<

%

INVESTIGACIONES
AGROPECUARIAS

REVISTA CIENTIFICA

STUDY OF THE FOLICULAR DYNAMICS IN
SIMMENTAL FLECKVIEH HEIFERS: SECOND PART

Solis Corrales, Alex; de Armas, Reinaldo; Morales, Juan; Denis Garcia,

Ramén

Alex Solis Corrales

alex.solis@up.ac.pa

Universidad de Panam4, Panamad

Reinaldo de Armas

reinaldo.dearmas@up.ac.pa

Universidad de Panam4, Panamad

Juan Morales

moralesnarrojlm@gmail.com

Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro,
Centro de Biotecnologfa de la Reproduccién (CBR).,
México

Ramoén Denis Garcia

denis@cima-minag.cu

Ministerio de la Agricultura, Centro de Investigaciones
para el Mejoramiento Animal de la Ganaderia Tropical

(CIMAGT), Cuba

Revista Investigaciones Agropecuarias
Universidad de Panam4, Panama

ISSN-e: 2644-3856

Periodicidad: Semestral

vol. 1, nim. 2,2019

URL:

Esta obra estd bajo una

2?\meli

Resumen: El objetivo fue caracterizar la dindmica folicular en
novillas de la raza Simmental Fleckvieh en condiciones de clima
tropical de sabana. Se estudiaron 16 ciclos estrales en ocho
animales (dos ciclos consecutivos por animal). Se encontraron
diferencias estadisticas significativas para el numero de foliculos
pequefios entre ciclos (P < 0,001) y entre ondas (P < 0,001). La
mayor cantidad de foliculos pequenos antes de la seleccién del
foliculo dominante se observé entre los dias 2,00 y 4,00 después
de iniciado el crecimiento de una nueva onda. El didmetro
alcanzado por el foliculo dominante pre-ovulatorio de la segunda
onda (15,05 mm) fue significativamente mayor (P < 0,05) al
del foliculo dominante de la primera onda (12,70 mm). En
conclusién, el numero de foliculos que emergen en cada ciclo
estral y cada onda de desarrollo folicular, es distinto incluso en un
mismo animal. El dia con el mayor niimero de foliculos pequenos
se da al inicio de la onda de desarrollo folicular. Los foliculos
pre- ovulatorios alcanzan un mayor didmetro que los foliculos
dominantes de la primera onda.

Palabras clave: Ciclo estral, onda folicular, foliculos, foliculo
dominante, foliculo preovulatorio.

Abstract: The objective of this research was to characterize
the follicular dynamics in heifers of the Simmental Fleckvieh
breed in tropical savanna climate conditions. Sixteen estrous
cycles were studied in eight animals (two consecutive cycles per
animal). Significant statistical differences were found for the
number of small follicles between cycles (P < 0.001) and between
waves (P

< 0.001). The largest number of small follicles before selection
of the dominant follicle were observed between days 2. 00 and
4. 00 after the start of the growth of a new wave. The diameter
reached by the pre-ovulatory dominant follicle of the second
wave (15.05 mm) was significantly greater (P < 0.05) than that
of the dominant wave follicle (12.70 mm). In conclusion, the
number of follicles that emerge in each estrous cycle and each
wave of follicular development is different even in the same
animal. The day with the largest number of small follicles occurs
at the beginning of the wave of follicular development. The pre-
ovulatory follicles reach a greater diameter than the dominant
follicles of the first wave.
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INTRODUCCION

Se ha definido como onda folicular a la activacién y crecimiento simultdneo de un grupo de foliculos
terciarios, donde uno de ellos llamado foliculo dominante, continda su crecimiento y diferenciacion,
mientras que los otros (foliculos subordinados), se atresian (Gigli et al., 2006).

A finales de la década del 80 y comienzo de los 90 con el empleo de la ultrosanografia en la especie bovina,
se logré determinar, que alo largo del ciclo estral existen patrones de dos o tres ondas de crecimiento folicular
(Boy Mapletoft, 1999; Gordon, 1996; Noakes et al., 2009), aunque pueden existir patrones de una, o cuatro
ondas, por lo general cuando se trata de animales Bos indicus (Ginther et al., 1989;Savio et al., 1988).

Los estudios de la dindmica folicular constituyeron la base de los trabajos utilizados para sincronizar el
estro con mayor precision, incrementar la respuesta superovulatoria y la cantidad de ovocitos colectados en
las sesiones de OPU (Bridges y Fortune, 2003; Patterson et al., 2003). De

manera que los conocimientos sobre la dindmica folicular pueden ayudar a mejorar la eficiencia de las
biotecnologias de la reproduccién.

En esta investigacion se plante6 como objetivo caracterizar algunas variables de la dindmica folicular en
novillas de la raza Simmental Fleckvieh en condiciones de clima tropical de sabana.

Parte Experimental

Como material experimental se emplearon 8 novillas ciclicas de la raza Simental Fleckvieh, con edades entre
16y 18 meses, peso de 350 a 400 Kgy condicién corporal de 3.25 2 3.50 (en escalade 12 5).

Se estudiaron 16 ciclos estrales (dos ciclos consecutivos por animal). Se realizaron observaciones
ecograficas diariamente a partir de las manifestaciones de celo.

El celo fue sincronizado empleando dispositivos intravaginales liberadores de progesterona (Sincrogest®),
benzoato de estradiol (Over®), prostaglandina sintética (Sincroplex®) y PMSG (Folligon®), en un protocolo
que se describe a continuacién:

Dia 0: Dispositivo intravaginal + 2 mg de benzoato de estradiol

Dia 8: Retiro del dispositivo + 2 mL de prostaglandina + 300 UI de PMSG Dia 9: 1 mg de benzoato de
estradiol

Dial0: Celo ¢ inicio de la primera observacién ultrasonogréfica.

La exploracion ovirica se realizé empleando un ultrasonido portatil, acoplado a un transductor lineal de
6,5 MHz, el cual fue introducido via transrectal y colocado sobre la superficie de los ovarios, lo que permiti6
visualizar en la pantalla del ultrasonido las estructuras presentes (foliculos y cuerpos luteos) y evaluar su
numero y tamafio. Los foliculos observados fueron medidos y clasificados en tres tamanos: pequenos (< 5,0
mm), medianos (6,0 2 10,0 mm) y grandes (> 11,0 mm).

Pardmetros evaluados:

e Numero de foliculos
e Tamano de los foliculos
- Dia dentro del ciclo estral.
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Andlisis estadistico:

Se utilizé estadistica descriptiva para las variables: dias de la onda con el mayor nimero de

foliculos pequenos y dia del didmetro méximo del foliculo dominante.

Para las variables numero de foliculos por tamano y didmetro méximo del félico dominante se empled un
analisis de varianza segiin DCA y se aplic6 décima de t de student para P<0.05, considerando como efecto
las ondas y los ciclos evaluados.

El modelo matematico empleado fue el siguiente:
##H# = # + ## + ##4#
### = Variable

# = Media
t = Efecto de ciclo o efecto onda
# = Error

RESULTADOS Y DISCUSION

Como se aprecia en la tabla uno, se encontraron diferencias estadisticas significativas (P < 0.001) para el
numero de foliculos pequenos entre ciclos Este hallazgo ha sido respaldado por distintos autores, los cuales
han indicado que los mismos animales puede presentar patrones de desarrollo folicular diferentes entre ciclos
(Adams et al., 2008;Mello et al., 2014). Solis y de Armas (2010), bajo las mismas condiciones climaticas que
en este trabajo y con animales mestizos Simmental por Brahman reportaron que un mismo animal podia
presentar diferentes patrones de desarrollo folicular en cada ciclo.

TABLA 1.
Promedio de foliculos clasificados segiin tamano, en los ciclos estrales de dos ondas.

Foliculos clasificados Ciclos
segun tamario [ +EE) n Frimero Segundo  Significacion
Pequerios 532 725 3.89 F<0.0001
+0.29 +0.25
Medianos 267 le4d 1.74 P=03772
+0.08 +0.07
Grandes 158 1.16 1.03 F=0.1652

+0.04 +0.03

Valores en la misma fila con P<0,05 difieren entre si.

Se encontrdé diferencias altamente significativas (P < 0,0001) para niimero de foliculos pequefios entre la
primera y la segunda onda (Tabla 2). La polémica sobre la respuesta folicular entre la

primera y la segunda onda, ha sido debatida en décadas posteriores por muchos autores (Adams et al.,
1994;Grasso et al.,, 1989; Ireland y Roche, 1983; Lindsell et al., 1985), desde los inicios de los tratamientos
superovulatorios.

Finalmente, los resultados en la practica llevaron a la determinacion general de realizar el inicio de los
tratamientos superovulatorios durante la segunda onda de desarrollo folicular ya que esta mostré resultados
superiores en cuanto al ntimero de foliculos disponibles para la superovulaciéon (de Armas, 2007). Este
hallazgo coincide con nuestros resultados, los cuales mostraron un mayor niimero de foliculos pequefios en
la segunda onda versus la primera.
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TABLA 2.
Promedio de foliculos clasificados segiin tamano en la primera y segunda onda.

Foliculos

Clasificados segin Cndas

tarnario ( +EE) 1 Prirnera Segunda Significacién

Pequerios 532 76l B0 £027 P=0.0043
+0.28

Medianos 267 167 1.71 £0.08 P=0.6307
+0.03

Grandes 155 1.17 1.05 £0.04 P=0.0645
+=0.032

Valores en la misma fila con P < 0,05 difieren entre si.

A nuestro criterio, el mayor niimero de foliculos pequefios encontrados en este estudio, pudo estar
influenciado por un mayor nivel de FSH en la segunda onda. Al respecto Palma (2008), sefialé que el motivo
por el cual los foliculos primordiales comienzan a desarrollar y se convierten en preantrales no es conocido,
sin embargo, la gonadotropina como la FSH puede incrementar el numero de foliculos preantrales que se
convierten en antrales.

Ginther et al. (2001) graficaron la presencia de picos de FSH previamente al inicio de una onda de
desarrollo folicular, con niveles similares entre la onda uno y dos. Franco y Uribe (2012), en ovejas, indicaron
que el pico de concentraciones plasmaticas de la FSH en la onda dos resulta ser més alto que en la onda uno.
Mis recientemente Ginther et al. (2015), con vacas Holstein en clima templado encontraron mayores niveles
en los picos de FSH de la primera onda que en la segunda onda.

Estos ultimos hallazgos discrepan de los nuestros, no obstante, observaciones propuestas por este mismo
autor sugieren que las diferencias pudieron deberse a los efectos de raza y clima que eran distintos entre
experimentos (Ginther, comunicacién personal, 4 de diciembre de 2015).

Como se puede ver en la tabla tres, la mayor cantidad de foliculos pequenos antes de la seleccion del foliculo
dominante se observé entre los dias 2.00 y 4.00 después de iniciado el crecimiento de una nueva onda. Al
respecto, Adams et al. (2008) sefialaron que la tasa de crecimiento es similar entre todos los foliculos hasta los
dos dias después de iniciada la onda. Bo, (2002) con animales Bos taurus, al sincronizar la onda empleando
estradiol mas progesterona encontrd mayor numero de foliculos pequenos a los tres y cuatro dias después de
iniciada la onda.

Por otro lado, Corredor y Péez, (2012) sefialaron que el momento de la onda més indicado para iniciar
la aspiracidn folicular es antes de la seleccién del foliculo dominante cuando exista la mayor presencia de
foliculos pequenos, por lo tanto, el hallazgo en el presente experimento sugiere realizar la aspiracién de dos
a cuatro dias después de iniciada una onda de desarrollo folicular.
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TABLA 3.
Dias con el mayor numero de foliculos pequenos y del didmetro
maximo del foliculo dominante en los ciclos estrales con dos ondas.

RALFIERRTILAT B P B BLAL] o BB LFe] Bradd P Rl AP R LELAL] LA i ALEREal .

Ondas
Primera Onda Segunda Onda
Variables
X DE  Min. Max. X DE Min.  Max.
Dia del mayor nimero
do foliculos 240 080 200 400 270 070 200 400
Dia del diametro
maximo 1117 212 900 1500 2042 156 18.00 23.00

El foliculo dominante de la primera onda y el foliculo dominante de la segunda onda (foliculo pre-
ovulatorio), alcanzaron su didmetro méximo los dfas 11.17 y 20.42 respectivamente (Tabla 3).

Denis et al. (20072), con hembras del genotipo Siboney de Cuba reportaron el didmetro maximo a los dias
7.2y 17.8 del ciclo, en tanto que Solis y de Armas (2010), con novillas mestizas Simmental por Brahman,
reportaron el didmetro maximo de la primera onda el dia 10.0 y el de la segunda

onda el dia 21.17. Estos ultimos resultados se asemejan mas a los encontrados en este experimento

posiblemente por la mayor similitud genotipica entre los animales estudiados, ademds de que ambos
estudios fueron realizados bajo las mismas condiciones microambientales.

Resulta oportuno senalar que atin no se ha aclarado por completo el mecanismo de seleccién del foliculo
dominante. Sin embargo, se sabe que al mismo tiempo que los perfiles de crecimiento del foliculo dominante
y de los subordinados comienzan a diferenciarse, la FSH declina rapidamente, esta situacién propicia que
los niveles de FSH se encuentren por debajo de los niveles necesarios para el desarrollo de los foliculos
subordinados que sufren atresia, mientras el foliculo dominante adquiere la habilidad de seguir creciendo
con bajos niveles de FSH (Ginther et al., 1996).

Como se observa en la figura uno, el didmetro alcanzado por el foliculo dominante pre-ovulatorio de la
segunda onda (15,05 mm) fue significativamente mayor (P < 0,05) al del foliculo dominante de la primera
onda (12,70 mm). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores como Denis et al. (2007a)
y Del Valle (2008), quienes indicaron que el foliculo preovulatorio presenta un didmetro mayor que los
foliculos dominantes de las ondas anteriores.

Solis y de Armas (2010) encontraron un mayor tamafio del foliculo dominante preovulatorio (14,5 mm),
comparado con el foliculo dominante de la onda anterior (13,67 mm). Cummins et al. (2012), reportaron
con vacas Holstein de alto mérito genético un tamafo méximo del foliculo dominante preovulatoriode 17,91
mm versus 16,70 mm del foliculo dominante de las ondas anteriores.

Denis (2006) sefialaron que el menor tamafio de los foliculos dominantes que anteceden a foliculo
preovulatorio puede ser debido a que estos se desarrollan a mitad del ciclo donde hay altos niveles de
progesterona. Fendmeno que a nuestro criterio es responsable de un menor aporte gonadotrépico necesario
para el crecimiento de foliculo dominante.
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Diametro maximo del foliculo dominante

17 15,05 +0,54

15 12,70 +0,64

13
11
9 P=0,0424

~d

[

PRIMERA ONDA

SEGUNDA ONDA

IMPORTAR TABLA FIGURA 1.
Didmetro miximo alcanzado por el foliculo dominante en la primera y en la segunda onda.

Del Valle (2008) sefial6 que en vacas Bos taurus el foliculo dominante de la primera onda puede alcanzar
entre 15 y 18 mm, en tanto que el foliculo dominante pre-ovulatorio de la segunda onda puede llegar a
medir hasta 18 mm. Garcfa-Bracho et al. (2015) reportaron didmetros del foliculo dominante de 10.03 mm
en vacas mestizas, Andringa et al. (2013) con vacas Holando reportaron didmetros méximos de foliculos
preovulatorios de 16,2 mm, en tanto que Perry et al. (2007) reportaron didmetros méximos de 15.7 mm.

Frandson et al. (2013) indicaron que la cavidad folicular donde ocurre la ovulacién, es revestida
principalmente por células de la granulosa que inician su multiplicacién por influencia de la LH, hasta
formar el cuerpo luteo, cuya produccién endocrina primaria es la progesterona. Dicha hormona, durante esta
parte del ciclo tiene la funcién principal de preparar al ttero para la prenez, incrementando las secreciones
endocrinas del utero e inhibiendo la motilidad uterina para favorecer la implantacién. También sefialaron

que cuando el cuerpo luteo alcanza su maximo desarrollo la produccién de progesterona es méxima y los
niveles en plasma se estabilizan.

CONCLUSIONES

El numero de foliculos que emergen en cada ciclo estral puede ser significativamente distinto incluso en un
mismo animal.

El nimero de foliculos que emergen en cada onda de desarrollo folicular es significativamente distinto.
El dia con el mayor numero de foliculos pequenos se da al inicio de la onda de desarrollo folicular.
Los foliculos pre-ovulatorios alcanzan un mayor didmetro que los foliculos dominantes de la primera onda.

RECOMENDACION

Utilizar los resultados de este estudio como base para el desarrollo de los trabajos biotecnolégicos mas
empleados en reproduccién animal, a saber: el diagnéstico reproductivo por ecografia, sincronizacién del

estro para inseminacién y transferencia de embriones en tiempo fijo, superovulacion y aspiracion folicular
in vivo.
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