CIDR removal was similar (p> 0.05)
for all treatments; however, the day of estrus presentation was greater (p <0.05) for short treatment
with CL (4.75 ng mL™) compared to the other treatments. In conclusion, the presence or absence
of CL at the beginning of a conventional synchronization treatment does not alter the response of
the reproductive variables; however, the response in short synchronization treatment is affected if

PGF2. is not administered at the end of the treatment.

Keywords: Estradiol, follicular wave, progesterone, prostaglandin, reproduction.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad los protocolos de sincronizacion se basan en manipular la fase lutea del
ciclo estral simulando la funcién lutea con progesterona (P4) o sus analogos, o acortandola por
medio de prostaglandina F2. (PGF2q) y sus analogos; en conjunto con la aplicacion de hormonas
gonadotrépicas como la gonadotropina coridnica equina (eCG). Sin embargo, el avance
tecnoldgico ha permitido entender la fisiologia ovarica; por lo que modificar los protocolos es
oportuno para ser eficientes, considerando la salud y bienestar animal, seguridad alimentaria e

impacto ambiental que genere la aplicacién de estos tratamientos (Gonzalez-Bulnes et al. 2020).

En los protocolos convencionales el periodo de sincronizacion se basaba en la duracién de
la vida media del CL durante el ciclo estral; se insertaban dispositivos intravaginales con P4 o
analogos durante 12 a 14 d y una aplicacion de eCG al retirar el dispositivo (Abecia et al. 2012).
No obstante, los periodos de sincronizacion largos comprometen la fertilidad, ya que desarrollan
foliculos preovulatorios de menor calidad debido a bajas concentraciones de estradiol (E-2), lo que

resulta en una funcion latea y viabilidad embrionaria deficientes (Gonzalez-Bulnes et al. 2005).

Entre las estrategias para sincronizar estro destacan los tratamientos con dispositivos CIDR
que se administran durante periodos cortos (5 a 7 d), con los cuales se obtiene hasta 100 % de
presentacion de estros y un 80 % de gestacion mediante monta natural (Martinez-Ros et al. 2018c¢).
Los tratamientos de sincronizacion cortos facilitan la reutilizacion del CIDR por periodos de 6 d y
permiten obtener 58.5 % de gestacion al utilizar inseminacion artificial intrauterina (dos Santos-
Neto et al. 2015) 0 65 % de gestacidn con s6lo una monta directa (Swelum et al. 2018), lo cual es
considerable al disminuir los costos de produccién. Los tratamientos de sincronizacion cortos en
ovejas presentan respuesta similar a los tratamientos a largo plazo (o convencionales), en inicio de
estro y pico preovulatorio de LH; por lo tanto, se pueden implementar en programas de

inseminacién artificial (Martinez-Ros et al. 2019).

Los tratamientos de sincronizacion cortos aceleran el recambio folicular y hacen posible
que ovule un foliculo dominante méas joven y sano (Menchaca y Rubianes 2004). Durante el
desarrollo folicular preovulatorio altas concentraciones de P4 mejoran la calidad de los ovocitos,
incrementa la fertilizacion y calidad del embridn (Cuadro et al. 2018; Menchaca et al. 2018). La

luteinizacion incrementa el flujo sanguineo permitiendo la distribucion de nutrientes, hormonas y



factores de crecimiento, lo que favorece las caracteristicas morfoldgicas y de competencia en el
desarrollo de ovocitos (Argudo et al. 2020). Ademas, Penitente-Filho et al. (2015) plantean que
ovarios con CL y posiblemente el uso de P4+ de manera exdgena producen ovocitos de mejor
calidad, incrementa fertilidad y produccién de embriones. No obstante, la sincronizacién del estro
en ovejas con ovarios sin presencia de CL, el nimero de foliculos aumenta, lo cual incrementa la
concentracion sérica de Ez durante los dias 4 a5y 12 a 16 del ciclo estral, en relacion al desarrollo
del foliculo dominante de la oleada folicular (Shabankareh et al. 2010). De manera experimental
es importante determinar la concentracion hormonal en sangre de los animales cuando se utilizan
tratamientos de sincronizacion para asegurar concentraciones necesarias y lograr desarrollo

folicular, ovulacion agrupada y porcentajes de gestacion aceptables (Franco y Uribe, 2012).

Ante los diversos factores que influyen sobre los tratamientos de sincronizacion, es
necesario evaluar la respuesta al estro (presentacidn, inicio, duracién) para incrementar la
fertilidad. Iniciar un tratamiento de sincronizacién corto (aporte exdgeno) con presencia de CL
(aporte enddgeno) incrementard los niveles de Pas, lo cual permitiria obtener ovocitos de mejor
calidad e incrementar la fertilidad; sin embargo, el mismo incremento en la concentracion de P4y
la permanencia del CL comprometen la respuesta al estro. Por lo tanto, el objetivo del presente
estudio fue evaluar el aporte exdgeno de P4 mediante dispositivos CIDR en tratamientos de
sincronizacion cortos (6 d) y convencionales (11 d); con y sin cuerpo lateo, sobre las variables

reproductivas en ovejas.



I1.REVISION DE LITERATURA
2.1 Perspectiva de la ovinocultura

La oveja domestica (Ovis aries) es descendiente del muflon asiatico (Ovis orientalis)
(Rezaie et al. 2010). Es uno de los animales de mayor importancia econémica, cultural y social,
su produccion es destinada principalmente para la obtencion de carne, leche, lana y piel; sin
embargo, existen caracteristicas esenciales para aumentar la productividad como la fertilidad,
crecimiento corporal, peso, calidad de la canal, porcentaje de grasa, produccion de leche, calidad
de lana, tipo de cuerno, color de pelaje las cuales son de interés econdmico (Gebreselassie et al.
2020).

2.1.1 Situacién internacional de la produccion ovina

La produccién mundial de carne ovina se ha mantenido con ligeras variaciones desde el
2018 hasta el 2021. En 2021 la produccion mundial de carne en canal ovina fue de 16, 464, 000
toneladas, de las cuales se produjeron 9, 879, 000 en Asia, 3, 658, 000 en Africa, 135, 000 en
América Central, 342, 000 en Sudamérica, 87, 000 en Norte América, 1, 206, 000 en Europa, y 1,
157, 000 en Oceania; més del 80 % de la produccién mundial es producida en dos continentes,
Asia y Africa (Figura 1) (FAO, 2021).
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Figura 1. Produccidn global de carne ovina en canal (FUENTE: FAO, 2021).

El principal pais productor es Chinay produce el 30.4 % de la produccion mundial de carne

ovina, le siguen India, Pakistan, Australia y la Union Europea; México fluctta en el lugar nimero



17 a nivel mundial en la produccion de carne ovina con un aporte del 0.6 % de la produccién global
(Figura 2) (FAO, 2021).
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Figura 2. Principales paises productores de carne en canal ovina (FUENTE: FAO, 2021).

Las importaciones para 2021 fueron de 1, 050, 000 toneladas de carne en canal ovina, de
las cuales Asia fue el mayor importador, siguiéndole Europa y Norte América, cubriendo el 95 %
del total de las importaciones y el resto por los demas continentes como se muestra en la Figura 3
(FAO, 2021).
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Figura 3. Importaciones de carne en canal ovina por continente (FUENTE: FAQ, 2021).



Las exportaciones de carne de canal ovina en el mundo para el 2021 fueron de 1, 069, 000
toneladas, de estas la mayoria fueron exportadas por Australia y Nueva Zelanda cubriendo el 79
% del total de las exportaciones; existen otras regiones con importancia en la exportacion de carne

ovina como se muestra en la Figura 4 (FAO, 2021).
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Figura 4. Principales paises exportadores de carne en canal ovina (FUENTE: FAO, 2021).

Se prevé que el consumo de carne de ovina ird descendiendo a largo plazo por el incremento
en el consumo de carne de aves de corral, si bien la carne ovina es considerada un componente
premium y es nicho de mercado en algunos paises desarrollados; el consumo per capita de carne
ovina en 2020 a nivel mundial fue de 1.8 kg (OCDE/FAO, 2021).

2.1.2 Produccién ovina en México

Segun el Consejo Mexicano de la Carne A.C., al cierre del 2020 fluctuamos en la posicion
numero 6° del ranking mundial de consumo per cépita de carne, con un consumo de 69 kg de carne
anual, con un crecimiento del 0.8 % que esta por encima de la media de los lideres mundiales con
0.6 % al afio (COMECARNE, 2021).

Al cierre del 2020 el inventario de cabezas de ganado ovino fue de 8, 725, 882; los estados
con mayor inventario son Estado de México, Hidalgo, Veracruz, Puebla y Zacatecas (Figura 5)
(SIAP, 2020a). De esta poblacién ovina, se sacrificaron 3, 167, 710 cabezas y se obtuvieron 65,
150 toneladas de carne en canal, que resultan en un valor de la produccién de 4, 934, 927 mil

pesos, lo que representa el 1.4 % del valor de la produccion de carne en canal de las diferentes



especies pecuarias consumidas en México, considerando a bovinos, porcinos, caprinos y aves de
corral (SIAP, 2020D).

No. Estado Cabezas Participacion (%4)
1 Estado de México 1355113 15.5

2 Hidalgo 1128198 12.9

3 Veracruz 714 021 82

4 Puebla 549 169 6.3

5 Zacatecas 505272

Figura 5. Inventario ovino nacional, estados con mayor nimero de cabezas (FUENTE: SIAP, 2020a).

Para 2021, la produccion de carne en canal incremento a 65, 891 toneladas; los principales
estados productores de carne de canal ovina fueron Estado de México, Hidalgo, Veracruz, Jalisco
y Puebla donde se produjo el 47.1 % del total de la produccion (Figura 6) y lo demas en el resto
del pais (SIAP, 2021).



No. Estado Toneladas Participacion (%)

1 Estado de México 9190 139
2 Hidalgo 6 780 103
3 Veracruz 5751 8.7
4 Jalisco 4 810 73
5 Puebla 4520 6.9

Figura 6. Produccion de carne en canal ovina, principales estados productores (FUENTE: SIAP, 2021).

El principal platillo que se elabora a partir de los ovinos en México es la barbacoa; el
consumo per cépita de carne de ovino en México para 2019 fue de 567 g, con un incremento de
0.39 % a través de 1970 a 2019; en el afio de 2004 se registré el mayor consumo con alrededor de
1 kg por persona (Bobadilla-Soto et al. 2021).

La produccion ovina en México se realiza principalmente bajo sistemas de pastoreo
tradicionales, donde no se utilizan tecnologias y la productividad es baja. En la produccién
nacional se distinguen tres regiones: la norte donde se utilizan razas de lana y razas carnicas con
sistemas tecnificados, la region centro donde prevalecen cruzas de la raza Suffolk, Hampshire y
razas de pelo que se desarrollan bajo pastoreo de agostaderos o terrenos agricolas para aprovechar
algunos esquilmos, y la region sur donde destacan las razas de pelo como Pelibuey, Black Belly,
Dorper y Katahdin (Hernandez-Marin et al. 2017).

La produccion ovina nacional no satisface su demanda: para 2019 el 9.6 % del consumo
nacional se importo. En la actualidad la importacion de ganado en pie es menor que la importacion
de carne: se importaron 7, 752 cabezas principalmente de EUA, Australia y Nueva Zelanda;
mientras que de carne se importaron 6, 782 toneladas provenientes de Australia, Nueva Zelanda y
en menor cantidad de EUA y Chile (Bobadilla-Soto et al. 2021).



Una caracteristica de la carne de ovino es que es mejor pagada que la de otras especies y
su precio se mantiene estable a través de todo el afio. Para 2019 el precio en pie fluctu6 en 1.79
USD por Kkg; la produccion es estacional con un incremento en los meses de junio a diciembre, lo
cual disminuye los precios del mercado en pie y en canal, pero también disminuye las

importaciones (Bobadilla-Soto et al. 2021).
2.2 Anatomia ovarica

El ovario es una estructura con la funcién de producir gametos y hormonas, por ello a través
del ciclo reproductivo sufre cambios en su estructura, se encuentra recubierto de una capa de tejido
conectivo llamada tunica albuginea, la cual le confiere estructura; esta se encuentra recubierta por
una capa de celulas Ilamada epitelio germinal (Figura 7) (Senger, 2003). Debajo de la tunica
albuginea se encuentra la corteza ovarica que es donde se encuentran las diferentes estructuras
como: ovocitos, foliculos (primarios, secundarios y antrales) y cuerpos lGteos; los cuerpos luteos
en degradacion o conocidos como cuerpos “albicans” (Figura 7) (Senger, 2003); mientras que en
la parte central del ovario se encuentra la médula, donde se encuentran los nervios, vasculatura y

vasos linfaticos (Figura 7) (Bravo-Benitez et al. 2021).
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Figura 7. Anatomia del ovario y sus principales estructuras (Fuente: Adaptado de Vantman y Vega,
2010).

2.2.1 Crecimiento y desarrollo folicular

En los mamiferos, la hembra cuenta con una reserva de ovocitos que han interrumpido su

crecimiento en foliculos primordiales, para ser ovulados durante su vida reproductiva. En ovinos



los foliculos primordiales comienzan su formacién durante el desarrollo fetal a partir del dia 70
(Fortune, 2002).

Con el desarrollo prepuberal los ovarios sufren una gran reduccién de foliculos
primordiales: ovinos pre puber contienen cerca de 40 a 300 mil foliculos primordiales (Scaramuzzi
et al. 1993) de los cuales, con algunas variaciones raciales en la adultez, la oveja posee entre 12 y
86 mil foliculos primordiales; de estos, entre 100 y 400 foliculos se encuentran en crecimiento y
solo 10 a 40 son visibles (Rubianes, 2005).

Un estudio del transcriptoma de células de la granulosa identifico una diferencia marcada
de genes expresados entre ovejas adultas y corderas, que explica la posible razén de los defectos
en desarrollo en foliculos y ovocitos de las corderas; ademas se identifico que los genes FABP4 y
PLA2G4A expresados en células de la granulosa se relacionan con funciones de apoptosis y

sintesis de &cido araquidonico (Tian et al. 2022).

El desarrollo folicular ovarico es un proceso dindmico complejo que ocurre junto al ciclo
estral, caracterizado por una proliferaciéon marcada y una diferenciacién de las células foliculares,
proporcionando un medio ambiente 6ptimo para la maduracion del ovocito y su preparacion para
la fertilizacion después de la ovulacion (Armstrong y Webb, 1997). El proceso gradual de
desarrollo y diferenciacion de un foliculo, desde una estructura primordial hasta el foliculo

preovulatorio dura hasta 6 meses, como se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Esquematizacion del crecimiento y desarrollo folicular a lo largo del tiempo antes de ovular.
(Fuente: Adaptado de Downing y Scaramuzzi, 1991).




Un foliculo primordial lo conforma un ovocito de crecimiento estatico hasta antes del
nacimiento, se encuentra en fase del diploteno de la profase | de la meiosis, esta rodeado de una
sola capa de celulas escamosas de la pre granulosa (Nilsson y Skinner, 2001). Cuando un grupo
de foliculos salen de la reserva pasan de ser foliculos primordiales a ser foliculos primarios en
transicion; las células escamosas que lo rodeaban se transforman en células cuboideas de granulosa
y empiezan a proliferar (Hirshfield, 1991). Los foliculos secundarios contienen varias capas de
células de la granulosa que comienzan a secretar el liquido que formara el antro folicular y a su
vez un mucopolisacarido que formara la zona prelucida que protege al ovocito; ademas se rodea
por células de la teca (Filipiak et al. 2016). El foliculo antral se caracteriza por la formacion total
del antro, gran proliferacién de células de granulosa y formacion de la teca interna y externa
(Filipiak et al. 2016).

2.2.1.1 Dinamica folicular

La dinamica folicular es el proceso de crecimiento y regresion folicular para el desarrollo
del foliculo ovulatorio, este es continuo e independiente de la fase del ciclo estral, el cual se lleva
a cabo desde su estado primordial (100 um) hasta su ovulacion (>5 mm) o mayormente a sufrir
atresia; se lleva a cabo en dos fases anterior y posterior a la formacion del antro (Uribe-Velasquez
et al. 2009).

El desarrollo folicular ovéarico durante un ciclo estral sigue un patron de oleadas foliculares,
donde en cada una se encuentran implicados tres eventos fisioldgicos: reclutamiento, seleccion y
dominancia. Para que se lleve a cabo el proceso existen relaciones endocrinas, parécrinas y
autocrinas dentro del ovario y un intercambio endocrino entre ovarios e hipofisis (Espinoza-
Villavicencio et al. 2007). Cada oleada se caracteriza por el crecimiento de un pool de foliculos,
de los cuales existird uno que siga creciendo (dominante) y otros que sufriran atresia por inhibicion
de su desarrollo (subordinados); se han reportado de 2 a 4 oleadas foliculares durante un ciclo
estral (Uribe-Velasquez et al. 2009). La aparicion de ondas foliculares en ovinos durante el ciclo
estral se muestra en la Figura 9, la cual es controlada por cambios en la concentracion circulante

de hormonas (Bartlewski et al. 2011).
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Figura 9. Desarrollo folicular ovarico durante un ciclo estral en ovinos (Fuente: Adaptado de Bartlewski
etal. 2011).

El reclutamiento folicular se refiere a un grupo de foliculos sensibles a gonadotropinas de
los cuales un foliculo es seleccionado para continuar con su crecimiento y convertirse en
dominante, este se encarga de promover la atresia en los deméas foliculos de la misma cohorte;
dependiendo si el CL del ciclo estral presente retrocede o no, el foliculo dominante se vuelve
atrésico o es ovulado (Vifoles, 2003). S6lo foliculos mayores a 2 mm podran ser reclutados (Uribe-
Velasquez et al. 2009).

Durante la seleccion el incremento de FSH hace que el grupo de foliculos que responden a
gonadotropinas se vuelvan dependientes de estas hormonas; ademas, el mismo grupo de foliculos
secretan inhibina para reducir la concentracién de FSH, lo cual ayuda con la seleccion del foliculo
dominante. La LH le confiere la capacidad al foliculo seleccionado para seguir desarrollandose,
incrementando la secrecion de estradiol, androstenediona e inhibina para alcanzar su tamafio

méaximo (Vifioles, 2003).

La dominancia en ovinos es un tema discutido debido a que algunas razas pueden ovular
mas de un ovocito; los foliculos ovulatorios se pueden desarrollar del grupo de foliculos de la
ultima onda folicular o de la pendltima; el foliculo dominante y el mayor subordinado pueden
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alcanzar diametros de 5a 7 y de 3 a5 mm (Uribe-Velasquez et al. 2009). El proceso que sigue la

dindmica folicular se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Ejemplo del desarrollo de una oleada folicular (Fuente: Adaptado de Scaramuzzi et al. 1993,
segun Vifioles, 2003).

2.2.1.2 Ovulacion

La ovulacién es un proceso bioldgico por el cual un oocito maduro y las células somaticas
que lo rodean son liberados de la superficie ovérica hacia el infundibulo para su posterior
fertilizacion (Richards et al. 2008). Durante el estro la hembra es receptiva al macho; al inicio de
esta fase aparece un pico en la concentracion sérica de Ez, la cual generara la descarga

preovulatoria de LH ocasionando la ovulacion (Atuesta y Gonella, 2011).

Existe influencia ambiental y de los tratamientos hormonales sobre el pico preovulatorio
de LH y la ovulacion; los tratamientos con progestagenos no modifican significativamente el
tiempo de ovulacidn; sin embargo, la aplicacion de PMSG provoca un inicio mas temprano de la
presentacion del estro (30 h después de su aplicacion) y esto acelera el pico preovulatorio de LH a
las 45.4 h; estados fisioldgicos como la lactancia retrasan el pico de LH, mientras que la presencia
permanente del macho acelera el pico de LH de 6 a 8 h (Signoret y Cognie, 1975). Incrementos en
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la concentracion de P4 sérica al final del diestro pueden disminuir la incidencia de ovulaciones de
la pendltima ola del ciclo estral en ovejas de prolificidad alta, pero reduce las ovulaciones de ovejas

moderadamente prolificas (Bartlewski et al. 2017).

El mecanismo de la foliculogénesis que se genera de manera endocrina entre el sistema
nervioso central y el ovario, asi como los reguladores paracrinos intraovaricos son bien conocidos;
sin embargo, existe influencia de mecanismos genéticos que controlan el nimero de foliculos que
ovulan en cada ciclo como los genes de fecundidad del Sistema Proteina Morfogenética Osea
(BMP) (Fabre et al. 2006). Estudios recientes tratan de dilucidar diferentes mecanismos genéticos
para modificar el tamafo de la camada en diferentes razas de ovejas, encontrando vias relacionadas
con: secrecion de hormonas (FSH y LH), placenta y letalidad embrionaria, foliculogénesis,
sefializacion de LH, ovulacion y maduracion folicular preovulatoria, estrégeno y crecimiento
folicular (Xu et al. 2018).

2.2.2 Cuerpo luteo

El CL es una glandula endocrina transitoria que se forma a partir de la liberacién del ovocito
cuando este es liberado del foliculo ovulatorio; su principal funcion es la de producir P4 con el fin
de establecer y mantener la prefiez (Olivera-Angel et al. 2007; Bravo-Benitez et al. 2021), ademas

de regular la ciclicidad (Uribe-Velasquez et al. 2011a).

Pokharel et al. (2020) realizaron el transcriptoma de ARNm total del CL durante el periodo
de implantacion de la gestacion y encontraron la expresion de 21, 287 genes, de los cuales se
encontrd que durante la gestacion temprana algunos genes son activados en el CL para incrementar
la fertilidad como la tiorredoxina tipo 1 (TXNL1) asociado a la diapausa embrionaria, y Lectinas
de tipo inmunoglobulina que se unen al acido sialico (SIGLECS) que se expresan en células
inmunitarias ayudando con la preimplantacion embrionaria; ademas, la sintesis de P4 parece tener
una elevada expresion de genes en el CL, como la proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda
(StAR) para el transporte de colesterol libre, el gen de la familia Cytochrome P450 Subfamilia un
miembro 1 (CYP11A1l) que actla en la escision de la cadena lateral de colesterol y el gen
codificante para 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A-5-4 isomerasa (HSD3B1) para convertir

pregnenolona a Pa; existe influencia por parte de factores externos en la expresion de genes con
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importancia para la fertilidad, como la raza (razas prolificas, no prolificas y sus cruzas), la dieta
(flushing), clima y factores estresantes.

La presencia del CL en el ovario tiene un efecto positivo sobre la poblacion folicular
mostrando mayor namero de foliculos medianos y grandes (Ali y Derar, 2021). La P4 desempefia
varias funciones dentro de la actividad reproductiva de hembras mamiferas como: estimulacion
del foliculo dominante, luteinizacion de las células de la granulosa, promueve la competencia de
los ovocitos, establece la receptividad uterina y mantiene la gestacion (Fair y Lonergan, 2012). No
obstante, Almeeni et al. (2020) encontraron un efecto negativo sobre la presencia de CL en ovarios
ovinos al recolectar ovocitos, ya que disminuyo la cantidad y calidad de estos; sin embargo, el
porcentaje de maduracién in vitro fue la misma al presentar o no CL. Rubianes et al. (1996)
reportan que durante la primera oleada folicular el incremento de P4 de manera exdgena afecta el
crecimiento del foliculo dominante. Abreu et al. (2018) reportaron concentraciones altas y bajas
de P4 en vacas primiparas, y encontraron un aumento en la frecuencia de pulsos de LH y

concentracion de Ez; sin embargo, esto no afecto la competencia del desarrollo de ovocitos.

La sincronizacion con progestagenos en el sexto dia del ciclo estral en ovejas suprime el
tamario del foliculo mas grande de la oleada folicular durante el periodo del tratamiento (12 d), lo
cual altera el pico de LH y la ovulacion después de retirada la esponja; este efecto es mas
pronunciado que cuando se inserta el dispositivo en los dias 0 y 12, ya que existe un aporte de P4

mayor al tener ambas fuentes de P4 enddgena y exdgena (Leyva et al. 1998).

Grafa-Baumgartner et al. (2020) describen un efecto local del CL ipsilateral a la ovulacion
sobre el oviducto y cuerno uterino donde se transfirieron embriones, donde el CL actla de manera
positiva, ya que encontraron que existe una mayor cantidad de embriones viables dentro de los
primeros 6 d después de la fertilizacion, asi como concentraciones de P4 cinco veces mayores y
concentracion de E2 mas bajas, mayor concentracion de adiponectina, favoreciendo la
decidualizacion endometrial, asi como diferencia en la expresién de genes codificantes para

factores de crecimiento.

El tratamiento con GnRH y hCG en el dia 4 post inseminacién ayuda a generar cuerpos
luteos accesorios; sin embargo, sélo la hCG logra incrementar la concentracion de P4 sérica

como tratamiento para soporte de la gestacion (Fernandez et al. 2018).
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2.2.2.1 Luteinizacién

Poco antes de la ovulacion el ovocito continta con su proceso de meiosis y se luteinizan
las células foliculares, comienza la diferenciacion de células luteas grandes (LLC) a partir de las
células de granulosa y células luteas pequefias (SLC) a partir de las células de la teca (Rosales y
Guzman, 2008). Se denomina luteinizacion a la diferenciacion de las células de granulosa cuando
adquieren la capacidad de producir P4 a partir de colesterol y pierden la capacidad de producir
estradiol por la inhibicion de la sintesis de enzima aromatasa (Olivera-Angel et al. 2007). Las SLC
son principalmente esteroidogénicas mientras que las LLC ademas secretan péptidos reguladores
(Sangha et al. 2002). La rapida formacion del CL se debe a que durante la luteinizacion las SLC
sufren hiperplasia y miden cerca de 12 a 20 um; estas contienen receptores para LH o AMPc para
incrementar la sintesis de Pa; mientras que las LLC sufren hipertrofia son de un tamafio > a 20 um
pero aunque tienen receptores para LH no responden a esta para sintetizar P4 sino que responden
a GH, estas son responsables del 80 % de la produccién de P4 (Schams y Berisha, 2004; Robinson
et al. 2009; Uribe-Velasquez et al. 2011a).

El proceso angiogénico surge a partir del foliculo de Graff. La membrana basal del foliculo
impide la entrada de los vasos sanguineos; pero después de la ovulacion, células de la teca y vasos
sanguineos se sitlan hacia dentro en el area de la granulosa: sangre y plasma forman un coagulo

rico en fibrina (Bravo-Benitez et al. 2021).

La funcidon latea estd controlada por diferentes factores luteotroficos, entre ellos
gonadotropinas (principalmente la LH) y hormona del crecimiento (GH); en menor medida PGF2q
y estrogenos (Uribe-Velasquez et al. 2011a). Los receptores de FSH (FSHR) se expresan en
foliculos ovéricos pero también en el CL en células esteroidogénicas y no esteroidogénicas en
diferentes etapas de vida Iutea; aunque la funcidn de estos receptores no es clara durante la fase
lutea, el tratamiento in vivo con FSH mejord la expresion de este receptor y ARNm en tejidos
luteos dependiendo de la fase lutea en la que se encuentre y de la dieta que reciba la oveja, lo cual

indica un papel regulador de FSH en la funcion lutea (Grazul-Bilska et al. 2020).

El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF-0) producido en células Iuteas
tempranas actla de forma paracrina para promover la angiogénesis; de manera local, factores de

crecimiento similares a la insulina (IGF -1, -2) en sinergia con la LH, promueven la produccién de
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los VEGF-o (Bravo-Benitez et al. 2021); asi como los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF
-1, -2) desempefian un papel sobre el control luteal (Uribe-Velasquez et al. 2011a).

2.2.2.2 Lutedlisis

En el proceso de lutedlisis se distinguen dos fases: la funcional por la pérdida de la
capacidad de producir P4, y la estructural por la pérdida de integridad celular (Olivera-Angel et al.
2007; Uribe-Velasquez et al. 2011a). La lutedlisis es inducida principalmente por la PGF2. y en
segundo plano se encuentran rutas que actlan de manera simultanea mediadas por calcio,
citoquinas, especies reactivas de oxigeno y endotelinas (Olivera-Angel et al. 2007). Hernandez-
Cero6n y Zarco (1998) mencionan que para que la lutedlisis se realice adecuadamente se necesita
de una correcta funcion de retroalimentacion positiva en las hormonas que intervienen (estradiol,
oxitocina, PGF2.); es fundamental el patron frecuencia, amplitud y concentracion de PGFa;
ademas, para que se desencadene lutedlisis en condiciones naturales tienen que pasar al menos 10
d de exposicion a P4, momento en el que sufre refractoriedad debido al agotamiento de los

receptores en Gtero.

La apoptosis 0 muerte programada de células luteas sigue varias vias de sefializacion en
respuesta a la hormona PGF2, la cual se conoce que desencadena muerte celular principalmente
por accion vasoconstrictora disminuyendo el paso de nutrientes, oxigeno y colesterol que
conllevaran a una disminucién funcional; sin embargo, esta hormona incrementa la expresion de
factores proapoptéticos como Bax, permite la expresion de p53 e incrementa actividad de caspasas
iniciadoras (caspasa 8 y 9) y efectora (caspasa 3), asi como expresion de receptores de muerte
como el factor de necrosis tumoral (RTNF-a), Fas L e interferon y (IFN-y) (Rosales y Guzman,
2008).

La principal caracteristica de la apoptosis es eliminar células sin inducir una respuesta
inflamatoria local que pueda dafiar células adyacentes; las caracteristicas de una célula apoptdtica
son perdida de volumen celular y picnosis; sin embargo, muchos organelos se mantienen intactos
hasta el final de la muerte celular. Existen mecanismos de autodestruccion: los llamados “genes
de muerte” (p53, c-myc, bax, bcl-x short, c-fos y bad). No obstante, otras vias son anti apoptoticas,
como la secrecion de Pa4; pero si disminuye se activan los procesos apoptoticos. La interaccion

célula-célula también regula la apoptosis, debido a que esta se asocia con la pérdida de sitios de

16



adhesion; ahi cumplen un papel fundamental las moléculas de adhesion celular (CAM), integrinas,
inmunoglobulinas, selectinas, y cadherinas (Rolaki et al. 2005).

La integridad estructural y funcional del CL est& determinada por diversos tipos de células
que contribuyen y responden a la accion de citoquinas. El ligando de quimiocinas (CXCL12) y su
receptor (CXCR4) son moduladores de la inflamacion y la supervivencia celular en CL, ya que la
expresion de estas aumenta conforme avanza la gestacion y podria ser que estas células estén

relacionadas con el establecimiento y supervivencia del CL (Mclintosh et al. 2022).

Las células inmunes desempefian un papel importante durante la lutedlisis: los macréfagos
y linfocitos T son células que ayudan con la ingestion de restos celulares resultantes de la muerte
de células luteas; ademaés, los macrofagos pueden regular la proliferacion, diferenciacion y
apoptosis celular durante la foliculogénesis, restructuracion del tejido en la ovulacion y formacion
del CL, desempefiando un papel en la esteroidogénesis, vascularizacion y remodelacion del tejido
(Uribe-Velasquez et al. 2011a).

La mifepristona (RU486) es un agente luteolitico, al igual que la PGF2.; ambas activan la
hidrolisis de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) en el CL ovino para disminuir la sintesis de Pa4.
Se sabe que el Utero no es el Gnico 6rgano que sintetiza PGF2q, el CL también lo hace; sin embargo,
no se ha esclarecido cual es la via que sigue la P4 para proteger al CL de su autodestruccion a mitad
del ciclo (Smallman et al. 2021).

La oxitocina es un nonapéptido hormonal liberado de las células magnocelulares de los
nucleos paraventricular y supradptico del hipotalamo, la cual es transportada y liberada desde la
neurohipdfisis hacia el sistema circulatorio; tiene accion sobre el control de la ciclicidad estral y
esteroidogénesis ovarica: su funcién y regulacion depende de esteroides y mecanismos gendmicos
(Gimpl y Fahrenholz, 2001). La expresion del gen oxitocina neurofisina | (OXT-NPI) en las ovejas
se encuentra regulado principalmente por el cuerpo luteo (lvell et al. 1990).

La oxitocina (OXT) desempefia un papel sobre el patrén de liberacion de PGF2. para
generar lutedlisis solo al final del ciclo estral después de 7 a 10 d de exposicion a P4; el estradiol
del foliculo ovulatorio del nuevo ciclo genera la secrecion de PGF2. y activa los receptores de

OXT en el endometrio provocando la liberacion de mas PGF2q.. La OXT se comporta de manera
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sinérgica con PGF2, generando un pulso simultaneo de estas dos hormonas durante la lutedlisis;

la administracion de PGF2. puede estimular la secrecion de OXT luteinica (Crowe, 2022).
2.3 Fisiologia reproductiva de la oveja
2.3.1 Estacionalidad reproductiva

La estacionalidad reproductiva en los mamiferos es un mecanismo de adaptacion como
estrategia para minimizar el impacto ambiental y que las crias puedan sobrevivir en temporadas

donde la temperatura, humedad y alimento sean idéneas (Malpaux et al. 1996).

El ciclo reproductivo anual de la oveja es regulado por la amplitud del fotoperiodo (Arroyo,
2011). La captacion de luz a traves del ojo en la retina se transforma en una sefial eléctrica que es
enviada hacia el hipotalamo; la sefial llega al nicleo supraquiasmatico y este transfiere la sefial al
nucleo paraventricular para llegar al cerebro posterior al ganglio cervical superior, donde la sefial
eléctrica se transforma en sefial quimica (noradrenalina). La noradrenalina es captada por sus
receptores o y B adrenérgicos de los pinealocitos y se sintetiza N-acetil-transferasa, enzima
necesaria para la sintesis de melatonina a partir del aminoacido triptéfano (Arendt, 1998). Este
proceso se activa al disminuir la cantidad de horas luz a través del dia (Arroyo et al. 2006). Factores
como la raza y la ubicacion geografica influyen sobre la actividad reproductiva estacional, siendo
asi, hembras de origen septentrional en México y aquellas que se desarrollaron en latitudes

mayores a 35° mostraran estacionalidad reproductiva (Arroyo, 2011).

Durante el anestro estacional el patrdn de secrecién de melatonina aumenta la sensibilidad
del hipotalamo a la concentracion de Ez inhibiendo asi la secrecion de GnRH; este efecto se lleva
a cabo en el nacleo A15 dopaminérgico del area retroquiasmatica lateral del hipotdlamo, a través

del sistema dopaminérgico como intermediario entre E2 y GnRH (Arroyo et al. 2006).

Las feromonas estimulan el comportamiento socio sexual de procesos reproductivos. La
interaccion macho-hembra en ovejas incrementa la pulsatilidad de LH en ambos sexos, influyendo
sobre la endocrinologia; en la hembra incluso la lesién del 6rgano vomeronasal permite la
estimulacion, confirmando la accion de otras sefiales sensoriales (Signoret, 1991). Por lo que
pareciera que las sefiales sociales en epocas especificas del afio (transicion) son de interés para

inducir la actividad reproductiva (Arroyo, 2011).
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La Kisspeptina es un neuropéptido codificado por el gen Kissl expresado en neuronas del
hipotalamo, especificamente en el area predptica y nucleo arcuato; estas ultimas se encargan de
estimular la secrecion de GnRH en ovejas. La kisspeptina es el principal vinculo entre los
esteroides gonadales y las neuronas que sintetizan GnRH; la kisspeptina es capaz de activar el eje
hipotalamico-hipofisiario-gonadal en periodo no reproductivo (Caraty et al. 2010). Ademas, se ha
descubierto la secrecién de hormona del crecimiento (GH) por parte de Kisspeptina en ovejas en
ayuno corto, esto regulado a través del neuropéptido Y (NPY) y somatostatina, siempre y cuando
se encuentre presente también grelina, proponiendo que el eje reproductivo responde a niveles
cambiantes de sefiales metabolicas con el fin de no interrumpir procesos reproductivos como la

ovulacion o gestacion (Foradori et al. 2017).

Por otro lado, la hormona Inhibidora de Gonadotropinas (GnlH) ejerce un efecto supresor
sobre la sintesis y secrecion de GnRH a través de las neuronas de GnRH y en la hip&fisis donde
tiene sus receptores; ademas, GnlH inhibe también el comportamiento reproductivo; su activacion
estd mediada de manera neuroendocrina pero también se encuentra regulada por factores
ambientales (fotoperiodo, estrés, interaccién social, temperatura) e internos (melatonina,

glucocorticoides) (Tsutsui et al. 2022).

Las neuronas del ndcleo arcuato expresan kisspeptina, neuroquinina B (NKB) y dinorfina
(KNDy), un péptido opioide enddgeno. Las neuronas KNDy controlan la retroalimentacion
positiva y negativa de esteroides durante la secrecion pulsatil de GnRH y LH, y actian
probablemente mediante remodelacion de entradas glutamatérgicas sobre la retroalimentacion
positiva de estradiol para generar el pico preovulatorio de GnRH/LH (Porter et al. 2021).

Existen factores nutricionales que regulan la reproduccion en ovinos, por lo que una
nutricion inadecuada puede prolongar el anestro estacional (Arroyo, 2011). Algunos metabolitos
que regulan la secrecion de GnRH son: glucosa, acidos grasos volatiles, aminoacidos y acidos
grasos no esterificados; y reguladores endécrinos: IGF-1, GH, colesistoquinina (CCK), NPY, los
péptidos opioides enddgenos (POES) y su relacion con la insulina (Keisler y Luci, 1996), ademas
de la leptina, un péptido relacionado con el tejido adiposo capaz de modificar el apetito y la
secrecion de GnRH (Blache et al. 2000).
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2.3.2 Eje Hipotalamo-hipofisis-gonadal

La regulacion de la actividad sexual se realiza en el organismo por el sistema hipotalamo-
hipofisis-ovarico (Echeverria, 2006), a través de las interacciones entre FSH, LH, P4y E2 (Franco
y Uribe-Velazquez, 2012). La P4 es la encargada de regular los ciclos estrales durante el periodo
reproductivo; la P4 disminuye la secrecion de GnRH a nivel del area preoptica (POA) del
hipotalamo, ejerciendo este efecto de manera indirecta posiblemente por accion del &cido gama
amino butirico (GABA) (Arroyo et al. 2006) y los POEs que se sintetizan en el nucleo A12 (Arroyo
et al. 2009). Durante la fase folicular, el E2 ejerce su efecto a nivel del nicleo ventromedial del
hipotdlamo medio basal para incrementar la secrecion de GnRH y LH provocando la conducta

estral y la ovulacion (Arroyo et al. 2006).
2.3.3 Ciclo estral

El ciclo estral se define como el intervalo entre dos estros; se caracteriza por importantes
cambios morfoldgicos y de comportamiento, interconectados a una dindmica neuroendocrina.
Desde el punto de vista biolégico, el ciclo estral permite la foliculogénesis, la ovulacion, la

formacion del CL y posible fecundacion (Bearden y Fuquay, 1982).

Las ovejas son poliéstricas estacionales con ovulacion espontanea; su ciclo estral es
regulado por una retroalimentacion hormonal producida por el eje hipotalamo-hipéfisis-gonadal,
el cual tiene una duracion promedio de 16 a 17 d (Bazer, 2020). El dia 0 se considera como el dia
de receptividad sexual e inicio del ciclo estral, el cual tiene una duracion promedio de 30 h (Bazer,
2020). Se distinguen dos fases en funcion de las hormonas que predominan: la fase lutea que
comprende el metaestro y diestro donde la Psalcanza valores > 1 ng mL™, la que sera sintetizada
y secretada por un CL maduro funcional; la fase folicular la comprende el proestro y el estro donde
la concentracion de P4 alcanza niveles basales y la sintesis de E2 por parte de las células de
granulosa aumenta la concentracion basal (Arroyo, 2011).

Las fases del ciclo estral son: proestro, estro, metaestro y diestro. Como ya se menciono,
el ciclo sexual se puede dividir en dos fases: la fase folicular con una duracion de 3-4 dias

promedio, y la fase luteinica que dura 13 dias (Figura 11) (Evans et al. 1997).
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FASE FOLICULAR
(3-4 d)

“ Metaestro
1-2d

FASE LUTEINICA
(13 d)

Figura 11. Descripcion del ciclo estral de la oveja.

El estro dura alrededor de 30 h en las ovejas; es designado como el dia 0, que corresponde
al dia de inicio de la receptividad sexual para el apareamiento, e inicio del ciclo estral (Bazer,
2020). La disminucion de Ps permite que el foliculo ovulatorio en crecimiento secrete Ez,
provocando cambios conductuales, en ovejas la aceptacion del apareamiento es el signo mas
facilmente notorio del estro (Atuesta y Gonella, 2011). En esta especie, la ovulacion ocurre
generalmente 24 horas después de la liberacidn preovulatoria de gonadotropinas, con rango de

variacion de 21 a 31 horas de iniciado el estro (Murdoch, 1985).

Durante el metaestro se lleva a cabo la luteinizacién de las células de la granulosa y de la
teca para formar el CL, este proceso comienza en el foliculo ovulatorio desde antes de la ovulacion
con el incremento de las gonadotropinas, siendo el pico de LH el que genere la ovulacion y e inicie
el proceso de luteinizacién, lo que provoca cambios morfoldgicos, endocrinos y enzimaticos
(Hernandez-Cerén y Zarco, 1998; Atuesta y Gonella, 2011).

El diestro se caracteriza como un periodo del ciclo donde el cuerpo liteo es totalmente
funcional (Bearden y Fuquay, 1982). En la oveja esta fase dura de 12 a 14 dias; si no se encuentran
embriones viables el CL regresa rdpidamente bajo la influencia de prostaglandinas (PGF2,),y la

oveja reinicia su ciclo (Bazer, 2020).

21



Durante el proestro, al desaparecer el CL en los siguientes dos a tres dias, hay una
disminucion en la concentracion de P4, 1o que permite que se eleve la secrecion de gonadotropinas
aumentando la sintesis y secrecion de estrogenos, que a su vez actua sobre el eje hipotalamo
hipofisiario y estimula la descarga preovulatoria de gonadotropinas, la cual desencadena el nuevo

proceso ovulatorio (Murdoch, 1985).
2.4 Endocrinologia de la reproduccion
2.4.1 Principales hormonas que intervienen en la reproduccion

Las principales hormonas involucradas en este proceso son: la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH), la hormona luteinizante (LH), la hormona foliculo estimulante (FSH), el

estradiol 17p (E2), la progesterona (P4) y las prostaglandinas F2, (PGF2,) (Baird et al. 1976).

De acuerdo con su estructura quimica, las hormonas pueden clasificarse en: esteroides,
derivados de amino&cidos, proteinas, polipéptidos, glicoproteinas y derivados de &cidos grasos
(Squires, 2003). El origen glandular es otra clasificacion para las hormonas que intervienen en la
reproduccion: hormonas hipotaldmicas, hormonas pituitarias, hormonas gonadales (Senger, 2003).
Si se toma en cuenta el criterio funcional, se les considera: glandulares, neurosecretoras, tréficas,

tisulares o sustancias mediadoras (Echeverria, 2006).
2.4.1.1 Hormona Liberadora de Gonadotropinas

Es considerado el neuropéptido mas importante en la reproduccion; es un decapéptido con
peso molecular de 1, 183 daltones (Da). Su principal funcion es provocar la liberacion de FSH y
LH del I6bulo anterior de la hipofisis (Lozano-Gonzalez et al. 2012).

Se segrega en el hipotdlamo y se transporta por el sistema portal hipofisiario, lo cual es
esencial para la secrecion de LH en la glandula pituitaria, describiéndose que la secrecién pulsatil
de GnRH coincide con la secrecion pulsatil de LH (Skinner et al. 1995). La elevacion de GnRH

termina mucho tiempo después que la de LH (Evans et al. 1997).

El principal detonador de la activacion del sistema neurosecretor de GnRH esté a cargo de
una elevacion preovulatoria de E2 que provoca un aumento en la secrecion pulsatil y amplitud de

GnRH (Caraty et al. 1989), mientras que la P4 actla de forma contraria disminuyendo el numero
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de pulsos y secrecion de GnRH en la fase lutea (Arroyo et al. 2006). Sin embargo, las células
secretoras de GnRH no contienen receptores para esteroides ovaricos, por lo que al parecer el
control de la secrecion de pulsos de GnRH se realiza de manera indirecta y se sugiere la
participaciéon de neurotransmisores como dopamina, GABA y POEs como intermediarios en el

mecanismo neurosecretor (Arroyo et al. 2006).

Actualmente se sabe que la sefial basica para estimular los pulsos de GnRH es iniciada por
una red de neuronas KNDy en el nucleo ARC que contienen kisspeptina, neuroquinina B y
dinorfina; la neuroquinina B estimula la liberacion de kisspeptina sobre las terminales secretoras
de GnRH en la eminencia media; posteriormente las neuronas de dinorfina que expresan los
receptores opioides kappa interrumpen la liberacion de kisspeptina de las neuronas KNDy,

finalizando la secrecion pulsatil de GnRH (Naitana y Ledda, 2020).
2.4.1.2 Gonadotropinas

Son glicoproteinas producidas en el l6bulo anterior de la hipofisis; se componen de dos
cadenas polipeptidicas que contienen carbohidratos en cada cadena, comparten la sub unidad o de
la cadena mientras que la sub unidad B es especifica de cada hormona para ejercer un efecto
diferente (Recabarren, 2006). La sub unidad o la comprende una cadena de 92 AA mientras que
la sub unidad f de FSH y LH la comprenden 111 y 121 AA respectivamente; esto le confiere la
especificidad biologica a cada una. Ambas hormonas acttan sobre el ovario desempefiando una

accion sobre la esteroidogénesis y gametogenesis (Kaiser, 2011).

La sintesis y secrecion de ambas gonadotropinas se regulan al contrarrestar las entradas
hipotaldmicas estimulantes (GnRH) por medio de esteroides sexuales gonadales o por factores
locales como activinas, inhibinas y folistatina (Beg y Ginther, 2006; Kaiser, 2011). Dependiendo
de la variacion en la frecuencia de pulsos de GnRH se activan diferentes cascadas de sefializacion
y mecanismos transcripcionales para la sintesis de FSH o LH (Stamatiades y Kaiser, 2018).

La hormona foliculo estimulante (FSH) tiene sus receptores en las células de la granulosa
del foliculo. Tiene como funcion estimular el crecimiento y la maduracion del foliculo ovarico
(Oussaid et al. 1999). La secrecion de E2 esta mediada por las gonadotropinas: la presencia de LH
en células de la teca producen testosterona, mientras que la FSH es la encargada de regular la

sintesis de la enzima aromatasa en células de la granulosa para aromatizar la testosterona en E:
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(Habeeb y Anne Kutzler, 2021). Los niveles basales de FSH plasmaticos van de 1 a 2 ng/mL™
(Franco y Uribe-Velazquez, 2012); sin embargo, existen picos de entre 3 y 4 ng/mL? que
corresponden al inicio de una nueva onda folicular con una duracién de 2 d (Duggavathi et al.
2005). Durante los estadios antrales, los foliculos se vuelven dependientes de gonadotropinas (> 2
mm); la FSH es necesaria para la proliferacion de células de granulosa y crecimiento folicular
(Salvetti et al. 2010).

La hormona luteinizante (LH) es una glucoproteina de 30 000 Da con una vida media de
30 minutos (Kochman y Gajewska, 1996). Cuando el foliculo dominante adquiere un tamafio de 3
a5 mm expresa receptores para LH en células de granulosa y teca, comienza la sintesis de inhibina
y E2 (Franco y Uribe-Velazquez, 2012). Las caracteristicas de secrecioén de LH (concentracion,
amplitud y frecuencia) varian a lo largo del ciclo y son dependientes de P4 (suprimen) y E2
(estimulan) alterando la frecuencia de pulsos (Duggavathi et al. 2005). La ovulacion es variable
entre razas y se presenta despues del pico de LH a las 14 h (Bartlewski et al. 2011). Segun Franco
y Uribe-Velazquez (2012) la concentracion de LH durante la fase litea va de 0.2 a 0.7 ng/mL?y
durante la fase folicular de 0.5 a 5 ng/mL™; la P4 endégena o exdgena puede disminuir la
concentracion plasmética de LH inhibiendo la ovulacion y el cambio en la dinamica folicular

provocando un quiste folicular (Salvetti et al. 2010).
2.4.1.3 Progesterona

Es una hormona esteroidea derivada del colesterol, el cual es catalizado a pregnenolona
mediante separacion de la cadena lateral de colesterol, por el complejo enzimatico citocromo P450
(P450scc) localizado en el interior de la membrana de la mitocondria celular del foliculo;
posteriormente en el reticulo endoplasmico liso es convertida a Ps por la enzima 3pB-
hidroxiesteroide deshidrogenasa/A-5-4 isomerasa (3BHSD) (Payne y Hales, 2004). El
neuropéptido orexina A parece tener un papel sobre la sintesis de P4 al regular la expresion de
StAR, 3BHSD y P450 (Li et al. 2019).

La P4 es secretada por las células del CL, las glandulas adrenales y la placenta (Lozano-
Gonzélez et al. 2012; Bravo-Benitez et al. 2021). Cumple con varias funciones dentro de la
actividad reproductiva: inhibe el comportamiento sexual al impedir la liberacion de

gonadotropinas, promueve el desarrollo del endometrio para la implantacion, mantiene la
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gestacion y activa el desarrollo alveolar de la glandula mamaria (Baird et al. 1976). La P4 y el
interferon tau son los reguladores de la sintesis de proteinas endometriales de desarrollo e
implantacion de blastocistos (GlyCAM-1, galectina-15 y osteopontina) (Spencer et al. 2004).
Algunos estudios recomiendan la administracion de P4 de manera exdgena durante el periodo pre
implantacion para favorecer la concepcion e implantacion, al acelerar la proliferacion de células
trofoectodérmicas (Hoskins et al. 2021). Al final de la gestacion, la disminucion de P4 es
importante para que se lleve a cabo la lactogénesis y el nacimiento; esta disminucion depende de
varios factores como el tamafio de camada, pero el nivel de ingesta energético cumple una funcién

importante (Banchero et al. 2015).

La P4 puede ser sintetizada como neuroesteroide por las células gliales del cerebro a través
de sus precursores circulantes; existe evidencia de que la P4 y su metabolito alopregnanolona
protege al cerebro de muerte celular causada por hipoxia por oclusion del cordén umbilical del
feto durante el dltimo trimestre de gestacion; ademas, en roedores se ha descubierto que también
promueve la mielinizacion durante el desarrollo fetal o la regeneracion de mielina en el cerebro
adulto (Schumacher et al. 2020).

La actividad lutea se confirma cuando se encuentran valores plasméticos de P4 por encima
de 1 ng/mL; a través del ciclo estral se pueden encontrar las siguientes concentraciones (ng/mL"
1. dia 0-2: 0.5 a 1; dia 3-5: 2 a 4; dia 6-12: 5 a 7; dia 13-16: 1 a 3; durante la gestacion la

concentracion puede variar entre 5y 15 ng/mL™ (Franco y Uribe-Velazquez, 2012).
2.4.1.4 Estradiol

Posteriormente a la produccion de P4, la union de LH a sus receptores en células de la teca
convierten la P4 en androgenos por medio de reacciones cataliticas, para que posteriormente estos
andrdgenos sean transformados en células de la granulosa y finalmente por medio de la enzima

aromatasa (P450arom) Se transforme en estrona y E2 (Payne y Hales, 2004).

Fortune y Quirk (1988) mencionan al foliculo ovarico como el principal productor de
estrégenos y que la presencia de las células de la teca y de la granulosa son necesarias para la
produccion folicular de 17p-estradiol. La secrecion de estradiol se eleva después del descenso en
la concentracion de P4 desencadenando el pico preovulatorio de LH y para posteriormente

disminuir rdpidamente a niveles basales (Goodman, 1994).

25



Durante la fase folicular las concentraciones de E2 van de 5 a 7 pg/mL™* con picos de 13 a
16 pg/mL* (Franco y Uribe-Velazquez, 2012). La caracteristica principal del estro son estos
incrementos en la concentracion de Ez que no solo actua a nivel folicular con el desarrollo de
células de granulosa, sino que también es importante para facilitar el transporte espermatico,

fertilizacion e implantacion (Fatet et al. 2011).
2.4.1.5 Prostaglandinas

Los prostanoides son metabolitos resultantes del acido araquidénico que siguen la ruta
metabdlica de las ciclooxigenasas. La prostaglandina F2. (PGF2q) pertenece a este grupo y es de
gran importancia para el control del ciclo estral ya que es la encargada de inducir lutedlisis al final
del diestro o la gestacion; estructuralmente es un acido graso insaturado compuesto por 20 atomos
de carbono que contiene un anillo ciclopentano y dos cadenas laterales; su mecanismo de accion
es a través de receptores de membrana que activan la proteina G especifica y esto desencadena
AMPc que provoca la liberacion de Ca por medio de fosfatidil inositol; estas son rapidamente

metabolizadas por pulmon e higado (Echeverria, 2006).

La PGF2. y analogos sintéticos son utilizados ampliamente en el control del ciclo estral. El
analogo sintético de mayor uso es 16-ariloxiprostaglandina (IC1 80996, Cloprostenol) el cual es
100 veces més potente que PGF2.: se ha informado de dosis bajas de 50 pg son efectivas para
inducir la lutedlisis; sin embargo, se recomienda una dosis de 125 pg; el ONO 1052
(Delprostenate) es otro analogo utilizado en la sincronizacion de estros de ovejas con dosis
efectivas desde 35 pug; el Dinoprost es una prostaglandina con dosis efectivas desde 10 mg; en
cualquiera de los casos la respuesta a estro es mayor a si se realiza doble administracion (Fierro et
al. 2013).

Dosis altas de P4 en cualquier dia de la fase lutea se asocian a una reduccion en la
sensibilidad a dosis reducidas de cloprostenol (7.5 a 25 pg) y esto puede causar variabilidad en la

respuesta a dosis reducidas de cloprostenol (Granados-Villarreal et al. 2017).
2.5 Manipulacion del ciclo estral

Es importante recordar que el uso de hormonas no corrige la infertilidad causada por

deficiencias alimentarias, por mal manejo o enfermedades sistémicas: el funcionamiento normal

26



del sistema reproductivo depende del estado nutricional, manejo y estructuras que interactian en

ese proceso (Echeverria, 2006).

Los protocolos de sincronizacion de estro son tecnologias reproductivas que se aplican en
especies animales para controlar los partos, lograr destetes homogéneos, usar la mano de obra y
las instalaciones eficientemente; ademas, facilitan la aplicacién de otras tecnologias reproductivas,
como inseminacion artificial, programas de ovulacion mdltiple y transferencia de embriones
(Abecia et al. 2012).

Existen factores que influyen sobre la respuesta a la sincronizacion del estro: Se sabe la
nutricién y la reproduccion se encuentran estrechamente relacionados; es por ello, que algunas
estrategias nutricionales como el “flushing” modifican las concentraciones séricas de hormonas
metabolicas como insulina, leptina e IGF-1, que influyen sobre la concentracion de hormonas
reproductivas y generan cambios intraovaricos relacionados con la foliculogénesis (Scaramuzzi et
al. 2006; Vinoles et al. 2010). Por lo contrario, la desnutriciéon o estado corporal bajo pueden
repercutir sobre la capacidad reproductiva de las ovejas, al disminuir la tasa de ovulacion (Rae et
al. 2002); o prolongar el anestro estacional (Arroyo, 2011). En la oveja el anestro posparto se
genera por la presencia del cordero; lo cual, provoca el retraso de la actividad ovulatoria; este
efecto es atribuido a la funcion de los POEs que actuan como intermediarios entre E2 y la
segregacion de GnRH (Arroyo et al. 2009).

2.5.1 Control de la fase lUtea

Debido a que el CL es la estructura que regula el ciclo estral, la sincronizacién del ciclo
estral se logra con la imitacién de la fase lutea del ciclo o lisis del CL (Abecia et al. 2012). Es
frecuente el uso de dispositivos intravaginales que contienen P4 natural o sus analogos, los cuales
simulan la secrecion de P4 durante la fase lutea del ciclo reproductivo (Lozano-Gonzélez et al.
2012). Al respecto, existe una tendencia de reducir el uso de progestagenos por el efecto negativo
que genera en el ambiente y en el tejido animal. Entre las estrategias que favorecen la
sincronizacion de estros disminuyendo ese efecto negativo destaca la aplicacion de protocolos que
incluyen prostaglandinas (Avila-Castillo et al. 2019). Pero en hembras en anestro estacional la

aplicacion de PGF2, no da resultado por falta de un cuerpo lateo funcional (Beck et al. 1996).
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2.5.2 CIDR- Dispositivo de liberacion controlada de droga

El dispositivo CIDR inicialmente se construy6 con un elastdémero de silicona médica que
se impregna con 0.3 g de P, moldeado sobre un ndcleo de nailon (Wheaton et al. 1993); la
concentracion sérica de P4 incrementa rapidamente después de su insercion, logrando un pico
dentro de las dos primeras horas (Ainsworth y Downey, 1986); y permite generar la mayor
concentracion sérica de P4 después de 3 d de su inserto, a partir del cual la concentracién sérica
disminuye gradualmente (Wheaton et al. 1993).

En la actualidad los dispositivos CIDR se encuentran elaborados de un copolimero de
acetato de vinilo de polietileno (de Graaff y Grimard, 2018), que contiene particulas sélidas de P4,
distribuidas de manera homogénea y dispersas (Rathbone et al. 2002), aplicadas sobre una capa
delgada de la columna del polimero (Rathbone et al. 1997); la liberacion de P4 por parte del
dispositivo implica la disolucion de la P4 sélida en el polimero, y es secretada por difusion a través
del polimero hasta llegar al fluido vaginal, posteriormente a la vagina, hasta llegar a la circulacién

sanguinea del animal (de Graaff y Grimard, 2018), donde terminara uniéndose a sus receptores.
2.5.3 Protocolos de sincronizacion convencionales vs cortos

Durante las décadas de 1970 y 1980 comenzo la sincronizacion de estros por medio de
dispositivos intravaginales con P4 (Gonzalez-Bulnes et al. 2020). Desde entonces casi todos los
protocolos para induccion y sincronizacion de estro se basaron en la insercién de progestagenos
durante 12 a 14 d seguidos de la inyeccion de eCG (Abecia et al. 2012). Actualmente con los
nuevos conocimientos se reconsidera la aplicacion de tratamientos convencionales basados en
esponjas intravaginales que contienen progestagenos, ya que se han reportado incidencia de
vaginitis y descargas vaginales fétidas, purulentas o hemorragicas lo cual compromete la fertilidad,

en comparacion del uso de dispositivos CIDR, donde no sucede esto (Martinez-Ros et al. 2018b).

Algunos informes reportaron fertilidad baja después del tratamiento con progestagenos,
atribuida a la deficiencia en transporte y supervivencia de espermatozoides, alteraciones en
patrones de LH y alteraciones en la calidad del CL; los bajos niveles de secreciéon de LH durante
los tratamientos, son atribuidos a periodos de sincronizacion convencionales, donde al final del
periodo del tratamiento, los dispositivos liberan cantidades bajas de P4 y no permiten suprimir por

completo la secrecion de LH, afectando la calidad de los foliculos grandes (Gonzalez-Bulnes et al.
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2020), obteniendo como consecuencia foliculos grandes persistentes con ovocitos envejecidos
(Vifoles et al. 1999).

Como se menciond anteriormente, en la actualidad modificar los protocolos de
sincronizacion es posible para mejorar la eficiencia, considerar la salud y bienestar animal,
seguridad alimentaria e impacto ambiental que genere la aplicacion de estos tratamientos
(Gonzalez-Bulnes et al. 2020). Los protocolos cortos tienen una duracion de 5 a 7 dias y se prefiere
el uso de dispositivos CIDR (Menchaca et al. 2018), que por su cinética de liberacion aporta
concentraciones altas de P4 inmediatamente después de su insercion (Gonzalez-Bulnes et al. 2020).
Las altas concentraciones de P4 promueven el rapido recambio folicular al reducir la concentracion
de LH, obteniendo un nuevo foliculo preovulatorio de 5 a 7 d después de la insercion del CIDR
(Menchaca y Rubianes, 2004). La Unica limitante es que estos protocolos, al ser mas cortos que la
vida media de un CL, se tiene que eliminar la posible existencia de un CL con una dosis de PGFzq

al retiro del dispositivo (Martinez-Ros et al. 2018a).

Los protocolos a corto plazo son igual de efectivos para inducir el celo, la ovulaciony CL
funcionales (Martinez-Ros et al. 2018c¢) y sélo el inicio de estro puede ser menor (Balan-May et

al. 2021). La fertilidad suele ser similar o incluso superior (Menchaca et al. 2018).

Los protocolos implementados a corto plazo con CIDR o esponjas son igual de efectivos
para inducir la ovulacion (Martinez-Ros et al. 2019); los tratamientos cortos muestran mayor tasa
de gestacion cuando se sincroniza con dispositivos CIDR en programas de inseminacion, incluso

es factible reutilizar el dispositivo por 6 d mas (dos Santos-Neto et al. 2015).
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I11.JUSTIFICACION

La aplicacion de biotecnologias reproductivas como los protocolos de sincronizacién
permiten mejorar la respuesta a las variables reproductivas; sin embargo, existen diversos factores
que pueden alterar su respuesta. En la actualidad los avances tecnoldgicos permiten entender mejor
el comportamiento reproductivo de las ovejas, por lo que es posible modificar los protocolos de
sincronizacion no solo para ser eficientes, sino también considerar la salud y bienestar de los

animales o el impacto ambiental que genere la aplicacion de estas técnicas reproductivas.

Dentro de las ventajas de acortar los protocolos de sincronizacion se encuentra promover
el uso de précticas relacionadas con el bienestar animal, ya que se disminuye el tipo de exposicién
a dosis elevadas de P4 por periodos largos. Existe la tendencia de utilizar dispositivos impregnados
con P4 natural (CIDR) durante periodos cortos, debido a que disminuyen problemas de salud en
los animales relacionados con cambios de la microbiota vaginal, alteracion del pH vaginal y
disminucion de flujos purulentos, favoreciendo la fertilidad. Aunado a esto el uso por periodos
cortos del dispositivo permite su reutilizacion con resultados aceptables de fertilidad,
disminuyendo los costos de produccidon. Ademas, estas practicas previenen la contaminacion al
medio ambiente cuando los dispositivos son desechados, ya que el dispositivo contiene una
cantidad menor de Pa.

Estudios recientes sugieren que el aporte de P4 exdgena incrementa su concentracion sérica
rapidamente, generando el pronto recambio folicular de la primera oleada folicular, obteniendo asi
ovocitos jovenes de mejor calidad, lo cual aumenta la competencia ovocitaria. Por ello se considera
como una alternativa acortar el periodo de sincronizacion (6 d), lo que permite obtener resultados

de fertilidad similares o mayores a los obtenidos en protocolos convencionales (11 a 14 d).

Algunos estudios como los de Cuadro et al. (2018) y Menchaca et al. (2018) observaron
que la presencia del cuerpo Iuteo en ovarios en programas de superovulacion o fecundacion in
vitro, presentan ovocitos de mejor calidad. Aunque no es del todo claro, los resultados son
atribuidos por otras investigaciones (Argudo et al. 2020) a procesos angiogénicos durante la
luteinizacion que mejoran la distribucion de nutrientes, hormonas y factores de crecimiento,
favoreciendo a su vez el desarrollo folicular; esto mejora la calidad embrionaria y fertilidad. Por

ello la presencia de CL durante el desarrollo folicular parece ejercer un papel importante.
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De acuerdo con los beneficios reportados por las investigaciones, es necesario esclarecer
si la concentracién de P4 influye sobre la respuesta de protocolos de sincronizacion convencionales
y cortos, con o sin presencia de cuerpo luteo, sobre las variables reproductivas en ovejas, con la

finalidad de determinar el tratamiento con mejores resultados.

Cabe resaltar que se tomo la decisidon de no administrar prostaglandina F2. al finalizar los
protocolos de sincronizacion cortos como recomiendan algunos autores; ya que, si se administraba
de manera exdgena, se perderia el control de la vida del cuerpo liteo que se generd con la
presincronizacion, provocando que el aporte de P4 generado por el cuerpo IUteo maduro o joven

disminuyera su concentracion, modificando la respuesta que queriamos observar.
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IV.HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El aporte exdgeno de P4 mediante dispositivo CIDR mas la presencia de cuerpo luteo al
comenzar un protocolo de sincronizacion corto incrementara los niveles de Pa; lo cual, permitira
el control de una nueva oleada folicular y mejorara la calidad del ovocito; sin embargo, la
concentracion de P4 generada y la permanencia del cuerpo luteo pueden comprometer la respuesta

al estro.
4.1 Objetivo general

Evaluar la respuesta reproductiva del aporte exdgeno de P4, al comenzar un protocolo de
sincronizacion de estro con o sin presencia de cuerpo luteo, durante periodos cortos y

convencionales.
4.2 Objetivos especificos

e Evaluar la respuesta a sincronizacion de estros (porcentaje de hembras que presentan estro,
inicio de estro, duracion de estro).

e Determinar la tasa de retorno, el porcentaje de gestacion e indice de prolificidad.

e Evaluar la concentracion sérica de P4 durante los tratamientos.

e Evaluar la concentracion sérica de estradiol durante los dias cercanos al estro.
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V.MATERIALES Y METODOS
5.1 Localizacién del area de estudio

El experimento se realiz6 en la granja experimental del Colegio de Postgraduados,
localizada en Montecillo, estado de México, a 98° 53° O y 19° 29’ N, a 2 250 msnm. El clima es
templado subhimedo con una precipitacion media anual de 632.5 mm durante el verano y una
temperatura anual entre 12 y 18°C (Garcia, 2004), durante los meses de octubre a noviembre de

2020 (época reproductiva) y revision de partos en el mes de marzo.
5.2 Animales experimentales

Al principio se utilizaron 100 ovejas, con la finalidad de descartar aquellas que no
respondieran a la presincronizacién para el control de la vida media del cuerpo luteo; de estas se
seleccionaron 80 ovejas, las cuales eran multiparas de la cruza Katahdin x Dorset, con una edad
promedio de 3.5 afios y condicion corporal 3 en escala de 1 a 5. Previamente a comenzar el
experimento se comprobo ausencia de gestacion con un ultrasonido CHISON, Eco 6 y transductor
lineal prostatico a 7.5 MHz; ademas, recibieron el manejo sanitario habitual: desparasitacion
(Koptisin ovine®, Chinoin / iverfull®, Aranda), vitaminas (Vigantol ADE®, Bayer), vacunacion
(Bobact 8®, MSD), esquila y despezufiado.

Los animales fueron manipulados bajo las normas establecidas por el reglamento para el
uso y cuidado de animales destinados a la investigacion en el colegio de postgraduados; que se
encuentran basadas en la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999, referente a

especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.
5.3 Alimentacion de animales

Las ovejas estuvieron estabuladas, recibieron una dieta a base de heno de avena (Avena
sativa) y heno de alfalfa (Medicago sativa) y 300 g de concentrado comercial con 14 % de proteina
cruda 'y 2.4 Mcal kg de energia metabolizable; el agua y minerales estuvieron disponibles a libre

acceso en todo momento.
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5.4 Tratamientos

Las ovejas se distribuyeron al azar en cuatro tratamientos (n=20), resultado de la
combinacidn factorial de dos periodos de sincronizacion (6 y 11 d) y con o sin cuerpo luteo (CL y
SCL) (Cuadro 1). Los tratamientos fueron T1: 6 dias sin cuerpo luteo, T2: 6 dias con cuerpo luteo,

T3: 11 dias sin cuerpo lateo y T4: 11 dias con cuerpo luteo.

Cuadro 1. Designacion de los tratamientos sobre un disefio factorial 2 x 2

tratamientos Factor cuerpo lGteo
Ausencia de CL Presencia de CL
Factor periodo de 6 dias 6 d SCL 6dCL
sincronizacion 11 dias 11d SCL 11dCL

5.5 Procedimiento de sincronizaciéon de estros
5.5.1 Presincronizacion

El control del tiempo de vida del cuerpo luteo se realiz6 mediante presincronizacion en
todos los tratamientos, por medio de la aplicacion en dos ocasiones de 125 pg de PGF2. (Celosil®,
Schering-Plough) con un intervalo de ocho dias, via intramuscular. En los tratamientos que
presentaban cuerpo luteo las aplicaciones fueron 14 y 6 d antes de la insercion del CIDR; mientras
que, para los tratamientos sin cuerpo luteo las aplicaciones fueron 11y 3 d antes de la insercion
del CIDR (Figura 12).
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Periodo corto (6 dias)

Retiro CIDR
Aplicacién eCG DX Gx
Presincronizacién Inserto CIDR Montas
( A \ l A Retornol
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Periodo largo (11 dias)
Retiro CIDR
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Figura 12. Presincronizacion para el control de la vida litea y protocolos de sincronizacion de estro.

T1=6 d sin cuerpo luteo. T2= 6 d con cuerpo lateo. T3= 11 d sin cuerpo lateo. T4= 11 d con
cuerpo lateo. CIDR- Dispositivo de liberacion controlada de droga. eCG- Gonadotropina coriénica
equina. PG-administracion prostaglandina Fa.. * Muestreos en sangre para determinar
concentracion de P4. [ Muestreos en sangre para determinar E.

5.5.2 Sincronizacion de estros

Posteriormente a la presincronizacion se administré un dispositivo intravaginal con P4
(CIDR® Qvis, Zoetis) el cual permanecié durante 6 d en los tratamientos cortos y 11 d en los
tratamientos convencionales; al momento de retirar el CIDR se administraron 400 Ul de eCG

(Gonactive®, Virbac) en todos los tratamientos via intramuscular en el area perivulvar (Figura 1).

La insercion del CIDR se realizd por medio de un aplicador el cual fue desinfectado con
nitrofurazona en pomada. Antes de su insercién las hembras fueron limpiadas y desinfectadas en
el area perivulvar con una solucidon a base de florfenicol. Posteriormente se verificd dos veces por
dia (8:00 / 18:00 h) que el dispositivo permaneciera in situ durante el tiempo designado a cada

tratamiento.
5.6 Deteccion de estros y monta natural

La deteccion de estro comenzo 24 h posterior al retiro del CIDR, considerando que la oveja
se encontraba en estro a partir de que permanecia inmavil y permitia la monta. La duracién del
estro se registré a partir de su inicio hasta que las ovejas ya no permitian ser montadas, en

intervalos cada 6 h durante 30 min. Cada oveja recibi6é tres montas con machos de fertilidad
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probada: la primera monta a partir de la deteccion de estro y dos montas mas con intervalos de 12
h. Posteriormente, 14 d y hasta el dia 17 a partir de la primera monta, se detecto el retorno a estro

utilizando los mismos machos, 2 veces por dia (8:00 / 17:00 h).
5.7 Diagnostico de gestacion y partos

El diagnéstico de gestacion se confirmé 30 d después de las montas, mediante
ultrasonografia con el equipo ya mencionado, a traves de la deteccion de vesicula embrionaria y
se corrobord a los 60 d de gestacion. Para determinar la gestacion por ultrasonido los fetos se
mostraban ecogénicos, rodeados de liquido amni6tico el cual se presentaba anecoico; las ovejas
que no presentaban estas imagenes se consideraban no gestantes.

Al término de la gestacion se registraron todos los partos; el porcentaje de gestacién
coincidio con el de fertilidad y fecundidad. Se consideré el total de corderos nacidos (vivos y

muertos) por cada oveja para determinar el indice de prolificidad.
5.8 Muestreo y analisis hormonal

Para determinar la concentracion de P4y Ez, los muestreos se realizaron en dias estratégicos
que permitieran determinar informacion de la respuesta en cada tratamiento, sobre las variables
reproductivas (Figura 1). Se eligieron 12 ovejas aleatoriamente en cada tratamiento para colectar
muestras de sangre mediante venopuncion de la yugular (5 mL) a las 08:00 h; las muestras se
centrifugaron en tubos de polipropileno a 1500 g a 4 °C durante 20 min (HERMLE Z 383 K,
Hermle Labortechnik GmbH, DEU); posteriormente, el suero sanguineo se separ6 y se almacend

en microtubos (Axigen™) a -20 °C hasta realizar el anélisis hormonal.

La concentracion de P4 en suero se determind mediante radioinmunoensayo (RIA) con el
kit comercial PROGESTERONE [I-12°] RIA®, con una sensibilidad analitica de 0 a 37.7 ng/ml y
un coeficiente de variacion intra e inter ensayo de 7.6 y 8.2%, respectivamente. La concentracion
de E2 en suero se determinG mediante inmunoensayo de quimioluminiscencia (ELISA) con el kit
comercial DRG Estradiol CLIA®. La sensibilidad analitica fue de 9.7 pg/ml, con un coeficiente de
variacion intra e inter ensayo de 3.6 y 9.4%, respectivamente. El analisis se realiz6 en el laboratorio
de hormonas proteicas y esteroides del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion

Salvador Zubiran, Departamento de Biologia de la Reproduccion.
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5.9 Variables de respuesta

>

Presentacion de estro: porcentaje de ovejas que presentaron estro (permanecié inmdvil y
aceptd la monta) posterior al retiro del CIDR.

Inicio de estro: intervalo de horas transcurridas desde el retiro del CIDR hasta presentar la
primera manifestacion de estro.

Duracién de estro: intervalo de horas transcurridas donde se acepta la monta, resultado de
la diferencia del momento en que la hembra rechaza por completo al macho y el inicio del
estro.

Tasa de retorno a estro: porcentaje de ovejas que presentaron estro al siguiente ciclo estral,
14 a 17 d posterior al estro sincronizado.

Porcentaje de gestacion: porcentaje de ovejas que resultaron gestantes después de la monta.
Prolificidad: se determiné a partir del nimero de corderos nacidos dividido entre el total
de ovejas que paren.

Concentracion de P4: concentracion de P4 en suero sanguineo (ng mL™) durante el periodo
experimental.

Concentracion de estradiol: concentracion de estradiol en suero sanguineo (pg mL™)

durante el periodo experimental cerca al estro.

5.10 Andlisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar con arreglo factorial 2 x 2, donde los

efectos principales fueron: periodo de sincronizacion (6 y 11 d) y presencia o no de CL al iniciar

el protocolo, respectivamente. Para todos los analisis el nivel de significancia que se consideré fue

a= 0.05. Cada oveja represent6 una unidad experimental.

El modelo estadistico fue el siguiente:
Yijk: L+ Ai + Bj + (AB)jj + sijk
Donde:

Yijk: Variable respuesta de la k-ésima repeticion, del i-ésimo periodo de sincronizacion y

de la j-ésima presencia o no de CL.
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H: Media general.

A: Efecto del i-ésimo periodo de sincronizacion, i= 1,2 (6 d y 11 d).

Bj: Efecto de la j-ésima presencia o no de CL, j=1, 2 (sin CL y con CL).
(AB)jj: Efecto de la interaccion AB al nivel i, j.

gijk: Error aleatorio.

Las variables no se distribuyeron normalmente (Shapiro-Wilk), por lo tanto, se utilizaron
estadisticos no paramétricos; los resultados se analizaron con una prueba de 2 por medio de la
prueba de Kruskal-Wallis mediante el PROC NPAR1IWAY; para las variables dicotomicas
presencia de estro y tasa de gestacion al rechazar hipotesis nula, se realizé comparacion multiple
de medias a través de prueba Nemenyi.

Para la concentracion de P4y E-2 se realizd un analisis de mediciones repetidas a través del
tiempo por medio del procedimiento PROC MIXED; las medias de minimos cuadrados se
calcularon con la prueba de Tukey-Kramer. EI modelo incluyd efectos fijos del tratamiento, dia'y
su interaccién. La estructura de covarianza fue modelada usando el efecto de la oveja dentro del
tratamiento mas el componente del primer orden autorregresiva (progesterona) y el componente
simple (estradiol) para contar la correlacion entre las mediciones secuenciales dentro del mismo

animal.
El modelo estadistico utilizado fue:
Yigwu+ti+0ij+Pj+ (P)ij + €ijk
Donde:
Yijx: Variable respuesta en observacion k (concentracion), repeticion j, tratamiento i.
. Media general.
zi: Efecto del i-ésimo tratamiento.

oij: Efecto del j-ésimo animal dentro del i-ésimo tratamiento.
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Pj: Efecto del k-ésimo periodo.
(zP)ij: Interaccion tratamientoxperiodo.
sijk: Error aleatorio asociado con la k-ésima medida repetida dentro del j-ésimo animal.

Al descomponer los tratamientos en sus efectos principales e interacciones, el modelo

mixto con arreglo factorial utilizado fue:
Yijki: p + Ai + Bj + A ™ Bjj + 8ji + Pr + (AP)ik + (BP)jx + (A * B * P)ijk + €ijul

Donde:
Yiju: Variable de respuesta.
w: Media general.
A;: Efecto del factor A al nivel i (periodo de sincronizacion).
B;: Efecto del factor B al nivel j (presencia o no de CL).
Px: Efecto del periodo al nivel k.
d;i: Error aleatorio dentro de los efectos principales (periodos).
(AB)ij, (AP)ik, (BP)jk, (ABP)ijk: Efecto de las interacciones.
sijki: Error aleatorio.

Todos los procedimientos fueron realizados por el paquete estadistico (SAS) 9.0 para
Windows 6.2.
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VI.RESULTADOS Y DISCUSION

La presencia de estro mostré diferencias (P<0.05) por efecto del periodo de sincronizacion.
Los tratamientos cortos presentaron porcentajes de presencia de estro menores con diferencia entre
ellos (P<0.05), en comparacion con tratamientos convencionales (Cuadro 2). En el tratamiento

corto con CL solo una oveja de 20 presento estro (5%).

Cuadro 2. Respuesta de las variables reproductivas en ovejas con y sin cuerpo lateo al inicio de

la sincronizacién utilizando tratamientos cortos y convencionales

Tratamientos 6d SCL 6d CL 11d SCL 11d CL
Variables
Presencia de estro (%) 35 (7/20) ® 5(1/20) ¢ 100 (20/20)# 100 (20/20) #
Inicio a estro (h)'! 24.9+0.9 30 31.2+2.6 33.3+3.4
Duracion de estro (h)* 54.0%3.2 48.0 53.4+3.1 53.7+3.0
Retorno a estro (%) 5 (1/20) 0 0 10 (2/20)
Gestacion (%)? 30 (6/20) ® o¢ 100 (20/20)® 85 (17/20)®
Prolificidad® 2.2 0 1.9 1.9

6 d SCL= 6 d sin cuerpo lateo. 6d CL= 6 d con cuerpo lateo. 11 d SCL= 11 d sin cuerpo luteo.
11 d CL=11d con cuerpo luteo.

! Tiempo referido al retiro del CIDR. 2 Basado en los perfiles de P4 en suero y ultrasonografia
en el dia 30. 3 Numero de corderos nacidos por oveja parida. 2°¢Valores con distinta literal entre
columnas son diferentes (P<0,05). "Medias + error estandar. Entre paréntesis se presenta el
ntmero de animales en cada caso.

La presentacion de estro en tratamientos convencionales fue similar a la reportada por
Uriol et al. (2019) y Martinez-Ros et al. (2018c) donde utilizaron CIDR durante 14 d mas la
aplicacion de 400 Ul de eCG al momento del retiro, observando 100 y 91 % de presentacion de
estros, respectivamente. La presencia o ausencia de CL tampoco influy6 al evaluar tratamientos
de sincronizacion durante 12 d con CIDR observandose 100 % de presentacion de estros para

ambos casos (Molina-Mendoza et al. 2005), lo cual es similar a lo que se obtuvo en el presente

40



estudio. Por el contrario, en los tratamientos cortos, el presente estudio difiere con los resultados
reportados por Uriol et al. (2019) y Martinez-Ros et al. (2018c) donde obtuvieron 100 % de
presentacion de estros utilizando CIDR 5y 6 d més la aplicacion de 400 Ul de eCG y una dosis de
5 mg de prostaglandina 2« (PGF2.). La diferencia se pudo deber a que en el presente estudio no se
aplicd PGF2, al momento de retirar el CIDR; al respecto, Uribe-Velasquez et al. (2010) mencionan
que la aplicacion de PGF2q genera la lisis del CL al unirse con sus receptores en las células luteas
grandes y chicas, lo cual provoca que la concentracion plasmatica de P4 disminuya. La existencia
del CL al final del periodo de sincronizacién en tratamientos cortos, inhibié la respuesta al estro.
Por lo tanto, para que la respuesta de las variables reproductivas no se vea afectada en tratamientos
de sincronizacion cortos, se debe administrar PGF2. al momento de retirar el dispositivo que aporta

P4 de manera exogena (Martinez-Ros et al. 2018a).

En cuanto al inicio de estro no presentd diferencias entre tratamientos (P>0.05) (Cuadro

2). La distribucion del inicio de estro se presenta en la Figura 13.

100 =6d SCL
6d CL

#11d SCL — % Y

% go  =lldCL ;5 75 %
g o ; :: :: 11
s @ / i i 1
S %35 35 :: 35 :: 35 % 2
> 30 % :: :: % 2
% % :: :: % 2

20 % :: :: % s

) % ; :: 5 11 . % .

Tiempo despues del retiro del CIDR (h)

Figura 13. Distribucién de inicio de estros después del retiro del CIDR vy aplicacién de eCG.
6 d SCL= 6 d sin cuerpo lateo (n=20). 6d CL= 6 d con cuerpo luteo (n=20). 11 d SCL= 11 d sin cuerpo
liteo (n=20). 11 d CL= 11 d con cuerpo lateo (n=20).

El mayor agrupamiento ocurri6 a las 24 h para el tratamiento 11d SCL con 55 % (11/20)
de las ovejas en estro. A partir de las 30 h del retiro del CIDR la mayor parte de las ovejas iniciaron
estro en los tratamientos convencionales. En el tratamiento corto sin CL el porcentaje maximo de

ovejas que iniciaron estro se registro a las 24 h sin cambios las siguientes horas. El inicio de estro
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reportado por Molina-Mendoza et al. (2005) al presentar o no CL (32 £ 0.7; 36 = 3 h,
respectivamente) durante la sincronizacion con tratamientos convencionales fue similar a la
obtenida en el presente estudio. El inicio de la conducta estral del presente estudio fue menor a lo
reportado por Martinez-Ros et al. (2018c) con tratamientos cortos (42.5 £ 5.9 h), pero similar con
tratamientos convencionales (30.9 £ 9.5 h); al respecto mencionan que la aplicacion de eCG induce
un inicio del estro mas pronto; sin embargo, el periodo de sincronizacién influye en la respuesta a
esta variable, ya que su tratamiento convencional presentd celo méas pronto que sus tratamientos
con periodos de sincronizacion cortos. No obstante, Uriol et al. (2019), reportan un inicio de estro
similar entre tratamientos convencionales (34.0 = 5.0 h) y tratamientos cortos (39.2 + 4.0 h) al
administrar eCG, sin encontrar efecto por el periodo de sincronizacion, lo cual es similar a lo
obtenido en el presente estudio. Lopez et al. (2021) al evaluar tratamientos cortos utilizando
progestagenos y diferentes dosis de eCG, atribuyen un menor intervalo en el inicio de estro cuando
se utilizan dosis altas (400 Ul) de eCG (37.1 £ 12.0 h).

La duracion de estro entre tratamientos fue similar (P>0.05) para todos los tratamientos
(Cuadro 2). La duracion del estro en tratamientos convencionales del presente estudio, fue similar
a la obtenida por Arroyo-Ledezma et al. (2013) quienes reportan duracién de estro de 54.2 + 2.6
h, al utilizar CIDR durante 11d mas la aplicacion de 400 Ul de eCG, contrario a lo reportado por
Rodriguez-Sanchez et al. (2020) al reutilizar CIDR en tratamientos convencionales de 12 d mas la
aplicacion de 200 Ul de eCG (35.2 + 3.5 h). Avila-Castillo et al. (2019) observaron menor duracion
del estro (31.5 = 1.0 h) a lo obtenido en el presente estudio, al sincronizar durante un periodo corto
utilizando progestdgenos y PGF2.. De acuerdo con Gastelum-Delgado et al. (2015) las ovejas
pueden presentar alteraciones en la duracién del estro relacionados con factores ambientales como
fotoperiodo y temperatura; en meses de alta actividad reproductiva los estros suelen ser mas largos
(36 248 h).

No hubo diferencia entre los tratamientos (P>0.05) en la tasa de retorno a estro durante los
17 d posteriores a la presentacion de estro; a pesar de que un nimero considerable de ovejas no
presentaron celo en los tratamientos cortos (Cuadro 2). El porcentaje de retorno a estros obtenido
en tratamientos convencionales es similar a los reportados por otros autores: Martinez-Ros et al.
(2018b) reportan 20 % de tasa de retorno; Rodriguez-Sanchez et al. (2020) obtuvieron 6.25 % de

tasa de retorno, ambos utilizando monta natural. La incidencia de la baja tasa de retorno en
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tratamientos convencionales del presente trabajo probablemente sea atribuida al método de
cubricién (monta natural, 3 servicios), ya que esta practica incrementa la fertilidad (Fernandez-
Abella et al. 2006). Por el contrario, en tratamientos cortos donde se esperaba una respuesta
elevada de retorno a estro, debido a que la mayoria de las ovejas no respondieron al estro
sincronizado; la baja tasa de retorno podria estar relacionada con la elevada concentracion de Pa
durante los dias cercanos a la presentacion del estro (dias -1 al 3 del protocolo experimental; Figura
14). Esto reduce la frecuencia de pulsos de LH y evita la ovulacion (Uribe-Velasquez et al. 2011b);
ademas, inhibe la retroalimentacion positiva de E2 afectando el desarrollo folicular, dando como
resultado la formacion de quistes foliculares ovaricos (Hatler et al. 2008). De acuerdo con lo
descrito, la concentracion elevada de P4 y baja de E2 provocaron desdrdenes reproductivos que
afectaron no sélo la respuesta reproductiva y ovarica al momento de presentar estro, si no también
afecto la respuesta de retorno al estro en el tratamiento corto con CL. La concentracién elevada de
E2 durante el desarrollo folicular puede afectar la capacidad de respuesta del CL hacia PGFzq
(Colazo et al. 2002). En el tratamiento corto SCL a pesar de que se llevd a cabo la
retroalimentacion entre P4y E2, la permanencia del CL después del retiro del CIDR y un efecto
negativo del E2 pudieron evitar el pico preovulatorio de LH, lo que provocd desordenes
reproductivos y probablemente la presentacion de quistes foliculares que evitaron que las ovejas

retornaran a estro.

El porcentaje de gestacion fue diferente (P<0.05) entre tratamientos por efecto del periodo
de sincronizacion. Los tratamientos cortos obtuvieron bajos porcentajes de gestacion con
diferencia entre ellos (P<0.05), mientras que los tratamientos convencionales obtuvieron elevados
porcentajes de gestacion (Cuadro 2). El porcentaje de gestacién del presente experimento fue
similar a lo reportado por Martinez-Ros et al. (2018c) en tratamientos convencionales, quienes
reportan 83.3 % de gestacion utilizando CIDR 14 d mas 400 Ul de eCG mediante monta natural.
Molina-Mendoza et al. (2005) obtuvieron el 83.3 y 77.8 % de gestacion en tratamientos
convencionales con y sin presencia de CL, por lo que al parecer la variacion en la concentracion
de P4 secretada por el CL en combinacion con el aporte exdgeno de P4 no presentaron un efecto
marcado sobre la fertilidad, lo cual coincide con lo obtenido en el presente estudio. Sin embargo,
en tratamientos cortos se obtuvieron menores porcentajes de gestacion a los reportados por
Martinez-Ros et al. (2018c) (80 %) quienes utilizaron CIDR 6 d méas 400 Ul de eCG y una
aplicacion de 5 mg de PGF2q; seguramente la diferencia en porcentajes de gestacion obtenidos en
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la presente investigacion se deba a la falta de aplicacion de PGF2q para llevar a cabo lute6lisis y
permita la ovulacién. A pesar de ello, Swelum et al. (2018) al sincronizar ovejas Awassi por 6 d
utilizando CIDR (nuevo Y reutilizado) mas la aplicacion de 300 Ul de eCG al momento del retiro
con monta natural obtuvieron porcentajes de gestacion (55 y 65 %) mayores al tratamiento corto
sin presencia de CL de la presente investigacion; esta respuesta indica que pudieran intervenir
otros factores en la respuesta de retroalimentacion positiva y negativa de los esteroides gonadales
para permitir el desarrollo folicular, ovulacion y gestacion. Entre ellos pudieran estar: raza, medio
ambiente, nutricidn, factores estresantes, estacion del afio e incluso etapa del ciclo estral en que se
realice la sincronizacion. Por su parte Soriano et al. (2018) no encontraron diferencia (P>0.05) en
porcentaje de gestacion en tratamientos cortos y convencionales (61.11 y 66.66 %), al utilizar
CIDR durante 6 y 12 d mas 300 Ul de eCG y una dosis de 0.075 mg PGF2; los resultados son
considerables al haber utilizado inseminacion artificial intrauterina como método de reproduccién,
lo cual, indica que la gestacion no se ve afectada por la duracion del periodo de sincronizacion,

siempre y cuando prevenga la lisis del CL al finalizar el tratamiento de sincronizacion.

El indice de prolificidad fue similar (P>0.05) para los tratamientos convencionales y el
tratamiento corto sin CL, con un indice de prolificidad mayor a 1.9 (Cuadro 2). Los resultados son
similares a los reportados por Uriol et al. (2019) quienes obtuvieron 1.8 y 1.7 de indice de
prolificidad en tratamientos cortos y convencionales, respectivamente, al sincronizar durante 5y
14 d mas la aplicacion de 400 Ul de eCG y 5 mg PGF2. solo en el tratamiento corto. El indice de
prolificidad obtenido en el tratamiento corto sin CL fue mayor a lo reportado por Swelum et al.
(2018) (1.2) quienes utilizaron CIDR por 6 d y al momento del retiro aplicaron 300 Ul de eCG.
Segun Lépez et al. (2021) al evaluar diferentes dosis de eCG (100, 250 y 400 Ul) en tratamientos
de sincronizacién cortos, la mejor respuesta reproductiva se obtuvo con la dosis més alta, ya que
incremento la prolificidad de 1.2 a 2.3; este resultado es similar a lo obtenido en el presente estudio
en el tratamiento corto sin CL. Martinez-Ros et al. (2018c¢) indican que la administracion de eCG
al término de tratamientos cortos o convencionales aseguran la ovulacién, sin embargo el éxito de
la ovulacion sin eCG dependeré mas del periodo de sincronizacién; lo cual refiere a la importancia
del equilibrio en los sistemas de retroalimentacion de esteroides gonadales que a su vez controlan
la secrecion de gonadotropinas las cuales intervienen en la respuesta a esta variable. Segin Abecia

et al. (2011) la eCG permite un mejor reclutamiento y maduracion de foliculos y ovocitos.
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La mayor concentracion de P4 sérica durante la permanencia del CIDR fue de 9.92 y 4.83
ng mL* para tratamientos convencionales con y sin CL, respectivamente; mientras que para para
tratamientos cortos fue de 8.09 y 4.94 ng mL-1 con y sin CL, respectivamente. La concentracién
sérica de P4 al momento del retiro del CIDR, no presentd diferencias en los factores o en su
interaccion a través del tiempo (P>0.05) (11d CL: 4.65; 11d SCL.: 3.12; 6d CL: 4.95; 6d SCL.: 4.28
ng mL1). A pesar de ello, al evaluar cada factor por la interaccion con el tiempo se encontraron
diferencias (P<0.05) en el inicio del estro y 24 h posteriores a este (muestreos 7 y 8); la
concentracion de P4 fue mayor para los tratamientos de sincronizacion cortos y con presencia de
CL (Figura 14).
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Figura 14. Concentracién de P4 por factores y su interaccion en diferentes eventos fisioldgicos.
6 d SCL= 6 d sin cuerpo lateo. 6d CL= 6 d con cuerpo luteo. 11 d SCL= 11 d sin cuerpo luteo. 11 d CL=
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Los resultados méximos de P4 obtenidos en tratamientos de sincronizacion convencionales
son similares a los reportados por Molina-Mendoza et al. (2005) quienes obtuvieron 8.6 y 4.14 ng
mL " seis dias después del inserto del CIDR, en tratamientos convencionales con y sin presencia
de CL; no obstante, al momento de retirar el CIDR las concentraciones de P4 fueron diferentes
(CL: 2.29 SCL: 2.21 ng mL™) a las obtenidas en el presente estudio (CL: 4.65 SCL: 3.12 ng mL"
1). Esto pudo influir sobre la concentracion basal (<1 ng mL™?) que obtuvieron 24 h después del
retiro del CIDR, lo cual concuerda con lo reportado por Uribe-Velasquez et al. (2010). A pesar de
que en los tratamientos convencionales del presente estudio no obtuvieron la concentracion basal
<1 ng mLtel dia del estro, esto no afectd la respuesta de las variables reproductivas. Segun Uribe-
Velasquez et al. (2008), la concentracion de P4 incrementa después de la ovulacion al iniciar la

fase lutea, resultado de la actividad lutea y de los foliculos grandes luteinizados.

Los tratamientos convencionales presentaron un incremento en la concentracion de P4 del
dia 3 al 6 después del celo, a diferencia de los tratamientos cortos donde la P4 apenas empezaba a
descender, posiblemente por el inicio de un proceso luteolitico (Figura 14). En tratamientos de
sincronizacion cortos (CIDR nuevo mas 300 Ul de eCG), Swelum et al. (2018) reportan
concentraciones de P4 similares a las obtenidas en tratamientos cortos del presente estudio, en su
tercer dia de tratamiento (5.9 ng mL™) y al retirar el CIDR (5.4 ng mL™); no obstante, 48 h después
del retiro del CIDR la concentracion de P4 obtenida en el presente estudio fue mayor (3.98 ng mL"
1y comparada con la que reportan esos autores (2.4 ng mL™), lo cual pudo ocasionar que su tasa de

gestacion fuera mayor a la del presente estudio.

La concentracion sérica de E2 presento diferencias (P<0.05) en los factores sin interactuar
con el tiempo durante toda la fase folicular sincronizada (muestreos 5 al 8); la concentracién fue
mayor en tratamientos convencionales y cuando no se presentaba CL (Figura 15). La interaccion
de los factores a través del tiempo, present6 diferencia (P<0.05) durante todos los muestreos del
tratamiento periodo corto con CL en la concentracion media de Ez, la cual se mantuvo por debajo

de los demas tratamientos (Figura 15).
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Figura 15. Concentracién de E2 por factores y su interaccion durante la fase folicular del experimento.
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De manera natural en el ciclo estral, las ovejas presentan un patron de secrecion promedio
de Ez, observandose un incremento 2 d antes de la ovulacion (13.74 + 1.1 pg mL™), reduciendo
ligeramente su concentracion 1 d antes de la ovulacion (9.92 + 1.1 pg mL™) y una concentracion
alrededor de 8.75 + 1.1 pg mL™ el dia de la ovulacion (Uribe-Velasquez et al. 2010); de acuerdo
con lo descrito por estos autores, en la presente investigacion existian niveles considerables de E:
durante los dias cercanos a la presentacion de estro en el tratamientos corto con CL; segin Baird
y Scaramuzzi (1976) el incremento de la concentracion de E: a partir del sexto dia puede suceder
por el desarrollo de la primera oleada folicular. Sin embargo, Uribe-Veldsquez et al. (2010) han
reportado una disminucion en la amplitud de los pulsos de LH en el sexto dia del ciclo estral por

parte del Ez, lo cual pudo afectar el pico ovulatorio en el tratamiento corto sin CL; de igual forma,
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existen otros factores que afectan la frecuencia de pulsos de LH ademas de la retroalimentacion de
los esteroides gonadales, como la nutricion, las feromonas y el fotoperiodo (Thiéry y Martin 1991).
La disminucion de P4 permite al foliculo crecer y secretar Ez; la captacion de E2 por receptores del
hipotdlamo permite los cambios en el comportamiento asociados al celo (Franco y Uribe-
Velasquez, 2012); este mecanismo fue observado en el presente estudio cuando los tratamientos
convencionales y el tratamiento corto sin CL presentaron celo, al conseguir una retroalimentacion
positiva por parte del E2. No obstante, aunque la concentracion de E2 al momento del estro en los
tratamientos cortos era alta (Figura 4), la posible presencia de un CL inhibié la respuesta a la
conducta reproductiva. Uribe-Velasquez et al. (2011b) al insertar un CIDR como aporte exdgeno
de P4 encontraron un incremento considerable de E2 durante los primeros 6 d del ciclo estral; al
respecto concluyen que la concentracion plasmética de Ez esta ligada al cambio de la poblacion

folicular durante el ciclo estral.

A pesar de que el crecimiento folicular es continuo e independiente de la fase del ciclo,
conforme a las observaciones de Uribe-Velasquez et al. (2008), los tratamientos donde se utiliza
P4y eCG incrementan el reclutamiento de foliculos chicos, medianos y grandes. Por lo tanto, las
concentraciones de E2 presentes en los tratamientos cortos pueden estar relacionadas con mayor

numero de foliculos chicos y medianos sin lograr la formacién del foliculo dominante.
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VII.CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en que se realiz6 el presente experimento, la presencia o no de cuerpo
luteo al inicio de tratamientos de sincronizacion cortos afectd la respuesta al estro, por lo tanto,
debe administrarse prostaglandina Fzq al retiro del CIDR para evitar el efecto negativo que genera

el cuerpo lateo maduro o prematuro.

En tratamientos convencionales la presencia de cuerpo lateo incremento las
concentraciones de P4 a lo largo del tratamiento, en comparacion a tratamientos sin cuerpo luteo;

sin embargo, esto no influy6 sobre la respuesta a las variables reproductivas.
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VIII.RECOMENDACIONES

Se recomienda el uso de tratamientos de sincronizacion de estro por periodos cortos
en época reproductiva, siempre y cuando se administre un agente luteolitico al término del
tratamiento, o en su caso utilizar los tratamientos ya conocidos ‘“convencionales” si las

condiciones son adecuadas para el técnico y el productor.
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ANEXOS

ANEXO A. Prueba de normalidad y Kruscall Wallis para la variable inicio de estro.

DATA FACTORIAL INICIO ESTRO; 3 6 2 1 24
INPUT TRAT REP A B HOR; 3 7 2 1 24
IF HOR=0 THEN DELETE; 3 8 2 1 24
CARDS; 3 9 2 1 24
1 1 1 1 0 3 10 2 1 54
1 2 1 1 24 3 11 2 1 36
1 3 1 1 24 3 12 2 1 24
1 4 1 1 24 3 13 2 1 30
1 5 1 1 0 3 14 2 1 36
1 6 1 1 0 3 15 2 1 30
1 7 1 1 0 3 16 2 1 30
1 8 1 1 0 3 17 2 1 60
1 9 1 1 0 3 18 2 1 54
1 10 1 1 0 3 19 2 1 24
1 11 1 1 0 3 20 2 1 24
1 12 1 1 0 4 1 2 2 24
1 13 1 1 0 4 2 2 2 54
1 14 1 1 30 4 3 2 2 30
1 15 1 1 24 4 4 2 2 30
1 16 1 1 0 4 5 2 2 90
1 17 1 1 24 4 6 2 2 30
1 18 1 1 0 4 7 2 2 24
1 19 1 1 0 4 8 2 2 36
1 20 1 1 24 4 9 2 2 30
2 1 1 2 0 4 10 2 2 30
2 2 1 2 0 4 11 2 2 42
2 3 1 2 0 4 12 2 2 30
2 4 1 2 0 4 13 2 2 24
2 5 1 2 0 4 14 2 2 24
2 6 1 2 30 4 15 2 2 24
2 7 1 2 0 4 16 2 2 30
2 8 1 2 0 4 17 2 2 30
2 9 1 2 0 4 18 2 2 36
2 10 1 2 0 4 19 2 2 24
2 11 1 2 0 4 20 2 2 24
2 12 1 2 0 PROC PRINT;

2 13 1 2 0 PROC UNIVARIATE normal;

2 14 1 2 0 class TRAT; run;

2 15 1 2 0 PROC FREQ; by TRAT;

2 16 1 2 0 RUN;

2 17 1 2 0 PROC GLM;

2 18 1 2 0 CLASS TRAT A B;

2 19 1 2 0 MODEL HOR= A B A*B/SS3;

2 20 1 2 0 MEANS A*B/TUKEY LINES;

3 1 2 1 24 PROC BOXPLOT,; plot HOR*TRAT;
3 2 2 1 24 PROC NPAR1WAY wilcoxon correct=no;
3 3 2 1 24 class trat;

3 4 2 1 30 var HOR;

3 5 2 1 24 RUN;
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ANEXO B. Prueba de y*> mediante el uso de tablas de contingencia y obtencion de frecuencias.

DATA GESTACION; 3 8 2 1 1
INPUT TRAT REP A B GX; 3 9 2 1 1
IF TRAT=2 THEN DELETE; 3 10 2 1 1
CARDS; 3 11 2 1 1
1 1 1 1 0 3 12 2 1 1
1 2 1 1 0 3 13 2 1 1
1 3 1 1 1 3 14 2 1 1
1 4 1 1 1 3 15 2 1 1
1 5 1 1 0 3 16 2 1 1
1 6 1 1 0 3 17 2 1 1
1 7 1 1 0 3 18 2 1 1
1 8 1 1 0 3 19 2 1 1
1 9 1 1 0 3 20 2 1 1
1 10 1 1 0 4 1 2 2 1
1 11 1 1 0 4 2 2 2 1
1 12 1 1 0 4 3 2 2 0
1 13 1 1 0 4 4 2 2 1
1 14 1 1 1 4 5 2 2 0
1 15 1 1 1 4 6 2 2 1
1 16 1 1 0 4 7 2 2 1
1 17 1 1 1 4 8 2 2 1
1 18 1 1 0 4 9 2 2 1
1 19 1 1 0 4 10 2 2 1
1 20 1 1 1 4 11 2 2 1
2 1 1 2 0 4 12 2 2 1
2 2 1 2 0 4 13 2 2 1
2 3 1 2 0 4 14 2 2 1
2 4 1 2 0 4 15 2 2 1
2 5 1 2 0 4 16 2 2 1
2 6 1 2 0 4 17 2 2 1
2 7 1 2 0 4 18 2 2 1
2 8 1 2 0 4 19 2 2 1
2 9 1 2 0 4 20 2 2 0
2 10 1 2 0 PROC PRINT;

2 11 1 2 0 /* Trabla de contingencia con pruebas de Chi
2 12 1 2 0 Cuadrada */

2 13 1 2 0 PROC FREQ;

2 14 1 2 0 by TRAT,;

2 15 1 2 0 PROC FREQ;

2 16 1 2 0 TABLES TRAT*GX/expected CHISQ;
2 17 1 2 0 RUN;

2 18 1 2 0 /*Prueba no parametrica de Kruskal Wallis */
2 19 1 2 0 PROC NPARIWAY;

2 20 1 2 0 class TRAT;

3 1 2 1 1 var GX; run;

3 2 2 1 1 [*prueba de Nemenyi*/

3 3 2 1 1 PROC GLM;

3 4 2 1 1 CLASS TRAT A B;

3 5 2 1 1 MODEL GX= A B A*B/SS3;

3 6 2 1 1 MEANS A*B/TUKEY LINES;

3 7 2 1 1 RUN;
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ANEXO C. Andlisis mixto y analisis mixto factorial 2 x 2.

DATA PROGEST; T4 2 2 5 1 3.78
INPUT TRAT $ A B ANIMAL TIEMPO CONC T4 2 2 6 1 3.31
@@; T4 2 2 7 1 2.18
CARDS; T4 2 2 8 1 211
T1 1 1 1 1 1.55 T4 2 2 9 1 191
T1 1 1 2 1 3.82 T4 2 2 10 1 1.9
T1 1 1 3 1 0.96 T4 2 2 11 1 4.05
T1 1 1 4 1 1.12 T4 2 2 12 1 3.12
T1 1 1 5 1 0.69

T1 1 1 6 1 0.88 PROC PRINT;

T1 1 1 7 1 0.93 PROC MEANS NOPRINT NWAY;

T1 1 1 8 1 0.79 VAR CONC,;

Tl 1 1 9 1 0.48 CLASS TRAT TIEMPO;

Tl 1 1 10 1 1.54 OUTPUT OUT=MIX MEAN=MEDIATRAT
Tl 1 1 11 1 1.36 STDERR=MSE STD=DESVEST,;

T1 1 1 12 1 1.39 PROC PRINT DATA=MIX;

T2 1 2 1 1 1.54 /* PROCEDIMIENTO MIXED TOMANDO EN
T2 1 2 2 1 2.46 CUENTA TRATAMIENTO ANIMAL Y

T2 1 2 3 1 2.2 MUESTRA (TIEMPO)*/

T2 1 2 4 1 1.84 PROC MIXED DATA=PROGEST;

T2 1 2 5 1 0.95 CLASS TRAT ANIMAL TIEMPO;

T2 1 2 6 1 1.22 MODEL CONC=TRAT ANIMAL(TRAT) TIEMPO
T2 1 2 7 1 1.72 TRAT*TIEMPO/DDFM=SATTERTH,;

T2 1 2 8 1 1.8 RANDOM ANIMAL(TRAT);

T2 1 2 9 1 1.79 REPEATED TIEMPO/TYPE=AR(1) SUB=

T2 1 2 10 1 1.7 ANIMAL(TRAT)R RCORR;

T2 1 2 11 1 1.3 LSMEANS TRAT TIEMPO TRAT*TIEMPO/PDIFF
T2 1 2 12 1 1.57 ADJUST=TUKEY SLICE=TIEMPO;

T3 2 1 1 1 1.83 RUN;

T3 2 1 2 1 0.78 /* PROCEDIMIENTO MIXED TOMANDO EN
T3 2 1 3 1 1.24 CUENTA AY B (TRATAMIENTOS) ANIMAL Y
T3 2 1 4 1 0.99 MUESTRA (TIEMPO)*/

T3 2 1 5 1 1.19 PROC MIXED;

T3 2 1 6 1 2.03 CLASS A B TIEMPO ANIMAL,;

T3 2 1 7 1 1.17 MODEL CONC=A B A*B ANIMAL(A*B)
T3 2 1 8 1 1.37 TIEMPO A*TIEMPO B*TIEMPO

T3 2 1 9 1 1.02 A*B*TIEMPO/DDFM=SATTERTH,;

T3 2 1 10 1 1.15 REPEATED TIEMPO/TYPE=AR(1) SUB=
T3 2 1 11 1 0.65 ANIMAL(A*B)R RCORR;

T3 2 1 12 1 1.48 RANDOM ANIMAL(A*B);

T4 2 2 1 1 171 LSMEANS A B A*B TIEMPO A*TIEMPO

T4 2 2 2 1 141 B*TIEMPO A*B*TIEMPO/PDIFF

T4 2 2 3 1 2.38 ADJUST=TUKEY SLICE=TIEMPO;

T4 2 2 4 1 2.38 RUN;
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ANEXO D. Concentracién de P4 por tratamiento.
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Continuacién anexo D
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ANEXO E. Concentracion de E2 por tratamiento.
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Continuacion de anexo E
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