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1. INTRODUCCION



Introduccion

El archipiélago canario se encuentra situado en el océano Atldntico frente a la costa
noroccidental de Africa, entre los 27° 37y 29° 37 “de latitud N, y entre los 13° 20y 18°
16 “de longitud W. Esta constituido por 7 grandes islas, 4 islas menores y 2 islotes, con una
superficie total de 7542 km>. El clima de las Islas Canarias viene determinado por la
influencia conjunta de varios factores, como su latitud geogréfica y las caracteristicas de sus
vientos. Los vientos mds importantes que afectan a Canarias son los alisios del NE que crean
en las mismas un ambiente fresco y himedo, sobre todo entre 400 y 1200 metros. Por
encima de los 1500 metros y por debajo de los 400 predominan otros vientos més secos y
calientes que los alisios. La t? media anual de las islas ronda los 21.1 °C y la precipitacion
presenta una tasa media de 290 mm/afio, si bien las lluvias son mds abundantes en las islas
occidentales y van disminuyendo conforme se acerca la costa africana (Baéz y Sédnchez,

1983).

A partir de las crénicas sobre la conquista de Canarias, se deduce que los primitivos
habitantes de las Islas Canarias, denominados guanches, presentaban un sistema econémico
de subsistencia basado casi exclusivamente en las actividades agricolas y ganaderas, teniendo
menor importancia la pesca. El ganado (cabras y ovejas) constituia la principal riqueza de
este bravo y noble pueblo, pues era una fuente de carne, leche, queso, vestimenta, calzado,
abrigo, etc.., asi como era participe de diferentes rituales tanto religiosos como lddicos

(Torriani, 1978; Le Canarien, 1980; Meco, 1992).

El estudio osteoldgico y osteométrico de los restos arqueoldgicos de las primitivas
ovejas permiten sugerir la posible conexién de la oveja paleocanaria con la de Tassili. Hace
unos 4000 afios, durante la mdxima rigidez del periodo drido postneolitico del norte de
Africa, los pueblos paleobereberes alcanzarian las costas atldnticas y las islas Canarias en

busca de agua para sus ganados de los que dependian (Meco, 1992).
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Introduccién

Las primeras descripciones europeas sobre el modo de vivir de los guanches, se
encuentran asociadas a la Conquista de las islas y hablan repetidamente de la existencia de
cabras y ovejas en todas las islas. Segiin estas crénicas y el estudio osteoldgico de los restos
Oseos, la paleooveja canaria era de talla grande, las hembras aceratas, piel con pelo,
probablemente muy grasientas y de color blanco, y cola corta. Asimismo, eran animales

habituados a la escasez de alimentos y de agua (Meco, 1992).

Tras la conquista de las islas, y a consecuencia de la llegada de colonizadores, que
trafan su propio ganado de diferentes zonas de Espafia y Europa, tanto las cabras como las
ovejas fueron sufriendo numerosos cruces, que terminaron por configurar la actual oveja de

la raza canaria.

Desde el siglo X VI hasta el siglo XIX, el nimero de animales de las especies ovina
y caprina fue aumentando progresivamente, estando presentes en un porcentaje similar; sin
embargo, a principios del siglo XX comenzé un descenso en el nimero de cabezas ovinas
que ha tenido continuidad hasta el momento actual, viniendo a situarse el total de ovejas en
algo mds de 30000 en toda Canarias, concentrdndose fundamentalmente en la isla de Gran
Canaria. El rendimiento basico obtenido de las ovejas es la leche, destinada a la produccién

artesanal del queso (Clavijo, 1990).

El manejo sometido a la raza ovina canaria gira en torno a la reproduccién, que

condiciona el manejo general de la explotacidén y caracteriza su sistema de produccién.

Los distintos mecanismos endocrinolégicos que determinan las actividades del sistema
reproductivo, comienzan a presentarse de una manera ritmica una vez que la oveja alcanza
la pubertad. Este mecanismo endocrinolégico implica cambios ciclicos en el desarrollo

folicular, modificaciones morfolégicas en todo el sistema reproductivo, asi como en el
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Introduccién

comportamiento de la hembra. Esta ciclicidad se puede encontrar interrumpida de manera
natural (gestacion y anoestro estacional), artificial (tratamientos hormonales de control del

ciclo) o patolégica.

Los cambios morfoldgicos vienen regulados por un gobierno hormonal donde Ia
progesterona, el estradiol y la LH, constituyen las principales hormonas de cuya compleja

interaccién, resultan los diferentes procesos que tienen lugar a lo largo de la vida

reproductiva del animal.

La ovulacién viene precedida de un proceso de maduracién folicular. Sélo hay un
momento ovulatorio a lo largo de todo €l ciclo sexual; no obstante, son varias ondas de
maduracién folicular las que acontecen a lo largo del mismo. El crecimiento folicular
terminal acontece en muy pocos dias donde los pequefios foliculos antrales (0.5-1.0 mm. de
didmetro) comienzan a crecer mds répidamente, sufriendo la mayoria atresia y el resto
alcanzardn un estado ovulatorio, con una serie de caracteres morfoldgicos y funcionales que
han ido adquiriendo a lo largo del proceso de maduracién folicular. Sélo Ia onda de
maduraci6n que se desarrolla fuera de la influencia luteal, concluye en ovulacién, mientras

que los procesos de maduracién folicular terminal, coincidentes con la presencia luteal, no

concluyen en ovulacién.

Es necesario caracterizar el ciclo sexual y ¢l crecimiento folicular terminal, para
llegar a conocer la fisiologia reproductiva de la hembra, para poder aplicar todas aquelias
tecnologias reproductivas que permiten una racionalizacién de la produccién animal. En la
oveja canaria, no se han realizado estudios rigurosos para determinar su fisiologia

reproductiva, y nunca se ha realizado de manera estricta un adecuado manejo reproductivo.
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Introduccién

Los objetivos del presente trabajo en la oveja de la raza Canaria son:
1. Establecer un modelo de las pautas de comportamiento en relacién con el celo.

2. Determinar los principales caracteres y niveles hormonales del ciclo estral:
- duracién del celo
- duracién y magnitud de la onda preovulatoria de LH
- evolucion de los niveles de progesterona a lo largo del ciclo

- relaciones entre la onda de LH, niveles de progesterona, celo y ovulacién

- duracidn del ciclo estral

3. Valorar el grado y profundidad de atresia folicular ovdrica en relacién con el

tamaiio folicular y con el momento de la fase folicular del ciclo estral.

4. Conocer la capacidad proliferativa y la funcionalidad esteroidogénica de las células

de granulosa ovirica obtenidas durante la fase folicular y su relacién con el tamafio

folicular.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA




Revisién Bibliogrdfica

2.1. CICLO SEXUAL OVINO

2.1.1. INTRODUCCION

La oveja, en el dmbito reproductivo, se define como un animal poliéstrico estacional, es
decir, presenta una época de actividad reproductiva caracterizada por la aparicién de unos
ciclos sucesivos de 15-18 dias, y un perfodo de reposo sexual, denominado anoestro

estacional, variable en funcién de la raza.

La estacionalidad reproductiva varfa entre valores de 80-90 dias para la Rasa
Aragonesa, 90-100 dfas para las razas Pelibuey y Pre-Alpes, 165 dias para la raza Finesa,
181 dias para la raza Merino, hasta valores de 218 dias para la raza Scottish Blackface y 225
dias para la raza Suffolk (Thimonier and Mauléon, 1969; Wheeler and Land, 1977; Forcada
et al., 1992; Gonzidlez et al., 1992).

En la presente revisi6n, trataremos los fundamentos del ciclo estral, asi como del

mecanismo endocrino en época reproductiva.

2.1.2. CICLO ESTRAL: DURACION Y FASES

De manera general, los ciclos estrales se clasifican en funcién de su longitud como simples
o miultiples. Dentro de los simples, distinguimos ciclos cortos (inferiores a 14 dias), normales
(entre 14 y 19 dias) y largos (entre 20 y 26 dias). Los ciclos muiltiples se pueden dividir en
dobles, triples o cuddruples, tomando como referencia la longitud de un ciclo simple normal
(Kassem et al., 1990).
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Las ovejas Karakul presentan un 92.6% de ciclos simples, de los cuales un 12.85%
son ciclos cortos, 11-15 dfas, un 76.9% son ciclos normales, 16-18 dias, y un 10.14% son
ciclos largos, 19-22 dias, (Farid and Makarechiam, 1987). Hare and Bryant (1982) obtienen
que en ovejas Suffolk x Greyface, el 94% de los ciclos son simples y un 6% es multiple (>
26 dias).

La duracién media del ciclo estral en la mayorfa de las razas ovinas se encuentra entre
15y 17 dias (Zarco et al., 1988; Reddy et al., 1989), estimdndose normal cualquier duracién
entre 14 y 19 dias, hecho presente en mds del 80% de todas las razas ovinas estudiadas
(Goodman, 1988; Zarco et al., 1988).

o
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o
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N
=]

PORCENTAJE DE OVEJAS

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
LONGITUD DEL CICLO ESTRAL (DIAS)

Figura 2.1. Frecuencia de ciclos estrales simples en funcién de su duracién (Kassem et al., 1990)
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En diferentes razas tropicales se ha observado que la duracién media del ciclo oscila
entre 16.4 y 18.6 dias (Yenikoye et al., 1981; Carles and Kipnegno, 1986; Farid and
Makarechian, 1987).

La edad del animal no parece guardar relacién con la longitud del ciclo estral, ni
sobre el porcentaje de ciclos cortos, normales o largos (Farid and Makarechian, 1987
Kassem et al., 1990).

La presencia continuada de machos con las hembras durante la estacién reproductiva
se traduce en un ligero acortamiento de la longitud de los ciclos, comparando con la longitud

de los ciclos obtenidos por tratamiento mediante efecto macho (Flechter and Lindsay, 1971).

Al comienzo de la estacion reproductiva, la 12 ovulacién no suele acompaiiarse de
comportamiento estral (Wheeler and Land, 1977). Hacia el final de la estacién sexual, el celo
no aparece tras la luteolisis (Wheeler and Land, 1977) porque las concentraciones de

estradiol caen considerablemente (Legan ef al., 1985).

El porcentaje de ovulaciones silenciosas en la oveja es muy elevado durante el periodo
previo a la reactivacién de la actividad sexual. En ovejas Finnish Landrace x Awassi, un
50% de los animales presentan ovulaciones silenciosas hacia la mitad del anoestro (frente a
un 50% de animales sin indicios de actividad ciclica) y se incrementa hasta un 90% de
ovulaciones silenciosas justo antes de la reanudacién de la actividad ciclica normal (Amir er

al., 1984).

Tanto al comienzo como al final de la estacidn reproductiva, las ovejas de la raza

Finnish Landrace presentan un mayor porcentaje de actividad ciclica normal que las ovejas
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Scottish Blackface, es decir, las ovejas Finnish Landrace muestran un menor mimero de

ovulaciones silenciosas que las ovejas de menor tasa de ovulacion (Wheeler and Land, 1977).

La duracion del ciclo estral se puede determinar como el periodo comprendido entre
dos picos de LH sucesivos (Oyedipe ez al., 1986), o bien entre la aparicién de dos celos
seguidos, tomando como referencia el inicio o el final del celo, (Farid and Makarechiam,
1987; Kassem et al., 1990). También se puede determinar como el periodo comprendido
entre dos ovulaciones sucesivas y menos frecuentemente se toman en cuenta las variaciones
en los niveles plasmdticos de progesterona y/o estrégenos (Oyedipe et al., 1989; Mukasa et
al., 1990).

2.1.3. ESTRO: DURACION Y COMPORTAMIENTO ESTRAL
2.1.3.1. Duracidn

El intervalo entre la luteolisis y el inicio del celo varia mucho entre las diferentes razas
ovinas. Asi en las ovejas Scottish Blackface es de unas 36.2 + 2.33 horas (Rhind and
McNeilly, 1986), en ovejas Coopworth es de unas 40.4 + 3.22 horas (Schackell, 1991),
mientras en las ovejas de la raza Yankasa se sitda sobre las 44.5 + 4.5 horas (Oyedipe et
al., 1989).

La edad del animal tiene influencia sobre el momento de aparicion del celo. En la
raza Galway, el intervalo entre la luteolisis y la aparicion del celo es de unas 31 horas en

ovejas adultas y de unas 36.9 horas en corderas (Quirke ez al., 1981).

La duracién del estro oscila entre 24-48 horas, aunque existen variaciones

‘considerables en funcion de la raza, edad y manejo del macho (Goodman, 19838).

10

anaria. Bibliotece Digital, 2003

© Universidad de Las Palmas de Grzn C;



Revision Bibliogr4fica

La duracién media del celo es de 25.0 + 1.9 horas en ovejas Yankasa (Oyedipe er
al., 1989), y de unas 27 horas en ovejas Galway (Quirke ez al., 1981).

Niveles superiores de duracién de celo, aparecen en razas tipo Awassi (34.7 h;

Kassem ez al., 1990) o en ovejas Coopworth (40.4 h.; Schackell, 1991).

La mayor duracién del comportamiento sexual se presenta en razas del tipo Finnish
Landrace seleccionadas para alta tasa de ovulacién, con una duracién media de 53.6 horas

(Adams et al., 1988).

Por tanto, la duracién del celo esta correlacionada positivamente con la tasa de
ovulacion en la especie ovina (Adams ez al., 1988). La duracién del comportamiento sexual
en ovejas prolificas tipo Romanov (Bindon ez al., 1979), D’Man (Lahlou-Kassi and Marie,
1985) y Finnish Landrace (Adams ez al., 1998) es de 10 a 20 horas mds largo que la longitud

del celo en razas menos prolificas.

La duracién del celo en corderas de la raza Galway es ligeramente superior a las
adultas (31.8 vs 27.0; Quirke ef al., 1981). Sin embargo, Loftsson and Dyrmundsson (1990)
obtienen que en corderas de la raza nativa de Islandia la duracién del celo es notablemente

inferior al de las ovejas adultas (31.4 vs 46.7 horas).

La introduccién de un macho con las hembras, tras un periodo prolongado de
separacion acelera la reactividad ciclica; en este caso, el celo es mds corto independientemen-
te de que exista o no copulacién (Fletcher and Lindsay, 1971). La presencia continua del
macho con la hembra provoca que la duracién del celo sea menor que cuando se encuentran

en contacto intermitente, p.e. cada 4 horas (Parsons and Hunter, 1967).
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Existen diferencias en la longitud del celo segin se trate de un ciclo natural o uno
sincronizado. En ovejas Awassi, la duracién media del celo para un ciclo natural es
ligeramente inferior a la longitud del celo para un ciclo sincronizado mediante esponjas
intravaginales de MPA (34.7 vs 40.0; Kassem er al, 1990). Sin embargo, en ovejas nativas
de Islandia, no se observan diferencias entre celo natural y celo consecutivo a una
sincronizacién mediante esponjas intravaginales de acetato de medroxiprogesterona (46.8 vs

46.95; Loftsson and Dyrmundson, 1990).

El tratamiento de sincronizacién empleado influye sobre la aparicién y duracién del
celo. En ovejas Coopworth, la utilizacién de esponjas intravaginales de acetato de
fluorogestona y de implantes subcutdneos liberadores de progesterona se traducen en una
aparicion del celo a las 40.4 y 29.6 horas respectivamente (Shackell, 1991), no habiendo

diferencias significativas en cuanto a la duracién de los celos.

En ovejas Scottish Blackface, la aplicacién de prostaglandinas en la fase luteal del
ciclo, provoca la aparicién del celo a las 33.7 y 36.2 horas en ovejas de baja y alta condicién

corporal respectivamente (Rhind and McNeilly, 1986).
2.1.3.2. Comportamiento estral

De modo general, el celo se define en la oveja como la tendencia a permanecer inmévil
cuando el macho realiza intentos de monta (Tomkins et al., 1974; Adams er al., 1988).
Segiin Baril ef al. (1993), durante el celo, 1a hembra es sensible al olor del macho y responde

al cortejo con la postura de inmovilidad.

En otras ocasiones, al aspecto anterior se le suman otros signos tipicos de celo como

agitar la cola y busqueda del macho (Bland and Jubilan, 1987; Baril ef al., 1993). Estos
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signos pueden aparecer y desaparecer progresivamente al principio y al final del celo,

respectivamente (Baril ez al., 1993).

Se considera que la oveja no se encuentra en celo, cuando evita cualquier aproxima-
cion del macho, mediante movimientos circulares en torno a si misma o al macho, o

adoptando posturas de miccién (Bland and Jubilan, 1987; Blissit er al., 1994).

Tanto al principio como al final del celo, existe un periodo de transicién,que consiste
en que la oveja no impide el acercamiento del macho y el olfateo de su vulva, pero la
receptividad de la hembra no es suficiente como para permitir la cubricién (Bland and
Jubilan, 1987).

Tanto durante el periodo de receptividad sexual como durante su ausencia, existe una
estrecha relacion entre la frecuencia de miccién de la oveja y el flehmen del macho en

respuesta a la orina de la oveja (Bland and Jubilan, 1987).

Durante ¢l celo, 1a frecuencia del flehmen es menor debido a que queda desplazado
por otros signos que dan una clara y neta informacién del estado reproductivo de la oveja,
fundamentalmente permitiendo los avances del macho. El macho no precisa del flehmen para
confirmar el estado reproductivo de la oveja, el reflejo de inmovilidad de la oveja es

suficientemente indicativo (Bland and Jubilan, 1987; Baril ez al., 1993).

Durante el periodo de ausencia de receptividad sexual, la hembra dificulta la
aproximacion del macho para olfatear su vulva. La hembra orina o adquiere la postura de
orinar; esta actitud, junto con la informacién transmitida en la orina eliminada, serd
suficiente para que el macho mediante el flehmen determine que el estado de la oveja no es

cl apropiado para la cubricién (Bland and Jubilan, 1987; Blissit ez al., 1994).
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La vulva parece ser la fuente mds concentrada de feromonas; 1a orina al ser eliminada
adquiere parte de esas feromonas. La duraci6n del flehmen en respuesta al olfateo de la vulva
es menor que en respuesta al olfateo de 1a orina; la duracién del flehmen estarfa inversamente

relacionado con la cantidad de estimulo feromonal presente (Bland and Jubilan, 1987).

2.1.4. ENDOCRINOLOGIA DE LA FASE FOLICULAR

2.1.4.1. Estradiol

El inicio de la fase folicular es coincidente con la lisis del cuerpo liteo, se produce una
reduccion de los niveles de progesterona y la desaparicion del efecto de feed-back negativo
sobre la secrecion de LH (Goodman, 1988), seguido de un incremento lento pero sostenido
en las concentraciones de LH, que culminarén en la onda preovulatoria de LH (Rawlings and
Cook, 1993).

Durante la fase luteal tardia, la secrecién de estradiol es netamente basal, situsndose
por debajo de 1 ng/ml (Campbell ez al., 1990). Una vez que se produce la luteolisis, yla
consiguiente caida de la progesterona, se produce un incremento progresivo del cstradiol

(Campbell et al., 1990) que se traduce en un pequefio pico en la fase folicular temprana.

Consecutivo a este pico, la secrecién de estradiol continta incrementdndose hasta el
momento de la onda preovulatoria de LH (Campbell ez al, 1990; Davies and Beck, 1993),
donde alcanza sus valores méximos entre 5 y 10 veces por encima de los niveles basales

(Campbell ez al, 1990; Davies and Beck, 1993; Rawlings and Cook, 1993).
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Alrededor de 4 horas después del inicio de la onda de LH, la secrecién de estradiol
comienza a disminuir rdpidamente, alcanzando niveles basales alrededor de 16 horas después

del pico médximo de LH (Campbell er al., 1990).

En la regulacién de la secrecién de estradiol, existen tres hormonas con acciones

claramente determinadas: LH, FSH y progesterona.

La secrecion de estradiol previa a la ovulacion parece encontrarse regulada por el
incremento en la secrecién episédica de LH que acontece tras la luteolisis (Karsch ez al.,
1983; Campbell ez al., 1990). A lo largo de la fase folicular, las concentraciones de estradiol

se incrementan de manera paralela a las de LH (Davies and Beck, 1993).

Una vez que se hayan alcanzado los méximos niveles de LH, finaliza la secrecién de
estradiol (Davies and Beck, 1993). La inhibicién de la liberacién de estradiol requiere altas
concentraciones de esta gonadotropina (Martin er al., 1987).

La FSH es requerida para la secrecion de estradiol durante el ciclo ovino, pero su
importancia ¢s menor que la de la LH (McNeilly, 1985). Un incremento en la FSH, por sf

solo, no produce un incremento en la secrecién de estradiol (McNeilly ez al., 1984).

Es decir, en la oveja, tanto la LH como la FSH son requeridos para la secrecién de
estradiol, pero son los cambios en las concentraciones de LH, los principales determinantes

de la secrecion ovdrica de estradiol (Goodman, 1988).

La progesterona puede modular la secrecién del estradiol de manera directa o
indirecta. Indirectamente, al inhibir la secrecion tonica de LH (Baird and Scaramuzzi, 1976),

directamente la progesterona modifica la respuesta del foliculo a la LH. La administracién
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de LH a ovejas anoéstricas conjuntamente con concentraciones de progesterona tipicas de fase
luteal, genera un incremento de estradiol significativamente menor que el producido por la

LH en la ausencia de progesterona (Goodman, 1988).

2.14.2. LH

La onda de LH répresenta una breve pero masiva salida de LH desde la pituitaria. Las
concentraciones de LH aumentan rdpidamente entre 4 y 8 horas hasta alcanzar un pico de 50-
100 veces los niveles basales, para descender rdpidamente a partir de entonces, asi que la

longitud de la onda es aproximadamente de unas 12 horas (Goodman, 1988).

La concentracion plasmdtica que se alcanza en el pico de la onda preovulatoria
presenta una amplia variabilidad. Rawlings and Cook (1993) obtienen que en el momento del
pico de LH la concentracién de esta hormona se encuentra alrededor de 40 ng/ml en ovejas

Finnish Landrace x Rambouillet.

En ovejas Galway y Finnish Landrace, razas de diferente prolificidad, presentan una
concentracién similar de LH en el momento del pico, alrededor de 75 ng/ml (Adams ez al.,
1988). Otros autores, obtienen valores en el pico de LH de 100-200 ng/ml (Goodman, 1988).

El inicio de la onda de LH estd, por lo general, acoplado al inicio del comportamiento
estral (Adams et al., 1988). Las razas prolificas tienen un mayor intervalo entre el inicio del
celo y el pico de LH. La raza Finnish Landrace presenta una duracién media de 11.2 + 0.8
horas (Adams et al., 1988), mientras en razas de mds baja tasa de ovulacién disminuye este

intervalo: Coopworth, 6.0 (Schackell, 1991); Galway, 4.1 + 1.1 (Adams et al., 1988).
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En corderas de la raza Galway, la duracién del intervalo inicio del estro-pico de LH

es significativamente menor que en ovejas adultas de la misma raza (3.8 vs 6.4; Quirke et
al., 1981).

100
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DIAS CON RESPECTO AL PICO DE LH

-1 0

Figura 2.2. Relacién entre celo y onda de LH en la oveja de la raza Galway (Adams et al., 1988)

El intervalo entre la onda de LH y la ovulacién, 22-26 horas, es relativamente
constante (Goodman, 1988).

Los niveles tonicos de LH durante el ciclo estdn inversamente correlacionados con las
concentraciones circulantes de progesterona (Wayne ez al., 1989). La secrecion ténica de LH
disminuye desde el dia 0 al dia 9 cuando las concentraciones de progesterona aumentan,

permanece baja hasta el dia 14, y luego se incrementa durante la fase folicular cuando los

niveles de progesterona caen (Davies and Beck, 1993).
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La frecuencia pulsatil de LH se incrementa progresivamente a lo largo de la fase
folicular (Davies and Beck, 1993; Rawlings and Cook, 1993). Entre la fase luteal y la fase
folicular, se produce un abrupto incremento en la frecuencia de los tonos pulsdtiles de LH

y una reduccién de la amplitud de los mismos (Rawlings and Cook, 1993).

La alta frecuencia de los pulsos, una vez establecidos, continiia a un nivel constante
a lo largo de toda la onda preovulatoria de LH (Rawlings and Cook, 1993). No obstante,
Martin ez al. (1987) sugieren que el incremento pulsétil de LH se produce justo antes de la

onda preovulatoria de LH y tras la propia onda, pero no durante la misma.

La amplitud de los pulsos de LH se incrementa unas 25 veces durante la onda de LH
(Martin and Thomas, 1985), pero no se encuentra correlacionado con los niveles medios de

LH.

Quirke et al. (1981) no obtienen diferencias en el modelo de pulsos de LH, ni en la
concentracion final, enfre ovejas adultas y corderas de la raza Galway; la unica diferencia
aparece en la longitud del intervalo entre la aparicién del celo y el inicio del pico de LH. Sin
embargo, cn un cstudio mds reciente, sc obscrva que en la raza Clun Forest, la concentracién

y la duracion del pico de LH es menor en corderas que en adultas (Davies and Beck, 1993).

En aquellas ovejas con miltiples ovulaciones existe una mayor frecuencia pulsdtil de
LH en la fase luteal y una mayor amplitud de los pulsos de LH en la fase folicular, con

respecto a ovejas con una sola ovulacion (Rhind and McNeilly, 1986).

La condicién corporal no tiene efecto sobre la concentracién, frecuencia o amplitud
pulsitil de la LH en la fase folicular, pero si sobre la FSH y prolactina, que son inferiores

en ovejas con peor condicion corporal (Rhind and McNeilly, 1986).
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En la regulacion de la onda de LH, existen tres hormonas con acciones claramente

definidas: estradiol, progesterona y GnRH.

La importancia del estradiol queda reflejado en que la administracién de estradiol
provoca ondas de LH en ﬁas anoéstricas (Pant, 1977) u ovariectomizadas (Goodman,
1988).

La induccion de la onda de LH no requiere todo el aumento de estradiol preovulato-
rio; un incremento de 3-4 pg/ml de estradiol es suficiente para generar el inicio de la onda.
Sin embargo, es necesario que los niveles de estradiol aumenten hasta 7-10 pg/ml para
generar un pico de LH con la concentracién similar a los observados durante €l ciclo estral

(Goodman, 1988).

'La accion de la progesterona sobre la onda de LH es inhibitoria; la progesterona
bloquea la capacidad del estradiol para inducir la onda de LH incrementando la dosis de
estradiol requerido. Durante la fase folicular del ciclo, la caida de los niveles de progesterona
elimina la accién de retroalimentacidn negativa sobre la accién del estradiol y se pone en

marcha el mecanismo que culminard en la ovulacién (Goodman, 1988).

La cantidad de LH liberada en respuesta a la GnRH exdgena es médxima hacia el final

de la fase folicular del ciclo estral (Hooley er al., 1974).
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Figura 2.3. Niveles plasmiticos medios de LH y progesterona durante el periodo periovulatorio
en ovejas Finnish Landrace (Adams ef al., 1988).

La secrecién de GnRH parece estar incrementada durante la onda preovulatoria de LH
y una vez que ésta finaliza (Clarke ez al., 1987). El incremento en la secrecién de GnRH
durante la onda de LH puede ser debido a un incremento en la frecuencia pulsitil y en la

amplitud de GnRH, a un incremento en la secreci6n basal de GnRH, o bien a ambas (Clarke
et al., 1987).

Los amplios pulsos en la secrecién de LH presentes durante la onda preovulatoria son

un reflejo de una similar amplitud en la secrecién pulsitil de GnRH (Rawlings and Cook,

1993).

20

anaria. Bibliotece Digital, 2003

© Universidad de Las Palmas de Grzn C;



Revision Bibliografica

2.1.4.3. FSH

Durante la fase folicular se produce un incremento en la concentracién de FSH de manera
coincidente al pico de LH (Goodmam, 1988). Las razas de mayor prolificidad presentan unos
niveles superiores tanto en la concentracién de FSH en el pico de la onda, como en la
concentracién total de FSH a lo largo de toda la onda, con respecto a aquellas razas con una
tasa de ovulacion inferior (Cahill et al., 1981). Sin embargo, otros autores no encuentran
diferencias en los niveles de FSH entre razas de diferente prolificidad (Webb and England,
1982), e incluso Adams er al. (1988) obtienen que los niveles de FSH en el pico de la onda
de FSH y la concentracién total de FSH son superiores en ovejas de la raza Galway en

comparacién con ovejas de una prolificidad superior como son las Finnish Landrace.
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Figura 2.4. Concentraciones plasmiticas medias de FSH durantc el periodo periovulatorio en
ovejas Galway y Finnish Landrace (Adams et al., 1988)
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Alrededor de 24 horas (rango 12-48) tras el pico preovulatorio de LH, existe una
segunda onda de FSH. Las razas de mayor prolificidad también presentan una concentracién
plasmdtica de FSH superior, a las razas de mds baja tasa de ovulacién (Cahill ez al., 1981).

La onda preovulatoria de FSH esta bdsicamente controlada por los mismos
mecanismos que producen la onda de LH. Un aumento en la secrecién de estradiol parece
ser la sefial ovdrica que inicia la onda de FSH (Pant, 1977), y también requiere un estimulo
de GnRH. Por otro lado, la progesterona bloquea la onda de FSH inducida por los estrége-

nos.

La 2% onda de FSH parece estar controlada por mecanismos diferentes a los de la
onda preovulatoria de FSH, puesto que es independiente de la secrecién hipotaldmica de
GnRH (Goodman, 1988) y no se inicia por un incremento en la secrecién de estradiol. Parece
ser que la onda preovulatoria de LH puede iniciar esta segunda onda de FSH; el bloqueo de
la onda de LH evita la aparicién de la 22 onda de FSH (Fraser and Mcneilly, 1982).
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2.1.5. ENDOCRINOLOGIA DE LA FASE LUTEAL

2.1.5.1. Progesterona

La fase luteal se caracteriza por niveles elevados de progesterona, una vez que el cuerpo

hiteo se encuentra plenamente funcional.

Las concentraciones de progesterona muestran una fase de niveles basales, seguida
de una fase de ascenso, que se continua con una fase de meseta. Posteriormente, viene una
fase de descenso consecuencia de la luteolisis y da lugar a la fase folicular del ciclo

consecutivo (Cahill ez al., 1981; Mukasa ez al., 1988; Reddy et al., 1988).

Los niveles medios de progesterona valorados mediante radioinmunensayo pasan desde
niveles basales, por debajo de 0.5 ng/ml hasta niveles por encima de 4 ng/ml en plena fase
luteal (Adams et al., 1988).

La utilizacién de la técnica ELISA para determinar los niveles de progesterona,
también ha rcsultado vdlida para determinar las distintas fases de la curva de progesterona
a lo largo del ciclo estral. Mukasa et al. (1990) obtienen una fase de niveles basales desde
2 dias antes del celo hasta 4 dias tras el inicio del mismo con valores por debajo de 1.0
ng/ml, seguida por una fase de ascenso desde el dia 5 hasta el dia 9 con valores entre 1.5-4.7
ng/ml. Posteriormente se instaura una fase de meseta entre los dias 10-14 con valores entre
5.0y 5.6 ng/ml y por iltimo una fase de caida muy rdpida, de apenas dos dias de duracién
hasta alcanzar de nuevo los niveles basales (Mukasa er al., 1990).
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Figura 2.5. Concentraciones plasmdticas medias de progesterona durante el ciclo estral en ovejas
Ethiopian Menz (Mukasa ef al., 1990)

Existe una correlacioén positiva entre el nimero de ovulaciones y la concentracién de
progesterona en la fase luteal del ciclo. Como consecuencia, los niveles de progesterona son
superiores en las razas de mayor prolificidad en comparacién con las de més baja tasa de
ovulacion (Adams ez al., 1988). La mayor secrecion de progesterona durante la fase luteal

en razas de elevada prolificidad parece tratarse méds de una consecuencia que de una causa

de la alta tasa de ovulacién (Adams er al., 1988).

La actividad funcional del cuerpo liteo durante el ciclo estral ovino esta controlado

por factores luteotropicos de la pituitaria y factores luteoliticos del ttero (Goodman, 1988).
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La LH es la hormona luteotrépica primaria en €l ciclo estral ovino. La administracién
de LH incrementa de manera consistente la secrecidn de progesterona (Baird and McNeilly,
1981) y mantiene la funcién luteal en ovejas hipofisectomizadas. El incremento en la cantidad
de LH prolonga la vida media del cuerpo liteo en ovejas normales (Adams ez al., 1975)

mientras las inyecciones de antisuero-LH causan una prematura regresion luteal.

La prolactina actia de manera sinérgica con la LH, pero por si sola no es capaz de

mantener el cuerpo liteo o la secrecion de LH (Karsch ef al.,, 1983).

Las prostaglandinas originadas en el endometrio comienzan a aumentar sus niveles
antes del descenso de la progesterona (Ottobre er al., 1980) y alcanzan concentraciones

suficientes para producir la luteolisis en escaso tiempo después.

2.1.5.2. Prostaglandinas

La secrecion de PGF-2¢ varia a lo largo del ciclo. Entre el dfa 2 y el dia 10 del ciclo no
existe liberacién, o es muy escasa, de PGF-2o desde el iitero (Ottobre et al., 1980). Los
pulsos de PGF-2« primcro aparccen entre los dias 11 y 13 del ciclo, y la frecuencia pulsdtil

se incrementa en los siguientes 2 a 3 dias (Ottobre ez al., 1980).

Zarco er al. (1988) obtienen que los pulsos de PGF-2a comienzan el dia 12 del ciclo
estral, y que entre los dias 12-15 del ciclo estral el intervalo entre los pulsos de PGF-2a es
mayor que en €l momento de la luteolisis. Estos cambios en la frecuencia pulsétil se reflejan
en las concentraciones de PGF-2a (Ottobre et al., 1980) que se incrementan en la fase luteal
tardfa, presentando una meseta durante la fase folicular temprana, y luego se incrementa de

nuevo hasta generar un pico, justo antes del celo.
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En el control de la liberacién de prostaglandinas, intervienen bdsicamente tres

hormonas, el estradiol, la progesterona y la oxitocina (Goodman, 1988).

El estradiol induce la luteolisis mediante un incremento en la liberacién de PGF-2a,
sin embargo, el estradiol precisa de 1a presencia de progesterona para estimular la liberacién
de PGF-2« (Vallet and Lamming, 1991). Las concentraciones plasmdticas incrementadas de
estradiol favorecen una respuesta mayor y mds temprana de la PGF-2« a la oxitocina en
ovejas ovariectomizadas tratadas con hormonas esteroideas. Ademds, la magnitud de la
respuesta inducida por la oxitocina esta positivamente correlacionada con las concentraciones

de receptores uterinos de oxitocina (Beard and Lamming, 1994).

Durante un ciclo normal, el estradiol estimula el mecanismo luteolitico, asegurando
que el ttero responda a la oxitocina mediante un incremento en la secrecion de las

prostaglandinas (Vallet ez al., 1990; Beard ez al., 1994)

2.1.5.3. Oxitocina

La oxitocina es liberada por el cuerpo liteo hacia el final de la fase luteal tardia, las
concentraciones de oxitocina en la vena ttero-ovdrica son netamente superiores a los niveles
arteriales, indicando que el cuerpo liteo es la fuente de los picos pulsdtiles de oxitocina que
ocurren durante la luteolisis (Flint and Sheldrick, 1983; Moore ez al., 1986). Ademds, la
concentracion de oxitocina en la fase luteal esta correlacionada positivamente con el nimero
de cuerpos liteos presentes (Schams ez al., 1983) y la concentracién plasmatica de oxitocina
se puede reducir induciendo la luteolisis (Flint and Sheldrick, 1983). Como en el cuerpo
hiteo de la fase luteal tardia predomina la poblacién de células grandes, éstas son las

responsables de la produccién de oxitocina.
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Durante los primeros dias de la fase luteal, la cantidad de oxitocina producida es
minima. Wathes et al. (1992) obtienen que la capacidad in vitre de las células luteales de dos
dias para producir oxitocina esta marcadamente reducida en comparacién con los niveles
obtenidos en la fase luteal tardfa. Por tanto, el cuerpo hiteo joven integrado por células

pequeiias tendria escasa capacidad de producir oxitocina.

La oxitocina de origen luteal parece estimular la liberacién de PGF-2a endometrial
a través de los receptores presentes en el propio endometrio. Esto se basa en experiencias
donde la inmunizacién contra la oxitocina prolonga la fase luteal (Schams er al., 1983). Por
otro lado, Ott er al. (1993) sugieren que la progesterona inhibe la formacién de receptores
de oxitocina mediante 1a reduccion del nimero de receptores del estradiol presentes en el

litero, por lo que previenen la estimulacién estrogénica de los receptores a la oxitocina.

En la fase luteal, la inhibicién por progesterona es el mecanismo que asegura bajas
concentraciones de receptores endometriales de oxitocina y estradiol. Hacia el final de la fase
luteal, la progesterona pierde su influencia inhibitoria y el estradiol se fija a receptores
activados a nivel uterino y estimula el desarrollo de receptores a oxitocina. Las altas
concentracioncs dc cstradiol son mds efectivas que las bajas y pueden promover un
incremento mds temprano en las concentraciones de receptores de oxitocina (Beard and
Lamming, 1994).

Por otro lado, se ha comprobado la existencia de un sistema de retroalimenatacién
positivo, en el que la liberacién de prostaglandina favoreceria la sintesis de oxitocina de
origen luteal y ésta a su vez la sintesis de prostaglandina hasta el momento de la luteolisis
(Flink and Sheldrick, 1983). Moore et al. (1986) obtiene que los niveles de PGF-2a se
incrementan antes que la oxitocina, indicando que un aumento en la oxitocina plasmética no

inicia la liberacion pulsdtil de PGF-2a.
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2.2. DESARROLLO FOLICULAR EN PEQUENOS RUMIANTES

2.2.1. DURACION Y CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

El ovario de la oveja contiene una amplia poblacién de foliculos primordiales y un pequefio
nimero de foliculos en diferentes estados de desarrollo (Cahill ez al., 1979). En el ovario de
la oveja podemos encontrar varias decenas de miles de foliculos primordiales, varios cientos
de foliculos en crecimiento y unas decenas visibles en la superficie ovérica (Espinosa, 1970).
A lo largo de toda la vida reproductiva de la hembra, algunos de estos foliculos van
abandonando el estado de vida latente que supone su permanencia como foliculo primordial,
para ir complicando su estructura y adquiriendo mayor tamaiio y capacidad funcional,

pasando por diferentes fases antes de ovular.

Un foliculo primordial consiste de un oocito diplotene y células somadticas asociadas
rodedndolo con una ldmina basal. Los primeros foliculos se forman alrededor del dia 70 de
gestacion en la oveja (Mauléon, 1961); el oocito y las células foliculares proliferantes
contribuyen al crecimiento del foliculo. La actividad proliferativa de las células foliculares
sc¢ incrcmenta con ¢l tamafio del oocito (Pedersen, 1970). Conforme va aumentando el
tamafio del foliculo, disminuye el tiempo de duplicacién de las células foliculares (Mariana
and de Pol, 1986); en foliculos primordiales la actividad proliferativa de las células folicula-
res se incrementa con el tamafio del oocito, mientras que durante el crecimiento final, el

crecimiento del oocito es lento en comparacién con el crecimiento del foliculo.

Las c€lulas de granulosa ejercen importantes acciones sobre €l crecimiento del oocito
y la maduracién a lo largo del desarrollo folicular. Thibault ez al. (1987), trabajando en
ovino, bovino y porcino, confirmaron que las células de granulosa son absolutamente

necesarias para la adquisicion de competencia citoplasmitica en el estado final de la
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maduracién del oocito. Parece ser que las células de granulosa podrian actuar produciendo

un medio hormonal adecuado para el oocito (Moor et al., 1980b).

El crecimiento de un foliculo primordial hasta su ovulacién tarda unos seis meses, y
no parece que varia excesivamente entre razas, momento de la estacién o entre estaciones
(Cahill and Mauléon, 1980). No obstante, las razas prolificas (Romanov, Finn, Booroola)
presentan diferencias en el modelo de crecimiento folicular terminal, tanto morfoldgico,
menor tamafio del foliculo ovulatorio, (Driancourt et al., 1985; Webb and Gauld, 1985;
McNatty ez al., 1986) como funcional, mayor produccion de estradiol por célula de granulosa

(Webb ez al, 1989).

Una vez que un foliculo primordial comienza su crecimiento, entra en una fase
preantral de unos 130 dias de duracién, al final de la cual, alcanza un didmetro de
aproximadamente 0.2 mm. de didmetro (Turnbull ez al., 1977; Cahill, 1981). Se ha estimado
que alrededor de 3-4 foliculos/dia entran en la fase de crecimiento preantral y que el
crecimiento desde el final de 1a fase preantral hasta el estado ovulatorio conlleva unos 24-43
dias adicionales, y a partir de aqui son necesarios unos 25-34 dias para alcanzar un didmetro
de 0.5 mm. (Turnbull er al., 1977). Los estadios finales del crecimiento folicular son
extremadamente rdpidos, necesitando el foliculo unos § dias para crecer de 0.5 a 2 mm. de
didmetro (Turnbull et al., 1977) y otros 3-4 dias mds para alcanzar 4-5 mm. (Turnbull ez
al. ,1977).

Durante la fase folicular, en observaciones realizadas mediante laparatomia, el foliculo
ovulatorio incrementaba su didmetro a razoén de 1.42 + 0.9 mm/dia entre las 6 y 30 horas
tras la aplicacién de la prostaglandina y a razén de 0.40 mm/dia entre las 30 y las 54 horas
tras la aplicacién de la prostaglandina (Driancourt and Cahill, 1984).
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El didmetro del foliculo ovulatorio oscila entre los 4-10 mm. de didmetro en funcién
de las diferentes razas ovinas (Brand and de Jong, 1973; Driancourt and Cahill, 1984;
Driancourt et al., 1988, 1990; Noel et al., 1993; Ravindra et al., 1994).

Sin embargo, ésto no implica que en anoestro se detenga el desarrollo folicular,
puesto que durante la foliculogénesis basal, el crecimiento de los foliculos (hasta 2 mm.) es
aparentemente indépendiente de las gonadotropinas (Driancourt and Fry, 1988), pero no
progresa mds alld del tamafio anterior. Sin embargo, otros autores trabajando en ovarios de
ovejas anoéstricas encuentran foliculos mayores de 2 mm. de didmetro (Webb and Gauld,

1987; Noel et al., 1993).

En la oveja, el nimero total de foliculos con al menos dos capas de células de
granulosa alcanza un méximo entre los 15 dias y 1 mes de edad. Decrece marcadamente
después de este periodo y a los 4 meses de edad estd prdcticamente reducido a 4/5 de lo que
estaba con un mes de edad (Mariana ez al., 1991). La extensa reduccién en €l nimero de
foliculos en crecimiento es producido por una onda de atresia que es méxima entre 1 y 4
meses tras el nacimiento; esta atresia primero aparece en el oocito y luego en la granulosa

(Mariana et al., 1991).

Existe una amplia variabilidad en la poblacién folicular total presente en el ovario
dependiendo del método de valoracion utilizado y de la raza ovina estudiada. Cahill et al.
(1985) observan que la poblacion folicular > 0.5 mm. de didmetro en ovejas Corriedale, es
alrededor de 18 foliculos/oveja el dia 15 del ciclo estral. Webb er al. (1989) obtiene que
durante la fase folicular, la poblacién de foliculos > 1 mm. de didmetro se situaba en 17.3
foliculos en ovejas Finnish Landrace y 23 foliculos en ovejas Merino x Scottish Blackfacc.
En ovejas Suffolk, el mimero de foliculos > 2 mm. de didmetro que se observan en la

superficie ovdrica desde el dia 14 al dia 17 del ciclo estral oscila entre 6-8 foliculos/oveja
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(Noel et al., 1993). Sin embargo, en otras razas ovinas la poblacién folicular > 1 mm. de
didmetro es muy elevada, oscilando entre 30-40 foliculos/oveja (Texel: Brang and De Jong,
1973; Booroola x Romney: McNatty ez al., 1985; Suffolk: Castonguay ez al., 1990).

Los foliculos preovulatorios estin presentes en todo momento a lo largo del ciclo
estral y del anoestro y su mimero se correlaciona con el nimero de tasa de ovulacién de su
raza (Cahill and Mauléon, 1980; Lahlou-Kassi and Mariana, 1984; McNatty ez al., 1985b;
Webb and Gauld, 1985; Webb et al., 1989; Driancourt ez al., 1990).

La ovulacién puede inducirse durante la fase luteal del ciclo (Thomas ef al., 1987)
y durante el anoestro (McNeilly and Land, 1979; Martin and Scaramuzzi, 1988). Por lo
tanto, la incapacidad de ovulacion en estos periodos no se debe a una pérdida de sensibilidad
de los foliculos a la LH, sino a una insuficiente exposicién de tales foliculos a dicha

hormona, y a una incapacidad de los mismos para inducir el pico preovulatorio de LH.

Aunque los foliculos preovulatorios estdn presentes en el ovario a todo lo largo del
ciclo estral, sélo aquellos foliculos que como minimo hayan alcanzado los 2 mm. de didmetro
en el momento de la luteolisis, son los que tienen posibilidades de ovular alrededor de 85
horas después; periodo coincidente con los 3-4 dias que los foliculos de 2 mm. necesitan para
alcanzar el tamaifio ovulatorio (McNatty ez al., 1982; Driancourt et al., 1986; Webb ez al.,
1989). El punto clave se sitia hacia la mitad de la fase folicular (30 h. post-tratamiento), a
partir del cual no habrd nuevos foliculos que crezcan por encima de los 2 mm. y sélo los
foliculos que para entonces hayan alcanzado este tamafio constituirdn la poblacién de la que
saldrdn los foliculos a ovular (Driancourt and Cahill, 1984). Esto no implica que el foliculo

mayor al inicio de la fase folicular sea el ovulatorio (Driancourt, 1987).
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Figura 2.6. Distribucién porcentual de la poblacién folicular total de las ovejas de cada raza
ovina basada en el diametro (mm.), (Webb et al., 1989).

Se ha pretendido predecir los foliculos que van a ovular en funcién del tamafio o de
la velocidad de crecimiento. Ninguno de los dos pardmetros resulta valido. Los foliculos mds
grandes van siendo los ovulatorios conforme se avanza en la fase folicular, pero no al

principio (Driancourt and Cahill, 1984).

Durante 1a fase folicular se ha mostrado que el niimero de grandes foliculos es similar
a 1a tasa de ovulacion de la raza (Webb ez al., 1989; Driancourt ez al., 1990). Sin embargo,
en un estudio reciente en ovejas Suffolk, se obtiene que el nimero de foliculos grandes

observados es de 2 a 3 veces la tasa de ovulacién de la raza (Noel ez al., 1993).
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Driancourt and Fry (1988) afirman que cuando los foliculos han alcanzado los 2 mm.
de didmetro, se encuentran a partir de este momento en un estado dependiente de gonadotro-

pinas. De esta poblacién de foliculos reclutados tiene lugar un posterior proceso de seleccién.

El modelo de atresia guarda similitud en razas de diferente prolificidad: existe un
incremento en el porcentaje de atresia en los foliculos a partir de 0.4 mm. de didmetro, se
continua una fase de meseta que comienza en los foliculos de 1 mm. de didmetro y se
mantiene hasta por encima de los 2 mm. de didmetro, y por iltimo una fase de descenso en

aquellos foliculos por encima de los 2.8 mm. de didmetro (Lahlou-Kassi et al., 1984).

La atresia parece guardar una cierta relacion con €l momento del ciclo estral, y €l
grado de nutricién. En oveja, durante la onda folicular ovulatoria el instante donde el foliculo
preovulatorio es potencialmente mds susceptible de sufrir atresia es entre el dia 9 (foliculos
de 1 mm. de didmetro) y el dia 13 (foliculos de 2.5 mm. de didmetro) del ciclo estral donde

la influencia luteal es mayor (Downing and Scaramuzzi, 1991).

El aporte energético resultado de un flushing puede prevenir la atresia en este
momento de la fase luteal, incrementando la tasa de ovulacién de la fase folicular consecutiva
(Downing and Scaramuzzi, 1991). Las modificaciones nutricionales tienen efecto a corto
plazo sobre la tasa de ovulacion. Pueden provocar cambios en la proporcién de atresia de la
poblacién de foliculos que se encuentran en los estadios finales de desarrollo. El flushing no
afecta al nimero de pequefios foliculos en el ovario (1-2 mm. de didmetro), asi como no
afecta a las etapas mds tempranas del desarrollo folicular, pero incrementa la tasa de
ovulacion por prevencion de la atresia en los foliculos de 2-3 mm. de didmetro (Haresign,
1981). Este concepto estd apoyado por estudios, donde la suplementacién con altramuz

durante 7 dias, no afecta al nimero de foliculos mayores de 2 mm. de didmetro en el
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momento del estro, pero 48 horas tras el estro, hay menos foliculos atrésicos mayores de 2

mm. (McNatty ez al., 1986a).

En un estudio posterior (Rhind and McNeilly, 1986) determinaron los tamafios
foliculares en ovarios de dos grupos de ovejas, uno en alta C.C. (condicién corporal) y el
otro en baja C.C. Los ovarios de aquellas ovejas en mejor C.C. tenian un nimero similar
de pequeiios foliculos pero habfa mds foliculos > 4 mm. presentes. Dedujeron que los
efectos de la C.C. sobre la tasa de ovulacién inclufan cambios en el mimero de grandes

foliculos que se desarrollaban y eran capaces de ovular.

En grupos de ovejas de distinta condicién corporal, la mayoria de las ovejas en mejor
condicién corporal tenfan foliculos mayores de 2 mm. en la superficie ovdrica en la fase
luteal tardia, y estudios morfolégicos demostraron que la mayoria de estos foliculos eran no

atrésicos (Xu ez al., 1989).

En un estudio mds reciente realizado con cruces de oveja Finnish Landrace, se
concluye que el mimero de foliculos > 4 mm. de didmetro era independiente de la condicion
corporal, siendo la mayorfa de los folfculos estrégeno-activos (Rhind and Schambacher,
1991). Estos resultados contrastan con experiencias realizadas con ovejas de menor tasa de
ovulacion, en donde existe una correlacién positiva entre el grado de nutricién, el nimero

de foliculos estrégeno-activos y la tasa de ovulacién (Rhind ef al., 1985).

Los perfiles de LH no se modifican durante la fase luteal en ovejas de diferente
condicion corporal (Rhind and Schambacher, 1991). En la fase folicular, tanto la concentra-
cidén, como la amplitud y el mimero de pulsos de LII es mayor en aquellas ovejas con ingesta

moderada frente a ovejas con ingesta insuficiente (Rhind and Scambacher, 1991).

34

anaria. Bibliotece Digital, 2003

© Universidad de Las Palmas de Grzn C;



Revisién Bibliogrifica

2.2.2. CARACTERISTICAS FUNCIONALES

La capacidad proliferativa de las células de granulosa procedentes de foliculos ovéricos
presenta variaciones en funcién del tamafio folicular. Esto se ha demostrado in vitro, puesto
que en condiciones basales de cultivo (es decir, sin ningin tipo de tratamiento), las células
de granulosa de foliculos pequefios eran capaces de replicarse, mientras que las células de
granulosa de foliculos grandes disminuian en su mimero a lo largo del cultivo (Monniaux and
Pisellet, 1992). Este hecho se ha comprobado tanto por la concentracién celular final como
por el indice de marcaje con timidina, ambos superiores en células procedentes de foliculos

pequeiios (Monniaux and Pisellet, 1992).

Asimismo, se ha demostrado que la capacidad diferenciadora de las células de
granulosa procedentes de foliculos ovdricos, varia con la talla folicular: en condiciones
basales de cultivo, las células de granulosa de foliculos grandes secretan mayor cantidad de
progesterona que las células de foliculos pequeiios, entre las 72-96 horas de cultivo

{(Monniaux and Pisellet, 1992).

2.2.2.1. Receptores de LH

Los receptores para LH estan presentes en las células tecales, tanto de foliculos antrales
atrésicos como no atrésicos. En las células de granulosa, los receptores de LH se localizan
exclusivamente en los grandes foliculos no atrésicos (Carson et al., 1979; England e? al.,
1981). Los receptores a LH aparecen en la granulosa de foliculos a partir de un tamafio
determinado: 3 mm. en la oveja (Carson et al., 1979) y 5 mm. en la vaca (Lee, 1976) y su
niimero se incrementa con el tamafio folicular (Carson et al., 1979), en correlacién con la

produccidn de estradiol folicular (Webb and England, 1982).
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Estos receptores estdn presentes en cualquier momento del ciclo sexual, lo cual
evidencia que su presencia es independiente de las fluctuaciones hormonales (England et al.,
1981). La concentracion de receptores de LH en las células tecales y de granulosa de los
foliculos no ovulatorios desciende tras el pico de la onda preovulatoria gonadotrépica (Webb
and England, 1982).

Los foliculos no ovulatorios tienen mds receptores a la LH en las células tecales que
en las de granulosa, aunque la concentracién de estos receptores es menor que en las células
tecales de los foliculos ovulatorios (Webb and England, 1982). Existe una correlacion
positiva entre la secrecion de estradiol in vitro y la concentracion de receptores de LH en

c€lulas tecales y de granulosa en todos los tipos foliculares (Webb and England, 1982).

2.2.2.2, Niveles de estradiol y actividad aromatasa

Los pequefios foliculos antrales de oveja (1-3 mm. de didmetro) se caracterizan por altos
niveles de testosterona y bajos niveles de progesterona en el liquido folicular (Carson et al.,
1981). Cuando los foliculos crecen, los niveles de estradiol y en menor medida, los niveles
dc progesicrona, se incrementan drdsticamente, mientras los niveles de testosterona caen
(oveja, Carson ez al., 1981; Ireland and Roche, 1982). También conforme van creciendo,
presentan respuestas maximas en términos de produccién de AMP, (Henderson et al., 1985;

McNatty et al., 1986b).

La actividad aromatasa no es detectable en pequefios foliculos antrales (menores de
1 mm. de didmetro en la oveja), incrementindose con el tamafio folicular (Webb and
England, 1982; Tsonis ef al., 1984a). En ¢l foliculo preovulatorio la actividad aromatasa de
la granulosa es mdxima, siendo mds del 90 % del estradiol producido secretado directamente
al torrente sanguineo y el resto al antro (McNatty ez al., 1981a).
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Las altas concentraciones de estradiol presentes en los foliculos grandes, al
interaccionar con la FSH estimulan la produccién de IGF-I, Insulin Growth Factor, (Hsu and
Hammond, 1987), por lo tanto, la concentracién de IGF-I en los foliculos grandes es alta
(Echternkamp, 1990). Ademds, la alta sensibilidad a la FSH de los foliculos en crecimiento
terminal estimula la fijacién de la IGF-I a las células de la granulosa (Monniaux and
Pissellet, 1992).

2.2.2.3. Actividad de la IGF-I

El incremento de la produccion de IGF-I coincide con un aumento de la receptividad de las
c€lulas de la granulosa a la propia IGF-I, que estimulara la aromatizacién y nuevos aumentos
de los niveles de estradiol, asi como de receptores de LH (Adashi et al.,1985) y maximiza
la accién de la inhibina (Zhiwen et al., 1988), cuya masiva produccién reduce marcadamente
la secrecion de FSH pituitaria (Martin ez al., 1988), por debajo de las necesidades de
mantenimiento del resto de foliculos, conduciéndolos a la atresia y bloqueando el crecimiento

de foliculos mayores de 2.5 mm. de didmetro.

Por tanto, la IGT-I, amplificando la accién de la FSH sobre la aromaltizacion y la
aparicién y aumento del nimero de receptores de LH, juega un papel clave en el manteni-
miento de la dominancia (Driancourt, 1991). La IGF-I al incrementar la sensibilidad folicular
ala FSH, provoca que ¢l foliculo con mayor proporcién de IGF-I, esté mejor capacitado para
soportar los niveles més reducidos de FSH que provoca la inhibina, y seguir de esta forma
su desarrollo hasta el final, para lo cual no estdn capacitados los foliculos con menor nivel

de IGF-I.
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2.2.2.4. Actividad de la FSH e inhibina

La FSH a corto plazo (2 horas) estimula la proliferacién de las células de foliculos normales
(no atrésicos). Esto se ha comprobado en células de granulosa procedentes de foliculos
normales de tamafio pequefio (2-4 mm.) y mediano (4-6 mm.), que cultivadas in vitro en
presencia de FSH mostraban un mayor indice de marcaje (Monniaux, 1987a). A corto plazo,
la FSH disminuye la actividad aromatasa de las células de granulosa en los foliculos

normales de tamafio mediano (Monniaux, 1987a).
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Figura 2.7. Porcentaje de células viables aisladas de foliculos sanos de diferentes tamaiios; para
cada foliculo las células se incubaron durante 2 horas con *II-timidina (SxCi/ml), con o sin FSH
(100 ng/ml). Los valores son media + error estindar. ** p< 0.01 comparado con los valores
de células incubadas sin FSH (Monniaux, 1987).

38

anaria. Bibliotece Digital, 2003

© Universidad de Las Palmas de Grzn C;



Revision Bibliogrifica

La FSH a largo plazo no presentaba un efecto significativo sobre la proliferacién
celular de foliculos ovinos pequefios (1-3 mm.) y grandes (5-7 mm.) a las 96 horas de cultivo
(Monniaux and Pisellet, 1992), si bien in vivo si se observa un efecto estimulador sobre la
multiplicacién celular en rata (Peluso and Steger, 1978). La FSH produce un incremento
dosis-dependiente en la produccién de progesterona por célula de granulosa, tanto en
foliculos pequefios (1-3 mm.), como en foliculos grandes (5-7 mm.), si bien en estos wltimos

su accién es mds manifiesta (Monniaux and Pissellet, 1992).

La FSH estimula la sintesis de inhibina por parte de las células de la granulosa antes
de la luteinizacién, mientras que la LH no presenta esta accién. En células luteinizadas de
granulosa, sdlo la LH incrementa la produccién de inhibina (Tsonis ef al., 1987). Ademds
de la FSH y la LH, la produccién de la inhibina de las células de granulosa es estimulada
por la insulina, la IGF-I (Findlay ef al., 1987) y la testosterona (Tsonis et al., 1987). Por
contra, la inhiben la EGF (Epidermal Growth Factor), las dosis ovulatorias de LH y los
antagonistas de la GnRH (Tsonis ef al., 1987).

El papel de la inhibina en el crecimiento folicular es complejo. Los grandes foliculos
sanos mayores de 3 mm. de didmetro son la principal fuente de inhibina durante la fase
folicular (Campbell et al., 1991). Sin embargo, los foliculos sanos menores de 3 mm. de
didmetro y los foliculos atrésicos también producen inhibina, pero su produccion es
notoriamente inferior (Campbell et al., 1991; Rhind and Schambacher, 1991). En otros
estudios, se confirma que los foliculos estrégeno-activos (> 4 mm.) producen el 55% de la
produccion total de inhibina, mientras que contribuyen al 90% de la produccién total de
estradiol (Mann er al., 1992a).

En cultivos de foliculos mayores de 3 mm. de didmetro procedentes de ovarios ovinos

en fase folicular y fase luteal, el grado de secrecion de inhibina durante la fase luteal es
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similar al obtenido durante la fase folicular, confirmando que el cuerpo lLiteo ovino no

produce cantidades apreciables de inhibina (Campbell et al., 1991).

En oveja, la inhibina conjuntamente con el estradiol, determina la supresién de la
secrecion de FSH. La inmunizacién pasiva frente a la inhibina o frente al estradiol durante
la fase luteal se traduce en un incremento de las concentraciones periféricas de FSH (Mann
et al., 1992b), mientras la inmunizacién contra ambas genera un incremento de FSH aiin

superior.

La inmunizacién frente al estradiol en fase folicular se traduce en un mayor
incremento de las concentraciones de FSH que la inmunizacion frente al estradiol en fase

luteal (Mann et al., 1992b).

La administracién exdgena de estradiol e inhibina en cantidades fisiolégicas son
capaces de mantener las concentraciones periféricas de FSH dentro de un rango normal en

ovejas ovariectomizadas (Mann et al., 1992b).

En ovejas Finnish Landrace, la condicién corporal esta inversamente relacionada con
el contenido intrafolicular de inhibina, tanto en foliculos estrégeno-activos como no
estrogeno-activos. De este modo podria pensarse que la menor poblacién folicular en
hembras con un nivel mds bajo de alimentacién, en parte obedece a una mayor concentracién
de inhibina, que a su vez disminuye la secrecién hipofisaria de FSH (Rhind and Schamba-
cher, 1991).
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2.2.2.5. Factores de crecimiento

La IGF-I (Insulin Growth Factor) estimula la mitosis de las células de granulosa de la vaca
(Savion er al., 1981) y de la oveja (Adashi ef al., 1986).

En un estudio mds reciente Monniaux and Pisselet (1992), obtienen que la IGF-I
provoca un claro efecto estimulante sobre la multiplicacién celular, independientemente de
que se traten de foliculos pequefios (1-3 mm.) o grandes (5-7 mm.), cuando se cultivan a
bajas densidades. Con altas densidades, la IGF-I también incrementa el mimero de células

de ambos tamafios foliculares a las 96 horas de cultivo.

Las células de granulosa de pequeiios foliculos responden m4s intensa y tempranamen-
te que las células de foliculos grandes frente a la estimulacién con IGF-I. La IGF-I favorece
la supervivencia celular en las células de granulosa de grandes foliculos, bien previniendo

la pérdida celular y/o incrementando la proliferaci6n celular (Monniaux and Pisselet, 1992).

Asimismo, estimula la diferenciacién celular, incrementando la actividad aromatasa
de las células de granulosa y favoreciendo la aparicién de receptores de LH (Adashi et al.,
1986).

La IGF-I produce un incremento dosis-dependiente en la produccion de progesterona
por célula de granulosa en foliculos grandes (5-7 mm.) de oveja, pero no asi en pequefios (1-
3 mm.); el estadio folicular tiene una influencia significativa sobre la secrecién de
progesterona por las c€lulas de granulosa (Monniaux and Pisselet, 1992). Las células de
granulosa de foliculos grandes rcsponden mdés intensa y rdpidamente en la produccion de
progesterona que las células de foliculos pequefios frente a una estimulacién con IGF-1,

independientemente de la densidad celular inicial (Monniaux and Pisselet, 1992).
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El TGF-8 (Transforming Growth Factor) no parece promover la proliferacién de las
c€lulas de granulosa de rata in vitro, pero si la diferenciacién puesto que favorece la
estereidogénesis y la aparicién/aumento del nimero de receptores de LH (Knecht et al.,
1986). Herndndez et al. (1987) sugieren que la TGF-8 ovdrica tiene un efecto sinérgico sobre
el desarrollo folicular por maximizacién de las respuestas foliculares a la accién estimulante

de la FSH.

El EGF (Epidermal Growth Factor) inhibe la diferenciacién de las células de
granulosa de rata in vitro, si bien estimula la proliferacién de las mismas (Carson et al.,
1989). La actividad de los receptores de EGF en la granulosa, aumenta con la exposicién de
las celulas de granulosa a la FSH. Por otra parte, la EGF es capaz de actuar directa o
indirectamente sobre las células de la granulosa para regular su diferenciacién; a elevadas
concentraciones la EGF inhibe la secrecién de inhibina inducida por la FSH y el TGF-8
(Carson e al., 1989).

El FGF (Fibroblast Growth Factor) muestra una intensa actividad mitogénica sobre
las células de granulosa (Gospodarowicz ez al., 1978; Hammond and English, 1987). Parece
tener un efecto negativo sobre la diferenciacion de las c€lulas de granulosa, puesto que inhibe

la aparicion de receptores a LH (Hammond and English, 1987).

El PDGF (Plateled-derived Growth Factor) intensifica la secrecién de progesterona
FSH inducida en las células de granulosa, la actividad adenil ciclasa (Knecht and Catt,
1983b) y la induccién de receptores de LH (Knecht and Catt, 1983b). En cultivos de
granulosa porcina, estimula la proliferacién de las células de granulosa (Baranao and
Hammond, 1984b).
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2.2.3. ATRESIA

2.2.3.1. Caracteristicas

La duracién exacta de los cambios degenerativos durante los procesos atrésicos no es
conocida. El crecimiento de un foliculo es continuo desde el estado primordial al estado
terminal, que finaliza con la ovulacién. Su crecimiento puede pararse por cambios
degenerativos denominados atresia. La atresia es el destino wltimo normal de la mayoria de
los foliculos, puesto que sélo el 0.1% de los foliculos que empiezan a crecer se diferencian
al estado preovulatorio y ovulardn (Mariana e al., 1991). Tiene lugar en todos los estados
de desarrollo folicular, y los mecanismos intimos son probablemente diferentes entre foliculos

de diferentes tamafios.

En los foliculos preantrales, las caracteristicas morfolégicas anormales se detectan
primero en los oocitos, mientras que en los foliculos antrales los cambios histolégicos m4s
tempranos son la aparicién de picnosis en la granulosa conjuntamente con una disminucién
en la proliferacién celular (Mariana ez al., 1991). Ademds, existen diferencias entre especies
en ¢l desarrollo de la atresia; en foliculos antrales, la degeneracién del cumulus s un proceso
muy tardio en la oveja y muy temprano en el cerdo (Mariana e al., 1991). Una importante
dificultad para investigar la atresia es que generalmente se reconoce una vez que sucede, es
decir, después de que el foliculo ha desarrollado sus cambios morfolégicos (Mariana ef al.,
1991).

La intensidad de la atresia no es la misma a lo a largo de toda la vida de la oveja: la
mayor proporcién de atresia se produce a la edad de 1 a 4 meses. Esta atrcsia aparece
primero en €l oocito y luego en la granulosa . Asi, la distribucién de la poblacién folicular

en funcion de su tamafio se modifica y su nimero experimenta una drastica reduccién antes
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de la pubertad. La poblacién folicular, de acuerdo a la edad, difiere en individuos; algunos
animales manifiestan un muy precoz desarrollo del ovario, mientras otros, con la misma
edad, muestran una importante demora en la poblacién y crecimiento de los foliculos

(Mariana et al., 1991).

La determinacién de la calidad folicular valorada en grado de atresia en pequefios
rumiantes se puede realizar atendiendo a criterios morfolégicos (Moor et al., 1978),
morfométricos (McNatty, 1981, 1982) o histoldgicos (Monniaux, 1987b; Webb ez al., 1989;
Batista et al., 1993).

Dentro de las modificaciones morfométricas, un foliculo no atrésico se define como
dquel que tiene una teca interna altamente vascularizada, ausencia de turbidez en el liquido
folicular, presencia de mds del 25% del mdximo nimero definido de células de granulosa

para un tamafio determinado y la existencia de un oocito de apariencia sana (McNatty et al.,
1985).

Los cambios morfoldgicos e histolégicos estdn estrechamente asociados con la atresia.
Entre los cambios histoldgicos que ocurren durante la atresia, la aparicién de los procesos
de picnosis en las células de la granulosa y/o la distorsién o fragmentacién del oocito son
considerados como criterios especificos (Mariana et al., 1991). Las capas tecales parecen que
escapan inicialmente a la atresia: su proliferacién (Nicosia, 1980) y la esteroidogénesis
continia. En los foliculos primordiales resulta mds dificil estimar el grado de degeneracién.
El oocito es el primero que manifiesta dicha degeneracién; las sencillas estructuras

histoldgicas que lo rodean, lo hacen posteriormente, y desaparecen de un modo muy rapido
(Zuckerman, 1962).
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En el ovario del ratén, Faddy et al. (1976) observaron que la proporcion de foliculos
en crecimiento que se vuelven atrésicos se incrementa, al aumentar el tamafio de los

foliculos.

En ovejas, mientras dure gran parte de la foliculogénesis basal, la atresia alcanza el
40-50 % en foliculos menores de 0.5-1.0 mm. de didmetro, mientras que entre 1-2 mm. la
atresia aumenta hasta un 50-70 %, y para todos aquellos foliculos mayores de 2 mm., es
decir en un estado dependiente de los niveles no basales de gonadotropinas, la atresia se
mantiene o supera ligeramente los niveles anteriores (Brand and De Jong, 1973; Turnbull ez
al., 1977; McNatty, 1982)., si bien puede llegar a situarse en niveles inferiores al 30-40%
(Lahlou-Kassi er al., 1984).
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Figura 2.8. Porcentaje de foliculos que presentan atresia en funcién de su tamaiio en ovejas
D“Man y Timahdite (Lahlou-Kassi and Mariana, 1984)
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Al progresar el tamafio folicular, el indice de marcaje de las células de granulosa de
foliculos normales disminuye; el grado de mitosis de las células de granulosa es menor al
incrementarse el tamafio folicular (Monniaux, 1987a). Las células de granulosa ovina de los
foliculos atrésicos muestran menor capacidad proliferativa in vitro, que la de los foliculos
normales. La FSH no es eficaz en la estimulacién de la actividad mitética de las células de
granulosa de foliculos atrésicos, hecho que si ocurre en las células de granulosa de foliculos

normales (2-6 mm. de didmetro; Monniaux, 1987a).

Desde el punto de vista bioquimico, la atresia se caracteriza por:

1. Pérdida de receptores para las gonadotropinas por las células foliculares. Sin
embargo, €sto no es un claro proceso de atresia (Carson et al., 1981), puesto que sdlo
aparece cuando se incrementa la profundidad de la atresia o en foliculos preovulatorios
(Ireland and Roche, 1982). Asi, la pérdida de receptores de las gonadotropinas serfa una
consecuencia mds que una causa de atresia. Los receptores a LH se han observado en células

tecales de todos los grandes foliculos antrales, sanos o atrésicos, en oveja y vaca (McNatty

et al., 1985a).

2. Variaciones en el nimero de receptores de IGF-I. El mimero de receptores de IGF-
T en las celulas de granulosa de foliculos antrales ovinos estd influenciado por el grado de
atresia folicular, presentdndose un menor mimero de tales receptores en los foliculos atrésicos
(Monget ez al., 1989).

3.. Cambios en la esteroidogénesis. Se ha comprobado una menor concentracién de
estradiol en el liquido folicular de foliculos no ovulatorios (atrésicos) que en foliculos
ovulatorios de la oveja (Webb and England, 1982; Monniaux, 1987). Este descenso puede

estar asociado con la pérdida de actividad aromatasa en las células de granulosa, que siempre
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€S un suceso temprano en la atresia (Moor, 1977; Moor et al., 1978; McNatty, 1981; Carson
et al., 1981; McNatty er al., 1984a; Monniaux, 1987b).

Dentro de una misma raza, la concentracién de estradiol en el liquido folicular yla
actividad aromatasa por célula de granulosa en cultivos in vitro procedentes de foliculos
normales, se incrementa conjuntamente con el tamafio folicular (McNatty, 1982; Monniaux,
1987a). Existe, poi' tanto, una correlacion inversa entre el indice de marcaje de las células
de granulosa y las concentraciones de estradiol en el liquido folicular o la actividad aromatasa

en las células de granulosa.

La testosterona en el liquido folicular de foliculos atrésicos es més elevada que en los
foliculos ovulatorios en ovejas (Carson ez al., 1981; Webb and England, 1982) y en vaca,
aun manteniéndose por encima de los niveles de estrégenos, no es tan elevada (Ireland and
Roche, 1982). Los resultados pueden ser explicados por la temprana pérdida de secrecién de
andrdgenos por las células tecales durante la atresia en la vaca (McNatty et al., 1985a) y su

mantenimiento en otras especies.

Los niveles de progesterona disminuyen en los foliculos atrésicos de 1a oveja (Carson
et al., 1981), mientras en la vaca, los altos niveles de progesterona encontrados en el liquido
folicular de los foliculos atrésicos (Kruip and Dieleman, 1985) son la consecuencia de la
secrecion activa de progesterona por las células de granulosa después que pierdan la actividad

aromatasa (Henderson et al.,1987a).

Ademds de estas modificaciones bdsicamente de caricter bioquimico, podemos
mencionar las alteraciones en la vascularizacién folicular. En la ovcja, se ha descrito una
reduccién en el tamaiio de la pared capilar en foliculos atrésicos. Ademds, durante la atresia

muchos capilares tecales quedan bloqueados con células obstructivas. En la oveja no hay una
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reduccién de los vasos sanguineos adyacentes al cumulus, que permanecen viables durante
la atresia, mientras en el cerdo, el cumulus degenera y la vascularizacién intima tecal se
reduce grandemente (Cran ef al., 1983). En la teca de foliculos atrésicos ovinos, se puede
observar la presencia de capilares bajo el cumulus, indicativo de la posible existencia de
algun factor local de cardcter angiogénico (Cran et al., 1983). En la actualidad, todavia se
desconoce si los cambios en la microvascularidad inician la atresia o simplemente la

acompaiian.

2.2.3.2. Relaciones endocrinas

La atresia de los foliculos antrales es probablemente causada por un medio hormonal

inadecuado dentro de los foliculos. Un menor aporte de gonadotropinas puede causar atresia.

El periodo prepuberal y el anoestro estacional estdn asociados con reducciones
significativas en la secrecién de LH y FSH. En anoestro, la reduccién de la secrecién de
gonadotropinas durante este periodo induce dos situaciones: atresia incrementada cn foliculos

preantrales en crecimiento y una reduccién significativa en su nimero (Mariana ef al., 1991).

El patrén de secrecion y los niveles de gonadotropinas durante los periodos anteriores
a la pubertad y anoestro estacional estdn bien caracterizados (Mariana ez al., 1991) y es
posible extrapolar un paralelismo entre la disminucién del mimero de foliculos a lo largo de
la atresia y un grado mds lento de crecimiento con el descenso en los niveles de FSH
(Mariana er al., 1991).

La atresia folicular podria iniciarse por una menor disposicion de FSH por parte de
los foliculos, ya sea debido a que los niveles plasméticos de la hormona son demasiado bajos,

o bien porque la vascularizacién del foliculo no estd bien desarrollada. Este hecho puede
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determinar la seleccion de los foliculos preovulatorios en la mitad de la fase folicular del
ciclo, cuando los niveles plasmdticos de FSH disminuyen en respuesta al feed-back negativo
sobre la hip6fisis de los estrégenos y la inhibina (Baird e al., 1981).

2.2.4. DESARROLLO FOLICULAR A LO LARGO DEL CICLO ESTRAL

2.2.4.1. Control endocrino del ciclo estral

La importancia de las gonadotropinas en el crecimiento folicular depende del tipo de foliculos

y de la estructura de la poblacidn folicular presente en el ovario.

La retirada total de gonadotropinas como consecuencia de la hipofisectomia se traduce
en un fracaso del desarrollo folicular. Dufour er al. (1979) obtienen que 4 dias tras la
hipofisectomia todos los grandes foliculos antrales se habfan vuelto atrésicos y se determing
que no existia crecimiento folicular a partir de los 0.23 mm. de didmetro. Sin embargo, en
estudios mds recientes se obtiene que la hipofisectomia, a corto plazo, no tiene efecto sobre
la poblacién folicular entre 0.8-2.0 mm. de didmetro, si bien inhibe el crecimiento folicular
por encima dec los 2 mm. de didmetro (Driancourt ef al., 1987). Asimismo, a largo plazo,
la hipofisectomia impide el crecimiento folicular por encima 2 mm. de didmetro para las
ovejas Boorola FF (seleccionadas para alta tasa de ovulacién) y por encima de 3.0 mm. de
didmetro en las Booroola F+, pero no modifica el crecimiento folicular desde 0.5 mm. de
didmetro hasta las tallas anteriores, para los dos tipos raciales ovinos definidos (McNatty ez
al., 1990).

También se observa una ausencia de reclutamiento folicular (aparicién dc foliculos
< 1 mm. de didmetro), por inmunizacién contra GnRH (McNeilly er al., 1986). La

abolicion de la secrecion pulsdtil de LH, y el mantenimiento de los niveles basales de LH y
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FSH de un modo continuado, aun reduciendo las concentraciones de éstos en un 30-50 %,
bien como resultado de la inmunoneutralizacién activa contra la GnRH (McNeilly er al.,
1986) o induciendo receptores de baja regulacién de la GnRH por tratamiento crénico de
ovejas con un antagonista (McNeilly and Fraser, 1987), da como resultado un fracaso del

desarrollo folicular por encima de los 2-2.5 mm. de didmetro.

El control endocrino del desarrollo folicular esta modulado por el aporte de sangre
que llega a los foliculos. Los foliculos preantrales menores no tienen un aporte vascular
especial, estando constituido por los vasos del estroma. La vascularizacién del foliculo
preovulatorio estd particularmente bien desarrollada (oveja, Moor ez al., 1978) y el flujo
sanguineo es alto durante el estro, particularmente en el ovario ovulatorio (Mariana et al.,

1991).

Al principio de la fase folicular del ciclo, cada oveja tiene varios foliculos sanos
mayores de 2 mm. de didmetro, pero el crecimiento potencial de cada uno de ellos es
diferente. Cuando se cauterizan algunos foliculos mayores 2 mm. de didmetro, 1a ovulacién
se produce en su momento habitual, siempre que permanezcan en el ovario varios foliculos
mayores de 2 mm. dc didmetro. Sin embargo, la destruccién de todos los foliculos mayores

de 2 mm. retrasa significativamente la ovulacién (Tsonis et al., 1984a).

Es ampliamente conocido que la inyeccién de gonadotropinas tales como PMSG
(Robinson, 1959; Allen and Stewart, 1978) y FSH-P (Monniaux ez al., 1983; Henderson et

al., 1988) pueden elevar la tasa de ovulacidn.

Las gonadotropinas exdgenas actiian reclutando foliculos mds pequefios y los protegen
de la atresia (Monniaux et al., 1983; Driancourt, 1987; Henderson ef al., 1988), pero no

rescatan folfculos atrésicos (Driancourt ef al., 1987; Hirshfield, 1989). Como estas
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gonadotropinas tienen accién tanto FSH como LH, no estd claro si una u otra, o ambas, de

estas actividades son las responsables de tales acciones.

La FSH purificada ha mostrado que incrementa el nimero de foliculos no atrésicos,
incrementa la actividad aromatasa de los foliculos antrales y miniminiza los efectos
inhibitorios del fluido folicular bovino sobre la atresia (McNatty er al., 1985b). Estas
observaciones sugieren que las gonadotropinas de actividad mixta como por ejemplo la
PMSG, actdan principalmente a través de su actividad FSH para incrementar la tasa de
ovulacion (McNeilly et al., 1991).

Parece ser que el modo de accion de 1a FSH y la PMSG para incrementar la tasa de
ovulacion se centra en su capacidad para activar los sistemas enzimdticos aromatasa de las
células de granulosa y por tanto incrementar la secrecién de estradiol (Henderson et al.,
1985, 1987; Hsuech er al., 1984). Parece claro que una vez que se haya producido la
seleccion, es decir el ajuste entre el mimero de foliculos reclutados y la tasa de ovulacién
propia de cada raza (Driancourt, 1991), el gran foliculo dominante es marcadamente mi4s

sensible a la FSH que los menores (Henderson et al., 1987).

Si bien la FSH exdgena puede estimular la superovulacién, no parece claro que sea
la unica responsable del crecimiento y maduracién folicular. Al comparar razas de diferente
tasa de ovulacién, no se observan diferencias en las concentraciones plasmdticas de LH a lo
largo del ciclo estral (Scaramuzzi and Radford, 1983), si bien en algunas razas esta LH
podria ser mayor en algiin momento del ciclo (Lahlou-Kassi et al., 1984; McNatty ef al.,
1989a). La aplicacién de LH no incrementa la tasa de ovulacién, si bien es posible que la
administracién de LH junto con la FSH pueda permitir a un nimero mayor de foliculos
alcanzar la madurez ovulatoria, que si se administrase FSH exclusivamente (Henderson e?
al., 1988).
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No existe una clara relacin entre Ias concentraciones plasmdticas de FSH y la tasa
de ovulacién en razas con diferente prolificidad (Cahill ez al., 1981; Driancourt and Fry,
1988). A pesar de ello, existen evidencias que nos permiten establecer algunas conexiones
entre las concentraciones plasmdticas de FSH y el crecimiento folicular preovulatorio. Las
ovejas Booroola Merino presentan mayores concentraciones plasmdticas de FSH durante los
dias 1-3 tras la luteolisis en aquellas ovejas que tenfan ovulaciones dobles en comparacién

con las que tenian una ovulacién simple (McNatty ez al., 1985b).

Por otro lado, las concentraciones plasmdticas reducidas de FSH, durante la fase
luteal y folicular en ovejas con peor condicién corporal, estdn asociados con una disminucién
de los foliculos ovulatorios y por consiguiente de la tasa de ovulacién (Rhind and McNeilly,
1986; McNeilly er al., 1987).

Se ha determinado claramente que las concentraciones de FSH varfan considerable-
mente durante la fase preovulatoria (Baird and McNeilly, 1981), pero empiezan a acumularse
evidencias que existen fluctuaciones en la concentracién de FSH a lo largo del ciclo,
disminuyendo sobre los dias 3-4, incrementdndose los dias 6-8 y fluctuando a lo largo del
resto de la fase luteal hasta la luteolisis y €l comienzo de la fase folicular (Bister and Paquay,

1983; Campbell, 1988).

En la oveja, en fase luteal, existe crecimiento folicular por encima de los 2 mm. de
didmetro. El tratamiento con bFF (Fluido Folicular bovino) en esta misma fase, reduce los
niveles de gonadotropinas, y no se aprecia crecimiento folicular por encima de los 2 mm. de
didmetro. Asf, el fracaso en el desarrollo de foliculos preovulatorios parece estar relacionado
con la reduccién de FSH, asi como con la auscncia de pulsos de LH (Hunter et al., 1988).
La aplicacién de BFF 24 horas tras el inicio de la luteolisis producen una supresion especifica

de la FSH durante un tiempo més prolongado, indicando que una adecuada exposicién a la
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FSH parece ser necesaria para el desarrollo folicular incluso durante los estados finales de
maduracién (Henderson ez al., 1988). Si se aplica BFF en el momento de la luteolisis, se
produce un alargamiento del periodo entre la luteolisis y la aparici6n del celo,en este caso
parece ser debido mds a una accién directa de la BFF sobre el ovario, que a una consecuen-

cia de las concentraciones reducidas de FSH (Henderson ez al., 1988).

La seleccion que tiene lugar en la onda de maduracién folicular ovulatoria, se localiza
principalmente en la fase folicular, diferencidndose el periodo preovulatorio por la cantidad
de FSH disponible. El tratamiento de las ovejas con PMSG (Mauléon and Mariana, 1977)
o FSH pura (McNatty ez al., 1985b; Henderson et al., 1988) desde el momento del inicio
de la luteolisis provoca un aumento variable e incontrolable en el crecimiento folicular y la

posterior tasa de ovulacién.

La tasa de ovulacién es mayor si la FSH se aplica 24 horas antes del comienzo de la
luteolisis (McNatty et al., 1985b). Si se aplica la FSH a las 24 horas tras el inicio de la onda
preovulatoria de LH, no se manifiesta un incremento en 1a tasa de ovulacién (Henderson er

al., 1988).

Sin embargo, recientes estudios han sugerido que la caida de los niveles de la FSH
en respuesta a la accién de la inhibina y los estrégenos puede no ser suficiente para la
seleccion del foliculo ovulatorio y que la LH puede ser importante en este proceso (Campbell
et al., 1990; McNeilly ez al., 1991, 1992; Picton and McNeilly, 1991).

El papel que juegan los factores ovdricos (autocrinos y paracrinos) en la seleccién y
dominancia folicular no estd claro (Fortune et al., 1991). El fluido folicular tiene sustancias
estimulantes e inhibidoras de la funcién folicular in virro. Se desconoce hasta que punto la

produccién de estas sustancias por los foliculos pueden modificar el desarrollo de otros
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foliculos en uno u otro ovario. Hay evidencias de que la accién de gonadotropinas a nivel

ovdrico estd modulada por factores de crecimiento de origen local (Mori ef al., 1989).

2.2.4.2. Ondas de maduracion folicular en el ciclo estral

Parece probable que las fluctuaciones de la FSH a lo largo del ciclo estral puedan reflejar
el desarrollo y la consecuente regresién de grandes foliculos estrogénicos a lo largo de 1a fase
luteal (Campbell ez al., 1990). Esto ayuda a comprender la formacion de varias ondas de
maduracion folicular en el ciclo (Noel ez al., 1993). En la oveja, hay varios periodos durante
un ciclo estral, en los que se incrementan las concentraciones plasméticas de estradiol
(Ireland, 1987) lo cual apoya la idea de que en la oveja tienen lugar ondas de crecimiento
de los foliculos dominantes. Mediante técnicas de marcaje folicular con tinta, se ha mostrado
en la oveja que los foliculos mayores de 4 mm. de didmetro se renuevan al menos 2 veces

(e incluso 3 veces) durante un ciclo estral normal (Mariana ef al., 1991).

En ovejas Texel, tuvieron lugar a lo largo del ciclo estral 2 ondas de crecimiento
folicular en los foliculos normales con un volumen mayor de 1 mm. cibico. La primera onda
succde entre los dias 1 y 10 del ciclo y la scgunda desde el dia 6 hasta el dfa 1 del siguiente
ciclo (Brang and De Jong, 1973).
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Figura 2.9. Frecuencia media (+ e. estdndar) de la distribucién de foliculos pequeiios, medianos
y grandes en el ovario durante el ciclo estral en ovejas Suffolk (ovulacién = dia 17).

En la raza Suffolk, mediante la utilizacién de técnicas endoscépicas, se han descrito
tres oleadas de crecimiento folicular en foliculos mayores de 2 mm. de didmetro a lo largo
del ciclo sexual: dos tienen lugar durante la fase luteal (inicidndose una en los dias 1-2 del
ciclo, y la otra en los dfas 7-8) donde todos los foliculos sufren atresia y una durante la fase
folicular (inicidndose el dfa 14) donde sélo uno o dos de los foliculos llegan a ovular; cada
una dura unos 6 dias, siendo la que se produce durante la fase folicular algo mds breve (Noel
et al., 1993). No se observan diferencias en el nimero medio de foliculos pequenos,
medianos y grandes en crecimiento a lo largo de las ondas, sin embargo, el tamafio medio
alcanzado por los foliculos mds grandes en la 32 onda (onda ovulatoria) fue significativamen-
te mayor (Noel ez al., 1993). Estos resultados no sustentan la teorfa de que la aparicién de
foliculos ovdricos es continua e independiente de la fase del ciclo (Turnbull et al., 1977;

Lahlou-Kassi and Mariana, 1984; Yenikoye er al., 1989).

Por lo tanto, no se observan diferencias en ¢l nimero medio de foliculos durante la
fase folicular y la fase luteal del ciclo estral, a partir de 1 mm. (Brand and De Jong, 1973)
0 de 2 mm. de diametro (Yenikoye et al., 1989; Noel et al., 1993; Ravindra et al., 1994).
Sin embargo, en la raza Ile de France se ha observado la existencia de un mayor nimero de
foliculos en crecimiento durante la fase folicular que durante la fase luteal del ciclo (Drian-

court et al., 1988).
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Por lo general, no se aprecian diferencias en el nimero total de foliculos antrales
entre razas con diferentes tasas de ovulacién (Lahlou-Kassi and Mariana, 1984; Driancourt
et al., 1985; Castonguay et al., 1990). Sin embargo, se ha descrito un menor nimero de
foliculos > 1 mm. de didmetro en la raza Finnish Landrace que en la menos prolifica
Merino x Scottish Blackface (Webb ez al., 1989), mientras que en Romanov la poblacién

folicular creciendo es mayor que en Ile de France (Cahill et al., 1979).

Por otro lado, Scrick ez al. (1993) mediante la utilizacién de la ecografia concluyen
que la aparicién de foliculos por encima de los 2 mm. de didmetro era continua e indepen-
diente a lo largo del ciclo estral pero con un pico que acontecia tras la luteolisis. Ravindra
et al. (1994) utilizando técnicas ecograficas en ovejas Western White-Face, sugieren que el
crecimiento folicular antral (> 2 mm. de didmetro) y la regresién folicular ocurre en la
mayoria de los dias del ciclo estral, si bien existen dos picos significativos en la aparicién

de los foliculos alrededor de los dias 2 y 11 del ciclo.

Fortune ez al. (1991) trabajando en novillas, observan que cuando los ovarios estdn
expuestos a concentraciones basales de gonadotropinas, se produce una onda de maduracién
folicular aproximadamente cada 7 dias. Las novillas con ciclos mds cortos, o con ciclos en
los que la 22 onda de desarrollo folicular comienza varios dias mds tarde que la media,
tendrdn dos, en lugar de tres ondas de desarrollo folicular. Los animales que presentan dos
ondas, tienen ciclos y fases luteales significativamente mds cortos. Ginther ez al. (1989a)
también encuentra que la fase luteal es significativamente mds corta en las novillas con 2
ondas de desarrollo folicular. Entre ciclos con 2 y 3 ondas, no existen diferencias en el

intervalo entre la regresién del cuerpo hiteo y la ovulacién.

Si se alarga experimentalmente la fase luteal del ciclo, colocando intravaginalmente

dispositivos liberadores de progesterona (Sirois and Fortune, 1989; Fortune et al., 1991), y
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de esta forma se consiguen niveles de progesterona tipicos de la fase luteal, se observa que

la mayoria de los animales presentan mds de tres ondas de maduracién folicular.

Webb ez al. (1989) trabajando con razas ovinas prolificas, observan que la seleccién
folicular de la onda de maduracién folicular acontece fundamentalmente en la fase folicular.
En razas menos prolificas, esta fase de seleccion, aun produciéndose también fundamental-
mente en fase folicular, hay un mayor porcentaje de seleccién coincidiendo con el final de
la fase luteal. Por tanto, parece probable que en razas ovinas prolificas, el mecanismo(s) que
regula los procesos de maduracién folicular, difiere del mecanismo presente en razas menos

prolificas y que este mecanismo guarde relacién con la presencia de cuerpo liteo.

2.2.4.3. Diferencias en el crecimiento folicular terminal en razas de diferente
prolificidad a lo largo del ciclo estral

El nimero de foliculos reclutados y que estdn presentes en la fase luteal tardia es
similar tanto para razas de alto nivel prolifico como de bajo nivel prolifico. En la primera
parte de la fase folicular que se inicia a continuacién sigue siendo similar, y es durante el
estro cuando se nota diferencia entre el nimero de foliculos preovulatorios de ambos tipos
raciales (Webb ez al., 1989). Asi, es durante la fase folicular cuando se realiza la seleccién
definitiva de los foliculos que van a complctar su maduracién y que por lo tanto van a
ovular. En las razas poco prolificas, es pues, una vez iniciada la fase folicular cuando un
nuimero considerable de foliculos sufren atresia, quedando tan s6lo uno, o en todo caso dos

foliculos, aptos para la ovulacién.

En las razas muy prolificas la fase proliferativa de las células de granulosa es m4s
corta, de modo que los foliculos que completan su maduracién son foliculos m4s pequefios
que los de razas poco prolificas, con menor nimero de células de granulosa, pero tenicndo

éstas una mayor capacidad aromatizante (Webb et al., 1989).
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En las ovejas de alta tasa de ovulacién hay diferencias en la diferenciacién
morfoldgica y funcional de los foliculos ovulatorios, as{ tenemos que comparando razas de

elevada tasa de ovulacién con otras de menor tasa ovulatoria se observa:
a) Un amplio periodo de seleccién:

En las razas proh’ﬁéas (Finesa, Booroola) se aprecia que hay mayor proporcién de foliculos
seleccionados durante la fase folicular que en razas poco prolificas, siendo en este caso
seleccionados los foliculos, en su casi totalidad, durante la fase luteal (Driancourt ef al.,
1985; Bindon and Piper, 1986; Webb ez al., 1989). La seleccién durante la fase folicular que
se observa en los genotipos prolificos Booroola puede ser muy tardia: hasta varias horas

después del comienzo del celo (Castonguay ez al., 1990).

La capacidad para seleccionar foliculos en estado tardio de la fase folicular se
relaciona con un didmetro folicular menor (Driancourt ez al., 1985; McNatty et al., 1985;
Webb and Gauld, 1985; Webb ez al., 1989; Castonguay et al., 1990).

Este menor didmetro folicular de las ovejas prolfficas, se relaciona con un menor
nimero de células de granulosa por foliculo (Baird et al., 1982; Scaramuzzi and Radford,
1983; Driancourt et al., 1985, 1986; McNatty et al., 1985; Webb et al., 1989). No obstante,
en Romanov no se ha encontrado un menor nimero de células de granulosa por foliculo

preovulatorio respecto a las razas no prolificas (Driancourt and Fry, 1988).
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b) Capacidad incrementada de las células de granulosa para secretar estradiol

La produccién in vitro de estrégenos por célula de granulosa es mayor en la oveja Finnish
Landrace que en otras razas de menor tasa de ovulacién (Webb ez al., 1989). Sin embargo,
esta mayor eficacia en la produccién de estrégenos no se aprecia en otras razas prolificas,
como la Booroola (McNatty et al., 1986a). De hecho, 1a mayor tasa de ovulacién de la oveja
Booroola homocigética del gen F (FF) respecto a la no portadora (+ +) no se debe a
diferencias genéticas en la sensibilidad del eje hipotilamo-hipofisario a las hormonas
ovéricas. Es decir, no hay diferencias genotipicas en los efectos de feed-back positivo y/o
negativo de los esteroides oviricos como si ocurre entre las razas Finnish Landrace y Scottish
Blackface (Webb ez al., 1985; McNatty et al., 1989). Esto indica que los mecanismos que
controlan la diferenciacién celular pueden ser diferentes incluso entre razas de alta tasa

ovulatoria.

Esta capacidad incrementada para secretar estradiol de cada célula de granulosa
compensa el menor mimero de células presentes, lo cual hace que la produccién global de
estradiol por foliculo no manifieste diferencias inter-raciales (Webb ez al., 1989; Driancourt

and Hanrahan, 1991).

¢) Indice mitético reducido

El bajo nimero de células de granulosa en ovejas Finesa-Landrace puede estar relacionado

con un indice mitdtico reducido (Webb ez al., 1989).

El crecimiento de los foliculos pequefios (0.15-1 mm. de didmetro) se estimula por
Ia aplicaci6n exdgena de FSH, independientemente del genotipo. Sin embargo, cuando estd

presente €l gen Booroola, estos mismos foliculos manifiestan mayor sensibilidad a la FSH
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en lo que respecta a la produccién de estradiol (Boulton et al., 1992). Estos resultados
plantean la hipétesis de que en razas no prolificas la fase proliferativa es mds larga que en
las prolificas (ovejas con gen Booroola); al ser mds larga tardan mds en aparecer las
caracteristicas diferenciadoras, tales como la adquisicién de una sensibilidad aromatizante.
En las ovejas con gen Booroola, al presentar una actividad mitética mds corta, las células de
granulosa pronto empiezan a diferenciarse, y por ello, ya en un estado de foliculo pequefio

(<1 mm. de didmetro) encontramos capacidad aromatizante estimulada por la FSH.

d) Mayor sensibilidad a las gonadotropinas

La diferencia de niveles de FSH entre la fase luteal y folicular es menor en la oveja
Romanov que en razas no prolificas, Ile-de-France (Driancourt et al., 1988). Las diferencias
en las concentraciones de gonadotropinas entre ambas razas, durante la fase folicular, no
juegan un papel importante en la alta tasa de ovulacién de la Romanov, atribuyéndose esta
mayor capacidad ovulatoria a la existencia de una mayor sensibilidad ovdrica a la FSH, y a
posibles diferencias en los mecanismos de feed-back (Driancourt et al., 1988; Fortune et al.,
1991).

e) Mayor flujo capilar

En la oveja Romanov hay un mayor flujo capilar en foliculos de 1-3 mm. de didmetro en
comparacion con la Pre-Alpes, raza con tasa de ovulacién menor (Brown and Driancourt,
1989). Este mayor flujo capilar puede ser importante para facilitar el reclutamiento de un
mayor nimero de foliculos (Driancourt et al., 1986). Posiblemente una mayor produccion
de sustancias angiogénicas, tales como el FGF (Fibroblast Growth Factor) o una mayor
sensibilidad de los foliculos ovdricos de la Romanov a estas sustancias puede explicar el

mayor flujo capilar en los foliculos menores de esta raza (Brown and Driancourt, 1989).
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2.2.5. DESARROLLO FOLICULAR DURANTE EL ANOESTRO

El patrén de secrecién y los niveles de gonadotropinas durante los periodos anteriores a la
pubertad y durante el anoestro estacional estdn bien caracterizados en ovino (Mariana ez al.,

1991).

Durante el 'anoegtro estacional profundo, el crecimiento folicular se desacelera y el
grado de atresia en foliculos esta incrementado considerablemente. La reduccién de la
secrecion de gonadotropinas durante el anoestro induce dos situaciones: atresia incrementada
en foliculos preantrales en crecimiento y una reduccién significativa en su niimero (Mariana

et al., 1991).

En anoestro, 1a ovulacién de foliculos puede ser activada bien con una unica inyeccién
de LH, a la dosis adecuada para generar unos niveles plasméticos similares a los propios del
pico preovulatorio de LH (McNeilly et al., 1982) o con una frecuencia constante de GnRH
(Mcleod et al., 1982a, b), si hien en el primer @o no se observan cambios importantes
sobre la dindmica folicular. El tratamiento con GnRH mantuvo las concentraciones plasmati-
cas de FSH por encima de los niveles basales, lo que sostiene la idea de que €l crecimiento

del foliculo ovulatorio en anoestro es dependiente de la FSH (McNeilly ef al., 1991).

La tasa de ovulacion y la formacién de un cuerpo liteo normal en ovejas en anoestro,
es mayor cuando ademds de la inyeccion tnica de LH, existe un tratamiento conjunto con
FSH (McNeilly et al., 1985; Wallace and McNeilly, 1986). La supresién de FSH por la
administracion de fluido folicular bovino (BFF) durante el tratamiento de ovejas anoéstricas
con GnRH pulsdtil, previene la ovulacién en ovejas (McLeod and McNeilly, 1987) o la

retrasa en novillas (Fortune et al., 1991), siendo claramente indicativo de la necesidad de
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FSH para el crecimiento normal del foliculo durante el anoestro (McNatty et al., 1985b;
Hunter et al., 1988).

Parece probable que la secrecion pulsétil de LH actiia basicamente sobre los foliculos
que ya estaban presentes y no induce la formacién de nuevos foliculos ovulatorios (McNeilly
et al., 1991). De ahi el hecho del bajo porcentaje de ovejas que ovulan cuando sélo se les
administra LH, en comparacién al resultado que se obtiene al administrar pulsos de GnRH
o un tratamiento conjunto LH/FSH (McNeilly ez al., 1985; Wallace and McNeilly, 1986;
Driancourt and Fry, 1988).

El modelo ciclico de crecimiento folicular y atresia observado durante la estacion

reproductiva también se encuentra presente durante el periodo del anoestro. En ovejas Suffolk

se ha comprobado la existencia de ondas de maduracién folicular con una duracién media de
6 dias y los foliculos llegaban a alcanzar un tamafio de 5 mm. de didmetro (Noel ez al.,
1993).

Las diferencias genéticas en el crecimiento folicular que controlan la tasa de ovulacion
son todavia funcionales durantc ¢l anocstro cstacional (Webb ez al., 1992). Este hecho se

encuentra sustentado por los siguientes puntos:
1. Durante el anoestro estacional, las ovejas de razas mds prolificas tienen un mayor
nimero de foliculos estrégenos-activos que las ovejas de mds baja tasa de ovulacion (Webb

et al.. 1992).

2. Los foliculos estrégeno-activos de las razas mds prolificas tienen un menor

didmetro folicular que el de las razas menos prolificas (Webb et al., 1992), sugiriendo que
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los foliculos ovulatorios de las razas con mayor tasa de ovulacidn, se seleccionan con un

didmetro menor, como ocurre en la estacion reproductiva (Webb er al., 1989).

3. Los foliculos estrégeno-activos de ambas razas poseen mds células de granulosa,
mayores concentraciones de estradiol en el liquido folicular y mds receptores de LH en las

células tecales y de granulosa que los foliculos estrégeno-inactivos (Webb et al., 1992).

4. Las células de granulosa de los foliculos estrégeno-activos de ovejas prolificas
producen mds estradiol, a pesar de que tenfan menor produccion de testosterona in vitro que

la raza con tasa de ovulacion inferior (Webb er al., 1992).

5. El mecanismo que controla el niimero de foliculos estrégeno-activos es sensible a
la ovariectomia unilateral; se produce una duplicacién del mimero de foliculos en €l ovario
remanente (Webb et al., 1992). Este mecanismo parece ser independiente de incrementos en
las concentraciones de gonadotropinas, tanto en época reproductiva (Fry ez al., 1987), como

en anoestro estacional (Findlay and Cummmnig, 1977; Webb et al., 1992).

ESTRADIOL (pg/ml/h)
< 20 20-100 100-500 > 500
N° total de foliculos 16 10 13 31

Finnish Landrace N
N° medio de foliculos/oveja 18405 | 1.1+04 ]| 14+03]34+06

n=9
( ) Didmetro folicular medio (mm) 32+02 131+04]40+04]3.7+02
N total de foliculos 14 22 10 14
Scottish Blackface
N° medio de foliculos/oveja 20 + 05 31+04)]144+04|20+04
@=7)

Didmetro folicular medio (mm) 32+03 {3.6+03]39+04]}47+03

** Diferencias significativas (p <0.05). Los nidmcros entre paréntesis reprosentan ¢l total de ovejas de cada raza

Tabla 2.1. Distribucién de la poblacién folicular en dos razas ovinas, durante el anoestro
estacional, basado en la produccién in vitro de estradiol (Webb et al., 1992).
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Material y Métodos

3.1. CARACTERIZACION DEL CICLO SEXUAL

3.1.1. ANIMALES

En el presente estudio, se utilizaron animales de la especie ovina (n=8), pertenecientes a la
raza Canaria. Las hembras eran adultas, multiparas y con un peso que oscilaba entre 35-45
kg, y en un buen estado de nutricién. Los animales se estabularon en alojamientos situados
en las instalaciones de la Granja Agricola Experimental del Cabildo Insular de Gran Canaria
(latitud 28° N, longitud 15° Q), situados en el término municipal de Arucas (Las Palmas).
La dieta alimentaria consistié en una racién diaria de maiz (400 g), salvado de trigo (300 g),

asi como una racién de volumen (forraje) y agua ad libitum.

Antes del inicio de la experiencia, los animales se examinaron para comprobar su
estado sanitario, observdndose que se encontraban en un buen estado de salud y fueron

desparasitados (Bayverm Armadose®, BAYER).

La experiencia se llevé a cabo durante los meses de Octubre y Noviembre de 1993,
en plena estacién reproductiva. Previamente se habfa comprobado la ciclicidad de estos

animales, determinando la aparicién de celos y ovulaciones.

3.1.2. SINCRONIZACION DE CELOS

Las ovejas se sincronizaron mediante la colocacién de esponjas intravaginales impregnadas
con acetato de fluorogestona (30 mg FGA, Chrono-gest®, INTERVET) durante 14 dias;
trascurrido este tiempo se retiraron las esponjas y se procedio a la aplicacion via intramuscu-

lar, de 1 ml de andlogo de prostaglandina (Luprostiol, Prosolvin®, INTERVET).

65

anaria. Bibliotece Digital, 2003

© Universidad de Las Palmas de Grzn C;




Material y Métodos

3.1.3. EXTRACCION DE SANGRE

Las extracciones de sangre se realizaron mediante puncién de la vena yugular y se recogieron
en tubos heparinizados con vacio de 5 ml. (Venoject®, TERUMO); en un periodo de tiempo
inferior a 45 minutos desde la extraccidn, los tubos se centrifugaron a 2000xg durante 15
minutos en una centrifuga programable Kubota 5100 provista de rotor con cabeza basculante.
El plasma obtenido de cada muestra se deposité mediante pipetas Pasteur desechables en
tubos Eppendorf de 1,5 ml. convenientemente etiquetados; inmediatamente se almacenaron
a -12 °C en un congelador Sidex T-1415B hasta el final de la experiencia y después a - 70
°C en una arcén congelador JOUAN VX-350 hasta el momento de las determinaciones

hormonales.

3.1.4. DETERMINACIONES HORMONALES

Para determinar la duracion de las fases progesterénica y no progesterénica, se realizaron
extracciones diarias de sangre desde el dia de la retirada de las esponjas intravaginales hasta

la ovulacidn del ciclo siguiente al sincronizado.

Los niveles de progesterona en las muestras de plasma se determinaron en el
laboratorio de Reproduccién del Departamento de Produccion Animal del Servicio de
Investigacion Agraria de la Diputacion General de Aragén, mediante radioinmunoandlisis de
doble anticuerpo, previa extraccién con éter petrdleo segin el método descrito por Beckers
et al. (1975) modificado posteriormente en su laboratorio. La curva estindar se realizd en
plasma libre de esteroides a partir de una disolucion concentrada (756 ng/ml) de progesterona

(MERCK, 3735) en agua destilada.
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Para separar las fases acuosa y orgénica, se afiadieron 3 ml de éter petréleo 60-80°
(PANREAC, PA 1322701) a cada 200 ul de estindares, muestras y plasma libre de
esteroides y se agitaron durante 15 minutos en agitador multivortex (SMI VORTEXER 2601,
American Dade). La fase acuosa se congel6 por inmersién en nitrégeno liquido durante 10
segundos. La fase orgdnica, que contiene la progesterona, se decantd en tubos de cristal; el
residuo orgénico se evaporé (Evaporador BIOMERIEUX, 66560) bajo corriente de aire
(Bomba MILLIPORE) dentro de un baiio a 37° C. A continuacién el extracto de progestero-
na se disolvi6 mediante adicién de 300 ul de una disolucién de progesterona marcada con
Todo-125 (27205 + 293 CPM) a 37°C y se agité durante 5 minutos en agitador multivortex.
A continuacién se afladieron 100 ul de una disolucién de anticuerpo desarrollado en conejo
contra P4-11-B-hemisuccinato-BSA. La mezcla se incubd durante unas horas a temperatura
ambiente y durante toda la noche a 4° C. A la maiiana siguiente se afiadieron 100 ul de una
disolucién de 25 mg/ml de un segundo anticuerpo, previamente acoplado a celulosa activada
(CAL: Cellulose Anti-Lapin); se dejé incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos y
se afiadieron 2 ml de suero fisiol6gico (CINa, 9 g/1). Se centrifugaron los tubos a 4°C y 1500
x g durante 15 minutos. Tras retirar el sobrenadante, el precipitado se analizé en contador
de centelleo para radiacion gamma (LKB-WALLAC, Compugamma 1282). El tampén
utilizado durante el andlisis fue tampon fosfato (0,1 M, pH=7) en CINa 0,15 M y gelatina
(1 g/D. Los coeficientes de variacién intra e interandlisis para una muestra de 7, 12 ng/ml

fueron 23,47 y 32,30% respectivamente. La sensibilidad fue de 0,46 ng/ml.

Para la determinacion del momento y magnitud del pico preovulatorio de LH, se
realizaron extracciones de sangre cada 4 horas, desde 26 h. después de la retirada de las

esponjas intravaginales y hasta constatar la ovulacién mediante laparoscopias diarias.

La determinacion de LH por radioinmunoandlisis se realizé en el Servicio de

Dosificacion de la Estacion de Fisiologia de la Reproduccién del INRA-Tours, utilizando el
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método descrito por Pelletier ef al. (1968). El momento del pico de LH fue asignado a la
concentracién méxima de LH detectada por radioinmunoandlisis. El antisuero anti-LH se
obtuvo a partir de cobayas inyectadas con LH-M,. El segundo anticuerpo fue suero anti-
cobaya obtenido por inmunizacién de una yegua. La separacién del complejo antigeno-
anticuerpo se realizé por inmunosupresién. Las reacciones cruzadas con otras hormonas
hipofisarias siempre fue menor al 1% de la actividad LH. El coeficiente de variacién
intraandlisis fue del 14.4, 3.6 y 11.9%, en los niveles bajo, medio y alto, respectivamente.
La sensibilidad fue de 0.1 ng/ml.

El drea del pico preovulatorio de LH fue calculado como el sumatorio de los trapecios
que constituyen dicho drea bajo la curva. El nivel basal se determiné tomando como
referencia los valores madximos de LH no incluidos en la estimacién del 4rea, de tal forma
que consideramos que la onda de LH comenzaba cuando los niveles se encontraban por

encima de 5 ng/ml (Baird and McNeilly, 1981).
3.1.5. DETECCION DE CELOS

La deteccion de los celos se realizé mediante la utilizacion de un carnero adulto, provisto de
mandil para evitar la fecundacién accidental de las ovejas. Durante las detecciones de celo,
el carnero se coloc6 en un local independiente y se introdujeron de forma individual las
hembras durante un periodo de tiempo suficiente para poder valorar adecuadamente el

comportamiento tanto del macho como de la hembra.

Para determinar el momento de aparicién y la duracién de los celos, se efectuaba un
chequeo cada 12 horas, desde las 24 horas de la retirada de las esponjas intravaginales hasta
que hubieron transcurrido 24 horas desde el tltimo chei;ueo negativo. Se consider6 el

comienzo de la receptividad sexual 6 horas antes del primer chequeo en que el carnero
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efectud al menos un salto con movimientos coitales, permaneciendo la oveja inmdvil, y el
final 6 horas antes del primer chequeo en que la hembra ya no permanecia inmdvil ante el

salto del macho.

En cada chequeo se valoraron los aspectos del comportamiento (tanto del macho como

de la hembra) reflejados en el Cuadro 1.

CUADRO 1. ASPECTOS VALORADOS EN EL "
COMPORTAMIENTO SEXUAL
COMPORTAMIENTO & COMPORTAMIENTO ¢ |
ATRACCION BUSQUEDA DEL MACHO
OLFATEO COLETEO
LAMETONES MICCION
MANOTAZOS BALIDOS
FLEHMEN INMOVILIDAD AL CORTEJO
SALTO INMOVILIDAD AL SALTO

3.1.6. OBSERVACION LAPAROSCOPICA

Para detectar el momento de ovulacién y para definir la tasa de ovulacién se realizaron series
de exploraciones laparoscopias diarias, desde 24 horas tras la retirada de las esponjas hasta

constatar la ovulacidn.

La observacion laparoscdpica se realizé mediante un equipo Storz con telescopio recto
Hopkins de °0 con visién amplificada, de 5 mm. de didmetro, transmisién de luz por fibra
optica incorporada, fuente de luz fria de 250 W., insuflador automdtico de CO, para
pneumoperitoneo, sistema para endovision TV-video modelo 2010 P/N con cdmara

miniaturizada CCD y monitor PECONIC de 14".
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Las hembras mantuvieron una dieta de unas 12 horas previa a la intervencion.

Las ovejas se colocaron en posicién de decibito dorsal sobre una camilla de
intervencién laparoscdpica, y fueron inmovilizadas. La preparacion quirdrgica consistié en
el afeitado de las regiones umbilical y pibica, seguido del lavado con jabén quirirgico,
aplicacion de solucion yodada desinfectante y colocacién de pafios quirirgicos sobre el campo
operatorio. A continuacién se inclind la camilla 20-30 °, situando a la hembra en la posici6n
de Tredelenberg, con el objeto de desplazar los 6rganos abdominales en direccién craneal y
facilitar la localizacién de los ovarios. A continuacién, se determinaron los lugares para las
punciones, con el criterio de eludir la cercanfa de las venas mamarias y otros vasos importan-
tes de la zona. Posteriormente, se procedio a la anestesia local por infiltracién subcutdnea

de 1 ml. de lidocaina clorhidrato 2 % (Xilocaina Ovejero®) en cada lugar de puncién.

En primer término se introdujé la aguja de Veress, en la zona craneal de la regién
pubica izquierda, con el objeto de realizar el pneumoperitoneo inicial. Previamente se realizé
una palpacién de la pared abdominal para valorar la profundidad necesaria para la insercién
de la aguja. Al penetrar la aguja se percibe un claro click al atravesar la pared muscular;
para determinar la posicion correcla de la aguja dentro de la cavidad peritoneal y evitar el
riesgo de que el peritoneo se distienda en forma de rienda de camparia al ser empujado por
el extremo de la aguja, antes de comenzar la insuflacién de CO,, la aguja se debe mover

desde su mango haciendo que describa un amplio circulo dentro de la cavidad peritoneal.

Después se realiza aspiracién con una jeringa de 10 ml., cuyo émbolo debe retornar
como consecuencia de la presién negativa; si se aspira sangre o contenido intestinal, se
rectifica la posicién incorrecta de la aguja. Una vez ascgurada la correcta colocacidn, se
comenzaba la insuflacién de CO,, inicialmente con un flujo equivalente a 15 mm. de Hg y

una vez alcanzada una presién intraabdominal cercana a 10 mm. de Hg, se regulaba a la
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posicién de flujo constante (10 mm. de Hg). Si al comenzar la insuflacion la presién era muy
superior a 15 mm. de Hg, era indicativo de que el extremo de la aguja no estaba libre. Una
vez estabilizada la presién intraabdominal a 10 mm. de Hg, se procedio a la insercién de los
trécares de puncidén. Los trécares de puncién tienen un extremo cénico biselado que permite
una penetracién mds controlada de los tejidos parietales; son huecos y tienen un orificio
cercano a su extremo conico y otro en el mango; en el de trécar de primera puncion, la vaina
posee sistema valvular de trompeta y una entrada para introducir CO,, mientras que en la

vaina del trécar de segunda puncion el sistema es de védlvula automadtica.

El trécar y vaina de primera puncién (para el laparoscopio) se introdujeron tras
realizar la correspondiente incision de unos 10 mm. de longitud afectando a piel y tejido
subcutdneo, a unos 5 cm. de la ubre en direccién craneal y a 3-6 cm. a la izquierda de la
linea media, segun la situacién de las venas mamarias. El trécar con su vaina se coge con
la mano derecha con su extremo proximal firmemente presionado contra la palma de la
mano. Para introducirlo a través de la pared abdominal, se efectia presién con la mufieca y
movimientos rotatorios sucesivos en direccién ligeramente caudal; la presién ejercida por la
palma de la mano impide que el trécar se deslice por la vaina al encontrar resistencia a la
penetracion; los agujeros del trécar permiten la salida inmediata de CO, tan pronto como se
alcanza la cavidad peritoneal, produciéndose un silbido caracteristico; en ese momento se
retiraba el trécar antes de introducir un poco mds la vaina. La vaina de segunda puncién
(para la varilla palpadora) posee védlvula automdtica y se introducia en el lado derecho, con
su trécar correspondiente, de forma andloga al de primera puncién, visualizando este

procedimiento con la dptica introducida por la vaina del trécar de primera puncién.

Sc comenzd la endoscopia por obscrvacién directa; una vez localizados los ovarios,
se adapté la cabeza de la cdmara a la Optica, visualizando el campo a través del monitor.

Mediante el uso de la varilla palpadora se realizd el volteo y cuidadosa observacion de toda
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la superficie en ambos ovarios, para la deteccién de cuerpos hemorrdgicos (en la determi-
nacién del momento de ovulacién) o de cuerpos hiteos (en la determinacién de la tasa de

ovulacion).

Finalizada la exploracién laparoscépica, se procedi6 a la extraccién de la dptica,
varilla palpadora, vainas de los trécares y aguja de Veress; tras colocar la camilla en posicién
horizontal se efectiio la sutura de la piel con seda trenzada (n.2 USP, PALEX®) aplicando
un punto en cada lugar de puncién con trécar. Por tltimo, se aplicaron sulfamidas en polvo
sobre las incisiones y un spray de solucién yodada, asi como un preparado antibidtico
(Bencilpenicilina-Dihidroestreptomicina: Dipenisol Retard®, BAYER) por via intramuscular
profunda a dosis terapéuticas para prevenir infecciones post-operatorias. Tras colocar a la
hembra en el suelo, se asegurd que presentara un estado general satisfactorio tras la interven-

cioén.
3.1.7. ANALISIS ESTADISTICO
Las variables cualitativas se compararon utilizando el método de Chi-cuadrado, aplicando si

era preciso la correccidn de Yates o el test exacto de Fisher. Las variables cuantitativas (de

tipo continuo), se analizaron mediante la comparacién de medias ¢ de Student.
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3.2. DETERMINACION DE LA CALIDAD FOLICULAR

3.2.1. ANIMALES

En el presente estudio, se utilizaron animales de la especie ovina (n=9), pertenecientes a la
Raza Canaria. Las hembras eran adultas y multiparas, con un peso que oscilaba entre 35-50
kg, y en un buen estado de nutricién. Los animales se estabularon en alojamientos situados
en las instalaciones de la Granja Agricola Experimental del Cabildo Insular de Gran Canaria
(latitud 28° N, longitud 15° O), situados en el término municipal de Arucas (Gran Canaria).
La racién alimentaria diaria consistié en una racién de maiz (400 g), salvado de trigo (300

8), asi como una racion de volumen (forraje) y agua ad libitum.

Antes del inicio de la experiencia, los animales se examinaron para comprobar su
estado sanitario, observandose que se encontraban en un buen estado de salud y fueron
desparasitados (Bayverm Armadose®, BAYER).

La experiencia se llevé a cabo durante el mes de Diciembre de 1993, en plena
estacién reproductiva. Por otro lado, otras experiencias previas habfan demostrado que estos

animales estaban ciclicos, comprobéndose la aparicién de celos y ovulaciones.

3.2.2. SINCRONIZACION DE CELOS

Las ovejas se sincronizaron mediante la colocacién de esponjas intravaginales impregnadas
con acetato de fluorogestona (30 mg FGA, Chrono-gest-R®, INTERVET) durante 14 dias;
trascurrido este tiempo se retiraron las esponjas y sc procedi6 a la aplicacién via intramuscu-

lar, de 1 ml de andlogo de prostaglandina (Luprostiol, Prosolvin®, INTERVET).
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3.2.3. DETECCION DE CELOS

La deteccion de los celos se realizé mediante la utilizacién de un carnero adulto, provisto de
mandil para evitar la fecundacion accidental de las ovejas. Durante las detecciones de celo,
el carnero se colocé en un local independiente y se introdujeron de forma individual las
hembras durante un periodo de tiempo suficiente para poder valorar adecuadamente el

comportamiento tanto del macho como de la hembra.

Se determino la presencia o ausencia de celo, mediante chequeos cada 24 horas desde

el momento de la retirada de las esponjas intravaginales, hasta la ovariectomfa.
3.2.4. OVARIECTOMIAS

Considerando el dfa de la retirada de las esponjas como dia 0, se realizaron ovariectomias
bilaterales sucesivas los dias 1 (n=3), 2 (n=3) y 3 (n=3). Los animales sometidos a ovariec-
tomia cada dia fueron elegidos al azar. T.as hembras mantuvieron una dieta de 12 horas

previa a la intervencidn.

El modelo anestésico consistié en una sedacion y analgesia previa mediante xilazina
clorhidrato (Rompum® 2%, BAYER), a dosis de 0.2-0.3 ml/animal via intramuscular;
posteriormente se realiz6 una anestesia paravertebral, infiltrando 1 ml. de lidocaina clorhidra-
to al 2% (Xilocaina Ovejero®) en los espacios intervertebreles L-1, L-2, L-3, L-4 y L-5 de
ambos lados. Por tltimo, se realizé una anestesia local de la zona a incidir (linea media) con
el mismo preparado, por infiltracién subcutdnea en tres puntos diferentes a cada lado de la
linea media, inmediatamente craneal a la inscrcién mamaria y con una distancia de 2-3 cm

entre si. También se administré 1 mg de atropina (Atropina Braun®) via intramuscular.
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Los animales se colocaron en dectibito dorsal sobre una camilla de intervencién
quirirgica y fueron inmovilizadas. La preparacién quiriirgica consistié en el afeitado de las
regiones umbilical y pibica, seguido del lavado con jabén quirtirgico, aplicacién de solucién

yodada desinfectante y se colocaron pafios quirtirgicos sobre el campo operatorio.

Mediante bisturi, se incidi6 la piel en la linea media, inmediatamente craneal a la
insercién mamaria y con una longitud de 8-12 cm. Se realizé diseccién del tejido subcutdneo
hasta que se alcanzé la linea alba, utilizando tijeras de punta roma. Se abrié la cavidad
abdominal utilizando unas tijeras de diseccién cerradas para hacer una pequefia incisién en
la linea alba. A continuaci6n, se utilizaron unas tijeras rectas, con la hoja inferior apoyada
cn la cara interna de la linca media e inclinada hacia arriba, para la apertura de la linea alba,
previniendo posibles traumatismos. En ese momento, se inclinaba la camilla de 20 a 30°,
situando a la hembra en la posicién de Tredelenberg, con el objeto de desplazar los 6rganos

abdominales en direccidn craneal y facilitar la localizacién de los ovarios.

Una vez localizados los ovarios, se desgarré el ligamento propio del ovario y se
practicd un ojal en el mesovario con tijera roma junto a la arteria y vena ovdricas. Se
colocaron tres pinzas de hemostasia curvas (Pearn) sobre el pediculo que contenfa la arteria
Y vena ovdricas, situando las pinzas con las puntas dirigidas hacia arriba. Se secciond la parte
del pediculo que contenia la arteria y vena ovdricas entre la pinza media y la superior,
extrayendo el ovario que se sumergi6 inmediatamente en una solucién de formaldehido al 10
%. A continuaci6n, se practicé una ligadura trasfixante de material de sutura absorvible
(Catgut crémico n. 2 USP, PALEX®) proximalmente a la pinza inferior. La primera lazada
se anudo hasta sentir la resistencia a la deformacién del pediculo; entonces se libers la pinza
inferior manteniendo la traccién sobre la ligadura, con lo que se consiguié anudar la ligadura
al méximo. Se terminé de fijar en la forma habitual con dos nudos mds, manteniendo el

pediculo en la misma posicién con la pinza media. El resto del pediculo, que no incluye la
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arteria y vena ovdricas, se ligé mediante un punto en masa o trasfixante en funcién de su

tamafio, o del mimero de vasos que contuviera.

Para evitar que la ligadura del mufién se deslizara, al seccionar el pediculo se dejaba
una cantidad de tejido suficiente por encima de la ligadura. Una vez comprobado que ningtin
punto del mufién sangraba se cortaron los cabos de las ligaduras y se extrajeron las pinzas,
con lo que el mufién se retrae hacia el interior de la cavidad abdominal. La pared abdominal
y ¢l tejido subcutdneo se suturaron con puntos sueltos, utilizando sutura reabsorvible (Catgut
crémico n. 2 USP, PALEX®). La piel se sutur6 con puntos sueltos de seda (n. 2 USP,
PALEX®).

Por iltimo, se aplicaron sulfamidas en polvo y solucién yodada sobre las incisiones,
y se administr6 un preparado antibitico por via intramuscular profunda, a base de

Bencilpenicilina y Dihidroestreptomicina (Dipenisol Retard®, BAYER).

3.2.5. PREPARACION HISTOLOGICA

Una vez extraidos, los ovarios se fijaron por inmersion en formol tamponado al 10 %. Las
muestras en formaldehido permanecieron un minimo de 18-24 horas antes de su procesado
histoldgico, si bien durante este periodo se realiz6 la diseccién individualizada de todos

aquellos foliculos con un tamafio superior a 1 mm. de didmetro.

3.2.5.1 Diseccidn folicular

Se disecaron todos aqucllos foliculos mayores de 1 mm. de didmetwo utilizando

material de microcirugfa, liberdndolos del estroma ovérico de manera similar a lo realizado
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por otros autores (Webb er al., 1989; McNatty et al., 1985, 1990). Todas las operaciones

se realizaban con los ovarios sumergidos en una solucién de formaldehido al 10 %.

Tras la diseccion, se estableci6 el nimero total de foliculos y los foliculos obtenidos
se clasificaron en tres categorfas: foliculos pequefios (1-2 mm. de didmetro), medianos (2-4

mm. de didmetro) y grandes (> 4 mm. de didmetro).

3.2.5.2. Técnicas histolégicas empleadas

Una vez fijados, los foliculos se procesaron segiin el método habitual de inclusién para
microscopia dptica en la Unidad de Histologia y Anatomfa Patolégica de la Facultad de
Veterinaria de Las Palmas de Gran Canaria. Los foliculos se procesaron en un procesador
de tejidos (Histokinette 2000, Reichert-Jung, Alemania), se incluyeron en parafina y se
cortaron de manera seriada a 3-4 u de grosor. Dichos cortes se recogieron en un baifio
termostdtico (Selecta, modelo 101932) y se fijaron al portaobjetos en estufa (Selecta, modelo
210) a 60° C. Finalmente, se tifieron con Hematoxilina-Eosina y sc montaron para su

observacién.

3.2.5.3. Valoracidén de los foliculos

La observacién de las preparaciones histolGgicas se realizé con un microscopio Olympus BHS
313/E. La calidad de los foliculos estudiados se determiné en funcién del estado de desarrollo

O regresién en que se encontrasen. Con este objetivo se ha seguido bdsicamente la

clasificacion realizada por Webb ez al. (1989):
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CLASE 1. Normal: menos de 5 cuerpos picnéticos en la capa de células de granulosa

de la seccidn estudiada.

CLASE 2. Atresia temprana I: de 5 a 100 cuerpos picndticos en 1a capa de células

de granulosa de la seccién estudiada.

CLASE 3. Atresia temprana II: de 100 a 200 cuerpos picnéticos en la capa de

c€lulas de granulosa de la seccién estudiada.

CLASE 4. Atresia avanzada I: numerosos cuerpos picndticos, pero todavia se

distingue una capa de c€lulas de granulosa.

CLASE 5. Atresia avanzada II: numerosos cuerpos picnéticos, pero ya no se

distingue la capa de células de granulosa.

La determinacién de la calidad folicular se realizé utilizando un minimo de 2 o 3
preparaciones diferentes para cada foliculo, que se correspondian con la zona central del
foliculo. Para ello se contaba el mimero de cuerpos picnéticos en cada preparacion y se
hallaba la media que resulta de la suma del total de los cuerpos picnéticos observados

dividido entre el nimero de preparaciones utilizadas.
3.2.6. ANALISIS ESTADISTICO
Las variables cualitativas se compararon utilizando el método de Chi-cuadrado, aplicando si

era preciso la correccién de Yates o ¢l test exacto de Fisher. Las variables cuantitativas (de

tipo continuo), se analizaron mediante la comparacion de medias ¢ de Student.
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3.3. CULTIVOS CELULARES

3.3.1. ANIMALES

Los animales empleados en esta experiencia fueron las hembras adultas de la especie ovina
sacrificadas en el Matadero Municipal de Las Palmas de Gran Canaria, durante los meses

de Junio y Julio de 1994.

Del conjunto de animales sacrificados, se realiz6 una seleccién atendiendo tanto a

criterios generales como a criterios especificos:

1. Criterios generales

Se excluyeron aquellos animales que presentaran alguna o varias de las siguientes caracteristi-

cas:

1. Animales gestantes, se examing el interior de los cuernos uterinos en los casos en

que ¢l tamafio uterino podia ser indicativo de gestacion.
2. Animales con patologia localizada en el aparato genital. Se excluyeron los animales
con alteraciones a nivel ovérico (hipoplasia, tumores,..), 0 a nivel uterino (endometri-

tis, piometra, hidrometra, etc,..).

3. Animales que presentasen signos de enfermedades sistémicas o neoplasias.
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I1. Criterios especificos

Solo se utilizaron los ovarios de aquellos animales ciclicos en fase folicular. Para ello nos

basamos en los siguientes criterios:

1. Exclusién de animales con cuerpo ldteo o cuerpo hemorrdgico.

2. Exclusion de animales que sin presentar cuerpo liteo o cuerpo hemorrigico
tuviesen una poblacién folicular tan escasa que fuera indicativa de anoestro estacional,

debido a que en anoestro estacional existe un menor nimero de foliculos en

crecimiento (Mariana et al., 1991).

En funcién de todos los criterios anteriores, se utilizaron un total de 14 ovarios

procedentes de 7 hembras, siendo descartados un total de 20 animales.

3.3.2. RE E OVARIOS

Los ovarios sc recogicron de las canales una vez sacrificado el animal, en un plazo de 10-30
minutos desde el sacrificio del animal. Tras la diseccion del resto del aparato genital,
utilizando material quirirgico estéril, los ovarios se sometieron a inmersiones repetidas en

una solucién acuosa de alcohol etilico al 50% para controlar la contaminacién ambiental.

A continuacién se introdujeron en un recipiente estéril que contenia un medio de
recogida especifico para cultivo celular MEM (Minimum essential medium®, SIGMA, con
sales EARLE, Ph 7.3), adicionado con enrofloxacina (200xg/1), penicilina (500000 UL,
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dihidroestreptomicina (1,25 g/1), fungizona (1 mg/l) y bicarbonato sédico (1.1 gr/l). Los
ovarios se mantuvieron en condiciones de refrigeracién hasta su llegada a la pre-sala de

cultivos celulares.

3.3.3. DISECCION FOLICULAR

Una vez en la pre-sala de cultivos celulares de la Unidad de Reproduccion y Obstetricia de
la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, los ovarios se
sometieron a una bateria de lavados; solucién acuosa de alcohol al 50%, 3 pases por
recipientes distintos con medio MEM y de nuevo solucién acuosa de alcohol al 50%. A
continuacion los ovarios se depositaron en placas de Petri de 6 cm, con medio MEM y en

condiciones de refrigeracion.

En primer lugar se realizé una diseccién grosera del ovario, eliminando todas las
estructuras adyacentes. Posteriormente y tras cambiar el ovario a una nueva placa con MEM,
se disecaron todos aquellos foliculos mayores de 1 mm. de didmetro, liberdndolos del
estroma ovdrico, mediante la utilizacién de material quirirgico (McNatty et al., 1985; Webb

et al., 1989).

3.3.4. VALORACION FOLICULAR

Una vez realizada la diseccién folicular, se determind el nimero y tamafio de los foliculos
obtenidos. Los foliculos se clasificaron en funcion de su tamafio como pequefios (1-2 mm.
de didmetro), medianos (2-4 mm. de didmetro) y grandes (> 4 mm. de didmetro). El
nimero total de foliculos empleados en la cxpcricncia fue de 96, 46 y 12 para foliculos

pequefios, medianos y grandes, respectivamente.
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3.3.5. OBTENCION DE CELULAS Y RECUENTO CELULAR

Una vez disecados, los foliculos se trasladaron a la sala de cultivos celulares y se sometieron
a inmersiones en una nueva baterfa de lavado, integrada por tres recipientes de medio de
cultivo M-199 (MEDIUM 199%, SIGMA, con sales EARLE, L-glutamina, 25 Mm HEPES,
Ph 6.8), adicionado con penicilina (50000 UI/1), dihidroestreptomicina (125 mg/1), fungizona
(250 pg/l) y bicarbonato sédico (1.1 gr/l), y un recipiente con solucién acuosa de alcohol
etilico al 50%.

A continuacion los foliculos se colocaron en el interior de la cabina de flujo laminar,
dentro de una placa de Petri de 6 cm de didmetro, con medio M-199 y colocada sobre una
bandeja de hielo. En condiciones de esterilidad se procedié a la seccién de cada foliculo
mediante una hoja de bisturi, y se continué con un cuidadoso raspado de las paredes
interiores del foliculo con una pinzas de microcirugia, con €l fin de obtener el mdximo

nimero posible de células de granulosa (Monniaux, 1987).

Una vez en el medio de recogida, la suspension celular se centrifugé a 500 x g
durante 10 minutos. Posteriormente, se retiré el sobrenadante y se resuspendié el botdn
celular en 2 ml de M-199, centrifugdndose dos veces mds, y resuspendiendo en un volumen

final de 1-2 ml de M-199.

Para determinar la concentracién y vitalidad celular presente en la suspensién final
de células de granulosa, se homogeneizaron cantidades alicuotas (100 ul) de la suspensién
celular y de un colorante vital (Trypan blue 0.4%, SIGMA, CELL CULTURE REA-
GENTS®), transcurridos de 5-10 minutos sc realizé el contajc utilizando una cdmara cuenta-

glébulos de Neubauer.
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3.3.6. CULTIVO Y TRATAMIENTOS

Una vez conocida la concentracion y vitalidad celular se realizé la siembra de células de
granulosa. Se utilizaron placas Multiwell de 96 pocillos de un didmetro de 6.4 mm.
(COSTAR®, Cell Culture Cluster) tratadas para cultivos celulares. La concentracion celular
de siembra oscilé entre las 70000-75000 células vivas/pocillo, en un volumen de suspensién
celular de 200 ul de MEDIUM 199, adicionado con un 5% de suero fetal bovino (BIO
WITTAKER®)

El nimero medio de pocillos fue de 12 para cada talla folicular (pequefios, 1-2 mm.;
medianos, 2-4 mm.; grandes, > 4 mm.), estableciéndose ademas 4 pocillos control sin
células. A continuacién las placas Multiwell se introdujeron en el incubador de CO,, a 37

°C y una concentracién del 5 % de CO,.

Durante las primeras 24 horas de cultivo las células en suspensién descienden y se
adhieren al fondo del pocillo, y no se aplicé ningiin tratamiento durante este periodo de
acondicionamiento. A las 24 y 48 horas del cultivo se renové el medio de cultivo y se
administré el tratamiento a base de insulina (HUMULINA NHP 40 Ul/ml; LILLY®). El
tratamiento dentro de cada tamaifio folicular estaba integrado por:

- 3 pocillos control (0.0 UI/ml)

- 3 pocillos con 0.05 UI/ml (tratamiento bajo)
- 3 pocillos con 0.5 Ul/ml (tratamiento medio)
- 3 pocillos con 1.0 Ul/ml (tratamiento alto)

A las 24 horas de cultivo se recogi6 el medio de cultivo de los pocillos y se almacené

a - 80 °C a la espera de las determinaciones hormonales. Inmediatamente se afiadié 200 ul
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de M-199 por pocillo, continuando con la misma pauta de tratamiento. Antes de cada cambio
de medio, los pocillos fueron examinados minuciosamente con el microscopio invertido para
comprobar la ausencia de contaminacién bacteriana o fiingica. Asimismo, se realizé un

seguimiento diario para valorar las variaciones de la poblacién celular.

3.3.7. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ESTEROIDOGENICA

En todos las medios recogidos a las 24 horas de cultivo, se determiné la capacidad
esteroidogénica de las células de granulosa, valorando la cantidad de progesterona presente
mediante radioinmunoandlisis (RIA), utilizando un kit comercial (;,sI-PROGESTERONE
COATRIA, bio-Mérieux). Dicho kit utiliza el método directo (sin extraccién previa), sobre
tubos recubiertos con el anticuerpo especifico. Se sigui6 el procedimiento descrito por el
fabricante con la excepcién de que no se utilizaron los estdndares incluidos en el kit, que
estdn realizados en plasma humano. En su lugar, se prepararon estdndares de 0.1, 0.27. 0.9,
2.7y 13.5 ng/ml en el mismo medio utilizado para los cultivos celulares, a partir de una
disolucién acuosa de progesterona (756 ng/ml). En cada tubo sc afiadicron 50 ul dc muestra
y 500 pl de reactivo con progesterona marcada con ;,I. Se agitaron los tubos en agitador
multivortex (SMI VORTEXER 2601, American Dade) y se incubaron durante 2 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, se decantaron los tubos y se lavaron 2 veces con 2
ml de agua destilada. La radioactividad ligada a los tubos se midi6 en un contador gamma
(LKB-WALLAC, Compugamma 1282). La sensibilidad fue de 0,05 ng/ml. Todas las
muestras se realizaron en un mismo andlisis; los coeficientes de variacién intraandlisis fueron
de 15.3% para una muestra de 1,4 ng/ml y de 26.6% para una muestra de 0,23 ng/ml
(Garbayo, 1990).
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3.3.8. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD PROLIFERATIVA

A las 72 horas de iniciado el cultivo, una vez recogido el medio, se procedié a la
determinacién de la concentracién celular presente en cada pocillo, con el objetivo de
comprobar la evolucion de la poblacion folicular presente en relacién con el niimero de
células sembradas. Para conseguir levantar las células que se encontraban adheridas al suelo

del pocillo, se proéedio’ a la tripsinizacién de las mismas.

El proceso de tripsinizacion consistié en afiadir a cada pocillo 200 ul de tripsina
(0.25%) en PBS precalentado a 37 °C, dejdndola actuar durante 1 minuto a temperatura
ambiente. Posteriormente, se retiré la tripsina dejando unas gotas y se incubdé a 37 °C
durante 5-10 minutos hasta comprobar que las células se habian soltado; luego se afiadi6 M-
199 y se realizaron muiltiples lavados de cada pocillo, obteniendo una suspensién celular

homogénea.

La suspensidn celular de cada 3 pocillos de una misma talla folicular y de un mismo
tratamiento se centrifugé a 500 x g durante 10 minutos, se retiré el sobrenadante y se
resuspendié en un volumen conocido. La concentracion celular se determiné por contaje de

alicuota de la suspension celular final en la cdmara cuenta-glébulos de Neubauer.

Esta experiencia descrita en los apartados 3.3.6, 3.3.7. y 3.3.8. se realizé por
triplicado.
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3.3.9. MATERJALES DE LA SALA DE CULTIVOS CELULARES

- Incubador de CO, REVCO modelo RCOS00T, con un sistema inflarrojo de control de
gases.

- Cabina de flujo laminar TELSTAR, modelo BV-100, presenta filtros HEPA, con flujo
laminar vertical parcialmente reciclado que permite operar en condiciones de esterilidad y
ausencia de particulas.

- Microscopio invertido OLYMPUS, modelo IMT-2, con observacién de interferencia
diferencial Nomarsky y constraste de fases.

- Centrifuga programable Kubota 5100, con rotor basculante.

- Baiio termostaitico Selecta modelo TECTRON 3473100.

- Balanza de precision COBOS modelo CM-360-SX.1.

3.3.10. ANALISIS ESTADISTICO
Las variables cualitativas se compararon utilizando el método de Chi-cuadrado, aplicando
cuando era preciso la correccion de Yates o el test exacto de Fisher. Las variables

cuantitativas (de tipo continuo), se analizaron mediante la comparacion de medias 7 de

Student.
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Resultados

4.1. CARACTERIZACION DEL CICLO ESTRAL
4.1.1. ESTRO

A la hora de cuantificar los distintos pardmetros del celo, hemos definido celo como la

tendencia de la oveja a permanecer inmévil cuando el macho realiza movimientos de monta.

4.1.1.1. Comportamiento estral

4.1.1.1.1. Comportamiento de la hembra

No existen diferencias en la sintomatologfa entre el celo sincronizado y el celo natural, de

ahi que la presentacién de los resultados se realice de manera conjunta.

Si consideramos la inmovilidad al salto como el signo definitorio de celo, podemos
distinguir unos sintomas previos al celo, los sintomas coincidentes al celo y los sintomas
posteriores al celo. La inmovilidad al cortejo no tiene representacién grifica por ser

préacticamente coincidente con la inmovilidad al sallo.

En los sintomas previos al celo, ademds de la inmovilidad al salto, cabe destacar la
ausencia total de inmovilidad al cortejo, asi como que s6lo un 7.7% de los animales
mostraron sintomas de busqueda del macho y coleteo. Estos ultimos sintomas aparecieron en
aquellas ovejas que 12 horas después ya manifestaban inmovilidad al salto (figuras 4.1.,
4.2., tabla 4.1.).

Por otro lado, €l porcentaje de ovejas que realizan miccién una vez entran en contacto

con €l macho es muy elevado, situdndose alrededor del 80% a las 24 horas antes del inicio
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del celo, para descender hasta un 23%, 12 horas antes del inicio del celo. Los balidos
previos al celo se encuentran cerca del 40% en las 24 horas anteriores al celo, para

descender a un 15% a las 12 horas antes del celo (figuras 4.3., 4.4., tabla 4.1.).

Durante el periodo de inmovilidad al salto, el 100% de las ovejas que entraron en
celo mostraron sintomas de inmovilidad al cortejo y biisqueda del macho en algiin momento
del celo, llegando a sus valores mds altos entre las 0 y 24 horas desde el inicio del celo. Un
92.3% de las ovejas mostraron coleteo en algiin momento del celo, alcanzando los valores

mds altos entre las 0 y 12 horas de inicio del celo (figuras 4.1., 4.2., tabla 4.1.).

El porcentaje de ovejas que en algiin momento durante el celo miccionan en respuesta
a la presencia del macho es del 46.15%, si bien durante las primeras 24 horas este porcentaje
es inferior al 30%, para incrementarse posteriormente conforme nos acercamos al final del
celo. De la misma manera, durante el perfodo de celo, s6lo un 15.4% de las ovejas emiten
balidos, siendo el porcentaje de balidos minimo entre las 12 y 36 horas tras el comienzo del

celo (figuras 4.3, 4.4, tabla 4.1.).

Una vez finalizada la inmovilidad al salto, comienzan los sintomas posteriores al celo
que se caracterizan por unos niveles muy bajos de biisqueda, inmovilidad al cortejo y coleteo,
con unos valores de 21.4%, 15.38% y 15.38% respectivamente. La inmovilidad al cortejo
y la biisqueda del macho finalizan unas 6 horas después del final del celo, mientras el coleteo

finaliza casi al mismo tiempo que acaba el celo.

Cuando finaliza el celo, la miccidn en respuesta al macho aparece al menos una vez
en el 100% de las ovejas, alcanzando valores cercanos al 70% a las 6 horas tras ¢l final del
celo. Los balidos se sitian por encima del 30% de las ovejas, una vez finalizado el periodo

de celo (figuras 4.3., 4.4., tabla 4.1.).
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Si estudiamos los datos de manera conjunta, observamos que la bisqueda del macho,
inmovilidad al cortejo y el coleteo se encuadran casi exclusivamente en el periodo de celo,
estando pricticamente ausentes antes del inicio del celo y siendo residuales una vez acabado
el mismo. El modelo de la miccién y los balidos en respuesta al macho es inversa, puesto
que es durante el periodo de celo, sobre todo en las primeras 30 horas, cuando estos sintomas
alcanzan sus valores mds bajos, mientras que en los periodos anterior y posterior al celo,

muestran unos valores bastante altos (tabla 4.1., figuras 4.1., 4.2., 4.3. y 4.4.).

En el periodo previo al celo, el 100% de las ovejas realizan miccién al menos una
vez. Este porcentaje desciende al 46.15% durante el periodo de celo y vuelve a incrementarse

hasta el 100% una vez finalizado el celo.

La duracién media tanto de la inmovilidad al cortejo como de la biisqueda del macho
fue ligeramente superior a la inmovilidad al salto, situdndose alrededor de 44.61 + 2.28
horas (media + e.e.). El coleteo no sigue un patrén definido durante el periodo de celo, sino

que aparece y desaparece a lo largo del mismo.

4.1.1.1.2. Comportamiento del macho testador

Los sintomas de olfateo, lametones y balidos son inespecificos en el cortejo que realiza el
macho, puesto que aparecen casi en la misma magnitud antes, durante y tras el celo (figuras
4.5., 4.6., 4.7., tabla 4.2.).

Durante el periodo previo al celo, los manotazos del macho en respuesta al contacto
con la hembra presentan un porcentaje bajo, encontréndose por dcbajo del 15%. Durante el
periodo de celo, existe un incremento en la intensidad del cortejo quedando manifestado por

un aumento en €l porcentaje de manotazos que alcanza casi un 40% a las 24 tras el inicio del
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celo. Una vez finalizado la inmovilidad al salto, €l porcentaje de manotazos vuelve a
disminuir (figura 4.8., tabla 4.2.).

En un 46.15% de las detecciones realizadas en el periodo previo al celo, se provoca
el salto del macho. El 66.6% de las ovejas que le provocaron al macho el salto durante el
periodo previo al reflejo de inmovilidad, entraron en celo en las siguientes 12-24 horas.
Durante €l celo el macho realiza intento de monta en todas las ovejas, mientras que una vez
finalizado el celo, los intentos de salto son muy bajos (15.38%). Los intentos de salto del
macho posteriores al celo se corresponden con ovejas que presentaban atraccién e

inmovilidad al cortejo tras el celo (figura 4.9., tabla 4.2.).

El flehmen del macho en respuesta al olfateo de la orina de la hembra. presenta unos
valores entre el 40 y el 60 % hasta las 24 horas antes del inicio del celo, presentando sus
valores mds bajos entre 12 horas antes del celo y 24 horas tras el comienzo del mismo. A
partir de este momento comienza de nuevo a incrementarse hasta alcanzar los mismos valores
anteriores al celo (50-60%); estos valores se obtienen cerca del final del celo y una vez
finalizado éste (figura 4.10., tabla 4.2.).

Existe una correlacién inversa (p< 0.01) entre el porcentaje de manotazos y el

Jlehmen tanto antes como al final del celo, mientras que durante el celo no es tan manifiesta.

Existe una correlacion positiva entre la miccion de las ovejas y el flehmen en
respuesta al olfateo de la orina (p< 0.02). Antes y tras el celo, ambos signos muestran sus
valores mds altos, mientras que durante €l perfodo de celo, concretamente entre 12 horas

antes del inicio del celo y 24 horas tras el inicio del mismo, sus niveles son los m4s bajos.
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HORAS ANTES/DESPUKS DE LA APARICION
DEL REFLEJO DE INMOVILIDAD
(Entre paréntesis, namero de celos valorados

SIGNODEL | -48 | -36 | -24 | -12 | o 12 24 36 | 48
CELO M | @ o | a3 | a3y | a3y (a3 | a2 | a2
BUSQUEDA ¢ || 0 0 0 7.7 | 100 | 100 | 923 | 615 | 33.3
COLETEO 0 0 0 77 | 615 | 538 | 308 | 231 | 0
MICCION 856 | 572 | 8 | 231 | 154 | 154 | 308 | 385 | 75
BALIDOS 428 | 428 | 40 | 154 [ 154 | 0 0 | 769 | 33.8

Tabla 4.1. Porcentaje de signos del comportamiento estral de la oveja en relacién con
el momento del comienzo del celo

HORAS ANTES/DESPUES DE LA APARICION
DEL REFLEJO DE INMOVILIDAD
(Entre paréntesis, nimero de celos valorados

SIGNO DEL -48 | -36 | -24 | - 12 0 12 24 36 48
CORTEJO (7 @) (10) | (13) | (13) | (A3) | (13) (12) | (12)
OLFATEO 572 | 572 90 231 | 538 | 77.0 | 922 | 100 | 833

LAMETONES | 572 | 57.2 70 46.1 1 692 | 615 | 692 | 769 | 833
BALIDOS 85.7 { 100 80 692 | 100 | 84.6 | 923 | 923 | 833

MANOTAZOS || 143 0 0 143 | 23.1 | 23.1 | 385 | 23.1 | 16.7
SALTO 0 14.3 10 23.1 | 100 100 | 76.9 | 46.1 30
FLEHMEN 428 | 571 40 154 | 154 | 30.8 | 384 | 538 | 58

Tabla 4.2. Porcentaje de signos presentes en el cortejo del macho en relacién con el
momento del comienzo del celo
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Figura 4. 1. Porcentaje de biisqueda del macho
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Figura 4. 2. Porcentaje de coleteo
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Figura 4. 3. Porcentaje de miccién
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Figura 4. 4. Porcentaje de balidos
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Figura 4. 5.

Porcentaje de olfateo del macho
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Porcentaje de lametones del macho
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Figura 4. 7. Porcentaje de balidos del macho
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Figura 4. 8. Porcentaje de manotazos del macho
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Figura 4. 9. Porcentaje de saltos del macho
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Figura 4. 10. Porcentaje de flehmen del macho
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4.1.1.2. Intervalos fisioldgicos

En la tabla 4.3. se muestran los valores medios (+ error estindar) de cada uno de los

intervalos fisiolégicos valorados en el ciclo estral de la oveja canaria

4.1.1.2.1. Intervalo retirada de las esponjas-inicio del celo

El empleo de un progestdgeno, en la forma de esponja intravaginal de acetato de fluorogesto-
na (30 mg FGA), durante 14 dias y a su retirada la aplicacién de un andlogo de prostaglandi-
na (Luprostiol), se muestra como un método valido para la sincronizacién de celos en la
oveja canaria. El 87.5% (7/8) de las ovejas sincronizadas mostraron manifestaciones de
comportamiento estral, mientras el 12.5% (1/8) restante no presentaron signos de celo pero
si una ovulacién silenciosa detectada por laparoscopia dentro de los médrgenes normales. En
la fase folicular natural del ciclo siguiente, un 75% (6/8) de las ovejas mostraba comporta-
miento estral, un 12.5% (1/8) presenté ovulacién silenciosa y el restante 12.5 % (1/8) no

exhibidé ni comportamiento estral ni ovulacién.

El comportamiento estral de la oveja canaria empieza a manifestarse a las 40.85 +
4.84 horas (tabla 4.3.) tras la retirada de las esponjas, con un rango entre 30 y 66 horas. A
las 30 horas de la retirada de las esponjas, un 42.85% (3/7) de las ovejas mostraban sintomas
de celo; este porcentaje se incrementaba a un 85.71% (6/7) a las 42 horas tras la retirada de

las esponjas, hasta completarse un 100 % a las 70 horas (figura 4.11.).

4.1.1.2.2. Intervalo retirada de las esponjas-final del celo

El perfodo entre la retirada de las esponjas y el final del celo se sitia en 83.14 + 6.33 horas
(tabla 4.3.), con rangos entre 66 y 102 horas. Un 42.85% (3/7) de las ovejas que mostraron
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celo, presentaron un intervalo entre retirada de las esponjas y el final del celo de 66 horas,
en un 28.57% (2/7) se incrementaba hasta las 90 horas y en el 28.57% (2/7) restante de las
ovejas, este intervalo se situé sobre las 102 horas (figura 4.12).

4.1.1.2.3. Duracidn del celo

La duracién media de celo se situaba en 42.85 + 3.56 horas en el celo consecutivo a la
retirada de las esponjas y de 42.0 + 5.13 en el celo correspondiente a la fase folicular

natural del ciclo siguiente.

En el celo sincronizado, la duracion del celo oscilaba entre 36 y 60 horas. Un 57.14%
(4/7) de las ovejas tuvieron una duracién media del celo de 36 horas, en un 28.57% (2/7)
de las ovejas la duraci6n del celo se prolongaba hasta las 48 horas y el 14.28% (1/7) restante
presentaron un comportamiento estral relativamente largo, alrededor de 60 horas (figura
4.13).

En el celo natural, la duracion del celo oscila entre unos extremos de 24 y 60 horas.
Con una duracion media de hasta 36 horas, €l 50.0% (3/6) de las ovejas mostraron
comportamiento estral; en un 33.3% (2/6) de las ovejas, la duracién del celo se extendia
hasta las 48 horas y el restante 16.66% (1/6) de las ovejas que mostraron celo, tuvieron una

duracion total de 60 horas (figura 4.14.).

No existen diferencias apreciables (p>0.05) entre celo natural y sincronizado tanto
en la duracién media del celo como en la distribucién del mismo; considerando ambos tipos
de celo en un mismo grupo, la duracién media del celo sc sitda en 42.46 + 2.91 horas

(tabla 4.3.). Si englobamos ambos celos el 76.92% (10/13) de las ovejas muestran una
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duracion del celo entre 36 y 48 horas, mientras en un 7.69% (1/ 13) la duracién del celo es
inferior (24 h.) y en un 15.38% (2/13) la duracién del celo es de 60 horas (figura 4.15.).

4.1.1.2.4. Intervalo retirada esponjas-ovulacién

El periodo entre la retirada de las esponjas y la ovulacién fue de 82.85 + 6.29 horas, con
unos extremos entre 61 y 109 horas (tabla 4.3.).

El 28.56 (2/7) de las ovejas ovularon entre las 60-65 horas tras la retirada de las
esponjas, incrementdndose hasta un 85.7% (6/7) a las 88 horas y completdndose al 100%

a las 109 horas tras la relirada de las esponjas (figura 4.16.).

4.1.1.2.5. Intervalo inicio del celo-ovulacién

El periodo desde el inicio del celo hasta la ovulacién fue de 39.28 + 6.53 horas en el celo
sincronizado, con unos mdrgenes entre 20 y 57 horas. No existe relacién entre una mayor
o menor duracién del celo y el momento de ovulacién. En las ovejas donde el comportamien-
to estral duraba 36 horas, el intervalo inicio de celo/ovulacién era de 41.0 + 11.88 horas,
mientras que en las ovejas con duraciones de celo entre 48 y 60 horas, este intervalo se
situaba sobre las 37.0 + 10.75 horas. La longitud del intervalo retirada de las esponjas-inicio

de celo no afecta a la longitud del intervalo inicio de celo-ovulacidn (figura 4.17.).

En el celo natural, el periodo entre el inicio de celo y la ovulacion es de 43.16 +
10.40 horas, con unos extremos entre 20 y 102 horas, si bien el 83.33% (6/7) de las ovejas
s€ mueven en unos margenes entre 20 y 46 horas, muy similares a los del cclo sincronizado.
En este caso, las ovejas con un duracién del celo de hasta 36 horas, tienen un intervalo inicio

de celo/ovulacién de 21.33 + 1.15 horas, mientras que en las ovejas con una duracion del
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celo entre 48 y 60 horas, el intervalo entre inicio de celo-ovulacin se incrementa hasta un
65.0 + 18.29 horas (figura 4.18.).

No existen diferencias significativas (p > 0.05) entre celo natural y celo sincronizado
con respecto al momento de ovulacién estimado; considerando ambos tipos de celo en un
mismo grupo, la duracién media del intervalo inicio del celo-momento de ovulacién
estimada se sitda en 41.07 + 6.94 horas (tabla 4.3.).

Para el intervalo inicio del celo-momento de ovulacién, observamos que para aquellos
celos de duracion igual o inferior a 36 horas, existe diferencia significativa entre celo natural
y sincronizado (21.3% vs 41.0%, respectivamente; p< 0.05). En celos superiores a 36
horas, el intervalo inicio de celo-ovulacién es mayor (n.s.) para el caso del celo natural
frente al sincronizado (65.0% vs 37.0%, respectivamente; p> 0.05). En los celos

sincronizados, el intervalo es similar ya sea el celo corto o largo (41.0% vs 37.0%,

respectivamente).

4.1.1.2.6. Intervalo ovulacidn-final del celo

El periodo entre el final del celo y la ovulacién no difiere entre el celo natural y el celo
sincronizado, y en el conjunto de ambos celos se viene a situar sobre -0.5 + 5.80 horas
(tabla 4.3.).

Un 33.33% de las ovejas presentan una ovulacién entre las 14-28 horas antes de que
finalice el celo; un porcentaje similar presenta la ovulacién estimada poco antes de que
finalice el celo (alrededor de 4 horas antes). El restante 33% de las ovejas presentan

ovulaciones después del celo (figura 4.19.).
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4.1.2. TASA DE OVULACION

No existen diferencias significativas entre la tasa de ovulacién de la fase folicular del ciclo
sincronizado y la tasa de ovulacién del ciclo natural, con valores de 1.62 + 0.26 vs 1.42 +
0.20. La tasa de ovulacién media tiene un valor de 1.53 + 0.16 (tabla 4.3.).

El153.3% (8/ 15) de las ovejas tuvieron una ovulacién simple; con una ovulacién doble
aparecen el 40.0% (6/15) del total de animales y con tres ovulaciones nos encontramos el
6.6% (1/15) de las ovejas.

El 69.56% de las ovulaciones tuvieron lugar en el ovario izquierdo frente a un
30.43% de ovulaciones en el ovario derecho. Considerando los dos ciclos en su conjunto,
un 53.33 % (8/15) de las ovejas no tuvieron ovulacién en el ovario derecho, mientras que
en un 13.33% (2/15) de ovejas sin ovulaciones en el ovario izquierdo. La tasa media de
ovulacion por ovario es de 0.46 + 0.16 y de 1.06 + 0.12 para ovario derecho e izquierdo

respectivamente.

De las ovcjas con ovulacién simple, sélo en un 25% (1/8) esta ovulacion tuvo lugar
en el ovario derecho frente a un 75% (7/8) en el ovario izquierdo. En aquellas ovejas con
mas de una ovulacion, el 71.42% (5/7) de los animales presenta ovulacién en ambos ovarios

y un 28.57% (2/7) presenta ovulaciones s6lo en el ovario izquierdo.

No existe relacién entre la presentacién, longitud o finalizacién del celo con

diferencias en la tasa de ovulacién.
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4.1.3. LONGITUD DEL CICLO ESTRAL

A la hora de determinar la longitud del ciclo tomamos como referencia la aparicién de celos,
asi como el momento de ovulaci6n estimada. La longitud del ciclo estral de la oveja canaria
entre manifestaciones estrales (inmovilidad al salto) es de 18.9 + 0.93 dfas (n=6), mientras
que si tomamos como referencia el momento de ovulacién (n=6) estimado es de 19.16 +
1.07 dias (tabla 4.3.).
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RETIRADA DE LAS ESPONJAS-INICIO DEL CELO 40.85 + 4.84 horas
RETIRADA DE LAS ESPONJAS-FIN DE CELO 83.14 + 6.33 horas
DURACION MEDIA DEL CELO 42.46 + 291 horas
RETIRADA DE LAS ESPONJAS-OVULACION 82.85 + 6.29 horas
INICIO DEL CELO-OVULACION 41.07 £ 6.94 horas
OVULACION-FINAL DEL CELO -0.5 + 5.80 horas
TASA DE OVULACION 1.53 £0.16
DURACION DEL CICLO (entre celos) 18.91 + 0.93 dias
DURACION DEL CICLO (entre ovulaciones) 19.16 % 1.07 dias
RETIRADA DE LAS ESPONJAS-PICO DE LH 63.42 + 10.34 horas
INICIO DEL CELO-PICO DE LH 25.33 + 9.20 horas
PICO DE LH-FINAL DEL CELO 17.33 + 9.37 horas
PICO DE LH-OVULACION 19.66 + 3.65 horas

Tabla 4.3. Intervalos fisiolégicos (media * error estandar) del ciclo estral de la oveja de
Ia raza Canaria
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4.1.4. NIVELES PLASMATICOS DE LH

4.1.4.1. Intervalo retirada de las esponjas-pico de LH

El periodo comprendido entre la retirada de las esponjas y el pico de LH es de 63.42 +
10.34 horas (rango: 28-96). A las 44 horas tras la retirada de las esponjas, un 42.85% @3/7
de las ovejas habian presentado el pico de LH, aumentando al 71.42% (5/7) a las 84 horas
y completando el 100 %, 96 horas tras la retirada de las esponjas (tabla 4.3., figura 4.20.).

4.1.4.2. Intervalo inicio del celo-pico de LH

El periodo comprendido entre el ini;:io del celo y el pico de LH tiene un valor de 25.33 +
9.20 horas (rango: -2/54). Dos horas tras el inicio del celo, un 33.33% (2/6) de las ovejas
presentan el pico de LH, mientras que a las 30 horas tras el inicio del celo, el porcentaje
aumenta hasta un 66.7%, completdndose al 100% a las 54 horas (tabla 4.3., figura 4.21.).

4.1.4.3. Intervalo pico de LH-final del celo

Entre el pico de LH y el final del celo, tenemos un valor de 17.33 + 9.37 horas (rango:
-18/46). El 66.7% (4/6) de las ovejas finalizaron el celo 18 h. tras el pico de LH,
incrementdndose al 100% a las 46 horas tras el pico (tabla 4.3., figura 4.22.).

4.1.4.4. Intervalo pico de LH-ovulacién

El intervalo entre el pico de LH y la ovulacién se sitda en 19.66 + 3.65 horas (rango: 8-33).
A las 20 horas del momento de ovulacién estimado, un 66.7% (4/6) de las ovejas habian
ovulado; este porcentaje se completaba al 100%, a las 33 horas del pico de LH (tabla 4.3.,
figura 4.23.).
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4.1.4.5. Onda preovulatoria de LH

4.1.4.5.1. Niveles de LH

Los niveles basales de LH oscilan entre 2-5 ng/ml y por lo general se mantienen hasta 8
horas antes y 8 horas después del pico preovulatorio de LH. A partir de estos niveles basales
se produce una ascenso, alcanzando 4 horas antes de la médxima concentracién de LH un
valor medio de 18.88 + 5.55 ng/ml (6.7-44.4), para posteriormente alcanzarse el pico de
LH con un valor de 56.28 + 1.91 ng/ml (48.5-61.2). Tras el pico de LH se produce el
descenso, presentando 4 horas tras el pico un nivel medio de 10.73 + 1.32 ng/ml (7.5-15.5),
para finalmente alcanzar de nuevo los niveles basales (tabla 4.4.).

Los perfiles individuales de la onda preovulatoria de LH de cada oveja estudiada se
representan en la figura 4.24. La figura 4.25. muestra el perfil de los niveles medios de la

onda preovulatoria de LH.

MEDIDAS DE LH CADA 4 HORAS (ng/ml)
-12 h.| -8h. -4 h. 0h. +4h | +8h |+ 12h

OVEJA1l | - | - 6.7 564 10.9 1.9 2.5
OVEJA 2 1.5 1.8 94 56.0 15.5 1.9 24
OVEJA 3 2.6 2.6 2211 61.0 7.5 26 25
OVEJA 4 22 3.1 15.1 48.5 9.1 20 1.7
OVEIJA 6 22 28 15.6 61.2 13.6 34 1.8
OVEJA 8 3.3 5.6 44 4 54.6 7.8 2.8 2.6
MEDIA 2.36 3.18 18.88 56.28 10.73 2.71 2.25

E. E. 0.29 0.64 5.55 1.91 1.32 0.28 0.16

Tabla 4.4. Niveles de LH (ng/ml) cada 4 horas, ajustados con respecto al pico maximo
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4.1.4.5.2. Duracién de la onda de ILH

La duracién de la onda de LH se ha definido como el tiempo durante el cual los valores de
LH son superiores a 5 ng/ml (horas); el momento en que se alcanzan los niveles de 5 ng/ml
se ha determinado mediante cédlculo proporcional a partir de los valores inmediatamente
inferior y superior al nivel de 5 ng/ml. La duracién de la onda preovulatoria de LH tiene un
valor medio de 14.12 + 0.36 h., con un rango entre 13.4 y 15.3 horas. La duracién del
periodo de ascenso de la onda es superior a la duracién del periodo de descenso (7.51 +
0.50 vs 6.61 + 0.26, respectivamente; tabla 4.5.), si bien las diferencias no llegan a ser
significativas (p:0.11).

4.1.4.5.3. Area bajo 1a onda de LH

El 4rea bajo la onda preovulatoria de LH, definido como el conjunto de 4reas de los trapecios
que la constituyen, tiene un valor medio de 357.88 + 25.38 ng/ml, con unos extremos entre
292.50 y 442.66 ng/ml. El drea de la fase de ascenso tiene un valor de 202.68 ng/ml frente
a los 155.19 ng/ml del 4rea de la fase descendente (p> 0.05, tabla 4.6.).

Existe una buena correlacién (r=0.83; p< 0.08) entre la duracién total de la onda
preovulatoria de LH y la concentracién de LH obtenida en el drea bajo la curva de la onda.
En la fase ascendente de la onda se observa una elevada correlacién (r=0.94), siendo ademds
significativa (p<0.02), mientras que en fase descendente también existe una intensa
correlacién (r=0.88), pero con un grado de significacién menor (p<0.05). Por otra partc,
el nivel de correlacién entre el nivel méximo de LH y el drea bajo el pico de LH tiene un

valor inferior (r=0.38, p>0.1).
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4.1.4.5.4. Velocidad de la onda preovulatoria

A la hora de estudiar la velocidad de la onda preovulatoria, tanto de ascenso como de
descenso, quedard definida como la pendiente en cada tramo (medida en ng), dividida por
la duracién del tramo (medido en horas).

La velocidad de Ia pendiente de ascenso de la onda es diferente entre el inicio de la
onda preovulatoria hasta 4 horas antes del pico y entre 4 horas antes del pico hasta el valor
mdximo de LH (4.65 ng/hora vs 8.73 ng/hora, respectivamente), existiendo una diferencia
tendente a la significacién (p=0.08); la velocidad de la pendiente total de ascenso desde el
inicio de la onda hasta el momento de maxima concentracién de LH tiene un valor medio de
6.82 ng/hora. Asimismo, la velocidad de la pendiente de descenso de la onda es significativa-
mente (p<0.001) mds pronunciada entre 0 y 4 horas tras el pico de LH que entre 4 y 8
horas después del mdximo nivel de LH (11.39 ng/h vs 2.18 ng/hora, respectivamente); la
pendiente total de descenso desde el momento de mdxima concentracién de LH hasta el final
de la onda tiene un valor medio de 7.75 ng/hora (tabla 4.6.).

Existe una correlacion negativa entre la duracion de la fase ascendente de la onda y
la pendiente de ascenso (r=-0.79), asi como entre la pendiente de descenso y la fase
descendente de la duracién de la onda (r=-0.48). La mayor duracién de la fase ascendente
de la onda se relaciona con una pendiente de ascenso mds suave; la pendiente de descenso

cae mas bruscamente y en consecuencia, la duracién de la fase de descenso es menor.
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DURACION DE LA ONDA (HORAS)
ASCENSO DESCENSO
OVEJA TOTAL
Inicio a -4 h. TOTAL 0h.a + 4 h. TOTAL
-4 h. a0 h. + 4 h. a Final
) 2.315 4 6.315 4 3.088 7.088 13.403
3 3.507 4 7.507 4 2.040 6.040 13.547
4 3.366 4 7.366 4 2.310 6.310 13.676
6 3.312 4 7312 4 3.372 7.372 14.684
8 5.043 4 9.043 4 6.240 6.240 15.283
MEDIA || 3.508 4 7.508 4 2.61 6.61 14.118
E. E. 0.43 0 0.50 0 0.26 0.26 0.36

Tabla 4.5. Duracién de los periodos de ascenso, descenso y total de la onda de LH.

VELOCIDAD DE LA PENDIENTE
(ng/hora) AREA BAJO
LA CURVA
ASCENSO DESCENSO
OVEJA
Inicio -4 h. Oh. a + 4 h.
a-4h. a0h TOTAL + 4 h. a Final | TOTAL Ascenso Descenso | TOTAL
2 1.900 11.650 8.706 10.125 3.400 7.195 147.468 174.652 322.12
3 4.876 9.720 7.460 13.375 1.225 9.271 213.719 149.750 363.46
4 3.000 8.350 5.910 9.850 1.774 6.893 161.025 131.470 292.50
6 3.200 11.400 7.685 11.900 2.550 7.623 187.710 180.960 368.67
8 7.812 2.550 5.484 11.700 1.250 7.984 305.533 139.130 442.66
MEDIA 4.651 8.734 6.827 11.39 2.183 7.754 202.691 155.190 357.88
E.E. 1.74 1.65 0.31 0.64 0.62 0.35 27.66 9.73 25.38

Tabla 4.6. Pendiente y Area bajo Ia curva de los periodos de ascenso, descenso y total de
la onda de LH
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4.1.5. NIVELES PLASMATICOS DE PROGESTERONA

La curva de progesterona (P,) con respecto al pico de LH la presentamos segiin el siguiente
modelo: una fase de niveles basales (<0.5 ng/ml) posteriores al pico, fase de ascenso (0.5-4
ng/ml), fase de meseta (> 4 ng/ml) y fase de descenso (4-0.5 ng/ml), hasta alcanzar de
nuevo los niveles basales (< 0.5 ng/ml) de la fase folicular del ciclo natural consecutivo. En
conjunto, distinguimos una fase progesterénica (> 0.5 ng/ml) y una fase no progesterénica
(< 0.5 ng/ml). Adams et al. (1988) presenta un modelo de curva de similar al anteriormen-

te descrito.

En la tabla 4.7. se muestran los valores diarios de los niveles plasméticos de P,
(ng/ml) de cada oveja y el valor medio (+ error estdndar), comenzando el dia del pico de
LH (dia 0) y finalizando €l dia que se constata la ovulacién del ciclo natural consecutivo al
sincronizado. En la tabla 4.8. se presentan los valores medios (+ error estindar) de cada
una de las fases del perfil medio de P, (ng/ml), asi como la duracién (dias) de cada una de
ellas.

La fase de niveles basales posterior al pico de LH, tiene una duracién media
proxima a 3 dias de duracién, con un valor de 0.13 + 0.02 ng/ml (tabla 4.8.). El 33.33%
(2/6) de 1as ovejas presentan niveles basales de P, sélo durante 24 horas tras el pico de LH;
otro 33.3% (2/6) presenta niveles basales de P, durante dos dias tras el pico de LH y el
restante 33.33% (2/6) de las ovejas presenta niveles basales de P, durante més de tres dfas.

La fase de ascenso se instaura de manera rdpida, con una duracién de alrededor de
4 dias, al final de la cual ya nos encontramos con valores por encima de 4 ng/ml (tabla
4.8.). La duracién del periodo de ascenso de P, se sitia en la mayoria de las ovejas (4/6)

alrededor de 4 dias, independientemente de la duracién del periodo de niveles basales y del
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DiA N°1 N° 2 N° 4 N° 5 N° 6 N°8 | MEDIA | E.E.
0 0.28 0.07 0.09 0.05 0.20 0.02 0.12 0.04
1 0.30 0.05 0.07 0.16 0.12 0.01 0.12 0.04
2 0.11 0.08 0.12 0.84 0.56 0.01 0.29 0.13
3 0.35 0.06 1.19 0.89 0.73 1.67 0.81 0.23
4 0.39 0.01 0.97 1.87 1.42 1.57 1.03 0.29
5 1.11 0.08 2.04 1.92 3.17 2.03 1.72 0.42
6 1.33 0.34 2.90 3.08 6.69 3.55 2.94 0.88
7 1.22 1.11 5.72 6.65 9.72 6.4 5.14 1.37
8 2.49 2.37 4.59 7.87 11.18 7.70 6.03 1.42
9 3.66 3.87 7.95 11.61 13.35 7.54 8.33 1.45
10 8.00 4.02 7.19 11.71 13.92 6.98 8.47 13
11 9.44 5.65 7.69 8.18 8.98 5.17 7.51 0.71
12 7.93 5.84 6.56 9.24 6.43 4.55 6.75 0.66
13 8.51 5.49 5.80 6.87 5.75 4.79 6.20 0.53
14 5.04 4.93 5.63 6.17 8.96 3.55 5.71 0.74
15 3.97 5.82 2.69 1.60 8.81 0.33 3.87 1.25
16 1.89 6.14 1.27 0.10 7.29 0.10 2.79 1.27
17 0.10 5.29 1.38 0.10 4.37 0.24 1.91 0.95
18 0.10 5.36 0.37 0.10 1.20 0.10 1.20 0.84
19 0.10 4.88 0.42 0.47 0.32 1.24 0.91
20 0.10 3.03 0.49 0.41 1.31 0.85
21 3.14 0.70 1.92 1.22
22 0.28 0.28 -
23 0.10 0.10 -
24 0.10 0.10 —
25 0.10 0.10 ---

En negrita los valores de la fase de ascenso y descenso. En cursiva, los valores de la fase de meseta.

Tabla 4.7. Valores diarios y media (L error estindar) de los niveles de progesterona (ng/ml)

(dia 0 = dia del pico de LH)
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FASE NIVEL MEDIO DURACION
(ng/ml) (dias)

Basal post-pico 0.13 £0.02 290 £0.79
Ascenso 1.82 £0.19 3.87 £ 0.27

Meseta 7.17 £0.31 8.77 £ 0.81
Descenso 232 +0.32 1.97 £ 0.32

Basal pre-pico 024 £0.04 1.66 + 0.62
PROGESTERONICA 5.02 £ 0.30 14.63 £ 0.71
NO PROGESTERONICA 0.19 £ 0.02 4.56 £ 0.94
TOTAL CICLO 3.55 +£0.28 19.19 £ 1.07

Tabla 4.8. Media ( £ error estindar) del nivel medio y duracién de las fases del perfil

de progesterona (n = 6)
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pico de LH. No existe relacion entre una mayor o menor duracién del comportamiento estral
con unos niveles basales de P, mds prolongados ni de un ascenso mds rdpido de P, con un

mayor nimero de ovulaciones.

La fase de meseta aparece como media a los 8 dias del pico de LH y esta meseta se
mantiene hasta los dias 15-16 con respecto al pico de LH (14 dias respecto a la ovulacién
estimada). Los valores medios de P, durante este periodo se hallan entre 7.17 4 0.31 ng/ml
y la duracién media de la meseta es cercana a los 9 dias (tabla 4.8.). No existe una relacién
entre la longitud de la meseta y el momento en que se produce el ascenso de P,, es decir,
la duracién de la meseta de P, es independiente del momento en que se produce la subida de
P,. No aparecen diferencias significativas en los valores de P, durante la fase de meseta para
animales que difieren en tasa de ovulacién. Asimismo, €l nimero de cuerpos hiteos no tiene

influencia sobre la duracién de la meseta de P,.

La fase de descenso comienza como media el dia 16 con respecto al pico de LH y
finaliza sobre el dia 17-18, con una duracién media alrededor de dos dias. Los niveles
plasmdticos medios de P, durante esta fase de descenso se sitdan en 2.32 + 0.32 ng/ml
(tabla 4.8.). El 50% (3/6) de las ovejas tienen una brusca caida de P, puesto que apenas
transcurre un dia hasta alcanzar niveles basales, mientras el restante 50% (3/6) de las ovejas

presentan una fase de descenso mds suave de una duracién de 2 a 3 dias.

La duracién de la fase de descenso de P, es independiente de la duracién de la fase
de ascenso y de la meseta de P,, asi como del mimero de cuerpos liteos presentes y de los

niveles de P,.

Los niveles basales de P, se constatan una vez finalizada la fase de descenso y

contindan hasta la finalizacién de la experiencia (coincidente con la ovulacién del ciclo
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natural consecutivo). La duracién media de la fase basal pre-pico es ligeramente superior al

dia y medio, con unos niveles medios de 0.24 + 0.04 ng/ml (tabla 4.8.).

En conjunto se puede afirmar que tras el pico de LH, existen 3 dias con niveles
basales, se produce una fase de ascenso cercana a 4 dias, una fase de meseta de casi 9 dias
de duracién y una fase de descenso de 2 dias de duracién, comenzando de nuevo los niveles
basales durante 1 dia y medio hasta el pico de LH del ciclo consecutivo. Por lo tanto, la
oveja canaria presenta una fase no progesterénica (valores < 0.5 ng/ml), superior a los 4

dias y medio de duracidn, y una fase progesterdnica de 14.6 dias de duracién (tabla 4.8.).

En las figura 4.26. se representan los perfiles de progesterona (ng/ml) de cada una
de las ovejas, comenzando 48 horas antes del pico de LH y finalizando el dia que se constata

l1a ovulacion del ciclo natural consecutivo al sincronizado.

En la figura 4.27. se representa el perfil de la media aritmética (+ error estdndar)
diaria de los niveles plasmdticos dc progestcrona de cada oveja. Estos valores muestran un
patron desajustado como consecuencia de que en las diversas hembras no coincide la duracién

de cada fase.

En la figura 4.28. se representa el perfil de la media de los niveles de progesterona,
obtenidos tras la normalizacién de los perfiles individuales a la duracién media de cada fase,
por interpolacién ctibica realizada mediante el programa MATLAB™ (MathWorks, Inc.). El
coeficiente de correlacién entre la media aritmdtica de las dreas bajo la curva en cada fase
y el drea de cada fase bajo la curva obtenida por interpolacién cibica es altamente
significativo (p<0.01), lo cual valida este perfil como expresion grifica adecuada de la

media de los perfiles medios.
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Figura 4. 26. Perfiles de progesterona (ng/ml) de cada oveja (comenzando 2 dias antes
del pico de LH y finalizando el dia de la ovulacién del ciclo consecutivo)
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Figura 4. 27. Perfil de valores medios diarios de progesterona (+ error estandar)
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Figura 4. 28. Perfil de progesterona ajustado a la duracién media de las fases
(* error estandar)
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4.1.6. RELACIONES ENTRE NIVELES HORMONALES, CELO Y OVULACION

En la figura 4.29. se representan las relaciones temporales entre los niveles de LH y
progesterona, inicio y final del celo, y el momento de la ovulacién, utilizando los valores

medios y error estdndar de los intervalos fisioldgicos expresados en anteriores apartados.

No observamos relacién entre €l momento del pico de LH y el inicio del celo o la
duracién del mismo, aprecidndose, por tanto, amplia variabilidad individual en lo que
respecta al momento del pico de LH con respecto al celo. Asimismo, tampoco apreciamos
relacion entre la mdxima concentracion alcanzada de LH y la descarga total de LH con
respecto al inicio, final o duracion total del celo. El pico mdximo de LH tiene lugar a las

25.33 + 9.20 horas del comienzo del celo, ligeramente después de la mitad del celo.

Todas las ovejas que presentaron pico de LH ovularon y mostraron claros sintomas
de celo, salvo una oveja que presentd un pico de LH de magnitud y duracién normal pero
sin manifestar comportamiento estral. Este pico dc LH se presenta durante el celo con la

excepeion de una oveja que exhibié un pico de LH posterior a la finalizacién del mismo.

La ovulacién acontece a las 19.7 + 3.65 horas tras el pico de LH, ajustdndose al final
del celo. No observamos relacién entre la mdxima concentracién alcanzada de LH con

respecto al momento de ovulacién o con una mayor tasa de ovulacidn.
Los niveles plasmdticos de P, alrededor dcl pico de LH y durante ¢l celo son

netamente basales (< 0.5 ng/ml), alcanzdndose niveles funcionales (> 0.5 ng/ml) 2.9 dfas

tras el pico de LH, es decir 1.9 dias tras la ovulacién.
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Figura 4. 29. Relacion entre perfiles hormonales, celo y ovulacién estimada
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4.2. DETERMINACION DE LA CALIDAD FOLICULAR

4.2.1. POBLACION FOLICULAR A LO LARGO DE LA FASE FOLICULAR

Una vez realizada la diseccién folicular y en funcién del nimero de foliculos obtenidos de
manera integra, se obtiene que la poblacion total de foliculos por oveja no varia a lo largo
de los tres dias de la fase folicular. El niimero total de foliculos por oveja fue de 12.67 +
4.36, 10.33 + 1.85 y 13.33 + 3.75 para los dias 1, 2 y 3 de la fase folicular, respectiva-
mente (tabla 4.9., figura 4.30.).

El dia 1 existe un predominio de foliculos medianos, seguido de los foliculos
pequeiios y por dltimo, los foliculos mayores de 4 mm. de didmetro. El dia 2 no existen
diferencias significativas entre foliculos pequefios, mcdianos y grandes. Por dltimo, el dfa
3 de a fase folicular existe una mayoria de foliculos medianos, seguido de foliculos pequefios
y grandes, no existiendo diferencias significativas entre estas dos iltimas categorias
foliculares. Como consecuencia de lo anterior, en el conjunto de los tres dfas, se obtiene una
mayoria de foliculos medianos, seguido de foliculos pequeifios y grandes, sin diferencias entre

estas dos ultimas tallas foliculares (tabla 4.9., figura 4.30.).

El 100% de las ovejas presentan varios foliculos entre 1-2 y 2-4 mm. de didmetro el
dia 1 de la fase folicular, mientras que al menos un foliculo de 4 mm. de didmetro esti
presente en todas las ovejas, si bien un 33% de los ovarios examinados carece de foliculos

mayores de 4 mm. de didmetro.

El 100% de las ovejas presentan varios foliculos entre 1-2 y 2-4 mm. de didmetro el
2° dia de la fase folicular. El 66.6% de las ovejas presentan foliculos mayores de 4 mm. de
didmetro, mientras un 50.0% de los ovarios examinados carecen de foliculos mayores de 4

mm. de didmetro.
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El 100% de las ovejas tenfan foliculos entre 1-2 y 2-4 mm. de didmetro el dia 3 de

la fase folicular. El1 66.6% de las ovejas mostraban foliculos mayores de 4 mm. de didmetro,

y un 66.6% de los ovarios presentaban foliculos mayores de 4 mm. de didmetro.

TAMANO FOLICULAR
DIA 1-2 mm 2-4 mm >4 mm TOTAL
1 4.0 +0.57° 7.0 +057° 1.66 + 0.33° 12.67 + 436
2 3.0 057 4.66 + 0.66 266 +1.76 10.33 +1.85
3 433 +0.88% 6.66 + 0.33° 233 +1.45° 13.33 £3.75
MEDIA || 3.77 + 0.40° 6.11 +0.45° 222 +0.68° 12.11 + 1.85

* Letras distintas dentro de una misma fila representan diferencias significativas (p<0.05)
Los resultados se expresan en namero de foliculos/oveja

Tabla 4. 9. Poblacion y talla folicular a lo largo de la fase folicular

i

B i2om B 24 mm 2> 4 mm
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DIA 1 DIA2  DIA3 MEDIA

Figura 4. 30. Poblacién y talla folicular a lo largo de la fase folicular
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4.2.2. CALIDAD FOLICULAR A 1O LARGO DE LA FASE FOLICULAR

El dia 1 de la fase folicular existe un predominio de foliculos atrésicos sobre foliculos
normales (64.8% vs 35.1 %, p<0.05; tabla 4.10., figura 4.31.).

El dia 1 no existen diferencias entre las fases temprana y avanzada de atresia (54.1%
vs 45.8%; tabla 4.11., figura 4.32.), ni entre las dos fases de atresia temprana (61.5% vs
38.4%; tabla 4.12., figura 4.33.), pero si entre la atresia avanzada 1 y la atresia avanzada
2 (90.9% vs 9.1%; p<0.01; tabla 4.13, figura 4.34.)

El dia 2 de la fasc folicular cxistc una mayoria de foliculos atrésicos sobre los

foliculos normales (66.6% vs 33.3%, p<0.01; tabla 4.10, figura 4.31.).

Dentro de los foliculos atrésicos, el dia 2 existe una mayoria de foliculos en atresia
temprana que de foliculos en atresia avanzada (70% vs 30%; p<0.05, tabla 4.11., figura
4.32.). No existen diferencias significativas entre atresia temprana 1 y atresia temprana 2
(64.3% vs 35.7%; tabla 4.12., figura 4.33.), mientras que existe una mayoria de foliculos
en atresia avanzada 1 con respecto a los foliculos en atresia avanzada 2 (83.33% vs 16.66%:;

p<0.05, tabla 4.13, figura 4.34).

El dia 3 de la fase folicular no existen diferencias entre el porcentaje de foliculos

atrésicos y foliculos normales (54.3% vs 45.7%; tabla 4.10, figura 4.31.).

Dentro de los foliculos atrésicos, el dia 3 de la fase folicular no se observan
diferencias significativas entre atresia temprana y atresia avanzada (42.10% vs 57.90%; tabla
4.11., figura 4.32). Tampoco existen diferencias significativas entre las fases de atresia
temprana (62.5% vs 37.5%; tabla 4.12., figura 4.33.), ni entre las fases de atresia avanzada
(63.6% vs 36.3%; tabla 4.13, figura 4.34).
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Al estudiar el conjunto de los tres dias, observamos que predominan los foliculos
atrésicos sobre los foliculos normales (61.7% vs 38.2%, p<0.01; tabla 4.10, figura 4.31).

En el conjunto de los tres dias, dentro de los foliculos atrésicos no existen diferencias
entre atresia temprana y atresia avanzada (55.55% vs 44.44%, tabla 4.11., figura 4.32 ).
Dentro de las fases tempranas, predominan los foliculos en atresia temprana 1 sobre los
foliculos en atresia temprana 2 (62.85% vs 37.15%; p<0.05, tabla 4.12., figura 4.33.),
mientras que en las fases avanzadas predominan los foliculos en atresia avanzada 1 sobre los

foliculos en atresia avanzada 2 (78.57% vs 21.43%; p<0.01, tabla 4.13, figura 4.34).

A lo largo de los tres dias de la fase folicular, €l némero de foliculos normales no
experimenta variacién significativa (35.1%, 33.3% y 45.7%, dias 1, 2 y 3 respectivamente;

tabla 4.10., figura 4.31.), y consecuentemente tampoco el porcentaje de foliculos atrésicos.

La evolucién de la profundidad de la atresia no muestra diferencias significativas a
lo Jargo de los tres dias de la fase folicular, si bien al comparar el dia 2 con el 3, se aprecia
una diferencia cercana a la significacién en el porcentaje de atresia temprana (70% vs 42%,

respectivamente, p=0.06; tabla 4.11., figura 4.32.).
No existen diferencias significativas entre los distintos grados de atresia temprana (con

porcentajes de atresia similares; tabla 4.12, figura 4.33.), asi como tampoco entre las
distintas fases de atresia avanzada (tabla 4.13, figura 4.34).
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NORMALES ATRESICOS
35.13%* 64.86%"
DIA 1 (13) (24)
33.33%* 66.66°
DIA 2 (10) (20)
45.71% 54.28%
DIA 3 (16) (19)
38.23%:® 61.76%"
VALOR MEDIO (39) (63)

* Letras distintas dentro de una misma fila representan diferencias significativas (p<0.01)
Los numeros entre paréntesis representan el numero total de foliculos en cada categoria

Tabla 4. 10. Porcentaje de foliculos normales y atrésicos a lo largo de la fase folicular

B FoLICULOS NORMALES Bl FOLICULOS ATRESICOS
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DIAS 1-3

Figura 4. 31. Porcentaje de foliculos normales y atrésicos a lo largo de la fase folicular
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GRADOS DE ATRESIA

ATRESIA TEMPRANA

ATRESIA AVANZADA

54.17% 45.83%

DIA 1 (13) (11)
70.0%* 30.0%"

DIA 2 (14) (6)
42.10% 57.90%

DIA 3 (8) (11)
55.55% 44 44%

VALOR MEDIO 35) (28)

* Letras distintas dentro de una misma fila representan diferencias significativas (p<0.05)
Los niimeros entre paréntesis representan el niimero total de foliculos en cada categoria

Tabla 4. 11. Porcentaje y grades de atresia a lo largo de la fase folicular

B ATRESIA TEMPRANA B ATRESIA AVANZADA

80

PORCENTAJE
& o
= S

[
=

Figura 4. 32. Porcentaje y grados de atresia a lo largo de la fase folicular
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TIPOS DE ATRESIA TEMPRANA
ATRESIA TEMPRANA 1 ATRESIA TEMPRANA 2

61.53% 38.47%

DIA 1 (8) (5)
64.28 35.70

DIA 2 %) (5)
62.50% 37.50%

DIA 3 (3 3)
62.85%° 37.15%"

VALOR MEDIO (22) (13)

*® Letras distintas dentro de una misma fila representan diferencias significativas (p<0.05)
Los numeros entre paréntesis representan el nimero total de foliculos en cada categoria

Tabla 4. 12. Distribucién de los tipos de atresia temprana a lo largo de la fase folicular

B ATRESIA TEMPRANA 1

ATRESIA TEMPRANA 2

70

s
=1

PORCENTAJE
o
S

DIA 1  DIA2

DIA 3

DIAS 1-3

Figura 4. 33. Tipos de atresia temprana a lo largo de la fase folicular
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TIPOS DE ATRESIA AVANZADA

ATRESIA AVANZADA 1 ATRESIA AVANZADA 2
90.90%* 9.09%"
DIA 1 (10) )
83.3%: 16.6%"
DIA 2 3 (D
63.63% 36.36%
DIA 3 (7) (4)
78.57%" 21 .43%"
VALOR MEDIO (22) (6)

™ Letras distintas dentro de una misma fila representan diferencias significativas (p<0.01)
Los nimeros entre paréntesis representan el niimero total de foliculos en cada categoria

Tabla 4. 13. Distribucién de los tipos de atresia avanzada a lo largo de la fase folicular

M ATRESIA AVANZADA 1 Bl ATRESIA AVANZADA 2 |

100

PORCENTAJE

DIA 2

DIA3  DIAS 1-3

Figura 4. 34. Tipos de atresia avanzada a lo largo de la fase folicular
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4.2.3. CALIDAD FOLICULAR EN FUNCION DE LA TALLA FOLICULAR

Si tenemos en cuenta la talla folicular, se observa que el dia I de la fase folicular no existen
diferencias en el porcentaje de foliculos normales y foliculos atrésicos, tanto en la categorfa
de 1-2 mm. de didmetro, como en la categoria de foliculos mayores de 4 mm. de didmetro.
En la categoria de 2-4 mm. de didmetro existe una neta mayoria de foliculos atrésicos frente
a los foliculos normales (84.21% vs 15.79%; tabla 4.14., figura 4.35.).

El dia 2 de la fase folicular no existen diferencias entre el mimero de foliculos
normales y de foliculos atrésicos en las categorias de foliculos pequeifios y de foliculos
grandes. En la talla de 2-4 mm. de didmetro, la inmensa mayoria de los foliculos son
atrésicos, siendo el porcentaje de foliculos normales muy bajo (84.61% vs 15.38%, p<0.01;
tabla 4.15., figura 4.36).

El dia 3 de la fase folicular, se obtiene que en los foliculos de 1-2 mm. de didmetro
existe una mayoria de foliculos normales frente a los foliculos atrésicos (90.9% vs 9.10%:
p<0.01). En los foliculos medianos, existe una neto predominio de atresia frente a la
normalidad (83.33% vs 16.66%; p<0.05). Por iltimo, en foliculos grandes no existen
diferencias entre foliculos normales y foliculos atrésicos (tabla 4.16, figura 4.37.).

En el conjunto de los tres dias, en la talla de 1-2 mm. de didmetro se observa que
existe un mayor nimero de foliculos normales que de foliculos atrésicos (64.8% vs 35.1%;
p<0.01). En los foliculos medianos existe una gran mayoria de foliculos atrésicos sobre los
foliculos normales (84.0% vs 16.0%; p<0.01). En los foliculos mayores de 4 mm. de
didmetro, no existen diferencias significativas entre atresia y normalidad (tabla 4.17., figura

4.38.).
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TALLA FOLICULAR NORMALES ATRESICOS
57.14% 42.85%
1-2 mm (8) (6)
15.78%"* 84.21%"
2-4 mm 3) (16)
50.0% 50.0%
> 4 mm (2) (2)

* Letras distintas dentro de una misma fila representan diferencias significativas (p<0.01)
Los nameros entre paréntesis representan el niimero total de foliculos en cada categoria

Tabla 4. 14. Porcentaje de foliculos normales y atrésicos en relacién con la talla folicular.

Dia 1 de la fase folicular

B roLicuLOS NORMALES B FOLICULOS ATRESICOS |

H

100

PORCENTAJE

Figura 4. 35, Porcentaje de normalidad y atresia en funcién de la talla folicular.

Dia 1 de la fase folicular
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TALLA FOLICULAR NORMALES ATRESICOS
50.0% 50.0%
1-2 mm (6) (6)
15.38%* 84.61%"
2-4 mm (2) (I
40.0% 60.0%
> 4 mm (2) (3)

® Letras distintas dentro de una misma fila representan diferencias significativas (p<0.01)
Los nimeros entre paréntesis representan el niimero total de foliculos en cada categoria

Tabla 4. 15. Porcentaje de foliculos normales y atrésicos en relacién con la talla folicular,

Dia 2 de la fase folicular

B roLICULOS NORMALES Bl FOLICULOS ATRESICOS

100

PORCENTAJE

1-2 mm 2-4

Figura 4. 36. Porcentaje de normalidad y atresia en funcién de la talla folicular.
Dia 2 de la fase folicular
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TALLA FOLICULAR NORMALES ATRESICOS
90.90%* 9.099°
1-2 mm (10) (O
16.66%* 83.33%"
2-4 mm (3) (15)
50.0% 50.0%
>4 mm (3) 3)

® Letras distintas dentro de una misma fila representan diferencias significativas (p<0.01)
Los niimeros entre paréntesis representan el niimero total de foliculos en cada categoria

Tabla 4. 16. Porcentaje de foliculos normales y atrésicos en relacién con la talla folicular.

Dia 3 de la fase folicular

W FOLICULOS NORMALES Ml FOLICULOS ATRESICOS

100

PORCENTAJE

Figura 4. 37. Porcentaje de foliculos normales y atrésicos en funcién de la talla folicular.

Dia 3 de la fase folicular
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TALLA FOLICULAR NORMALES ATRESICOS
64 .8%° 35.1%°
1-2 mm (24) (13)
16.00%* 84.00%"
2-4 mm (8) (42)
46.6% 53.3%
> 4 mm (7) (8)

% 1 etras distintas dentro de una misma fila representan diferencias significativas (p<0.01)
Los ntmeros entre paréntesis representan el nimero total de foliculos en cada categoria

Tabla 4. 17. Porcentaje de foliculos normales y atrésicos en cada talla folicular en el
conjunto de la fase folicular

|

B roLICULOS NORMALES M FOLICULOS ATRESICOS

160

80

PORCENTAJE

> 4 mm

Figura 4. 38. Porcentaje de foliculos normales y atrésicos en cada talla folicular en el
conjunto de la fase folicular
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Al comparar €l porcentaje de foliculos normales en la talla de 1-2 mm. de didmetro,
se obtiene que entre los dfas 1 y 2 de la fase folicular no existen diferencias significativas
(57.1% vs 50.0%). El dia 3 existe un mayor nimero de foliculos normales que en los dias
1 y 2; esta diferencia es significativa con respecto al dfa 2 (90.9% vs 50.0%; p<0.05) y
tendente a la significacién con respecto al dia 1 (90.9% vs 57.1%; p<0.1, tabla 4.18.,
figura 4.39.).

En las tallas de 2-4 y mayores de 4 mm. de didmetro, no se obtienen diferencias entre
el nimero de foliculos atrésicos y de foliculos normales a lo largo de los tres dias de la fase
folicular, siendo los porcentajes de atresia y normalidad, pricticamente similares (tablas

4.19. y 4.20., figuras 4.40. y 4.41.).

Dentro de las categorias de atresia se comprueba que en foliculos pequefios predomina
la atresia temprana sobre la avanzada (76.9% vs 23.1%; p <0.05; tabla 4.21., figura 4.42.),
mientras que en los foliculos grandes ocurre lo contrario y existe una mayoria de foliculos

en atresia avanzada sobre foliculos en atresia temprana, aunque no llega a la significacién
(75% vs 25%; p<0.15, tabla 4.21., figura 4.42.). En el tamafio de 2-4 mm. de didmetro,

no existen diferencias entre atresia temprana y atresia avanzada (tabla 4.21., figura 4.42.).
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NORMALES ATRESICOS
57.14% 42 85%®
DIA 1 (8) 6)
50.00%" 50.00%"
DIA 2 (6) (6)
90.9%" 9.09%"
DIA 3 (10) (h

* Letras distintas dentro de una misma columna representan diferencias significativas (p<0.05)
Los nlimeros entre paréntesis representan el ntmero total de foliculos en cada categoria

Tabla 4. 18. Porcentaje de foliculos normales y atrésicos en foliculos pequefios (1-2 mm.
de diametro) a lo largo de la fase folicular

B roLicULOS NORMALES Ml FOLICULOS ATRESICOS |

100

PORCENTAJE

DIA 2

Figura 4. 39. Porcentaje de normalidad y atresia en foliculos pequefios a lo large

de la fase folicular
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NORMALES ATRESICOS
15.78% 84.21%
DIA 1 (3) (16)
15.38% 84.61%
DIA 2 (2) (11)
16.6% 83.3%
DIA 3 3) (15)

Los numeros entre paréntesis representan el namero total de foliculos en cada categoria

Tabla 4. 19. Porcentaje de foliculos normales y atrésicos en foliculos medianos (2-4 mm.
de didmetro) a lo largo de la fase folicular

ll FOLICULOS NORMALES M FOLICULOS ATRESICOS 1

100

PORCENTAJE

Figura 4. 40. Porcentaje de normalidad y atresia en foliculos medianos a lo largo
de Ia fase folicular
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7 NORMALES ATRESICOS
50.0% 50.0%
DIA 1 2) )
40.0% 60.0%
DIA 2 (2) (3)
50.0% 50.0%
DIA 3 (3) (3)

Los numeros entre paréntesis representan el nimero total de foliculos en cada categoria

Tabla 4. 20. Porcentaje de foliculos normales y atrésicos en foliculos grandes (> 4 mm.
de didmetro) a lo largo de la fase folicular

‘ B FOLICULOS NORMALES Bl FOLICULOS ATRESICOS |

100

80

60

PORCENTAJE

DIA 2

DIA 3

Figura 4. 41. Porcentaje de normalidad y atresia en foliculos grandes a lo largo

de la fase folicular
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TIPOS DE ATRESIA
TALLA FOLICULAR ATRESIA TEMPRANA ATRESIA AVANZADA

76.92%"* 23.07%"

1-2 mm (10) (3)
54 76% 45.24%

2-4 mm (23) (19)
25.0% 75.0%

>4 mm 2) 6)

* Letras distintas dentro de una misma fila representan diferencias significativas (p<0.01)
Los niimeros entre paréntesis representan el ntmero total de foliculos en cada categoria

Tabla 4. 21. Porcentaje de los grades de atresia en funcién de la talla folicular a lo

largo de la fase folicular

B ATRESIA TEMPRANA B ATRESIA AVANZADA |

100

80

PORCENTAJE

1-2 mm

2-4 mm

> 4 mm

Figura 4. 42. Porcentaje de los grados de atresia en funcién de la talla folicular a

lo largo de la fase folicular
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4.3. CULTIVOS CELULARES

4.3.1. PROLIFERACION DE LAS CELULAS DE GRANULOSA

El nimero total de ovarios empleados en esta experiencia fueron 14, procedentes de un total
de 7 animales. El niimero medio de foliculos integros obtenidos por ovario fue de 6.85, 3.28
y 0.85 para foliculos pequefios (1-2 mm. de didmetro), medianos (2-4 mm.) y grandes (>

4 mm.), respectivamente.

El niimero de células obtenidas en los foliculos pequefios era alrededor de 147000
células/foliculo, con un indice de viabilidad del 23.81%, obteniendo una media de 35000

células vivas/foliculo. La concentraci6n inicial de siembra era de 360000 + 27000 (media

+ error estdndar) células de granulosa/ml.

El mimero de células obtenidas de los foliculos medianos era alrededor de 181000
células/foliculo, con un indice de viabilidad del 20.5%, obteniendo una media de 37000
células vivas/foliculo. La concentracién inicial de siembra era de 360000 + 24000 (media

+ error estdndar) células de granulosa/ml.

El nimero de células obtenidas de los foliculos grandes era alrededor de 420000
células/foliculo, con un indice de viabilidad del 21.1%, obteniendo una media de 88000
células vivas/foliculo. La concentracién inicial de siembra era de 360000 + 28000 (media

+ error estdndar) células de granulosa por pocillo.

En los foliculos pequeifios obtenemos que con respecto a la concentracién inicial,

después de 72 horas de cultivo existe un mayor y significativo nimero de células de
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granulosa tanto en el tratamiento bajo como en el tratamiento medio (p<0.05 y p<0.01,
respectivamente; tabla 4.22.).

La proliferacién de las células de granulosa sometidas al tratamiento alto es inferior
tanto al tratamiento bajo (tendente a la significacién, p<0.06), como al tratamiento medio
(diferencia significativa, p<0.01; tabla 4.22.).

Dentro de los foliculos medianos se observa que no existen diferencias significativas
entre el nimero de células de granulosa presentes a las 72 horas de cultivo independiente-

mente del tipo de tratamiento empleado, asi como tampoco existen diferencias con respecto

a la concentracién inicial (tabla 4.22.).

Dentro de los foliculos grandes se observa que no existen diferencias significativas
entre el nimero de células de granulosa presentes a las 72 horas de cultivo independiente-
mente del tipo de tratamiento empleado, asi como tampoco existen diferencias con respecto

a la concentracion inicial (tabla 4.22.).

TIPO DE TRATAMIENTO EMPLEADO
TALLA CONCENTRACION (insulina)

FOLICULAR INICIAL

(N® células/ml) CONTROL BAJO MEDIO ALTO
0) (0.05 Ul/wl) (0.5 UL/ml) (1.0 Ul/m))

1-2 mm 360000" 581000'3 6160002 693000 437000"
2-4 mm 360000 427000 813000 627000°" 808000
> 4 mm 360000 320000 320000° 307000° 461000

%3 Nimeros diferentes dentro de una misma fila representan diferencias significativas (p <0.05)
** Letras distintas dentro de una misma columna representan diferencias significativas (* p<0.05; ™ p<0.01).

Tabla 4. 22. Proliferacién de las células de granulosa (mimero de células/ml) a las 72
horas de cultivo en funcién del tipo de tratamiento y la talla folicular
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Comparando las tallas foliculares entre si se obtiene que al valorar foliculos pequefios
y medianos, los foliculos medianos presentan una mayor proliferacién celular (no
significativa) a las 72 horas de cultivo en los tratamientos bajo y alto que los foliculos

pequeiios (tabla 4.22.).

Al comparar foliculos pequefios y grandes, la poblacién celular obtenida a las 72
horas es mayor en los cultivos realizados con células procedentes de foliculos pequefios para

los tratamientos bajo y medio (p<0.05 y p<0.01, respectivamente; tabla 4.22.).

Por ultimo, al comparar foliculos medianos y grandes se obtiene que la poblacion

folicular alcanzada a las 72 horas es mayor en los cultivos de células de granulosa

procedentes de foliculos medianos, en los tratamientos bajo y medio (tabla 4.22.).

Si unimos los foliculos pequefios y medianos (1-4 mm.) y lo comparamos con los
foliculos grandes (> 4 mm.) se observa que en todos los tratamientos existe una mayor
capacidad proliferativa en las células procedentes de foliculos entre 1 y 4 mm. de didmetro;

sin embargo, s6lo en el tratamiento medio esta diferencia es significativa (p<0.01; tabla
4.23.).

TIPO DE TRATAMIENTO EMPLEADO
TALLA CONTROL TRATAMIENTO TRATAMIENTO | TRATAMIENTO
FOLICULAR BAJO MEDIO ALTO
14 mm 504000 714500 660000 672500
> 4 mm 320000 320000 307000 461000
e ————ea)

** Letras distintas dentro de una misma columna representan diferencias significativas (p<0.01)

Tabla 4.23. Proliferacién celular (mimero de células/ml) a las 72 horas de cultivo segin

el tratamiento y en tallas de 1-4 mm. y > 4 mm. de didmetro
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4.3.2. CAPACIDAD ESTEROIDOGENICA DE LAS CELULAS DE GRANULOSA

A las 24 horas de cultivo, las células de granulosa procedentes de foliculos de I-2 mm. de
didmetro producfan cantidades muy pequefias de progesterona. El nivel medio de
progesterona producido fue de 0.114 + 0.036 ng/ml (0.065-0.185; tabla 4.24.).

Las células de granulosa procedentes de foliculos de 2-4 mm. y mayores de 4 mm. de
didmetro producen cantidades apreciables de progesterona a las 24 horas de cultivo, con una
produccién media de 0.307 + 0.195 ng/ml (0.085-0.696) y 0.233 + 0.100 ng/ml (0.104-
0.430) respectivamente (tabla 4.24.).

Al comparar la produccién de progesterona entre las distintas tallas foliculares se
observa que a las 24 horas de cultivo, tanto los foliculos medianos como los foliculos grandes
producian mayor cantidad de progesterona que los foliculos pequefios (p<0.01 y p<0.05
para foliculos medianos y grandes respectivamente). No existian diferencias significativas en
la produccion de progesterona a las 24 horas de cultivo entre las células de granulosa

procedentes de foliculos medianos y de foliculos grandes (tabla 4.24.).

TALLA FOLICULAR NIVELES DE PROGESTERONA (ng/ml)
FOLICULOS PEQUENOS 0.114 + 0.036*
FOLICULOS MEDIANOS 0.307 + 0.195"
FOLICULOS GRANDES 0.233 + 0.100™

*b Letras distintas dentro de una misma columna representan difcrencias significativas (* p<0.05; < p<0.01).

Tabla 4. 24. Concentracién de progesterona en el medio de cultivo (ng/ml) a las 24 horas
de cultivo en las distintas tallas foliculares
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5.1. CARACTERIZACION DEL CICLO

5.1.1. ESTRO

5.1.1.1. Comportamiento estral

De manera similar a otros autores (Adams et al., 1988; Bland and Jubilan, 1987; Baril et al.,
1993), el comportamiento estral queda perfectamente definido como la inmovilidad al salto,

no teniendo en cuenta ninguno de los restantes sintomas de celo para determinar su duracién.

Durante el periodo previo a la instauracion del celo, la oveja canaria muestra una
ausencia total de inmovilidad al cortejo, y s6lo en 1 de 13 observaciones mostraba sintomas
de busqueda y coleteo. Esta observacion se correspondia con una oveja que 6 horas después
ya habfa entrado en celo. Tras el perfodo de celo, los niveles de biisqueda, inmovilidad al
cortejo y coleteo son muy bajos, y su duracién no se prolonga por encima de las 6 horas tras
el final del celo, pudiéndose considerar, por tanto, como sintomas residuales. Bland and
Jubilan (1987) obtienen ausencia total de coleteo, biisqueda e inmovilidad al cortejo en el
periodo previo al celo, y estos sintomas tienden desaparecer casi al mismo tiempo que

finaliza la receptividad sexual (tabla 4.1.).

Durante €l celo y en especial durante sus primeras 24 horas, los sintomas de
inmovilidad al cortejo, biisqueda y coleteo alcanzan sus valores més altos en la oveja canaria.
La atraccién y la inmovilidad al cortejo aparecen en todos los celos, mientras el coleteo
aparece en algin momento en 12 de los 13 celos controlados, si bien aparece y desaparece
a lo largo del mismo (Bland and Jubilan, 1987; Baril ef al., 1993), siendo un sfntoma muy

indicativo, pero no especifico de la presencia del celo (tabla 4.1.).
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La miccién y los balidos en respuesta a la presencia del macho presentan unos valores
altos antes y después del celo, si bien los balidos tendian a ser mds irregulares. El macho tras
el olfateo de la orina realizaba el flehmen y por lo general, el interés del macho se atenuaba
en este periodo de ausencia de receptividad sexual (tabla 4.2.). Durante el periodo del celo,
el porcentaje de ovejas que realizan miccién al entrar en contacto con el macho era menor
y un hecho similar ocurria con los balidos. Asimismo, durante el periodo del celo disminufa
el porcentaje de flehmen del macho en respuesta al olfateo de la orina (tabla 4.1.). Bland and
Jubilan (1987) obtienen que en el perfodo de ausencia de receptividad sexual, el porcentaje
de ovejas que miccionaban en respuesta a la presencia del macho era superior que cuando
las ovejas se encontraban en celo, y que el porcentaje de flehmen del macho en respuesta al

olfateo a la orina era mayor en ausencia de receptividad sexual.

Por tanto, la miccién de la oveja en presencia del macho puede tratarse de un medio
para comunicar un estado fisiolégico; durante la ausencia del celo, la miccién (Bland and
Jubilan, 1987; Blissit et al., 1994) y/o la postura de miccién (Bland and Jubilan, 1987), junto
con la falta de inmovilidad (Bland and Jubilan, 1987; Adams et al., 1988; Raril er al., 1993),
le indican al macho la ausencia del celo y el macho mediante el flehmen confirma el estado
reproductivo dc la hembra. Durante ¢l periodo del celo, las ovejas no hace falta que
miccionen tan frecuentemente para indicar su estado reproductivo al macho; su inmovilidad

es un signo definitorio.

Por otro lado, la miccién de las ovejas al entrar en contacto con el macho durante el
periodo de ausencia del celo, puede ser motivado por una actitud de aprensién o intimidacién
que le provoca el contacto con el macho. Durante el perfodo de receptividad sexual, la
atraccién de la oveja por el macho puede subyugar ese temor y provocar una disminucién
- del mimero de micciones. Este hecho puede guardar relacién con el mayor nimero de balidos

que las ovejas emiten en ausencia del celo, ante la presencia del macho.
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5.1.1.2. Intervalos

5.1.1.2.1. Intervalo retirada de las esponjas-inicio del celo

El modelo de sincronizacién utilizando esponjas intravaginales de FGA durante 14 dias y a
su retirada la aplicacién de un andlogo de prostaglandina, se traduce en la aparicién del

comportamiento estral a las 40.85 + 4.84 horas (tabla 4.3.) en la oveja canaria.

La utilizacién exclusiva de esponjas intravaginales o de prostaglandinas en época
reproductiva y en ovejas de tasa de ovulacion similar a la canaria, se traduce en la aparicién
del celo en un tiempo similar al obtenido en la oveja canaria. Oyedipe er al. (1989)
trabajando con ovejas Yankasa obtiene que el celo aparece a las 44.5 + 4.5 horas tras la
retirada de las esponjas. Schackell (1991) obtiene una aparicién del celo a las 40.4 horas
después de la retirada de las esponjas (FGA) en ovejas Coopworth, con un 80% de ovejas
mostrando celo a las 40 horas tras la retirada de las esponjas. Por otro lado, la aplicacién de
prostaglandinas (sin la utilizacién previa de esponjas) en fase luteal provoca la aparicién del
celo a las 44.0 + 1.8 y 43.5 + 1.8 para ovejas Ile de France y Predlpes respectivamente
(Bindon ez al., 1979); en ovejas Corriedale tras la aplicaci6n de la prostaglandina, el celo

acontece a las 54 horas aproximadamente (Driancourt and Cahill, 1984).

En aquellos tratamientos de sincronizacién que incorporan PMSG, el intervalo entre
la retirada de las esponjas y el inicio del celo se acorta. Asf la aplicacién de PMSG en el
momento de la retirada de las esponjas, provoca la aparicién del celo a las 27.0 + 1.6 horas
en las ovejas Galway (Quirke er al., 1981) y entre 27-37 horas en las ovejas Yankasa

(Oyedipe et al., 1989), debido a que la PMSG incrementa y acelera la maduracién folicular.

Por lo tanto, el modelo de sincronizacién empleado en la raza canaria se encuadra
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dentro de los limites habituales con respecto a la aparicién del celo.

5.1.1.2.2. Duracién del celo

La oveja canaria no presenta diferencias apreciables en la longitud total del celo natural y del
celo sincronizado. Loftsson and Dyrmindsenn (1990) y Kasemm ez al. (1990) tampoco
encuentran diferencias significativas entre la duracién del celo natural y del celo sincroniza-
do, después de someter a la oveja a un tratamiento de sincronizacién previo, mediante el uso

de esponjas intravaginales.

La duracion del celo en la oveja canaria (42.46 + 2.91 horas, tabla 4.3.) es
ligeramente superior a los niveles obtenidos para otras razas de similar tasa de ovulacién. Las
ovejas Galway presentan una duracién del celo de 34.0 + 3.2 horas y una tasa de ovulacién
de 1.7, tras un tratamiento sincronizador con esponjas intravaginales de FGA durante 14 dfas
(Adams er al., 1988). Asimismo, las ovejas Predlpes con una tasa de ovulacién de 1.7,
presentan una longitud de celo de 39.0 + 2.9 horas tras un tratamiento de sincronizacién con
PGF-2« (Bindon ef al., 1979). Por iiltimo, la raza Dorset con una tasa de ovulacién de 1.54
presenta una duracién del celo casi similar a la oveja canaria, con una duracién de 40-41

horas (Quirke ez al., 1988).

En ovejas con tasa de ovulacion elevada, la duracién del celo es superior al de la raza
canaria, situdndose sobre las 46 horas en la raza Finnish Landrace (Adams ez al., 1988) y

53 horas en la Romanov (Bindon et al., 1979).

En tratamientos donde se aplica la PMSG, la duracién del celo es variable en funcién
de la dosis de PMSG utilizada. En ovejas Yankasa, con dosis de 250 y 750 UI de PMSG la

duracion del celo es de 61.3 y 50 horas respectivamente; esta elevada duracién del
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comportamiento estral se explica por el incremento de las concentraciones plasmdticas de
estradiol que la aplicacién de la PMSG genera (Oyedipe et al., 1989). Sin embargo, en
ovejas Galway la aplicacién de PMSG (500 UI) provoca una duracién del celo de 27.0 + 1.6
horas (Quirke er al., 1981). Esta amplitud de valores parecen explicarse por la alta

variabilidad de respuesta frente a la PMSG.

5.1.1.2.3. Intervalo retirada de esponjas-ovulacién

El intervalo entre la retirada de las esponjas y el momento de la ovulacién presenta un valor
alargado, por encima de las 80 horas de duraci6n (tabla 4.3.). Si tenemos en cuenta que el
pico de LH se presenta por encima de las 60 horas desde la retirada de las esponjas, parece
normal que la ovulacién se presente alrededor de 20 horas después. En ovejas Coopworth,
la ovulacién aparece a las 71.2 horas tras la retirada de las esponjas, habiéndose situado el

pico de LH alrededor de las 48 horas (Schackell, 1991).

5.1.1.2.4. Intervalo inicio del celo-ovilacién

[l intervalo entre el inicio del celo y el momento de ovulacién, no difiere de manera
significativa entre el celo sincronizado y el celo natural en la oveja canaria, situdndose como
media alrededor de las 41 horas de duracién (tabla 4.3.). Schackell (1991) trabajando con
ovejas Coopworth obtiene que tras un tratamiento de sincronizacién con esponjas
intravaginales (FGA), este intervalo se situaba alrededor de las 31 horas de duracién. La
mayor amplitud de este intervalo en la oveja canaria puede tratarse de un reflgjo de la mayor
duracién del celo y guarda relacién con el pico de LH que se sitda alrededor de 20-25 horas
respecto al inicio del celo. Del mismo modo, la ovulacién cn la ovcja canaria es coincidente
con el final del celo, situacién que acontece de manera similar en otras razas ovinas (Adams

et al., 1988; Schackell, 1991).
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5.1.2. TASA DE OVULACION

La tasa de ovulacion de la oveja canaria (1.53, tabla 4.3.) permite integrar esta raza dentro
del grupo de razas con una tasa de ovulacién ligeramente baja. La tasa de ovulacién de la
oveja canaria es superior a ovejas de tipo Yankasa (1.0; Oyedipe et al., 1989) o Awassi (1.2;
Kassem ez al., 1990), mientras que es prdcticamente similar a las ovejas Ile-de-France (1.63;
Bindon ez al., 1979; 1.5, Cahill er al., 1981) o a las ovejas Galway (1.7, Adams et al.,
1988), y es netamente inferior a las razas de elevada prolificidad tipo Romanov (2.7; Bindon
et al., 1979; 3.2, Cahill e al., 1981) o Finnish Landrace (3.6, Adams e al., 1988). La raza
canaria, en funcidn de su tasa de ovulacién presenta caracterfsticas intermedias entre razas

de baja tasa de ovulacion y razas con una tasa de ovulacién superior.

5.1.3. LONGITUD DEL CICLO ESTRAL

Los métodos para determinar la longitud del ciclo estral en la raza canaria (intervalo entre
celos, intervalo entre ovulaciones) se muestran complementarios, puesto que los valores
obtenidos son practicamente similares (18.9 vs 19.1, respectivamente; tabla 4.3.), con un
indice de correlacién elevado (r>>0.8). La longitud del ciclo estral en la oveja canaria puede
considerarse prolongado en comparacién tanto con razas poco prolificas, Yankasa (16.5 dias,
Oyedipe ez al., 1989), Awassi (17.4 dias, Kassem et al., 1990), Dorset (17.0 dias, Quirke
et al., 1988); como con razas de una tasa de ovulacién superior, Finnish Landrace (17.2,
Quirke et al., 1988).

Sin embargo, en razas nativas de la India nos encontramos con ciclos estrales de
duracién elevada. En la raza Bannur, la duracién del ciclo se sitda en 19. 4 dfas (Narajarias-
wany and Balaine, 1976); en la raza nativa Muzaffarnagri, la duracién del ciclo estral

presenta un valor de 19.3 dias (Rawal ez al., 1988). Por otro lado, en la raza West African
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Dwarf, la duracién del ciclo se encuentra cercana a los 18.5 dfas (Boly et al., 1992). Las
razas ovinas tropicales tienen una duracién media del ciclo de hasta 18.6 dfas (Carles and
Kipnegno, 1986; Farid and Macharechian, 1987).

Probablemente, la elevada duracidn del ciclo estral en la oveja canaria, sea debido a
la mayor duracién de la fase luteal. Aquellas razas con ciclos estrales por encima de los 18
dfas, presentan una mayor duracién tanto de la fase luteal como de la fase folicular (Carles

Kipnegno, 1986; Boly et al., 1992)

5.14.1H

5.1.4.1. Intervalo retirada de las esponjas-pico de LH

El intervalo entre la retirada de las esponjas y el pico de LH en la oveja canaria (63.42 +
10.34, tabla 4.3.) es ligeramente superior a los valores para otras razas de similar tasa de
ovulacién. De cualquier forma encontramos una amplia variacién en la longitud de este
pardmetro: en ovejas Coopworth obtenemos una duracién media de 48 horas para este
intervalo (Schackell, 1991), mientras que en ovejas Ile de France y Predlpes obtenemos unos
valores de 51.0 y 57.0 respectivamente (Bindon er al., 1979). En la raza Galway se
encuentra por encima de las 50-55 horas (Adams er al., 1988), y en esta misma raza si se
aplica un tratamiento con PMSG se acorta enormemente este intervalo, hasta situarse por
debajo de las 40 horas. Por iiltimo, en la raza Corriedale tras la aplicacién de prostaglandina,

el intervalo hasta la aparicién de la onda de LH se sitida entre 54-60 horas (Tsonis ez al.,
1984).
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5.1.4.2. Intervalo inicio del celo-pico de LH

El intervalo inicio de celo-pico de LH se encuentra alargado en la raza canaria (25.33 +
9.20, tabla 4.3.) . Este intervalo también presenta una amplia variacién en su longitud en
otras razas ovinas, si bien en la mayorfa de las ocasiones el pico de LH se encuentra,
acoplado con el inicio del celo (6.4 h. -raza Galway-, Quirke et al., 1981; 4.1 h.-raza
Galway-, Adams er al., 1988; 4.4 h. -raza Finnish Landrace x Rambouillet-, Rawlings and
Cook, 1992), o bien acontece muy tempranamente en el celo (13.5 h. -raza Preélpes-, Bindon
et al., 1979). En razas de mayor tasa de ovulacién, el pico de LH aparece al inicio del celo
(11.2 h. -raza Finnish Landrace-, Adams ef al., 1988), o bien ya ha avanzado el celo, (25.1
h. -raza Romanov-, Bindon e al., 1979), si bien en estas razas prolificas la duracién del celo
es notoriamente superior. A la vista de la duracién del celo de la oveja canaria, no parece
probable que €l pico de LH se acerque mucho mds al inicio del celo, y que por tanto, en la

oveja canaria se sitia alrededor de la mitad del celo.

5.1.4.3. Intervalo pico de LH-final del celo

Entre el pico de LH y el final del celo de la oveja canaria, obtenemos un valor medio
alrededor de 17 horas (tabla 4.3.); este nivel es inferior al obtenido para otras razas de
parecida tasa de ovulacién (25 h. -razas Ile de France y Predlpes-, Bindon et al., 1979; 30
h. -raza Galway-, Adams er al., 1988), mientras que en las razas de superior tasa de
ovulacion, este intervalo es atin mayor (35 h. -raza Finnish Landrace-, Adams et al., 1983).
El hecho de que este intervalo en la oveja canaria sea menor que en otras razas de similar

prolificidad, tiene coherencia con la mayor duracién del intervalo inicio celo-pico de LH, y

refuerza la idca de que el pico de LH en la oveja canaria se vendrfa a situar alrededor de la »

mitad del celo.

157

ria. Bibliotece Digital, 2003

© Universidad de Las Palmas de Gren Canal




Discusién

El elevado error standard que presenta este wltimo parémetro (17.33 + 9.37 horas)
es debido a que una oveja presentd el pico de LH dos horas antes de l1a deteccién del primer

celo y otro animal presentd el pico de LH 18 horas después de la finalizacién del celo.

5.1.4.4. Intervalo pico de LH-ovulacién

Entre el pico de LH y la ovulaci6n transcurren alrededor de 20 horas (tabla 4.3.) con unos
extremos bastantes amplios (8-33 h.), probablemente debido al hecho de que sélo se
detectaba el momento de ovulacién una vez cada 24 horas, y por tanto se podia cometer un
error de hasta 12 horas en determinar el momento de ovulacién. Sin embargo, parece que
en este pardmetro se ha compensado bastante bien las posibles desviaciones, puesto que el
valor obtenido (20 horas), se encuentra cercano al valor considerado normal para las

diferentes razas ovinas (20-26 horas; Goodman, 1988).

5.1.4.5. Onda preovulatoria de LH

El nivel medio del pico de LH (56.3 ng/ml; tabla 4.4.) en la oveja canaria se encuentra
situado en un nivel intermedio en comparacién con otras razas: Finnish Landrace x
Rambouillet (39.3 ng/ml, Rawlings and Cook, 1993), Romanov (54.4 ng/ml, Cahill ez al.,
1981), Finnish Landrace (75.2 ng/ml, Adams et al., 1988), Ile de France (78.5 ng/ml; Cahill
et al., 1981), Clun Forest (92.9 ng/ml, Davies and Beck, 1993). No parece que la
concentracién de LH se encuentre relacionado con la T.O. ni dentro de una misma raza ni
entre razas diferentes (Adams er al., 1988). En la oveja canaria, tampoco existe relacién

entre la concentracion maxima de LH y la tasa de ovulacién (r=0.15; p>0.8).

La duraci6n de la onda de LH queda definida por lo general como el tiempo durante

el cual los niveles de LH se encuentran por encima de una determinada concentracién.
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Rawling and Cook (1993) definen la duracién de la onda cuando los niveles de LH se
encuentran por encima de 2 ng/ml y obtienen una duracién de la onda de 13.5 horas; Davies
and Beck (1993) utilizando un método similar obtienen una duracién media de 12.3 horas en
la raza Clun Forest. Quirke ef al. (1981) obtiene una duracién de la onda de 8.1 horas en
la raza Galway, si bien aplica PMSG y considera que la descarga preovulatoria se sittia por
encima de 20 ng/ml. Baird and McNeilly (1981) definen que la onda preovulatoria de LH
ha comenzado cuando los niveles de LH se encuentren por encima de 5 ng/ml, obteniendo
una duracién de la onda superior a las 12 horas. En la raza canaria, partiendo de 5 ng/ml,
obtenemos una duracién media de la onda ligeramente por encima de las 14 horas (tabla
4.5.), guardando una estrecha relacién con la cantidad final de LH liberada durante este

periodo.

El drea bajo el pico de LH se ha ajustado con respecto a la duracién de la onda de
manera similar a otros autores, que definen el 4rea bajo el pico de LH como la suma de
valores de LH observados durante el periodo de descarga (Cahill ez al., 1981, Quirke ef al.,
1981). Sin embargo, Adams er al. (1988) define el 4rea bajo el pico de LH, como la suma
de los valores de LH que se integran desde 12 horas antes hasta 12 horas después de la
concentracion mdxima de LH. Consideramos que el método que hemos utilizado en la oveja
canaria permite determinar con bastante fiabilidad este pardmetro. El valor del 4rea bajo la
curva se sitiia en la oveja canaria en un nivel intermedio (357 ng/ml; tabla 4.6.), por debajo
de la raza Ile de France (Cahill ef al., 1981) y por encima de los valores descritos para la
raza Romanov (Cahill e al., 1981) y la raza Galway (Quirke et al., 1981), si bien en esta
tiltima raza se aplica un tratamiento de PMSG. La LH total liberada a lo largo de la onda
preovulatoria tampoco tiene influencia sobre la tasa de ovulacién en la oveja canaria, de

manera similar a lo descrito por otros autores (Adams er al., 1988).

Por otro lado, teniendo en cuenta la elevada correlacién entre la duracién de la onda
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de LH y el 4rea bajo el pico de LH, se puede afirmar que en la oveja canaria la concentra-
cion total del 4rea bajo el pico de la onda preovulatoria de LH depende fundamentalmente
de la duracién de dicha onda, y en menor medida de la concentracién alcanzada en el pico

de la misma.

La velocidad de ascenso de la onda de LH en la raza canaria es inferior a la velocidad
de descenso (tabla 4.6.). Esto es debido fundamentalmente a que desde el pico de LH hasta
4 horas después del mismo se produce un descenso vertiginoso con una velocidad de 11.4
ng/hora (frente a los 8.7 ng/hora de velocidad de ascenso desde -4/0 horas con respecto al
pico de LH), mientras que desde + 4 h. hasta el comienzo de los niveles basales la velocidad
de la onda es mucho mds moderada. Rawlings and Cook (1993) trabajando con ovejas Clun
Forest, obtienen una caida mds brusca de los niveles de LH en la fase descendente, y por lo

tanto, la velocidad de descenso de la onda es mayor que la de ascenso.

5.1.5. PROGESTERONA

El método utilizado (radioinmunoandlisis con extraccién) para determinar los niveles de
progesterona plasmadtica a lo largo del ciclo estral de la oveja canaria, permite observar
claramente dos fases netamente diferenciadas: una fase de niveles < 0.5 ng/ml, donde tienen
lugar las manifestaciones estrales, el pico de LH y la ovulacién, y una fase con niveles por
encima de 0.5 ng/ml, coincidente con la presencia del cuerpo liteo en el ovario. Para
algunos autores los niveles basales de progesterona quedan definidos por debajo de 0.5 ng/ml
(Bindon e al., 1979; Cahill ez al., 1981; Adams et al., 1988), mientras que para otros los
niveles basales se mantienen hasta 1 ng/ml (Rhind ef al., 1985; Mukasa-Mugerwa et al.,
1990).
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Las diferentes fases observadas con la técnica empleada en nuestra experiencia son
similares tanto a las apreciadas por RIA sin extraccién (Cahill et al., 1981; Oyedipe et al.,
1989; Davies and Beck, 1993), como por ELISA (Mukasa et al., 1990).

El dia del pico de LH, los niveles de progesterona de la oveja canaria son basales
(tabla 4.7.), de manera similar al resto de razas ovinas (Adams et al., 1988; Oyedipe et al.,
1989; Mukasa et al., 1990). El perfil de progesterona (fase de niveles basales post pico de
LH, fase de ascenso, fase de meseta, fase de descenso, y niveles basales hasta nuevo pico
de LH) de la oveja canaria se encuentra presente en numerosas razas, con independencia de
su prolificidad (Cahill e al., 1981; Adams er al., 1988), y del método empleado (Bindon ez
al., 1979; Cahill er al., 1981; Mukasa et al., 1990). Sin embargo, donde sf se observan
diferencias es en la duraci6n de cada una de las fases del perfil de progesterona, que tienen

reflejo en la longitud del ciclo estral.

Tras el pico de LH, en la oveja canaria se observa una fase de niveles basales con una
duracién media cercana a de los tres dfas de duracién (tabla 4.8.). Este perfodo de nivclcs
basales guarda coherencia con la duracién obtenida tanto para la raza Ile de France (3 dias;
Cahill er al., 1981), como para la raza Romanov (cercana a los tres dias; Cahill ez al.,
1981). Por tanto, una mayor duracién del comportamiento estral, no conlleva una fase mds
prolongada de niveles basales de progesterona. En ovejas Yankasa, la duracién de esta fase
es de unos 4 dfas, si bien se toma como referencia el inicio del celo y los niveles basales se

estiman hasta 1 ng/ml (Oyedipe et al., 1989).

La duracidn de la fase de ascenso de la oveja canaria se encuentra cercana a los 4 dias
de duracidn y la concentracién media que se obtiene se sitda por debajo de los 2 ng/mi (tabla
4.8.). En ovejas Ile de France, la duracién de esta fase es de unos 4 dfas y con niveles

medios de progesterona por debajo de los 2 ng/ml; en ovejas Romanov, la duracién de este
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periodo oscila entre 3 y 4 dias, y los niveles de progesterona son ligeramente superiores a
2 ng/ml (Cahill ez al., 1981). En ovejas de mayor T.O. se observa un ascenso de los niveles
de progesterona mds rdpido que en las de menor T.O. (Cahill ez al., 1981; Adams ez al.,
1988); en la oveja canaria no se observa relacién entre una mayor T.O. y un ascenso mds
répido, probablemente como resultado del reducido niimero de animales empleados en este

estudio.

La fase de meseta en la oveja canaria aparece como media a los 8 difas tras el pico
de LH, tiene una duracién cercana a los 9 dfas (tabla 4.8.) y los niveles (ng/ml) mds altos
se encuentran entre los dias 9 y 13 con respecto a la ovulacién vista. Esta fase de meseta es
la que probablemente determina la mayor duracidn del ciclo estral en la oveja canaria, puesto
que en otras razas esta fase tiene una longitud inferior: en ovejas Ile de France, tiene una
duracioén de 7 dias; en Romanov, duracién entre 7-8 dfas (Cahill ez al., 1981); en Yankasa,

5 dias de duracién (Mukasa ez al., 1990).

Es en la fase de meseta donde se presentan los niveles mds altos de progesterona
(Bindon et al., 1979; Cahill et al., 1981; Adams et al., 1989; Oyedipe et al., 1989; Mukasa
er al., 1990). Los niveles de progesterona en la fase luteal, y sobre todo en la fase de
meseta, son mds elevados en las razas de mayor tasa de ovulacién que en las de menor T.O.
(Bindon ez al., 1979; Cahill et al., 1981); el incremento de la secrecién de progesterona
durante la fase luteal en razas de elevada prolificidad parece ser una consecuencia, mds que
una causa, del nimero de cuerpos liiteos presentes (Cahill e al., 1981; Adams et al., 1989).
Nosotros no hemos ohservado una buena correlacién entre el nimero de cuerpos liteos y la
concentracion de progesterona en la fase de meseta luteal o la duracién de esta fase; al igual
que ocurria en la fase de ascenso, puede ser resultado de un niimero insuficiente de animales,
o bien que dentro de la raza canaria las diferencias en los niveles de progesterona resultado

del nimero de cuerpos liteos presentes no llegan a ser significativa.
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La concentracién de progesterona durante el periodo de meseta en la oveja canaria
presenta unos valores medios que oscilan entre 5-9 ng/ml. La mayoria de los autores realizan
la determinacién de la progesterona plasmatica mediante radioinmunoandlisis sin extraccién,
con una gran diversidad en cuanto a la concentracién alcanzada. Bindon et al (1979) obtienen
valores entre 2.0-2.5 ng/ml durante la fase luteal en la raza Predlpes, y valores cercanos a
los 3.5 ng/ml en la raza Romanov. Cahill et al. (1981) observan valores cercanos o
superiores a 2 ng/ml entre los dfas 7 a 14 respecto al pico de LH en la raza Ile de France,
mientras que en Romanov se sitian por encima de los 3 ng/ml. Oyedipe et al. (1989), en
ovejas Yankasa utilizando también un RIA sin extraccién, obtienen valores entre 2-3 ng/ml
durante la fase de meseta; en este mismo trabajo, se generan valores entre 4-9 ng/ml tras la
aplicacién de 500 UI de PMSG, el dia de la retirada de las esponjas. Por otro lado, la
utilizacién de un RIA con extraccién de caracteristicas similares al utilizado en nuestra
experiencia, permite obtener valores de 8.8 + 2.2. ng/ml durante los dias 14 y 15 del ciclo
estral en ovejas ciclicas Romanov (Monniaux, 1987); asimismo, 1a utilizacién de un RIA con
extraccién ligeramente diferente al utilizado en nuestra experiencia, permite obtener valores
cercanos a 3 ng/ml antes de la luteolisis en la raza Galway y sobre 4 ng/ml en la raza

Finnish Landrace (Adams et al., 1988).

En la oveja canaria, la fase de descenso tiene una duracién inferior a los 2 dias,
presentando por tanto una pendiente mds pronunciada que la fase de ascenso (tabla 4.8.).
Esta brusca cafda de los niveles de progesterona en la oveja canaria, es practicamente similar
en todas las razas: en Ile de France (Cahill ez al., 1981) y en Yankasa (Mukasa ez al., 1990),
dura poco mds de un dia; en Romanov (Cahill e al., 1981) y cn Finnish Landrace (Adams
et al., 1989) se acercan a los 2 dias de duracién. El modelo de luteolisis en razas con distinta
tasa de ovulacion ha generado resultados contradictorios. Bindon et al. (1979) y Cahill ez al.
(1981) obtienen que las razas menos prolificas alcanzan con mayor rapidez los niveles

basales que las razas con mayor tasa de ovulacién. Sin embargo, Adams et al. (1988) no
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obtienen diferencias entre razas de distinta T.O., en el intervalo desde el comienzo de la

luteolisis hasta la instauracién de niveles basales de progesterona.

En ovejas Ile de France, una vez finalizada la luteolisis, se presentan niveles basales
que se mantienen durante 1 dfa antes de que se produzca el pico de LH (Cahill er al., 198 1).
En ovejas Yankasa, transcurren dos dias entre la aparicién de niveles basales y el inicio del
celo (Mukasa ef al., 1990). En la oveja canaria, el intervalo entre el inicio de los niveles

basales y el pico de LH se encuentra alrededor de 1.5 dias.

En sintesis, la oveja canaria en funcién de los niveles de progesterona presenta un
perfodo de niveles basales (no progesterénica), con una duracién de 4-5 dias, y una fase
progesterdnica ligeramente por encima de los 14.5 dfas de duracién. Es esta fase luteal la que
determina fundamentalmente la mayor duracién del ciclo estral de la oveja canaria: en ovejas
Ile de France, se obtienen 12.5 dfas de fase progesterénica y 4 dfas de fase de niveles basales
(Cahill et al., 1981); en Yankasa se observa 11 dfas de fase progesterénica y de 5 a 6 dias
de fase con niveles basales (Mukasa er al., 1990); en ovejas nativas de Islandia, la longitud
de la fase luteal es de 11 dias y la de la fase folicular es de 5 dfas (Eldon, 1994). En aquellas
razas, donde la duracién fisioldgica del ciclo se encuentra por encima de los 18 dias, se
alarga tanto la fase progesterénica como la fase de niveles basales; en la oveja canaria lo que

se alarga es la fase luteal.
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$.2. CALIDAD FOLICULAR

5.2.1. POBLACION FOLICULAR A LO LARGO DE LA FASE FOLICULAR

La distribucion de la poblacién folicular ovérica en funcién de la talla folicular, muestra
importantes variaciones en funcién de la raza estudiada y de las categorias foliculares
observadas. Asi, si tenemos en cuenta exclusivamente las tallas foliculares utilizadas para
clasificar las diferentes categorias en la oveja canaria, observamos que tanto en ovejas Texel
(Brand and de Jong, 1973), como en Scottish Blackface o Finnish Landrace (Webb et al.,
1989), asi como en Corriedale (Cahill er al., 1985) existe un predominio de foliculos
pequenios (1-2 mm. de didmetro), seguido de foliculos medianos (2-4 mm. de didmetro) y
foliculos grandes (> 4 mm. de didmetro). En la oveja canaria, a lo largo de los tres dias de
la fase folicular estudiada, se observa un predominio de foliculos medianos, seguido de
foliculos pequefios, y por iltimo de foliculos grandes (tabla 4.9.). Esta diferencia en la raza
canaria parece explicarse por una mayor intensidad en la seleccién de foliculos de 2-4 mm.
de didmetro que impide que prosiga a tallas superiores, mientras que el trdnsito de los

foliculos en la categoria de 1-2 mm. de didmetro es muy répida.

El nimero total de foliculos pequefios (1-2 mm.) a lo largo de la fase folicular en la
oveja canaria se viene a situar alrededor de 4 foliculos/oveja (tabla 4.9.). En ovejas de baja
prolificidad, este nimero de foliculos es netamente superior, con valores de 12
foliculos/oveja en Merino x Scottish Blackface (Webb et al., 1989), y de alrededor de 28-29
foliculos/oveja en Texel (Brand and de Jong, 1973); en razas de tasa de ovulacién alta, el
niimero de foliculos pequefios también es superior al de la raza canaria (Webb ez al., 1989).
Por otro lado, en la raza Corriedale, el mimero de foliculos entre 0.5-2 mm. de didmetro se
situaba alrededor de 11 foliculos (Cahill et al., 1985), mientras que en las razas Timahdite

y D "Man, cl nimero de foliculos entre 1.2-2.3 mm. de didmetro oscilaba entre 5-6 y 9-10
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foliculos/oveja respectivamente (Lahlou-Kassi and Mariana, 1984).

En funcién de lo expuesto, la oveja canaria presenta un menor nimero de foliculos
entre 1-2 mm. de didmetro, si bien se acerca a los valores de las razas Corriedale y
Timahdite (aunque en estas dos razas los resultados vienen presentados en categorias
foliculares distintas a las empleadas por nosotros en la raza canaria). Este menor nimero de
foliculos pequefios podria ser resultado de que en la onda de maduracién folicular presente
en la fase folicular, el nimero de foliculos que integren la onda sea escaso y que los foliculos
pequefios se integren rdpidamente en la categorfa inmediata superior. Por otro lado, hay que
tener en cuenta que aproximadamente un 30% de los foliculos de esta categoria sufrieron
alteraciones en su diseccién y no se tuvieron en cuenta a la hora de obtener el mimero de
foliculos medios a lo largo de la fase folicular, si bien este hecho no implicarfa
modificaciones sustanciales en el nimero total de foliculos 1-2 mm. de didmetro en la oveja

canaria, ya que se vendria a situar aproximadamente en 5.3 foliculos/oveja.

El nimero de foliculos medianos (2-4 mm. de didmetro) por oveja, a lo largo de la
fase folicular se sitiia alrededor de 6 foliculos/oveja (tabla 4.9.). Este valor se encuentra en
una situacidn intermedia con respecto a otras razas: en ovejas Texel, el mimero de foliculos
medianos es alrededor de 9-9.5 foliculos/oveja a lo largo de la fase folicular (Brand and de
Jong, 1973); en Merino x Scottish Blackface, el mimero de foliculos medianos en los dos
primeros dias de la fase folicular era de 8.7 foliculos/oveja (Webb e al., 1989), mientras que
en Finnish Landrace, el nimero de foliculos medianos se situaba sobre 5 foliculos/oveja
(Webb er al., 1989). En ovejas Corriedale, el dia 15 del ciclo, el nimero de foliculos
medianos observados era de 4.4 foliculos/oveja (Cahill ef al., 1985).

Nosotros no observamos diferencias en el mimero medio de foliculos medianos a lo

largo de los tres dfas de la fase folicular estudiada, de manera similar a lo recogido por otros
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autores (Brand and De Jong, 1973; Webb ez al., 1989). Sin embargo, Noel er al. (1993)
obtienen que el nimero de foliculos entre 2-3.5 mm. de didmetro experimenta un notable

descenso entre el dia 14 y el dia 17 del ciclo estral.

El mimero medio de foliculos grandes/oveja/dia a lo largo de la fase folicular de la
oveja canaria, se sitia alrededor de 2 foliculos (tabla 4.9.). Este valor se encuentra
perfectamente integrado con respecto a otras razas: en ovejas Texel, el nimero de foliculos
mayores de 4 mm. de didmetro es cercano a los 2 foliculos a lo largo de la fase folicular
(Brand and de Jong, 1973), mientras que en Merino x Scottish Blackface es alrededor de 2.2.
y en Finnish Landrace sobre 3.6 foliculos/oveja (Webb ez al., 1989). Asimismo, en dias
concretos de la fase folicular también se observa un nimero pequeno de foliculos grandes:
en ovejas Corriedale se obtienen 2.6 foliculos/oveja (Cahill er al., 1985); en Suffolk y en
Finnish Landrace, 2.4 y 3.5 foliculos/oveja respectivamente (Castonguay et al., 1990); en
las razas D "Man y Timahdite, el nimero de foliculos mayores de 3.5 mm. de didmetro se

encuentra sobre 2 y 1 foliculo respectivamente (Lahlou-Kassi and Mariana, 1984).

De manera similar a lo observado en foliculos pequefios y foliculos medianos, en la
raza canaria no s¢ observaron modificaciones en el nimero medio de foliculos grandes a lo
largo de los tres dias de la fase folicular, siendo coincidente con otros autores (Brand and De
Jong, 1973; Webb et al., 1989). Sin embargo, Noel ef al. (1993), al estudiar la onda de
maduracién folicular en la fase folicular, encuentran que el nimero de foliculos mayores de
4 mm. de didmetro oscila desde 0-1 foliculo al inicio de la fase folicular, hasta

aproximadamente 5-6 foliculos al final de la misma.

El nimero de foliculos grandes (2.2) observados a lo largo de la fase folicular en la
raza canaria y la tasa de ovulacion de esta raza (1.53) permite afirmar que la oveja canaria

se encuadra dentro de aquellas razas en las que el nimero de foliculos grandes o
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preovulatorios es cercano a la tasa de ovulacién (Cahill and Mauleon, 1980; Lahlou-Kassi
and Mariana, 1984; Cahill er al., 1985; Webb and Gauld, 1985; Webb et al., 1989;
Castonguay ez al., 1990; Driancourt ez al., 1990). Sin embargo, Noel et al. (1993) obtienen
que el nimero de foliculos grandes observados en la fase folicular es de 2 a 3 veces la tasa

de ovulacion.

S.2.2. CALIDAD FOLICULAR A LO LARGO DE LA FASE FOLICULAR

La raza canaria presenta un predominio de foliculos atrésicos sobre foliculos normales a lo
largo de la fase folicular. Este hecho es particularmente evidente durante los dos primeros

dias de la fase folicular (tabla 4.10.).

El grado de atresia observado en la raza canaria es comparable al de otras razas,
independientemente del método empleado para valorarlo. Asi, en ovejas Texel, el grado de
atresia a lo largo de la fase folicular, en foliculos mayores de 1 mm. de didmetro se sitiia
alrededor del 65-70% (Brand and de Jong, 1973). En la fase folicular temprana, en ovejas
Booroola x Romney seleccionadas para alta y baja tasa de ovulacidn, el grado de atresia es
de un 61% y un 64% rcspectivamente (McNatty ef al., 1985), mientras en ovejas Peul, el
porcentaje de atresia en aquellos foliculos mayores de 0.8 mm. de didmetro se sitda alrededor
del 57% (Yenikoye et al., 1988). Si tenemos en cuenta la poblaci6n folicular mayor de 0.5
mm. de didmetro, el porcentaje de atresia tanto en ovejas Timahdite (36%) como en ovejas
D‘Man (33%) es netamente inferior, pero hay que considerar que entre 0.6-1.2 mm. de
didmetro es donde el indice mitético es mds elevado (Turnbull er @l., 1977; Cahill, 1979),
y se ha puesto de manifiesto una relacién inversa entre atresia y la proliferacion de células

de granulosa (Monniaux, 1987).

En nuestro caso, 1a poblacion de foliculos mayores de 2 mm. de didmetro de la raza
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canaria presenta un 77% de foliculos atrésicos y un 23% de foliculos normales en €l conjunto
de los tres dias de la fase folicular. Esta observacién es coherente con los resultados de
Monniaux (1987) que trabajando con ovejas ciclicas Romanov, obtiene que en la fase
folicular temprana, la poblacién de foliculos mayores de 2 mm. de didmetro presenta un 67%
de atresia; por otra parte, se ha observado que en ovejas de baja tasa de ovulacién, la
poblacién de foliculos mayores de 2 mm. de didmetro experimenta un incremento en el
porcentaje de atresia desde el 80 al 92% durante el periodo trascurrido entre la fase folicular

temprana y la fase folicular tardfa (Driancourt ez al., 1991).

Al distinguir la atresia, en atresia temprana y atresia avanzada, se observa que en la
raza canaria no existen diferencias entre las dos fases de atresia, si bien el dia 2 de la fase
folicular existe una mayorfa de foliculos en atresia temprana que en atresia avanzada (tabla
4.11.). Webb ez al. (1989) observan que existe un mayor porcentaje de foliculos en atresia
temprana que en atresia avanzada en Merino x Scottish Blackface asf como en Finnish
Landrace x Merino, pero no encuentran diferencias en la raza Finnish Landrace. Monniaux
(1987) trabajando con ovejas Romanov, obtiene que dentro de los foliculos atrésicos
(mayores de 2 mm. de didmetro), un 40% se encuentra en atresia temprana frente a un 60%
en atresia avanzada; segin nuestros resultados en la raza canaria, para la poblacién folicular
mayor de 2 mm. de didmetro existe una igualdad manifiesta entre atresia temprana y atresia
avanzada. Asimismo, al estudiar la atresia avanzada Monniaux (1987) obtiene un mayoria
de foliculos en atresia avanzada 1 frente a los foliculos en atresia avanzada 2, resultados muy

similares a los obtenidos en nuestra experiencia (tabla 4.13.).
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5.2.3. CALIDAD FOLICULAR EN LAS DIFERENTES TALLAS A 1.0 1LARGO DE
LA FASE FOLICULAR

En la raza canaria, el grado de atresia en los foliculos de 1-2 mm. de didmetro en el conjunto
de la fase folicular es de un 35 % (tabla 4.17.). Este valor es inferior al de la mayoria de
razas estudiadas, tanto en experiencias que impliquen toda la fase folicular (Brand and De
Jong, 1973), como en observaciones realizadas en momentos puntuales de la misma (Lahlou-

Kassi and Mariana, 1984; McNatty et al., 1985; Driancourt et al., 1991).

En la raza canaria, la incidencia de la atresia en los foliculos de 1-2 mm. de didmetro
es baja, fundamentalmente debido a un muy alto porcentaje de foliculos sanos el dia 3 de la
fase folicular (tabla 4.16., tabla 4.18.): el principal hecho diferenciador del dia 3 es
precisamente este fenémeno. Esto podria ser indicativo del inicio de una nueva oleada de

desarrollo folicular.

Dentro de los foliculos atrésicos, el 77% de los foliculos entre 1-2 mm. de didmetro
se encuentran en una fase temprana frente a un 23% de foliculos en atresia avanzada (tabla
4.21.). En la raza canaria, la profundidad de la atresia es poco intensa como demuestra el

menor porcentaje de foliculos en atresia avanzada.

Ln la talla de 2-4 mm. de didmetro ¢s donde scA observa el mayor grado de atresia en
la raza canaria, encontrdndose en los tres dias un porcentaje similar de atresia (80-85%),
indicando que se trata de un grado de desarrollo clave en la maduracién de la poblacién
folicular antes de alcanzar el tamafio ovulatorio (tabla 4.19.). Por tanto, en la oveja canaria,
es en esta talla de 2-4 mm. de didmetro donde se produce un mayor grado de seleccién. El
grado de atresia en esta talla es muy variable dependiendo de la raza estudiada y del método

empleado, pero siempre es elevado: en ovejas Texel, el porcentaje de atresia obtenido a lo
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largo de la fase folicular es de un 75% (Brand and de Jong, 1973); Lahlou-Kassi and
Mariana (1984) obtienen alrededor de un 60 y un 50% de atresia para las razas Timahdite
y D*Man en los foliculos de 2.2 a 3.3 mm. de didmetro, si bien se trata de una observacién
realizada durante la fase folicular temprana y consideran que la atresia estd presente cuando
se observan 10 cuerpos picnéticos. Noel ez al (1994), mediante observaciones laparoscépicas

obtienen alrededor de un 50% de atresia en la categoria de 2-3.5 mm. de didmetro.

En la raza canaria, no se observan diferencias significativas entre las fases de atresia
temprana y de atresia avanzada en el conjunto de la fase folicular, para la categoria de

foliculos medianos (tabla 4.21.).

Los foliculos grandes de la raza canaria presentan un porcentaje de atresia
précticamente similar a lo largo de la fase folicular, situdndose alrededor del 50% (tabla
4.20.). En razas de baja tasa de ovulacién, el grado de atresia es variable puesto que puede
oscilar desde un 20-30% (Brand and de Jong, 1973; Lahlou-Kassi and Mariana, 1984), hasta
un 64 % en foliculos de 4-5.5 mm. de didmetro, tras un tratamiento sincronizador previo con
esponjas intravaginales de FGA (Noel ez al., 1994). En razas de tasa de ovulaci6n superior,
cl grado dc atresia en esta talla folicular s, por lo general, bajo (Lahlou-Kassi and Mariana,
1984; Driancourt et al., 1990).

Los foliculos mayores de 4 mm. de didmetro son muy escasos en los ovarios de las
ovejas de la raza canaria; précticamente todos los foliculos sanos que alcanzan el tamafio
preovulatorio al final de la fase folicular, terminardn por ovular. Por tanto, podemos suponer
que la tasa de ovulacién coincide con el mimero de foliculos mayores de 4 mm. sanos

presentes el tercer dia.

En funcion de los resultados obtenidos en las tres tallas foliculares estudiadas, se
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puede observar que la onda de desarrollo folicular que tiene lugar en la fase folicular de la
oveja canaria, estd integrada por un bajo ndmero de foliculos que sufren una dréstica
seleccion en la categoria de 2-4 mm. de didmetro, de tal manera que aquellos que alcanzan
la talla mayor de 4 mm. de didmetro, tienen un porcentaje de posibilidades de ovular cercano
al 50%. Por otra parte, hay que hacer notar que los foliculos mayores de 4 mm. de didmetro
estdn presentes desde el inicio de la fase folicular, y este hecho puede guardar relacién con
la elevada intensidad de atresia observada en la categorfa de 2-4 mm. de didmetro; los
foliculos grandes pueden generar una supresion de las concentraciones plasmaticas de FSH
(Martin ez al., 1988), de tal manera que se bloquea el crecimiento por encima de 2-3 mm.
de didmetro llevandolos a la atresia; en esta categoria, los foliculos muestran ser dependientes
de gonadotropinas, circunstancia que parece no suceder en foliculos menores de 2 mm. de

didmetro (Driancourt ef al., 1987; Henderson ez al., 1988; McNatty ez al., 1990).

Finalmente, es interesante la inversion que se produce en la profundidad de la atresia:
en foliculos pequefios predominan las fases tempranas, en foliculos medianos no hay
diferencias y en foliculos grandes dominan las fases avanzadas; este aspecto, parece indicar

una relacién entre la profundidad de la atresia y el tamafio folicular.

En las tallas menores de 1 mm. de didmetro la atresia es muy baja (Brand and de
Jong, 1973; Lahlou-Kassi et al., 1984); es a partir de 1 mm. de didmetro cuando se inician
sustancialmente los procesos degenerativos, por lo tanto no es de extrafiar que la mayoria de
los foliculos atrésicos entre 1-2 mm. de didmetro, se encuentren en sus fases tempranas
(tabla 4.21.). En los foliculos atrésicos mayores de 4 mm. de didmetro, la mayorfa se
encuentran en atresia avanzada (tabla 4.21.), pudiendo ser indicativo que los procesos
degenerativos iniciales en estos foliculos grandes son més rédpidos que en tallas inferiores o

bien, tenemos que admitir la posibilidad de que existen foliculos que ingresan en esta
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categoria con un cierto grado de atresia, lo cual supondria que es posible el crecimiento
folicular en las primeras fases de atresia, que va evolucionando posteriormente hacia estados
avanzados de degeneracion. Teniendo en cuenta que el mimero de foliculos sanos mayores
de 4 mm. de didmetro coincide pricticamente con la T.O. de la raza, podemos suponer que

los foliculos que ingresan sanos en la categoria de mayores de 4 mm. de didmetro, ya no

experimentan procesos de atresia.
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5.3. CULTIVOS CELULARES

5.3.1. CAPACIDAD PROLIFERATIVA Y DIFERENCIADORA DE LAS CELULAS
DE GRANULOSA EN CULTIVO

En la oveja canaria, las células de granulosa procedentes de foliculos pequefios (1-2 mm. de
didmetro) presentan capacidad proliferativa a las 72 horas de cultivo, tanto bajo condiciones
basales (control) como con tratamientos. Las células de granulosa procedentes de foliculos
medianos (2-4 mm.) no muestran un incremento en el nimero de células bajo condiciones
basales, pero si con cualquiera de los tratamientos, si bien las diferencias no son
significativas. Por dltimo, las células de foliculos grandes no muestran proliferacién a las 72
horas de cultivo, ya sean condiciones basales o con tratamiento y su niimero es pricticamente

similar a la poblacién celular en el momento de la siembra (tabla 4.22.).

Nuestros resultados guardan coherencia con los obtenidos por otros autores tanto en
cultivos a corto plazo como a largo plazo. A corto plazo, Monniaux (1987) obtiene que a las
2 horas de cultivo el indice de marcaje (capacidad proliferativa) era superior en las células
de granulosa procedentes de foliculos pequefios (2-4 mm.) que las de los foliculos mayores
(> 6 mm. ). Por otro lado, Monniaux and Pisselet (1992), trabajando en cultivos a largo
plazo (hasta 96 horas), obtienen que bajo condiciones basales, las células de granulosa de
foliculos pequefios (1-3 mm.) tenfan mayores indices de marcaje (capacidad proliferativa) que
las células de foliculos grandes en cualquier momento del cultivo. Asimismo, la aplicacién
de IGF-I se traducia en un incremento en la proliferacion de las células de granulosa, siendo

mds notable en los foliculos pequefios que en los grandes.

La capacidad diferenciadora de las células de granulosa en los cultivos in vitro, se ha
determinado en numerosas experiencias por la produccién de progesterona (McNatty e al.,

1985; Monniaux, 1987; Monniaux and Pisselet, 1992). En nuestro estudio, se observé que
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en condiciones basales, las células de granulosa procedentes de foliculos medianos y grandes
producen mayor cantidad de progesterona que las células procedentes de foliculos pequefios
a las 24 horas de cultivo (tabla 4.24.). Este aspecto es similar al observado por diferentes
autores que en condiciones basales, obtienen que al incrementarse la talla folicular, aumenta
la capacidad esteroidogénica, tanto en cultivos a corto plazo (Monniaux, 1987), como en
cultivos a largo plazo (McNatty et al., 1985; Nandedkar ez al., 1990; Monniaux and Pisselet,
1992).

Por lo tanto, parece que en las células de granulosa ovdrica de la oveja canaria, se
pone de manifiesto una relacién inversa entre proliferaciéon y diferenciacién, siendo
particularmente evidente en los foliculos de 1-2 mm. de didmetro y foliculos mayores de 4
mm. de didmetro. Este hecho se ha puesto de manifiesto en otras experiencias,
independientemente de la duracién del cultivo (McNatty er al., 1985; Monniaux, 1987;
Monniaux and Pisselet, 1992). Esta circunstancia parece explicarse por la existencia de
diferentes poblaciones foliculares en distintas fases de desarrollo, de tal forma que algunas
de estas células ya estdn diferenciadas y poseen capacidad de producir progesterona, mientras
que otras son mds sensibles a la proliferacién (Monniaux, 1987; Monniaux and Pisselet,
1992). Los foliculos grandes poseerdn mayor cantidad de células diferenciadas que los
foliculos pequefios, y de ahi que su capacidad esteroidogénica se manifiesta mds répidamente

y en mayor grado que en los foliculos de talla inferior.

En la oveja canaria, los foliculos pequefios bajo condiciones basales, muestran una
elevada capacidad proliferativa y un escaso poder diferenciador; la insulina no tiene efecto
sobre la multiplicacién celular, puede deberse a que las células de granulosa de estos
foliculos pequefios se encuentran al méximo de su propia capacidad proliferativa y la insulina
no es capaz de incrementarla (tabla 5.1.). Diferentes autores, obtienen que la IGF-I presenta

una accién estimulante sobre la proliferacién celular y ningin efecto sobre la capacidad
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diferenciadora en células procedentes de foliculos pequefios (Adashi et al., 1986; Monniaux
and Pisselet, 1992).

En foliculos medianos, bajo condiciones basales no se observa proliferacién
significativa pero s una gran capacidad diferenciadora; al aplicar el tratamiento con insulina,
no se produce un incremento significativo en la poblacién celular, esto puede explicarse
porque en esta talla folicular, la mayoria de las células de granulosa estdn diferenciadas y la

insulina no puede promover manifiestamente la multiplicacién celular (tabla 5.1).

En los foliculos grandes, no se observa capacidad proliferativa en condiciones basales,
pero si una notable capacidad diferenciadora; al aplicar la insulina no se observa efecto sobre
la proliferacién celular: nosotros suponemos que en esta talla folicular, la casi totalidad de
las células de granulosa estdn totalmente diferenciadas, y la insulina no puede promover la
multiplicacién celular, al no existir células sensibles a este efecto. Estos resultados guardan
coherencia con los obtenidos por Monniaux and Pisselet (1992) que al trabajar con células
procedentes de foliculos grandes (5-7 mm.), observan que la IGF-I estimula notablemente

la capacidad diferenciadora y en muy poca medida la capacidad proliferativa (tabla 5.1.).

TALLA FOLICULAR
TIPO DE TIPO DE FOLICULOS FOLICULOS FOLICULOS
TRATAMIENTO EFECTO PEQUENOS MEDIANOS GRANDES
PROLIFERACION +++ ++ 0
CONTROL' X
DIFERENCIACION + ++++ ++++
INSULINA? PROLIFERACION 0 + 0

! Los resultados del grupo control se encuentran contrastados con respecto a la concentracion inicial
? Los resultados del tratamiento con insulina se encuentran contrastados con el grupo control

0: sin efecto; +: incremento no significativo; + +: incremento tendente a la significacién (P<0.15)
+++: incremento significativo (p<0.05); ++ + +: incremento significativo (p <0.01)

Tabla 5.1. Expresién de los resultados en funcién del tratamiento empleado. Efecto
sobre la proliferacién y la diferenciacién celular
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Discusion

5.4. SUGERENCIAS

En funcion de los resultados del presente trabajo, planteamos las siguientes sugerencias con

vistas a investigaciones futuras:

1. Influencia del pico de LH sobre la capacidad proliferativa y esteroidogénica de las células

de granulosa.

2. Empleando tratamientos superovulatorios:
a. Determinar los principales pardmetros del ciclo estral en la oveja de la raza Canaria
b. Caracterizar el grado de atresia folicular a lo largo de la fase folicular del ciclo
estral, estableciendo la posible relacién entre el pico de LH y el grado y profundidad
de la atresia en las diferentes tallas foliculares.

¢. Determinar la capacidad proliferativa y esteroidogénica de las células de granulosa.

3. Observar las modificaciones en el desarrollo folicular terminal en razas ovinas de diferente

tasa de ovulacion.
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Conclusiones

En el presente trabajo en la oveja de la raza Canaria hemos establecido las siguientes

conclusiones:

1) Entre los signos que acompaiian al reflejo de inmovilidad del celo, 1a agitacién de
la cola y la bisqueda del macho son los que presentan una mayor frecuencia entre las
0 y 24 horas del comienzo del celo. Los signos de miccién y balidos en respuesta a
la presencia del macho presentan sus valores mds bajos entre 12 horas antes y 24

horas después del comienzo del celo.

2) La duracién del celo es de 42.46 + 2.49 horas y la duracién del ciclo estral es de
19.1 £+ 0.82 dias.

3) La duracién de la onda de LH es de 14.1 £ 0.36 horas y el valor del nivel
mdximo es de 56.28 + 1.91 ng/ml.

4) Existe una amplia variabilidad individual en las relaciones temporales entre el pico
de LH y el comienzo y el final del celo, mientras que es menor la dispersién en el

intervalo entre el pico de LH y la ovulacidn.

5) La fase progesterdnica del ciclo estral (niveles > 0.5 ng/ml) dura 14.6 + 0.7 dfas;

se pueden distinguir una fase de ascenso de 3.87 + 0.27 dias, una fase de meseta de
8.77 + 0.8 dias y una fase de descenso de 1.97 + 0.32 dias. La fase no

progesteronica (niveles <0.5 ng/ml) tiene una duracién de 4.56 + 0.94 dias.

6) Durante la fase folicular, en el conjunto de los foliculos mayores de 1 mm. de
didmetro existe un predominio de atrésicos sobre normales, plasmado

fundamentalmente en los dos primeros dias de la fase folicular.
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7) El dia 2 de la fase folicular existe un predominio de la atresia temprana sobre la
atresia avanzada en el conjunto de foliculos mayores de 1 mm. de didmetro. En el
total de la fase folicular, no existen diferencias entre atresia temprana y atresia

avanzada.

8) Durante la fase folicular, en el conjunto de foliculos mayores de 1 mm. de
didmetro dentro de la atresia temprana existe una mayoria de foliculos en atresia
temprana 1 sobre foliculos en atresia temprana 2. Dentro de la atresia avanzada,
existe una mayoria de foliculos en atresia avanzada 1 sobre foliculos en atresia

avanzada 2.

9) En la categoria de foliculos de 1-2 mm. de didmetro, en el dia 3 de la fase folicular
existe un predominio de foliculos normales sobre atrésicos, no habiendo ninguna
diferencia en los dias 1 y 2. En los foliculos de 2-4 mm. de didmetro existe una
mayoria de foliculos atrésicos sobre normales en los tres dias de la fase folicular. En
los foliculos mayores de 4 mm. de didmetro no existen diferencias entre foliculos

atrésicos y normales en los 3 dias de la fase folicular.

10) En los foliculos de 1-2 mm. de didmetro existe una mayoria de foliculos en atresia
temprana sobre foliculos en atresia avanzada. En los foliculos mayores de 2 mm. de

didmetro no existen diferencias entre atresia temprana y atresia avanzada.

11) Tanto en condiciones basales, como bajo la influencia de tratamiento con insulina,
las células de granulosa ovdrica ovina in vitro procedentes de foliculos de 1-2 mm.
de didmetro, poseen una gran capacidad proliferativa, mientras las células de
granulosa ovdrica ovina in vitro procedentes de foliculos mayores de 4 mm. de

didgmetro no presentan tal capacidad proliferativa.
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12) Las células de granulosa ovdrica ovina in vitro procedentes de foliculos medianos
(2-4 mm. de didmetro) y grandes (> 4 mm. de didmetro), presentan una mayor
capacidad esteroidégenica que las células de granulosa ovina in vitro procedentes de

foliculos pequefios (1-2 mm. de didmetro).
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Resumen

En el presente estudio, se han utilizado ovejas de 1a raza canaria a las que se han
determinado los principales pardmetros (comportamiento estral, intervalos fisiolgicos,
niveles hormonales de LH y progesterona) del ciclo estral, y se ha caracterizado la calidad
de los foliculos ovdricos durante la fase folicular del ciclo estral. Asimismo, se ha
determinado la capacidad proliferativa y esteroidogénica de las células de granulosa in vitro

procedentes de foliculos en fase folicular.

En la caracterizacién del ciclo sexual, se obtiene que en el comportamiento estral, los
signos mds indicativos de la presencia del celo son el reflejo de inmovilidad, la bisqueda del
macho, y en menor medida el coleteo y una frecuencia de miccién disminuida. Como media
el intervalo entre la retirada de las esponjas intravaginales de FGA y el celo es de 40.85 +
4.84 horas, mientras que la duracién del celo es de 42.4 + 2.9 horas. El pico de LH tiene
lugar a las 25.3 + 9.2 horas del comienzo del celo y la ovulacién tiene lugar 19.7 horas
después del pico de LH y alrededor de 41 horas desde el inicio del celo. La duracién de la
onda preovulatoria de LH es de 14.1 + 0.36 horas con un nivel mdximo de 56.3 + 1.9
ng/ml. Los niveles basales de progesterona (<0.5 ng/ml), se mantienen hasta 2.9 + 0.79
dias tras el pico de LH, ascienden durante 4 dias pasando de 0.5 a 4 ng/ml, se sostienen en
niveles > 4 ng/ml durante casi 9 dias, siguiendo una fase de descenso de 1.97 + 0.32 dfas

de duracion hasta alcanzar de nuevo niveles basales.

En el conjunto de la fase folicular, un 61.8% de los foliculos > 1 mm. de didmetro
son atrésicos, siendo el valor de atresia mayor en los dos primeros dfas de la fase folicular.
En los foliculos pequefios (1-2 mm.) existe una mayoria de foliculos normales (64.8%), en
foliculos medianos (2-4 mm.) el porcentaje de atresia es similar a lo largo de los tres dias
de la fase folicular (83-85%), mientras que en foliculos grandes el porcentaje de foliculos

normales es pricticamente similar al de foliculos atrésicos.
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Resumen

Las células de granulosa procedentes de foliculos ovdricos ovinos cultivadas in vitro
durante 72 horas, presentan una elevada capacidad proliferativa en aquellos foliculos entre
1 y 4 mm. de didmetro, mientras los foliculos > 4 mm. de didmetro no presentan capacidad
proliferativa. La capacidad esteroidogénica (valorada en produccién de progesterona) a las

24 horas de cultivo es mayor en los foliculos medianos y grandes, que en los pequefios.
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