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RESUMEN

El objetivo fue evaluar los efectos de la suplementacion dietaria de acido feruclico
(FA) y clorhidrato de zilpaterol (CZ) sobre actividad ovarica, metabolismo y
comportamiento reproductivo de ovejas de pelo sincronizadas con progesterona
sintética. Un total de 39 ovejas Dorper fueron distribuidas bajo un disefio de bloques
completamente al azar a tres tratamientos (n= 13), los cuales consistieron en aplicar
un estimulante ovarico durante un protocolo de sincronizacién de estro de 10 d con
progestagenos (n=13): 1) testigo, no recibié; 2) suplementacién con 0.15 mg de
CZ/kg de peso vivo/d; y 3) suplementaciéon con 10 mg de AF/kg de peso vivo/d.
Comparado con testigo, el AF aumentd (P < 0.05) concentraciones séricas de
triglicéridos, colesterol, tiroxina y cortisol, mientras que CZ aumentdo (P < 0.05)
concentraciones séricas de triglicéridos, tiroxina y cortisol pero disminuyé (P < 0.05)
urea e insulina. A nivel ovarico, el numero de foliculos emergentes fue menor (P <
0.05) con cualquier estimulante ovarico que en testigo, mientras que el numero de
foliculos en crecimiento solamente disminuyod (P < 0.05) con la administracion de CZ
comparado al grupo testigo o de AF. El nimero de foliculos pre-ovulatorios aumento
(P < 0.05) con suplementacion de CZ y no vario (P > 0.05) debido a CZ en relacion a
grupo testigo. El tamafio de foliculos emergentes fue mayor (P < 0.05) tanto con AF y
CZ comparado con testigo, pero no hubo cambios (P > 0.05) en el tamafio de
foliculos en crecimiento y pre-ovulatorios. El nimero de cuerpo lGteos y su tamafio,
asi como las concentraciones séricas de progesterona fuero similares (P > 0.05)
entre tratamientos. Comparado con testigo, el AF redujo (P < 0.05) el tiempo a estro
y mejord (P < 0.05) su agrupacion, pero no CZ, quien redujo (P < 0.05) la tasa de
prefiez en relacion a lo observado en testigo y tratados con AF. El resto de las
variables de comportamiento reproductivo no fueron similares (P > 0.05) entre
tratamientos. En conclusién, la inclusion de AF y CZ modificé el metabolismo de
energia de las ovejas durante el protocolo de sincronizacion, pero esto poco se
reflej6 en mejor actividad ovérica y eficiencia reproductiva. EI AF podria ser
empleado para mejorar la sincronia de la actividad estral en ovejas sincronizadas con

progestagenos.
Palabras claves: Ovinos de pelo, progesterona, metabolismo, compuestos fendlicos
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ABSTRACT

The objective was to evaluate the effects of dietary supplementation of ferulic acid
(FA) and zilpaterol hydrochloride (ZH) on ovarian activity, metabolism, and
reproductive performance of hair breed ewes synchronized with synthetic
progesterone. Thirty-nine Dorper ewes were assigned under randomized complete
block design to three treatments, which consisted of applying an ovarian stimulate
during an 10-d estrus synchronization protocol with progestagens (n= 13): 1) control,
without stimulate; 2) supplementation with 0.15 mg of ZH/kg of live weight/d; and 3)
supplementation with 10 mg of FA/kg of live weight/d. Compared to control, FA
increased (P < 0.05) serum concentrations of triglycerides, cholesterol, thyroxin and
cortisol, while ZH increased (P < 0.05) serum concentrations of triglycerides, thyroxin
and cortisol but decreased (P < 0.05) urea and insulin. At the ovarian level, the
number of emerging follicles was lower with any stimulate respect to control,
however, the number of growing follicles decreased (P < 0.05) only with ZH feeding
compared to control and FA group. The FA, but not ZH (P > 0.05), increased (P <
0.05) the number of pre-ovulatory follicles in relation to control. The size of emerging
follicles was higher (P < 0.05) using FA and ZH than in control, but there were not
changes (P > 0.05) for size of growing and pre-ovulatory follicles. Number and area of
corpus luteum, as well as the serum progesterone concentration were similar (P >
0.05) among treatments. Compared to control, FA decreased (P < 0.05) interval to
estrus and caused a more compact appearance of estrus (P < 0.05), but not ZH who
decreased (P < 0.05) pregnancy rate compared to that observed in control and FA-
fed. The rest of reproductive performance variables were similar (P > 0.05) among
treatments. In conclusion, the dietary inclusion of FA and ZH modified energy
metabolism of ewes during the synchronization protocol, but this was little reflected in
better ovarian activity and reproductive efficiency. The FA could be used to improve

the synchrony of estrous activity in progestogen-synchronized sheep.

Keywords: Hairbreed sheep, progesterone, metabolism, phenolic compounds



l. INTRODUCCION

La industria carnica ovina demanda una mayor produccién de corderos de engorda
para poder abastecer el mercado nacional de carne de borrego, por lo cual el uso de
protocolos de sincronizacion de estro basado en hormonas sintéticas es una
estrategia reproductiva ampliamente utilizada en las explotaciones (Lozano-Gonzélez
et al., 2012). El protocolo que mejores resultados ha dado en cuanto a porcentaje de
sincronizacion de estro, tasa de ovulacion, fertilidad y prolificidad, es donde las
ovejas se tratan con progesterona sintética (10 o 12 d) y 400 Ul de gonadotropina
coribénica equina (eCG) 24 h antes o al momento de finalizar dicho protocolo
(Quintero-Elisea et al., 2011; Abecia et al., 2012; Aké-Lépez et al.,, 2014a). Sin
embargo, se ha demostrado que la aplicacion continua de eCG en ovejas
sincronizadas con progestagenos promueve el desarrollo de anticuerpos para dicha
hormona (Roy et al, 1999), repercutiendo negativamente en la respuesta
reproductiva esperada (Bodin et al., 1995; Bodin et al., 1997). En este sentido,
actualmente se esta buscando otras alternativas como co-tratamiento al protocolo de
sincronizacion con progestagenos que ayuden, al igual que la eCG, a mejorar la
actividad folicular, respuesta ovulatoria, concentracion de estros, fertilidad y

presencia de parto multiples (Quintero-Elisea et al., 2011; Abecia et al., 2012).

Algunos estudios recientes sefialan que el clorhidrato de zilpaterol (CZ; Gutiérrez et
al., 2011; Lépez-Carlos et al., 2018) y el acido ferulico (AF: Macias-Cruz et al., 2018)
ayudan a estimular la actividad ovérica en ovejas via activacion del sistema insulina-
glucosa y el aumento en la esteroidogénesis. El CZ es un agonista adrenérgico 32
(AA-B2) similar a las catecolaminas que se une a receptores adrenérgico 2 (RA- B2)
localizado en la corteza ovarica para promover el ciclo ovarico, incluyendo el
crecimiento folicular y la esteroidogénesis (Bersmann, 1998; Greiner et al., 2008).
Por su parte, el AF es compuesto fendlico natural extraido de granos de cereales
principalmente, el cual funciona como antioxidantes, modulador del metabolismo (De
Paiva 2013; Macias-Cruz et al., 2018), y estimulador de la produccion de estrogenos
(Naowaboot et al., 2016) y de la hormona de crecimiento (Gorewit, 1983); asi que un

estudio reciente sefiald6 que la suplementacion de AF en ovejas prepuberes



estimulaba la actividad ovarica debido a sus efectos antioxidantes y a la activacion
del sistema insulina-glucosa (Macias-Cruz et al., 2018). Por lo tanto, el AF y el CZ al
igual que la eCG podrian ayudar a estimular la foliculogénesis y la ovulacién, al
mismo tiempo que mejoran el comportamiento reproductivo de ovejas sincronizadas

con progestagenos sintético.

Cabe mencionar que al momento no hay trabajos que hayan evaluado el AF como
bio-estimulador de la actividad ovarica en ovejas sincronizadas con progestagenos,
mientras que el CZ ya se ha evaluado en un estudio previo con cierto éxito (Lépez-
Carlos et al., 2018); aunque en ese estudio no dilucidaron el posible mecanismo que
llevo a ese efecto benéfico. Por lo anterior, se plateo la hipétesis que tanto AF y CZ
funcionaban como bioestimuladores de la actividad ovarica a través de modificar el
metabolismo de energia, causando una mejor eficiencia reproductiva en ovejas
sincronizadas con progestagenos sintéticos. El objetivo fue evaluar los efectos de la
suplementacion dietaria de AF y CZ sobre actividad ovérica, metabolismo y
comportamiento reproductivo de ovejas de pelo sincronizadas con progesterona

sintética.



Il. REVISION DE LITERATURA
2.1 Estacionalidad y actividad reproductiva de ovinos de pelo

La estacionalidad reproductiva es un mecanismo adaptativo que presentan los
pequefios rumiantes que les ha permitido sobrevivir a través del tiempo, ya que
permite que los partos ocurran en la época mas favorable del afio, donde la
disponibilidad de pastos es abundante y la temperatura confortable para sus crias
(Arroyo, 2011). Aunque cabe mencionar que en la actualidad la intensidad de la
estacionalidad reproductiva varia entre razas y especies. En pequefios rumiantes
persiste y su patrén circanual reproductivo se caracteriza por ser poliestrica
estacional, con un periodo de receptividad sexual en los meses de menor fotoperiodo
y la presencia de anestro en los meses de dias largos (Arbues et al., 2018). Bajo las
latitudes de México (14°31°55.56" — 32°43’7.32” latitud norte), los ovinos presentan
anestro entre los meses de febrero a junio, seguido por un reinicio paulatino en la
actividad estral siendo mas acentuado en los meses de otofio y primera mitad de

invierno (Cerna et al., 2010).

Mas que los aspectos nutricionales o ambientales, el fotoperiodo es el principal factor
ambiental que regula la variacion circanual reproductiva en pequefios rumiantes
(Arbues et al.,, 2018). Esto se debe a que el ritmo circanual del fotoperiodo es
constante a través de los afos, mientras que otras variables climaticas presentan
una elevada fluctuacion (p.e. temperatura, humedad, radiacioén solar, otros; Wyse et
al., 2018). Adicionalmente, los ovinos presentan un ritmo circanual endégeno que les
permite identificar el inicio y fin del periodo reproductivo independientemente del
fotoperiodo (Porras et al., 2003; Arroyo, 2011). Asi, evolutivamente, los ovinos
cuentan con un mecanismo nheuro-endoécrino controlado por el fotoperiodo para
definir su ritmo circadiano reproductivo a través de transformar una sefial luminosa
en una sefal hormonal dando como resultado la sintesis y secrecion de melatonina

en la glandula pineal (Arroyo, 2011).

El mecanismo que controla la estacionalidad reproductiva inicia cuando la luz solar

es captada por la retina ocular y esta informacion luminica es transmitida al nucleo



supraquiasmatico a través del tracto retinohipotalamico. Posteriormente, esta sefial
luminosa se convierte en una sefal quimica (noradrenalina) en el nucleo
paraventricular, la cual sincroniza la actividad de los pinealocitos en la glandula
pineal por aumentar la accion de la enzima arilalquimina-N-acetiltransferasa (AANAT,;
Arroyo et al.,, 2011; Tsutsui y Ubuka, 2018). Asi, los pinealocitos sintetizan
melatonina a través de un proceso de hidroxilacion y descarboxilacion de triptéfano,
aminoacido obtenido del torrente sanguineo y transformado intermediariamente a
serotonina (Coomans et al., 2015; Guadarrama-Ortiz et al., 2014; Porras et al., 2003;
Tsutsui y Ubuka, 2018). Con la secrecion de melatonina en la glandula pineal, se
activa la secrecion de algunos neuropéptidos en el eje hipotalamico como la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), la hormona inhibidora de gonadotropinas
(GnlH) y la kisspeptina; estos a su vez regulan la secrecion hipoficiaria anterior de la
hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante (FSH). Estas hormonas
pituitarias intervienen a nivel gonadal con el desarrollo de los gametos (Tsutsui y
Ubuka, 2018). Asi, el fotoperiodo controla la estacionalidad reproductiva en ovinos
por regular la actividad del eje hipotalamico-pituitario-gonadal (Tsutsui y Ubuka,
2018). De esta manera, los ovinos tienen la capacidad de detectar la disponibilidad
de horas luz por dia y a través de un mecanismo complejo neuroendocrino controlar

su actividad reproductiva.

Cabe mencionar que algunas razas ovinas, principalmente las de pelo, son menos
sensibles a la estacionalidad reproductiva, por lo que se consideran ovinos no
anestricos que presentan solamente una disminucién en la actividad reproductiva
durante la época natural de anestro (Arroyo et al., 2007; De la Isla et al., 2010;
Macias-Cruz et al., 2015). Esta baja sensibilidad a la estacionalidad reproductiva en
ovinos de pelo se debe a su origen (Arbues et al., 2018; Arroyo et al., 2011). Los
ovinos de pelo se originaron en la regiones tropicales del ecuador, donde el
fotoperiodo se mantiene relativamente constante a través del afio; sin embargo, la
mayoria de razas de lana tienen sus origenes en regiones localizadas a latitudes =
35° (Hafez, 2004), donde la duracion de horas luz fluctian fuertemente a través de la
época (Arroyo, 2011; Arbues et al., 2018). De hecho, en ovinos de pelo,

especificamente en raza Pelibuey, Arroyo et al. (2007) sugieren la presencia de tres
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patrones diferentes de actividad reproductiva circanual: 1) ovejas que muestran
anestro estacional a pesar de cambios ligeros en el fotoperiodo caracteristico de
regiones ecuatoriales (~40 %); 2) ovejas que ovulan todo el afio bajo el fotoperiodo
ecuatorial al ser insensibles a las variaciones foto-periddicas de esa region (~60%); y
3) ovejas que ovulan continuamente en forma independiente al fotoperiodo al que

sean expuestas (~20%).

En México desde hace algun tiempo se ha estudiado la actividad reproductiva en
ovinos de pelo, principalmente de las ovejas Pelibuey (Cerna et al., 2000; Valencia et
al., 2006; Arroyo et al., 2007; De la Isla et al., 2010; Macias-Cruz et al., 2015). Se ha
comprobado que este tipo de ovejas de origen ecuatorial no presentan estacionalidad
reproductiva como en razas de lana, por lo que algunos autores las consideran como
ovejas ciclicas continuas que presentan periodos cortos de anestro poco profundo
(Cerna et al., 2000; Valencia et al., 2006; Arroyo et al., 2007; De la Isla et al., 2010;
Gastelum et al., 2015; Macias-Cruz et al., 2015). Asi, en varios estudios hechos en la
region templada del centro del pais (~19 ° LN), se ha reportado una reduccion en la
presencia de estros y actividad ovulatoria durante los meses de primavera en ovejas
Pelibuey (Cerna et al., 2000; Valencia et al., 2006; Arroyo et al., 2007).

Sin embargo, mientras que por un lado se ha observado que solo una tercera parte
de las ovejas no presentan una estacionalidad reproductiva que marque la época de
anestro, otras con una diferencia entre el dia mas largo y mas corto de 2 h, puede
ser suficiente para causar cambios en el ciclo reproductivo, en regiones ecuatoriales
a una latitud ~19 ° N en ovejas Pelibuey. Desde otro punto de vista se menciona que
durante la época de primavera (abril-junio) donde es mas marcado la reduccion de la
actividad reproductiva, se podria sugerir un estimulo ejercido por el macho para
minimizar o evitar el anestro, ademas de que esta reduccion se le ha atribuido
también a otros factores controladores del fotoperiodo como las condiciones
ambientales a las que esta sometida esta regién (Cerna et al., 2000; Valencia et al.,
2006; Arroyo et al., 2007). Esto coincide con estudios llevados a cabo en la region
del tropico con latitudes de 21 a 22° N, donde se refleja casi el 50 % de disminucion

en la actividad ovarica de las ovejas, durante el periodo de febrero-mayo (Valencia et



al., 1981; Gonzalez-Reyna et al., 1992; De La Isla et al.,, 2010). En esta regién
descartaron que la nutricion administrada sea un factor causante de esa disminucion,
sin embargo, si se lo adjudicaron a condiciones ambientales como la temperatura y

la humedad, e incluso al fotoperiodo.

Estudios més recientes hecho al noroeste de México a una latitud de 32° N donde
predomina un clima arido seco, también ha reportado una disminucion tanto en la
actividad estral como ovulatoria durante el primer semestre de afo (45 a 82 %),
contrario a lo observado en la época de verano-otofio (julio-diciembre) donde 100 %
de las ovejas mostraron actividad estral y ovulatoria (Gastelum et al., 2015; Macias-
Cruz et al., 2015). Dadas las condiciones ambientales extremas que predominan, en
esa region se esperaba que el estrés caldrico de verano se convirtiera un factor
predisponente junto con el fotoperiodo para controlar la reproduccién. No obstante,
se demostré en esos estudios que el mismo fotoperiodo es un factor mas importante
gue las mismas temperaturas altas para regular el ritmo circadiano de la actividad
reproductiva, principalmente a nivel ovarico (Gastelum-Delgado et al., 2015; Macias-
Cruz et al., 2016). Si bien estrés caldrico de verano no tuvo mucho efecto en la
presencia de estro a través del afio, se encontré6 que estas condiciones climéticas
disminuian la funcionalidad del cuerpo lateo, lo cual puede comprometer el
mantenimiento de la gestacion por una disminucion en los niveles de progesterona

circulante (Macias-Cruz et al., 2016; Tabarez-Rojas et al., 2009).
2.2 Ciclo estral

El ciclo estral se define como el intervalo entre dos estros y se caracteriza por la
presencia de cambios conductuales, hormonales y fisiolégicos, los cuales estan
asociados con la maduracion de uno o mas foliculos y su posible ovulacion a nivel de
ovario (Rangel-Porta et al., 2010). Asi, a través del ciclo estral se sincronizan
diferentes eventos reproductivos para garantizar la coincidencia entre la ovulacion y
la receptiva sexualmente de la hembra al macho (Hafez y Hafez, 2004). En ovejas, el
ciclo estral usualmente tiene una duracion promedio de 17 dias, con un estro que
dura aproximadamente 30 a 36 h en ovejas multiparas (Rawling y Bartlewski, 2007) y

resulta hasta 10 h méas corto en ovejas nuliparas (Robison y Nuakes, 2019).



En general, el ciclo estral se divide en dos fases, folicular y luteal, la primera dura
entre 3 y 4 dias mientras que la segunda se alarga hasta 14 dias en ovinos (Hafez y
Hafez, 2004). Igualmente, el ciclo estral puede dividirse en cuatro etapas: proestro,
estro, metaestro y diestro (Bartlewski et al., 2011). Tanto proestro y estro dan lugar a
la fase folicular, mientras que el metaestro y diestro integran lo que es la fase lutea
(Cunningham et al., 2014). En la fase folicular se observa un aumento de la actividad
ovarica, ya que se presenta desarrollo folicular (reclutamiento, seleccion, dominancia
y maduracién) y ovulacioén, asi como la parte final de la regresién del cuerpo Iuteo.
Hormonalmente, se encuentras niveles altos de FSH para estimular el crecimiento
folicular, asimismo cuando hay presencia del foliculo dominante que posteriormente
se convierte en pre-ovulatorio, éste comienza a sintetizar y secretar gran cantidad de
estradiol 17-B (estrogenos, E2); hormona que promueve una retroalimentacion
negativa a nivel de hipofisis anterior para detener la liberaciéon de FSH. La liberacion
folicular de E2 causa también una retroalimentacion positiva a nivel de hipotalamico
para desencadenar la liberacion de GnRH-LH, quien estimula a nivel de hipdfisis la
produccion y sintesis de LH, hormona encargada de estimular la ovulacién folicular
en el ovario. Durante la fase folicular se encuentran niveles basales en las
concentraciones de progesterona (P4) debido a la lisis del cuerpo lateo. Otras
hormonas ovéricas que juegan un rol clave en la regulacién de la sintesis y secrecion
de FSH pituitaria, es la inhibina y activina, las cuales ejercen accion solo a nivel de
hipétesis acorde a lo que sugiere su nombre (Bartlewski et al., 2011; Cunningham et
al.,, 2014; Hafez y Hafez, 2004). Conductualmente, se puede observar que las
hembras al final de esta fase folicular (estro) presentan receptividad sexual con el
macho, asi como la secrecion de moco liberado por las glandulas uterinas, cervicales

y vaginales (Hafez y Hafez, 2004).

En la fase luteal, ya con la liberacién del 6vulo, las células de la teca y de la
granulosa del foliculo ovulatorio se exponen hacia la superficie del ovario para
transformarse en células grandes y chicas, respectivamente; ambas dan lugar a la
formacion del tejido luteal, cominmente conocido como cuerpo luteo (Cunningham et
al., 2014; Robison y Nuakes, 2019). El cuerpo liteo es una glandula endécrina

temporal como sus células secretan grandes cantidades de P4 con el objeto de
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promover las condiciones uterinas para una posible gestacion (Goodman y Inskeep,
2015). Adicionalmente, la P4 promueve una retroaccion negativa a nivel hipotalamico
para inhibir la secrecion pulsatil de GnRH (Arroyo, 2011). Si la concepcion del ovulo
no se da, la funcionalidad del cuerpo liteo comienza a disminuir y con ello su lisis por
accion de la hormona prostaglandina F2a (PGF2a; Robison y Nuakes, 2019). Esta
hormona es secretada en el endometrio uterino por una retroalimentacion positiva de
estrogenos y oxitocina (Goodman y Inskeep, 2015). A medida que el cuerpo luteo va
sufriendo lutedsis, la retroalimentacion negativa ejercida por la P4 a nivel
hipotaldmico va desapareciendo, y con ello, el ovario comienza a experimentar
actividad folicular para el desarrollo de otro posible foliculo pre-ovulatio (Robison y
Nuakes, 2019). De esta manera, el ciclo estral se vuelve ciclico al iniciarse

aproximadamente cada 17 d en el caso de ovejas.

Se considera que una oveja entra en una fase de anestro cuando dejan de exhibir
actividad estral y, consecuentemente, receptibilidad al macho. El anestro se define
como un periodo prolongado de descanso sexual, el cual puede presentarse de
manera natural (gestacion, estacionalidad reproductiva y periodo postparto) o
inducido (problemas de salud o manejo alimenticio inadecuado; Robison y Nuakes,
2019). Cabe mencionar que el anestro estacional puede ser finalizado a través de
protocolos de induccién del estro, ya sea hormonal o natural. Estos protocolos
ademas de permitir inducir la actividad estral y ovulatoria en periodos de anestro,
también permiten incrementar la fertilidad y hacer més eficiente la produccion de
corderos en las explotaciones (Abecia et al., 2012). Cabe mencionar, que también
existen protocolo de sincronizacion de estro, los cuales han mostrado incrementar la
eficiencia reproductiva en los rebafios, y por consiguiente es una de las herramientas

biotecnolégicas reproductiva con mas uso en la industria ovina a nivel mudial.
2.3 Sincronizacion de estro en ovejas

La sincronizacion de estro en ovejas es un método estratégico de manejo
reproductivo que ha permitido a los productores concentrar la presencia de estro en
ovejas para empadre. Esto ha permitido a los productores programar destetes y
partos en una época favorable, tanto econémica para el productor y ambiental para el
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animal (Aké-Lépez et al.,, 2014a). Dependiendo del método de sincronizacion de
estro, éste puede ser enfocado para manipular la fase latea o folicular del ciclo estral;
en ambas situaciones la manipulacion va dirigida para mantener las ovejas en alguna

de las fases hasta que todas alcanza la misma (Wildeus, 2000).

La PGFyq, los progestagenos y las gonadotropinas son las hormonas que mas se
usan dentro de los protocolos de sincronizacion de estro de ovejas (Abecia et al.,
2012; Aké-Lopez et al., 2014a). Estas hormonas dependiendo de su funcion natural
permiten lograr varios enfoques, incluida la prolongacién artificial o acortamiento de
la fase lutea para retrasar o avanzar la llegada del estro. Mientras que la
progesterona extiende la fase latea, la PGFyq la acorta (Hristova et al., 2011). No
obstante, desde hace varias décadas los protocolos basado en progestagenos son
los mas usados y con éxito para mejorar el comportamiento reproductivo en ovejas.
Asi, los protocolos de sincronizacion de estro en ovejas se basan principalmente en
imitar la fase latea de la oveja mediante suministracién exégena de P4, cuya principal
actividad es la de suprimir el estro y la ovulacién a través de un mecanismo de
retroalimentacion negativa que ejercen sobre la liberacion de GnRH, tal como
naturalmente sucede (Aké-Lopez et al., 2014b). Después de un periodo de tiempo (5
a 12 d), el dispositivo con progestagenos sintéticos se retira, eliminando el efecto de
retroalimentacion negativo sobre GnRH y, consecuentemente, las ovejas tratadas
comenzaran a mostrar desarrollo folicular sincronizado y estro en forma sincrénica
(Wang y Bai, 2019).

Los progestagenos pueden ser aplicados mediante inyecciones, dispositivos
intravaginales (esponja o CIDR), e implantes subcutaneos (Lozano-Gonzalez et al.,
2012). También existen diferentes progestagenos sintéticos, tales como acetato de
medioxiprogesterona (MAP), acetato de melangastrol (MGA) y acetato de
flurogestona (FGA; Abecia et al., 2012; Avila-Castillo et al.,2019; Quintero-Elisea et
al., 2011). No obstante, el protocolo mas utilizado es aquel donde esponjas de
poliuterano impregnadas con 40 mg de FGA se colocan intravaginalmente entre 10 y
14 d (Wildeus, 2000). Los resultados de este protocolo muestran que entre 60 y 95%

de las ovejas presentan estro dentro de las 24 y 48 h después del retiro (Cordero-



Mata et al., 2011). En actualidad, este protocolo presenta diversas variantes, desde
menor tiempo de insercion de las esponjas en la vagina de las ovejas, hasta su
aplicacion en co-tratamiento con otras hormonas como gonadotropinas y PGF2a (Yu
et al., 2019).

En relacion a los protocolos de sincronizacién de estro basado en la administracion
de PGF2q, su uso se recomienda solamente durante la época reproductiva de la
oveja, ya que es cuando hay garantia de la presencia de un cuerpo luteo (Wildeus,
2000). La PGF2a sincroniza el ciclo estral de las ovejas porque inhibe la produccién
de P4 al actuar directamente en la degeneracion del cuerpo lateo, logrando que los
ovarios reinicien su actividad folicular (Wang y Bai, 2019). Inicialmente, este
protocolo consistia en hacer una aplicacion unica de PGF2a, pero los resultados eran
poco alentadores (alrededor de 50% de respuesta a estro), por lo que posteriormente
se modificé a dos inyecciones de 10 mg de PGF2a en un intervalo de 7 d (Uribe-
Velasquez et al., 2007). De esta manera, se favorecio la maduracion de los foliculos
y la sincronizacion del pico preovulatorio de LH y la ovulacion, ya que la restauracion
de la pulsatilidad de LH hasta alcanzar el pico preovulatorio es mas temprana en
presencia de cuerpos liteos mas jovenes como secretan menos progesterona
(Abecia et al., 2012). Comercialmente, la PGF2a mas usada es Lutalyse y su

analogo Cloprostenol (Wildeus, 2000).

Cabe mencionar que en la Ultima década se ha estado trabajando en disminuir el uso
de hormonas en la producciéon animal, ya que se asocian con problemas de salud en
los consumidores. Algunos métodos naturales que han mostrado el potencial para
sincronizar y/o inducir la actividad estral se encuentran: control del fotoperiodo
(Abecia et al., 2012), administracion de sustancias naturales (Hasein y Haddad,

2006) y suplementaciones alimenticias (Lopez et al., 2018).
2.4 Sincronizacion del estro con progestagenos y eCG

La gonadotropina coridnica equina (eCG) se aplica como un co-tratamiento al
protocolo de sincronizacion de estro con progestageno, generalmente 24 h antes o al

retiro del progestageno (Quintero-Elisea et al., 2011). La eCG tiene una actividad
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similar a la FSH principalmente, y en menor grado a la LH (Arbues et al., 2018b), por
consiguiente ayuda a estimular la actividad ovarica después de retirar el estimulo de
la P4 sintética (Abecia et al., 2012). Asi, esta hormona gonadotrépica aumenta el
desarrollo y crecimiento folicular, y como consecuencia, acorta el tiempo de
induccién del pico preovulatorio de LH y la ovulacion (Cunningham et al., 2014).
Cabe mencionar que la eCG tiene una vida media larga comparado con otras
hormonas debido a la presencia de acido sialico en su estructura; esto podria ser un
problema si se considera que puede ayudar a reclutar foliculos viejo o de mala
calidad (Lamrani et al., 2018). De esta manera, la administracion de eCG en
protocolo con progestagenos se asocia con mayor presencia de ovejas en estro en
un tiempo mas corto (<36 h), asi como una mayor tasa de ovulacion, tasa de prefiez,
partos multiples y prolificidad (Aké-Lopez et al., 2014; Quintero-Elisea et al., 2011;
Wildeus, 2000).

La dosis recomendada de eCG es entre 400 y 500 Ul en ovejas (Barret et al., 2004),
sin embargo, actualmente se conoce que la dosis aplicar depende de la raza,
condicidn corporal, marca comercial del producto, edad, época del afio, otros (Arbues
et al.,, 2018b; Lozano-Gonzalez et al., 2012; Macias-Cruz et al., 2013; Quintero-
Elisea et al., 2011; Yu et al., 2019). Las ovejas de lana con marcada estacionalidad
reproductiva, baja prolificidad y muy pesadas presentan menos sensibilidad ovérica
por lo que requieren de una mayor cantidad de eCG para estimular actividad folicular
(Ben Said et al., 2007). Contrariamente, ovejas como las de pelo que son mas
prolificas, y menos pesadas y estacionales, necesitan dosis mas bajas (Macias-Cruz
et al., 2013). De hecho, para ovinos Pelibuey y Blackbelly, Quintero-Elisea et al.
(2011) encontraron que una dosis 6ptima de 400 Ul de eCG 24 h antes del retiro
mejora significativamente la eficiencia reproductiva, mientras que Macias-Cruz et al.
(2013) senalaron una dosis de tan solo 280 Ul en ovejas cruzadas de Pelibuey x
Romanov. También Quintero-Elisea et al. (2010) reportaron en ovejas Pelibuey una
dosis superior a 200 Ul de eCG para tener consistentemente mejor eficiencia
reproductiva cuando realizaban inseminacion artificial por laparoscopia o monta

natural. Por lo tanto, considerando que la raza Romanov es muy prolifica, es de
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esperarse gue requieran menos estimulante ovarico para mejorar el comportamiento

reproductivo, tal como lo demostraron Macias-Cruz et al. (2013).

Un punto en contra que tiene el uso de eCG, a parte de su vida media larga, es el
hecho que su aplicacion repetida en diferentes protocolos de sincronizacién a una
oveja activa su sistema inmunoldgico creando anticuerpo anti-eCG (Roy et al., 1999).
Asi que el uso repetido de esta hormona en protocolos de sincronizacion de estro
con progestagenos produce a largo plazo nulos beneficios (Bodin et al., 1995; Bodin
et al., 1997). Adicionalmente, dada su alta accion como FSH y baja acciéon como LH,
algunos estudios sefialan que eCG puede causar la formacion de foliculos
persistentes anovulatorios, y por ende baja fertilidad (Luna et al., 2019; Menchaca et
al., 2009; Simonetti et al., 2008). Otros estudios también sefalan que la alta
variabilidad de eCG en la funcién de la LH puede causar la reanudacion precoz de
las meiosis en el ovocito, lo que resulta en aneuploidia y por ende problemas de
desarrollo embrionario temprano (Monniaur et al., 1984; Luna et al., 2019). En este
sentido, Bodin et al. (1997) han sugerido buscar alternativas para estimular la

actividad ovérica en protocolo de sincronizacion de estro con progestagenos.
2.5 Acido ferdlico

El AF es un compuesto natural derivado de plantas y cereales principalmente que
pertenece a la familia de los &acidos hidroxicinamicos y se considera como un
compuesto fenolico (Chandrosekra, 2018; Kumar y Pruthi, 2014). En plantas, este
compuesto fendlico se localiza principalmente en los componentes de la pared
celular enlazado a la lignina a través de enlaces covalentes; sus principales
funciones es dar rigidez a la planta y actuar agente antimicrobiano (De Paiva et al.,
2013). Al igual que otros compuestos fendlicos, el AF se sintetiza en el reticulo

endoplasmico de la planta y se almacenan en las vacuolas (Gan et al., 2019).

El AF es considerado un alimento funcional debido a sus funciones antioxidantes,
antiinflamatorias, anticancerigenas, antidiabético, anticolesterolémico, otras (Kumar y
Pruthi, 2014). Por lo anterior, la industria farmacéutica ha mostrado mucho interés

para su uso en la elaboracion de medicamento de uso humano. En produccion
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animal, los efectos benéficos del AF han sido menos estudiados, sin embargo,
actualmente se conoce que funciona como promotor de crecimiento en animale que
experimental estrés oxidativo (Wang et al., 2019a,b; Pefia-Torres et al., 2020), asi
como también evita la oxidacibn de la carne alargando su vida de anaquel
(Gonzalez-Rios et al., 2013; 2016). En la reproduccion animal también ha mostrado
mejorar la actividad ovarica (Macias-Cruz et al., 2018) y maduracion de ovocitos
(Naowaboot et al., 2016).

2.5.1 Composicion quimica

La estructura quimica del acido ferulico (acido 4-hidroxi-3-metoxicinAmico) se
caracteriza por tener un anillo de benceno, con dos grupos (un hidroxi y un metoxi)
unidos a los carbonos 3 y 4 del acido propenoico (Lee y Hyung, 2017). Se
biosintetiza mediante la ruta del acido shikimico a partir de fenilalanina y tirosina
(Gan et al., 2019). EIl doble enlace de la cadena lateral le confiere dos isomeros: cis
(liquido aceitoso amarillo) y trans (cristal blanco), cabe mencionar que el isémero

trans es el mas comudn en la naturaleza (De Paiva et al., 2013).
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Figura 1. Estructura quimica del acido ferdlico.
2.5.2 Acido feralico en lareproduccion de la hembra

El impacto que tiene el AF en la reproduccion de animales domésticos no ha sido
aun estudiado a profundidad. Sin embargo, algunos estudios sugieren efectos
benéficos, principalmente como un promotor de la actividad ovarica (Macias-Cruz et
al., 2018) y maduracién de los ovocitos en estudios in vitro (Lee y Hyun, 2017;
Tanihara et al., 2018). En corderas prepuberes, la suplementacion de 300 mg de

AF/dia mostro inducir la pubertad durante la época de anestro natural y la madurez
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sexual (Macias-Cruz et al., 2018). Adicionalmente en ese estudio observaron que el
namero de foliculos grandes y de cuerpos luteos por cordera aumentd debido al AF.
Otro estudio conducido con ovocitos de puerco madurados in vitro reportd que la
adiciébn de este compuesto fendlico en el medio de cultivo mejoré la tasa de
maduracién y fertilizacion en los ovocitos (Tanihara et al., 2018). La maduracion in
vitro de embriones de cerdos también se mejora con la inclusion del AF en el medio
de cultivo, considerando que la tasa de formacién de blastocitos y el numero de
células por blastocito aumentaron con la adicion del fenol al medio (Lee y Hyun,
2017). Usando un modelo murino, un estudio encontré6 que el AF contrarresto
parcialmente todos los efecto negativo de los rayos gammas en el desarrollo y
funcionamiento del ovario, de tal manera que este compuesto aumento el peso del
ovario y utero al mismo tiempo que promovié una secrecion mas normal de LH, FSH

y E2, asi como en la estructura histologica de los ovarios (Abdel Fattah et al., 2019).

También existen estudios donde usaron planta o extractos de plantas que contenia
AF, con resultados similares a los mencionados previamente cuando ofrecieron AF
libre. Asi, unas ratas alimentadas con el extracto de la planta Petroselinum sativum
tuvieron un mayor peso uterino, lo cual se asocié con un aumento en la actividad
estrogénica (Slighoua et al., 2021). Por su parte, Moshfegh et al. (2016) alimentaron
a ratones hembras con polen de la palma datilera egipcia (fuente rica en AF) y
observaron que este tratamiento mejor6 la poblacion folicular, tamafio del cuerpo

liteo, y concentraciones seéricas de P4y E2.

Cabe mencionar que actualmente no se han definido los mecanismos especificos por
los cuales AF genera estos efectos benéficos reproductivos en los animales. Sin
embargo, se han sugerido algunos basado en resultados de concentraciones de
analitos sanguineas que requieren ser evaluados. El AF es considerado un potente
antioxidante por lo que el principal mecanismo asociado con los efecto positivo en la
reproduccién es éste (Abdel-Fattah et al., 2019; Wang et al., 2019). Una disminucion
en las concentraciones de especies reactivas de oxigeno junto con un aumento en la
produccion de enzimas con actividad antioxidante han sido ampliamente demostrado

en animales tratados con AF (Wang et al., 2019). Otro mecanismo esta relacionado
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con la modulacion del sistema insulina-glucosa, el cual permite una mayor entrada de

glucosa a los foliculos para su crecimiento (Macias-Cruz et al., 2018).

Recientemente, Slighoua et al. (2021) sugirié que los compuestos fendlicos como AF
tienen actividad esteroigénica, lo cual aumenta las concentraciones de E2 y sus
precursores favoreciendo la proliferacion de células a través de la activacion de la
sintesis de biomoléculas en el tejido uterino; esto explica el aumento en el peso del
tracto reproductivo de hembras alimentadas con AF. Al parecer, AF activa la
produccion de E2 por intervenir en la corversion de colesterol a esta hormona
esteroidea (Black et al., 1994). Al respecto, Moshfegh et al. (2016) sefialan que
compuestos fendlicos como AF pueden aumentar la actividad de la enzima citocromo

p450, encargada del transporte del colesterol para su esteroidogenesis.

El AF parece también promover la sintesis de hormonas de la hipofisis anterior, ya
gue hay evidencias de un aumento en los niveles séricos de la hormona de
crecimiento (Gorewit, 1983), FSH y LH (Abdel-Fattah et al., 2019). Esto pudiera estar
repercutiendo positivamente en una mejor sincronia del eje hipotalamo-hipofisis-
gonada. Estudios in vitro sefialan que el AF controla a nivel de ovocito y embrion la
via de los factores de supervivencia aumentando al gen Nrf2, el cual induce la
sintesis de glutation intracelular y protege a los ovocitos del estrés oxidativo (Lee y
Hyun, 2017).

2.6 Clorhidrato de zilpaterol

El CZ es un AA-3, parecido a las catecolaminas que ejerce efecto biolégicos en el
animal por unirse a receptores adrenérgicos 3, (RA-B,). Este AA-B, es una droga que
actian via adrenérgica para modificar el metabolismo y la deposicidbn musculo-grasa
corporal (Barnes et al., 2019; Herago y Agonafir, 2017), y también se le atribuyen
efectos en los procesos reproductivos asociados con la actividad ovérica (Jordan et
al.,, 1981). Hasta ahora mucho se ha estudiado al CZ como un promotor de
crecimiento en animales de engorda, pero poco atencion ha recibido el hecho que
puede impactar positivamente en la reproduccion de los animales (Lépez-Carlos et
al., 2018).
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El CZ es uno de los dos AA-B permitidos como promotor de crecimiento en engorda
de ganado, y esto se debe a que es 12 veces menos potente que el popular AA-
clembuterol (Avendafio-Reyes et al., 2006), el cual estd prohibido actualmente
(Dominguez-Vara et al., 2010). Adicionalmente, se ha reportado que su residualidad
es baja en los diferentes tejidos que puede consumir el humano, por lo que se
sugiere que no es toxico en las personas que consumen regularmente carne ovina
(Shelver y Smith, 2006).

2.6.1 Composicion quimica

El CZ es una catecolamina analoga proveniente de una familia de compuestos
farmacologicamente conocidos como AA-B. De acuerdo a su nomenclatura
internacional se le conoce como () —Trans—4, 5, 6, 7-Tetrahidro—7 hidroxi—6 -
(isopropilamino) imidazol [4,5,1—jk]-[1] benzazepin — 2 (1H) -uno, monohidrocloruro
(FAO, 2012). Estos AA-B son compuestos sintéticos que comparten una estructura
guimica base comun, es decir, un anillo aromatico de seis asas con un grupo
hidroxilo unido al nitrégeno cargado positivamente al B-carbono en la cadena lateral
de etilamina, asi como un sustituyente en el nitrdgeno alifatico, el cual corresponde al

receptor B especifico (Smith, 1998; Beerman, 2014; Figura 2).
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Figura 2. Estructura general de AA- B y de clorhidrato de zilpaterol
Asi, todos los AA-B son similares por contener un anillo, sin embargo, difieren en
relacion a la afinidad que tienen con los RA-B;, RA-B, y RA-B3 (Bersmann, 2002).

Considerando que la proporcion de cada tipo de RA-B varia entre tejidos e incluso

entre especie, no todos los AA-B tienen la misma eficacia para funcionar como
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promotores de crecimiento en todas las especies (Dominguez-Vara et al., 2010). Los
RA-B1 predominan en animales monogastricos (67 % en musculo esquelético y 73 %
en tejido adiposo), mientras que los RA-B, son mas abundantes en rumiantes (99 %
en musculo esquelético y 90 % en tejido adiposo; Johnson et al., 2014). El CZ es un
AA-B, por lo cual se usa mas como promotor de crecimiento en ganado bovino y

ovino (Delmore et al., 2010).
2.6.2 Mecanismo de accién reproductivo

El mecanismo de accion a través del cual los AA-B, pueden modificar aspectos
reproductivos en ovejas se ha estudiado poco. No obstante, se conoce que hay
bastantes RA-B en la corteza del ovario de las hembras, los cuales sirven para que
las catecolaminas naturales (adrenalina y la noradrenalina) estimulen la actividad
ovarica (Beermann, 2014; Meersman, 1998). Particular atencion tiene el hecho que
RA-B, abundan dentro de las células de la granulosa e intersticiales, segin un
estudio realizado en ratas pre-puberes (Jordan et al., 1981). La disponibilidad de
estos RA-[B, varian de acuerdo a la etapa del ciclo estral, asi que hay mayor cantidad
durante el proestro y luego disminuyen rapidamente previo al pico pre-ovulatorio de
LH; los niveles se mantienen bajos durante el estro y metaestro para nuevamente
comenzar a incrementar en el diestro (Aguado, 2002). Otros estudios sefalan que el
ovario tiene inervaciones adrenérgicas para modular el desarrollo folicular a través de
la formacién de receptores de gonadotropinas y enzimas esteroigénicas (Dissen et
al., 2002).

En un estudio in vitro, Mayerhofer et al. (1997) demostraron que los ovarios de ratas
neonatales expuestos a isoproterenol (AA-B) y VIP (péptido vasoactivo intestinal,
localizado en los nervios sensitivos y autbnomos) presentaban un aumento en la
disponibilidad de ARNm para receptores de FSH y enzima P450aromatasa. Zsolnai
et al. (1982), quienes administrarin localmente fenoterol (AA- B) a ratas en celo,
observaron un incremento en las concentraciones de P4 y E2, evidenciando que los
RA- B tienen un papel regulador en la secrecidon de hormonas ovaricas. Por su parte,

Aguado et al. (2002) observaron que los ovarios neonatales de ratas con baja
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inervacion adrenérgica presentaban una disminucion en el nimero de ovocitos,

actividad FSH, esteroigénica y de hormona de crecimiento (Aguado et al., 2002).

Esto sugiere que la accion de los AA-B, estd asociada directamente con el proceso
de foliculogénesis mas que con otros eventos reproductivos del ciclo ovarico, tales
como ovulacion o formacién/actividad del cuerpo lateo. Es posible que efectos
benéficos secundarios se presenten en la ovulacion y funcionalidad del cuerpo Iuteo
en respuesta al cambio en la actividad folicular (L6pez-Carlos et al.,, 2018).
Adicionalmente, se ha reportado que la suplementacion dietaria de AA-B estimula un
aumento agudo en los niveles de insulina, glucosa (Gojmerac et al., 2000) y
hormonas esteroideas (Wheeler et al., 1988). Por lo tanto, la suplementacién de CZ
posiblemente ayude a modificar la actividad ovarica por tres mecanismos: 1)
aumentando el namero de receptores disponibles para FSH, 2) estimulando la
actividad esteroigénica folicular, y 3) modulando el metabolismo energético folicular a

través del sistema insulina-glucosa.
2.7 Acido ferdlico y clorhidrato de zilpaterol en protocolos de sincronizacién

Dados los mecanismos de accion tanto del AF y CZ, ambos productos podrian ser
usados como estimulantes de la actividad ovarica en hembras. Aprovechando estos
efectos benéficos, en la actualidad se han conducido algunos trabajos para
demostrar que CZ podria ayudar a mejorar la respuesta ovarica y, en consecuencia,
la eficiencia reproductiva de ovejas sincronizadas con progestagenos; los resultados
no ha sido del todo consistentes (Gutiérrez et al., 2011; Lépez-Carlos et al., 2018).
No obstante, el AF no ha sido evaluado como un co-tratamiento de protocolos de
sincronizacion d de estro de ovejas o cualquier otra especie. Por lo tanto, resulta

imperante realizar investigacion al respecto.

Gutiérrez et al. (2011) encontraron que la suplementacion dietaria diaria de 0.15 mg
de CZ/kg de PV durante un protocolo de sincronizacion de estro con progestagenos
de 13 dias, aument6 la tasa tasa ovulatoria y el porcentaje de partos dobles sin
afectar la fertilidad en ovejas Pelibuey. Este efecto positivo del CZ se asocidé con un

aumento en niveles de glucosa e insulina. Mas recientemente, Lopez-Carlos et al.
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(2018) suplementaron ovejas Rambouillet con CZ (0.15 mg/kg de peso vivo/d)
durante 4 dias (fase de reclutamiento folicular; dia 6 a 2 ante del retiro de la esponja)
como un co-tratamiento a un protocolo de sincronizacion de estro (progestarona
sintética y 400 Ul de PMSG) que dur6 14 dias. Los resultados evidenciaron que el
CZ mejord la conducta al estro (nUmero de montas/oveja, aparicion del estro mas
temprano y mas largo), pero la tasa de prefiez a primer servicio y la prolificidad no

cambiaron.
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ll. MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de estudio

El estudio se llevé a cabo durante el mes de diciembre de 2018, en el municipio de
Mexicali, Baja California, region Noroeste de México (latitud 30° 25’ N y longitud 114°
42’ W). Las condiciones climaticas de esta zona son similares a las del Desierto
Sonorense, con temperaturas maximas en verano de 40°C en promedio y minimas
en invierno de hasta 0°C (Garcia, 1985). La zona tiene una precipitacion anual de 80

mm, principalmente en los meses de noviembre-diciembre.
3.2 Animales, manejo e instalaciones

Se utilizaron 39 ovejas Dorper con un peso vivo promedio inicial de 58.4 + 13.9 kg y
una condicion corporal de 3.5 + 0.45 unidades (escala de 5 puntos, 1= muy flacas y
5= muy gordas; Russel, 1969). EI manejo alimenticio y sanitario que recibieron las
ovejas durante el periodo de estudio fue el mismo que se daba rutinariamente en la
explotacion donde el estudio se condujo. Asi que el sistema de produccion era
intensivo, donde las ovejas se encontraban estabuladas en corrales provistos de
comederos, bebederos, sombra y piso de tierra. Ademas, su alimentacion fue ad
libitum con una racion que contenia una mezcla de los forrajes picados pasto sudan
(70%) y paja de avena (30%). Esta dieta se ofrecié desde el pre-empadre hasta el
parto; adicionalmente, la Gltima semana antes del parto se suplementaron con 400 g

de pan molido. No se ofrecio agua, en su lugar se dio suero de leche ad libitum.

Las ovejas se colocaron en un corral 10 d antes de iniciar el periodo experimental. El
objetivo fue que ellas fueran adaptandose a convivir entre ellas. Posteriormente, las
ovejas se dividieron en tres grupos acorde al tratamiento, y se colocaron en corral
por tratamiento hasta el parto. En el periodo de partos, las ovejas paridas junto con

sus crias se separan a un corral anexo.
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3.3 Disefio experimental, empadre y diagndstico de gestacion

Todas las ovejas fueron sometidas a un protocolo de sincronizacion de estro
insertando intravaginalmente durante 10 d una esponja impregnada de 20 mg de
acetato de flurogestona (Chronogest, Intervet, Ciudad de México). Antes de colocar
la esponja en vagina, todas las ovejas fueron pesadas para formar blogues de tres
hembras de similar peso vivo (factor de blogueo), las cuales fueron asignadas
aleatoriamente a los tratamientos (t= 3) dentro de cada bloque. Los tratamientos
consistieron en aplicar un estimulante ovarico durante el protocolo de sincronizacion
(n=13): 1) testigo, no recibid; 2) suplementacion con 0.15 mg de CZ/kg de PV/d (CZ) ;
y 3) suplementacion con 10 mg de AF/kg de PV/d. En el caso de las ovejas del grupo
de CZ y AF, la dosis diaria se suministr0 dentro de una cépsula de gelatina
recubiertas de melaza y pasta de soya; en el caso del grupo testigo, también se
ofrecié una capsulas de gelatina a cada oveja pero rellenas con 10 mg de pasta de
soya como efecto placebo. Cabe mencionar que cada una de las ovejas pasoé

diariamente por una manga para recibir dicha capsula.

Finalizados los 10 d de protocolo de sincronizacion, las esponjas se retiraron y las
ovejas fueron expuestas a seis sementales de la raza Dorper con fertilidad probada
para ser empadradas de manera natural en un sistema de montas controladas. En
general, cada oveja recibié dos montas por un mismo semental, una al momento de
la deteccidn del estro y una segunda 12 h después (dos montas por hembra). Para
un mejor control del empadre, las ovejas de cada tratamiento se subdividieron en dos
grupos y cada uno se colocé en un corral separado; asi se tuvieron durante el
periodo de empadre seis corrales con las ovejas alojadas. Entre las 12 y 72 h post-
retiro de la esponja, un macho se introducia a cada corral durante 20 min cada 3 h, y
la oveja que recibia monta se llevaba a otro corral para esperar la segunda monta.
Finalizadas las 72 h de monta, las ovejas se volvieron agrupar por tratamiento dentro
de un corral. Se realizé diagnéstico de gestacion a los 41 dias post-retiro de la
esponja con un ultrasonido (Animal Profi, Draminsky, Polonia) provisto de un

transductor rectal multifrecuencial 3.5/7.5 Mhz.

21



3.4 Peso vivo y condicién corporal

Las ovejas se pesaron individualmente dos veces, al inicio y final del protocolo de
sincronizacion con una béascula digital colgante (Crane Scale, Houston, Texas). La
condicion corporal también se registré por una sola persona al mismo tiempo que se
registraba el PV. Se us6 una escala de 1 (muy flaca) a 5 (muy gorda) acorde a la

metodologia planteada por Russel et al. (1969).
3.5 Andlisis de metabolitos, hormonas metabdlicas y progesterona

Se colectaron muestras de sangre por venopuncion de la vena yugular para la
determinacién de metabolitos y hormonas metabolicas durante los dias -10, -5, 0, 5y
10 en relacién al retiro de la esponja; en el caso de determinacién de
concentraciones de P4, la sangre se colecto los dias 0, 5, 10 y 15 post-retiro de la
esponja. Todas las muestras se colectaron en tubos vacutainer de 10 mL (tapa roja;
Becton Dickinson Vacutainer Systems, Franklin Lakes, NJ) cuando las hembras
estaban en ayunas en la mafiana. Posteriormente, todas las muestras se
centrifugaron a 3500 rpm durante 15 min a 10°C para extraer el suero, el cual se
depositd en viales de 2 mL por duplicado y luego se almacend a -20°C hasta su

analisis.

Los metabolitos analizados fueron triglicéridos, colesterol, glucosa, urea y proteina
total, mientras que las hormonas fueron triyodotironina (T3), tiroxina (T4), cortisol,
insulina y progesterona. Los metabolitos se determinaron con un auto-analizador de
guimica sanguinea de uso veterinario (Easy Kem Vet, KONTROLab Systems;
Morelia, Mich, México), mientras que las hormonas con kits comerciales validados
usando un lector de ELISA (P4 y hormonas tiroideas con el equipo Thunderbolt, Gold
Estandar Diagnostics, CA, USA; cortisol e insulina con el equipo STAT FAX 303
PLUS; FL, USA).

3.6 Evaluacion de la actividad ovarica

La evaluacién de actividad ovérica consistié en la medicion de la poblacién (nUmero

de foliculos por oveja) y crecimiento folicular (tamafio de cada foliculo) en cuatro
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ovejas por tratamiento a las 0, 24 y 48 h después de retirada la esponja intravaginal
(Ginther et al.,, 1994). Esta evaluacion ovarica se realizd por ultrasonografia
(ultrasonido Aloka Prosound 2, Hitachi Medical Systems, Tokyo, Japoén)
introduciendo un transductor lineal de 3.5/7.5 MHz en el recto, donde se hizo un
mapeo de ambos ovarios para ubicar cada uno de los foliculos presentes y dar
seguimiento a su crecimiento y/desaparicion. Si alguna oveja de las monitoreadas
por ultrasonido presentaba estro y recibia monta, no se volvia a monitorear,
considerandose que el foliculo o foliculos alcanzaron maximo tamafo pre-ovulatorio.
Adicionalmente, la actividad latea también se evalué a los 9 d posteriores a la
presencia del estro a través de ultrasonografia. La actividad folicular se definio
considerando las siguientes variables (Balaro et al., 2016): numero y tamafo
promedio de foliculos por oveja que emergieron (<3 mm), en crecimiento (3 a <5 mm)
y pre-ovulatorios (=5 mm). En cuanto a la actividad lGtea, las variables medidas

fueron: nimero de cuerpo luteos por oveja y tamafio promedio del cuerpo luteo.
3.7 Actividad estral y comportamiento reproductivo

Se evalud actividad estral durante el proceso de monta natural, siendo las variables
medidas porcentaje de ovejas en estro ([ovejas en estro/tratadas]x100) y tiempo a
estro (tiempo transcurrido desde el retiro de la esponja hasta el momento que recibi6
la primera monta). Una oveja presentaba signo de estro cuando se dejaba montar

por el macho sin presentar resistencia alguna.

Al diagnéstico de gestacion, se registraron las ovejas gestantes para calcular el
porcentaje de prefiez ([ovejas gestantes/tratadas]x100). Al parto, se registro
identificacién de la madre, fecha de parto y nimero de crias nacidas con el objeto de
calcular las siguientes variables de comportamiento reproductivo: fertilidad ([ovejas
paridas/tratadas] x100), prolificidad (nimero de corderos nacidos por oveja parida),
fecundidad ([numero total de corderos nacidos/oveja tratada]x100), porcentaje de
partos simples ([ovejas paridas con una cria/total de ovejas paridas]x100) y
porcentaje de partos multiples ([ovejas paridas con dos o mas crias/ total de ovejas
paridas]x100).
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3.9 Andlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico de SAS
(2004). Todas las variables cuantitativas se sometieron analisis de normalidad con el
procedimiento PROC UNIVARIATE, y las variables que no seguian normalidad se
transformaron hasta alcanzar normalidad o bien se usaron prueba de estadistica no
paramétricas. En el caso de variables como el nUmero de cuerpo luteo, diametro
folicular emergente y preovulatorio se analizaron con la prueba no paramétrica
Kruskal wallis aplicando el procedimiento NPAR1IWAY, mientras que &rea de cuerpo
liteo y namero de foliculos pre-ovulatorios fueron normalizados por transformacién a
logaritmo natural y raiz cuadrada, respectivamente. Las variables asociadas con
estado corporal, intervalo a estro, prolificidad, area del cuerpo liteo y numero de
foliculos pre-ovulatorios se sometieron a un andlisis de varianza bajo disefio de
bloques completamente al azar con el procedimiento PROC GLM. Las variables de
concentraciones séricas de metabolitos y hormonas se analizaron con el
procedimiento PROC MIXED bajo un DBCA con mediciones repetidas en el tiempo,
donde el modelo incluyé los efectos fijos de bloque, tratamiento, tiempo y la
interaccién tratamiento x tiempo. Se probaron diferentes estructuras de covarianza
en cada modelo hasta definir el mejor ajuste de acuerdo a la presencia de los valores
de AIC's y BIC’s. Los modelos de concentraciones de metabolitos y cortisol se
ajustaron con la estructura no estructurada (UN), concentraciones de P4 e insulina
con la estructura autorregresiva (AR(1)), y concentraciones de hormonas tiroideas
con la simetria compuesta (CS). Las medias se compararon con la opcion LSMEAN
declarando diferencias significativas a una P < 0.05. El resto de variables, las cuales
fueron de tipo categoricas, se analizaron con una prueba de chi-cuadrada usando el
procedimiento PROC FREQ a un nivel de a=0.05.
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IV. RESULTADOS
4.1. Estado corporal

Los resultados de estado corporal se presentan en el Cuadro 1. Tanto PV y condicion
corporal fueron similares (P = 0.65) entre tratamiento al inicio y fin del protocolo de
sincronizacion. Cabe mencionar que todas las ovejas mostraron una disminucién en
su PV durante el protocolo de sincronizacion (alrededor de 3 kg), sin ninguna

afectacion (P = 0.67) asociada con los tratamientos.

Cuadro 1. Efecto del &cido ferulico y el clorhidrato de zilaterol en el estado corporal

de ovejas Dorper sincronizadas para estro con progestagenos.

Tratamientos

i Valor de
_ Acido Clorhidrato
Testigo _ _
ferdlico de zilpaterol
Peso vivo inicial (kg) 59.18 +4.56 57.50+4.16 58.38 + 3.57 0.96
Peso vivo final (kg) 55.64 +4.40 54.82+3.82 55.28 +3.29 0.98

Condicién corporal inicial ~ 3.46 £ 0.12 3.5+£0.12 3.54+£0.14 0.91

Condicion corporal final 3.42+0.09 333x+0.14 3.5+0.14 0.65
Cambio de peso vivo (kg) -3.53+0.74 -2.67+£0.67 -3.10x0.61 0.67

4.2 Metabolismo y progesterona

Los resultados de metabolismo y concentraciones de progesterona se presentan en
el Cuadro 2 y Figuras 3 y 4. Las concentraciones séricas de glucosa y proteina total
no fueron afectadas (P = 0.28) por la interaccion tratamiento x dia o tratamiento
solamente. Sin embargo, la interaccion modific6 (P < 0.03) las concentraciones
séricas de colesterol, triglicéridos y urea (Figura 3). Comparado con el grupo testigo,
el FA aumentd (P < 0.05) las concentraciones séricas de triglicéridos y colesterol

entre los dias -5 y 5 del retiro de la esponja. Al dia 10 post-retiro de la esponja, las

25



concentraciones de triglicéridos fueron mas bajas (P < 0.05) y las concentraciones de
colesterol similares (P > 0.05) con respecto a lo observado en el grupo testigo. Las
concentraciones séricas de urea fueron afectadas (P < 0.05) por AF solamente el dia
de retiro de la esponja (d 0), siendo mas alta en ovejas de AF que en las otras
ovejas. Por su parte, el CZ increment6 (P < 0.01) los niveles séricos de triglicéridos
sin afectar (P > 0.05) los niveles séricos de colesterol en los dias -5 y 0 del retiro de
la esponja comparado con ovejas testigos. Con respecto al grupo testigo, las
concentraciones séricas de colesterol y triglicéridos no fueron afectadas (P > 0.05) al
dia 5 post-retiro de la esponja, pero luego fueron mas bajas (P < 0.05) al dia 10 post-
retiro de la esponja debido a la suplementacion de CZ. Las concentraciones de urea
cambiaron (P < 0.05) solamente el dia -5 del retiro de la esponja por efecto del CZ,

siendo mas bajas en el grupo CZ que en los otros grupos.

Cuadro 2. Efecto del acido ferdlico y el clorhidrato de zilaterol en las concentraciones
séricas de metabolitos, hormonas metabdlicas y progesterona de ovejas Dorper

sincronizadas para estro con progestagenos.

Tratamiento (T) Efectos
Testigo Acido Clorhidrato ia  TxDia
Ferulico de zilpaterol

Metabolitos ( mg/dL)
Glucosa 71.18+1.89 71.09+1.89 73.98+1.89 0.46 <0.01 0.28
Colesterol 72.67 £2.60 79.02+2.60 71.14+2.60 0.09 <0.01 <0.01
Triglicéridos 4587 +£0.85 50.29+0.85 49.84+0.85 <0.01 <0.01 <0.01
Proteina total 7.17+0.13 7.36+0.13 7.28%+0.13 061 089 0.77
Urea 19.07+ 052 19.19+0.52 17.84+0.52 0.14 <0.01 0.03
Hormonas (ng/mL)
Triyodotironina 1.90+0.87 1.98+0.87 1.87+0.87 0.65 <0.01 0.56
Tiroxina 5.32+0.01* 6.43+0.01° 577+0.01° 0.03 <0.01 0.06
Cortisol 0.69 +0.15* 1.53+0.15" 1.07 +0.20° 0.04 <0.01 0.32
Insulina 0.33+0.03* 0.34+0.03* 0.27 +0.03" 0.02 0.83 0.57
Progesterona 415+0.37 3.38+£0.37 3.72+0.37 0.35 <0.01 0.18

2P gyperindices distintos en una misma de hilera indican diferencias entre tratamientos a P < 0.05.

26



—&-Testigo  —4—Acido Ferillico  ——CZ

*

25 - ns

[a~]
o
1
*

Urea (mg/dL)
o

10 A

o5 - —&Testigo —&—Acido Ferilico ——CZ

90 A
85 - ® ns
80 A
75 A
70 1
65 A
60 -
55 -

Colesterol (mg/dL)

50 -

—&-Testigo  —A—Acido ferllico @~ ——CZ

ok ke

()]
o
1

w
(4]
L

o
o
I

*

ns

Triglicéridos (mg/dL)

s
w
L

.
(=]

-10 -5 0 5 10
Dias en relacion al retiro de la esponja

Figura 3. Efecto de la interaccion tratamiento x dia en las concentraciones séricas de
triglicéridos, colesterol y urea en ovejas Dorper sincronizadas para estro con
progestagenos (*P < 0.05y ** P < 0.01).

Con respecto al efecto de los tratamiento en las concentraciones de hormonas, la

interaccion tratamiento x dia no afecté las concentraciones de las hormonas en
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general, aunque una tendencia (P = 0.06) se observd solamente para
concentraciones de T4 (Figura 4). Comparado con el grupo testigo, el AF y el CZ
aumentaron (P < 0.05) las concentraciones séricas de T4 al dia 5 antes del retiro de
la esponja, y este efecto positivo persistio (P < 0.05) al dia 0 (retiro de la esponja)
solamente con AF mientras que el CZ disminuyd las concentraciones de dicha
hormona al mismo (P > 0.05) nivel que testigo. Al dia 5 post-retiro de la esponja, las
concentraciones séricas de T4 no fueron afectadas (P > 0.05) por los tratamientos.
En general, las concentraciones séricas de T3 y P4 no cambiaron (P = 0.35) debido a
los tratamientos, mientras que cortisol e insulina si (P < 0.04; Cuadro 2). Las
concentraciones de cortisol fueron mas altas (P < 0.05) con AF y CZ comparado con
testigo. En insulina, las ovejas testigo tuvieron similares (P > 0.05) concentraciones
gue las ovejas de AF, pero ambos grupos de ovejas mostraron mayores (P < 0.05)

concentraciones de la hormona que las ovejas tratadas con CZ.
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Figura 4. Efecto de la interaccion tratamiento x dia en las concentraciones séricas de
tiroxina (T4) en ovejas Dorper sincronizadas para estro con progestagenos (** P <
0.01y " P >0.05).

4.3. Actividad ovarica

La evaluacion ecografica de las estructuras ovaricas se muestra en el Cuadro 3. El

numero de foliculos emergentes/oveja disminuy6 (P < 0.01) con la suplementacion
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de AF y CZ, mientras que el numero de foliculos en crecimiento /oveja solamente
disminuyo (P < 0.05) debido a la suplementacion de CZ. Las ovejas de AF tuvieron
mayor (P = 0.05) numero de foliculos pre-ovulatorios que las ovejas testigo, las
cuales registraron similar (P > 0.05) nimero de estos foliculos que las ovejas de CZ.
En cuanto al tamafio folicular, se observé que solamente el diametro de foliculos
emergentes fue afectado por los tratamientos (P = 0.04), siendo mayor con AF
comparado con los otros tratamientos, entre los cuales no hubo diferencias (P =
0.05). El numero de cuerpos luteos/oveja y su area no variaron (P = 0.24) entre
tratamientos.

Cuadro 3. Efecto del acido ferulico y el clorhidrato de zilaterol en la actividad ovarica

de ovejas Dorper sincronizadas para estro con progestagenos.

Tratamientos

Valor de
Testigo Acido Clorhidrato p
ferdlico de zilpaterol
Numero de foliculos/oveja
Emergentes (n) 12.33+0.71* 10.25+0.71° 8.33+0.71° 0.01
Crecimiento (n) 7.67 £0.45° 8.04 + 0.45° 6.01 + 0.45" 0.05
Pre-ovulatorios (n) 1.67 £0.21°% 2.20 +0.21° 1.50 + 0.21° 0.05
Diametro folicular
Emergentes (mm) 2.05+0.03* 219+003° 2.17+0.03" 0.04
Crecimiento (mm) 3.39+0.10 3.21 +0.10 3.35+0.10 0.53
Pre-ovulatorio (mm) 5.11 +0.35 5.57+0.35 5.17 +£0.35 0.35
Cuerpo lateo
Numero/oveja (n) 1.80 +0.20 2.00+0.32 1.50 + 0.49 0.24
Area (cm?) 1.28 + 0.45 1.58 + 0.78 1.41+0.75 0.85

ab Superindices distintos en una misma de hilera indican diferencias entre tratamientos a P < 0.05.
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4.4 Comportamiento reproductivo

Los resultados de conducta de estro y comportamiento reproductivo se presentan en
el Cuadro 4 y Figura 5. El porcentaje de ovejas en estro fue similar (P = 0.13) entre
tratamientos, pero ovejas tratadas con AF presentaron actividad estral mas temprano
(P = 0.04) que ovejas tratadas con CZ o testigo. El intervalo a estro no varié (P >
0.05) entre ovejas testigo y suplementadas con CZ. La tasa de prefiez fue de 100%
en ovejas testigo y alimentadas con AF (P > 0.05), mientras disminuyo
significativamente (P = 0.04) en ovejas suplementadas con CZ. El resto de las
variables reproductivas no variaron (P = 0.37) entre tratamientos (fertilidad,

prolificidad, fecundidad, y porcentajes de partos simple o multiples).

Cuadro 4. Efecto del acido ferulico y el clorhidrato de zilaterol en la conducta estral y

comportamiento reproductivo de ovejas Dorper sincronizadas para estro con

progestagenos.
Tratamientos
, Valores

) Acido Clorhidrato
Testigo _ . de P

ferdlico de zilpaterol
Respuesta al estro (%) 100 (13/13) 100 (12/12) 84.62 (11/13) 0.13
Tasa de prefiez (%) 100 (13/13)* 100 (12/12)* 76.92 (10/13)° 0.04
Tasa de parto (%) 92.31 (12/13) 83.33(10/12) 100 (10/10) 0.37
Fertilidad (%) 92.31 (12/13) 83.33 (10/12) 90.91 (10/11) 0.75
Partos simples (%) 41.67 (5/12) 40 (4/10) 40 (4/10) 0.99
Partos multiples (%) 58.33 (7/12) 60 (6/10) 60 (6/10) 0.99
Fecundidad (%) 161 (21/13) 150 (18/12) 164 (18/11) 0.94
Tiempo al estro (h) 44.18 + 3.15* 35.88 + 3.53" 42.86 + 3.15° 0.04
Prolificidad 1.75+£0.23 1.8+0.23 1.80+0.23 0.95

ab Superindices distintos en una misma de hilera indican diferencias entre tratamientos a P < 0.05.

La suplementacion de AF mostré ser una estrategia mas efectiva para agrupar la

presencia del estro que cualquiera de los otros dos tratamientos (Figura 5). ElI 73 %
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de las ovejas tratadas con AF presentaron estro dentro de las primeras 36 h post-
retiro de la esponja intravaginal, mientras que para el grupo testigo y de clorhidrato
de zilpaterol, solo present6 estro el 50 y 18 %, respectivamente (P < 0.05). Por otra
parte, las ovejas tratadas con CZ exhibieron estro mayormente (P < 0.05) después

de las 36 h post-retiro de la esponja comparado con grupo testigo y AF.

(0]
o
)

70 - m Testigo

o O

Ovejas en estro (%)
o

P N W A OO O
o O o

o

24-36 36-48 >48
Horas después del retido de esponja (h)

Figura 5. Distribucion de estros post-retiro de la esponja en ovejas Dorper
sincronizadas para estro con progestagenos y clorhidrato de zilpaterol o acido

fertlico (*€ indican diferencias dentro de cada intervalo a P < 0.05).
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V. DISCUSION
5.1 Estado corporal

La alimentacion de las ovejas con AF o CZ durante el protocolo de sincronizacién no
modificé el estado corporal, ya que tanto PV y condicién corporal no cambiaron
debido a los tratamientos. Probablemente se deba a que el tiempo de
suplementacion fue muy corto (10 dias), considerando que hay estudios previos en
corderas que demostraron un aumento en la tasa de crecimiento debido a la
suplementacion de CZ durante 30 d (Macias-Cruz et al., 2010; Avendafio-Reyes et
al., 2011). Otro estudio donde suplementaron ovejas multiparas con CZ durante 4 d
dentro del protocolo de sincronizacion de estro, tampoco encontraron cambios en el
estado corporal de las hembras al retiro de la esponja (L6épez-Carlos et al., 2018).
No obstante, estudios conducidos en corderas reportaron que la suplementacién de
AF no alteré el estado corporal después de ofrecerlo 30 d (Macias-Cruz et al., 2014;
2018). Aunque, una investigacion realizada por Valadez (2018) en corderas
expuestas a un ambiente de estrés caldrico, sefiala que la suplementacion de AF
mejoro la tasa de crecimiento cuando la temperatura ambienta superé los 35° C; esto
fue relacionado con un aumento en el estrés oxidativo y una efectiva funcion del
compuesto fendlico como un antioxidante. Por lo tanto, el AF podria actuar como
promotor de crecimiento si las ovejas se encuentran un cuadro metabdlico de estrés
oxidativo severo, mientras que el CZ podria requerir un periodo mas largo de

suplementacion para hacer evidente su efecto como promotor de crecimiento.
5.2 Metabolismo y progesterona

El metabolismo energético y de urea se modificd con la suplementacion de AF y CZ
en las ovejas, sugiriendo que ambos actuaron como moduladores del mismo durante
el protocolo de sincronizacién de estro con progestagenos. Estos hallazgos difieren
de los publicados en estudios previos en corderas donde el AF no afectd
concentraciones séricas de los mismo metabolitos medido por nosotros (Macias-Cruz
et al., 2014), mientras que otro estudio solamente indicé una disminucion en los

niveles de glucosa circulante (Macias-Cruz et al., 2018). En corderos estresado por
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frio, Wang et al. (2019) reportaron cambios en el metabolismo de proteina pero
dependientes del nivel de suplementacion de AF, principalmente aumento las
concentraciones séricas de proteina total y albumina a dosis bajas del producto (80
mg/kg de alimento). No obstante, el metabolismo de energia no fue alterado en
dichos corderos de engorda con ninguna de las dosis (80, 400 y 2000 mg/kg de
alimento). Cabe mencionar que las concentraciones de hormonas metabdlicas no se
han medido en ningun estudio en ovinos. Si bien, la literatura existente en ovinos no
deja claro el efecto del AF en la modulacion del metabolismo de energia y proteina,
algunos estudios en ratas obesas sefialan que éste compuesto fendlico es efectivo
en mejorar la homeostasis de glucosa y lipidos a través de modular la expresion de
genes lipogénicos y glucogénicos (Naowaboot et al., 2016; Salazar-Lopez et al.,
2020). Asi, el AF ha demostrado mantener euglucemia y reducir dislipidemia por
disminuir los niveles de insulina al mismo tiempo que reduce la resistencia de

insulina y leptina (Naowaboot et al., 2016).

Cabe mencionar que las ovejas de este estudio no presentaban obesidad, sin
embargo, estaban en el limite considerando que una condicién éptima para ovejas
reproductivas se ubica entre 2.5 y 3.5 unidades. Esto podria explicar parcialmente
porque la modulacién metabdlica de AF observada en las ovejas de pelo difirid en
relacion a lo reportado para ratas obesas (Naowaboot et al.,, 2016). De hecho, los
resultados de metabolitos y hormonas tiroideas sugieren la activacion de tres
mecanismo para suplir una mayor cantidad de glucosa a células: 1) gluconeogénesis,
2) resistencia insulinica en tejido graso, y 3) mayor sensibilidad de insulina a glucosa.
Asi, el AF aumentd las concentraciones séricas de cortisol para promover una mayor
glucolisis en higado, asi como resistencia insulinica en tejido graso para incrementar
la produccién de acidos grasos libres circulante en sangre, lo cuales a su vez
promovieron una mayor produccion de triglicéridos en higado, principal sustrato
utilizado en la sintesis de glucosa a través de la ruta metabdlica de gluconeogénesis
(Qaid y Abdelrahman, 2016). El aumento en los niveles séricos de T4 debido a AF
fue probablemente un mecanismo para aumentar la disponibilidad de acidos grasos
libres, ya que tiene una accion lipolitica (Todini et al., 2007). Finalmente, dado que

niveles de glucosa e insulina sérica fueron similares entre ovejas testigo y
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alimentadas con AF aun cuando la produccion de glucosa hepatica probablemente
aumento por efecto de cortisol, se puede inferir que el AF mejoro la sensibilidad de
insulina a glucosa (Naowaboot et al., 2016). Por lo tanto, este hallazgo confirma que
el AF puede mejorar la actividad ovarica en ovejas por modificar el sistema insulina-
glucosa, tal como previamente habia sugerido Macias-Cruz et al. (2018).
Adicionalmente, el aumento en las concentraciones de colesterol antes y después de
finalizar el protocolo de sincronizacién con la suplementacién de AF podria estar
asociado con la accion esteroidogénica atribuida a este compuesto fendlico (Hashem
et al., 2020).

Por otro lado, el efecto CZ sobre el metabolismo de ovejas multiparas no se ha
evaluado, mientras que su efecto en el metabolismo de ovinos de engorda no ha sido
plenamente definido. En este estudio, las ovejas alimentadas con CZ no cambiaron
las concentraciones de glucosa, proteina total y colesterol durante el periodo que se
ofrecié, mientras que las concentraciones de triglicéridos y T4 aumentaron en dicho
periodo, comparado con las ovejas testigo. También, las concentraciones de insulina
fueron menores en ovejas tratadas con CZ que en las testigos. En congruencia
parcial con estos resultados, Beermann (1987) y Kim et al. (1989) sefialan que la
suplementacion de AA-B aumenta las concentraciones de metabolitos asociados con
el metabolismo lipido (triglicéridos y colesterol) y glucosa en ovinos. Sin embargo,
Lépez-Calos et al. (2010) encontraron que ni CZ ni ractopamina afectaron las
concentraciones séricas de glucosa, triglicéridos, creatinina y proteina total. En total
coincidencia con nuestros resultados, otros estudios conducido en ovejas de
desecho Moghani reportaron que los agonistas terbutalina y metaproterenol no
alteraron las concentraciones séricas de glucosa (Nourozi et al.,, 2008), pero
redujeron las concentraciones de insulina y aumentaron los niveles de T4
(Mohammadi et al., 2006). Similarmente, Beermann (1987) en corderos de engorda
observdé un aumento en los niveles séricos de la hormona de crecimiento y T4 al
mismo tiempo que disminuyeron la concentraciones de insulina e IGF-I. En el caso
de chivos castrados, el CZ causo efecto contrarios a los observados en este estudio
para insulina y cortisol, pero los niveles de T4 si fueron incrementados por el AA-f;
(Hatefi et al., 2016).
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Los cambios metabdlicos asociados con suplementacién de CZ en las ovejas de este
estudio reflejan una movilizacion de tejido adiposo hacia la formacion de masa
muscular, confirmando que los AA-B2 funcionan como redistribuidor de sustratos
energéticos, mayormente movilizando tejido graso hacia la formacién de masa
muscular por accién lipolitica y sintesis de proteina (Johnson et al., 2014). Asi, el
aumento en los niveles séricos de cortisol y T4 combinado con la disminucion de
insulina ponen todo el escenario metabdlico para evitar lipogénesis y aumentar
lipolisis (Mohammadi et al., 2006). Adicionalmente, la disminucion en los niveles
sérico de urea al dia 5 antes del retiro de la esponja sugiere una reduccion en la

protedlisis (Nourozi et al., 2008; Van Bibber-Krueger et al., 2015).

La concentracion sérica de P4 no se modificé por los estimulantes ovaricos ofrecidos
a las ovejas oralmente. Cabe aclarar que no hay antecedentes previos del efecto de
AF o CZ en las concentraciones sanguineas de P4, representado nuestro trabajo el
primer estudio al respecto. Considerando que los niveles de colesterol aumentaron
por suplementacién de AF, no asi con CZ, al dia 5 d después de finalizado el
protocolo de sincronizacion de estro, se espera un aumento en los niveles de esta
hormona esteroidal. Probablemente, la P4 no aument6 ni con AF ni con CZ porque
no tuvo un impacto en el desarrollo de los cuerpos lateos de las ovejas, segun

indican los resultados del Cuadro 3.
5.3. Actividad ovarica

El AF tuvo mejor efectividad para modificar la actividad ovarica que el CZ, ya que
aument6 el nimero de foliculos pre-ovulatorios y el tamafio de los foliculos que
emergen. Sin embargo, esto no se asocié con un mayor desarrollo y funcionamiento
de los cuerpo luteos, ya que este compuesto fendlico no afecto el numero y el area
promedio de los cuerpo luteos/oveja. Los hallazgos en desarrollo folicular coinciden
con lo reportado previamente por Macias-Cruz et al. (2018) en corderas de pelo pre-
puberes y Moshfegh et al. (2016) en ratones hembras, es decir, el AF libre o los
extractos de plantas ricos en AF aumentan el niumero de foliculos grande (pre-
ovulatorios) y disminuyen el numero de foliculos pequefios (emergen). Aunque en
esos estudios también encontraron que el nimero de cuerpos lateos/oveja aumento
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con la suplementacion de AF, mientras que en esta investigacion solamente mejoras
numéricas se observaron tanto para numero y tamafio promedio de cuerpo
liteo/oveja. Esto puede deberse a que el tamafio de muestra usado para hacer el

seguimiento ovarico fue bajo, lo cual pudo afectar la precision de la prueba.

Los resultados del efecto del AF en el desarrollo folicular de ovejas sincronizadas con
progestagenos podrian ser explicados por la activacion de diferentes mecanismos
gue favorecieron en conjunto el aumento en el nimero de foliculos pre-ovulatorios y
el tamafio folicular, al menos en los emergentes. El principal est4 asociado con el
efecto antioxidante del AF, el cual reduce la cantidad de ROS foliculares y mejora el
metabolismo del mismo por evitar el dafio de las células del foliculo (Slighoua et al.,
2021). Otro mecanismo demostrado con los resultados de metabolismo del presente
estudio y sugerido en un estudio previo (Macias-Cruz et al., 2018), es el hecho que
este compuesto fendlico aumenta la entrada de glucosa en las células foliculares
para promover el crecimiento folicular y la dominancia de un mayor numero de
foliculos; esto basado en ajustes en el sistema glucosa-insulina. Adicionalmente,
otros estudios sefalan que los niveles de cortisol y T4 aumentan durante la fase
folicular principalmente, ya que ambos favorecen un mejor desarrollo de los foliculos
como intervienen en la secrecidbn de hormonas gonadotropicas y activacion de
receptores de las mismas (Fanson et al., 2014; Snoj et al., 2014; Todini, 2017); en
este estudio tanto cortisol y T4 aumentaron ligeramente en forma significativa con
AF, asi que es posible que también hayan intervenido para aumentar el nimero de

foliculos pre-ovulatorios.

Por su parte, el CZ no mostré ningun efecto benéfico en el desarrollo folicular y luteal
de las ovejas de pelo sincronizadas con progestagenos, contrariamente provoco una
disminucién en el nimero de foliculos que emergieron y crecieron. Estos resultados
difieren parcialmente de lo reportado en estudios previos. Lépez-Carlos et al. (2018)
aliment6 con CZ a ovejas Rambouillet sincronizadas con progestagenos y eCG, y los
resultados mostraron que este AA-B2 no afectdé el numero y tamafo de foliculos
dominantes, pero si aumento el tamafio de los cuerpos luteos. Hernandez (2005)

observé un aumento en el diametro folicular de vaquillas alimentadas con CZ. Varios
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estudios sugieren que los AA-B podrian mejorar la actividad ovarica por tres
mecanismos: 1) aumento de los receptores de FSH en las células foliculares
mejorando el reclutamiento (Adashi y Hsueh, 1981; 2) aumento en la sintesis
hipofisaria de LH por un estimulo directo en las neuronas de GnRH para mejorar
desarrollo de cuerpos luteos (Miszkiel y Kotwica, 2001); y 3) aumento en los niveles
sanguineos de insulina y glucosa beneficiando el crecimiento folicular y la liberacion
de GnRH (Gojmerac et al., 2000). Sin embargo, al parecer, ninguno de estos
mecanismos fue activado en las ovejas del presente estudio debido a CZ, y esto
puede ser evidente considerando que el CZ disminuyd la poblacion de los foliculos
reclutados y en crecimiento, ademas, el tamafio de los foliculos y cuerpos luteos no
cambio. Los resultados de metabolismo mostraron que el CZ disminuyo los niveles
circulantes de insulina en las ovejas del estudio, y por lo tanto, este podria ser causa
por la cual CZ no resulté benéfico en mejorar la actividad ovarica, particularmente la
reduccion en la poblacion de foliculos reclutados que afect6 directamente la cantidad
de foliculos que crecieron. En congruencia con este hallazgo, Guzman et al. (2012)
reportaron que la suplementacion de CZ redujo las concentraciones sanguineas de
insulina, IGF-I y leptina, lo cual causé una baja respuesta reproductiva en vacas de

post-parto tratadas con un protocolo de induccion de estro.
5.4 Comportamiento reproductivo

La conducta de estro de las ovejas fue mejorada con la suplementacion de AF, pero
inafectada con el aditivo CZ. Asi, las ovejas alimentadas con AF presentaron signos
de estro 7 y 8 h mas temprano que ovejas tratadas con CZ o testigo,
respectivamente. Ademas, el AF promovié que la apariciéon del estro fuera mas
sincronico entre 24 y 36 h post-retiro de la esponja. Esto se atribuyé a una mayor
capacidad estrégenica de los foliculos de ovejas alimentadas con AF. El hecho que
los foliculos pre-ovulatorios fueran de mayor tamafio, sugiere que también tuvieron
una mayor sintesis de E2. Sin embargo, también en la literatura hay evidencia de que
el AF estimula la actividad esteroidal de los foliculos porque favorece la conversion
del colesterol a E2 como aumenta la enzima citocromo p450 (Moshfegh et al., 2016;

Slighoua et al., 2001). Por otra parte, el CZ no mejoré actividad estral porque no
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incrementd el crecimiento folicular como consecuencia de una disminucion en las
concentraciones de insulina, asi como también de otras hormonas metabdlicas como
IGF-I y leptina (Guzman et al., 2012; 2016). Congruente con los resultados de CZ en
conducta estral, Loépez-Carlos et al. (2018) sefialaron que ovejas testigo y

suplementadas con el AA-B presentaban similar respuesta a estro e intervalo a estro.

En general, los parametros reproductivos no fueron afectados por el uso de AF o CZ
como agentes estimuladores de la actividad ovérica en ovejas sincronizadas con
progestagenos. Se esperaba que los parametros asociados con la produccién de
corderos se mejoraran (prolificidad, porcentaje de partos mdultiples y fecundidad)
considerando que tanto AF y CZ actuarian estimulando la actividad ovarica de las
ovejas. Sin embargo, el CZ no actué como estimulador del ovario, mientras que el AF
si estimul6 el desarrollo folicular pero no fue suficiente para marcar diferencias en la
tasa ovulatoria (basado en el nimero de cuerpo lateos). La tasa ovulatoria es el
parametro reproductivo que mayormente define el nUmero de corderos nacidos por
oveja (Gootwine, 2020). Cabe mencionar que, independientemente de los
tratamientos, los pardametros reproductivos encontrados en este estudio son
comparable a otros reportados para ovejas de pelo que fueron sincronizadas con
progestagenos sintéticos y eCG (Macias-Cruz et al., 2009; Quintero-Elisea et al.,
2011).
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VI. CONCLUSIONES

Se concluye que la suplementacion diaria de AF a ovejas de pelo durante un
protocolo de sincronizacion de estro de 10 d, estimula la actividad folicular pero no el
desarrollo de cuerpos lateos, lo cual resulta benéfico para mejorar la conducta estral
pero no la eficiencia reproductiva en general. Al parecer, el AF aumenta la actividad
folicular porque actia como antioxidante y ajusta el metabolismo de glucosa y lipidos
para favorecer el consumo de glucosa en células foliculares. Por otra parte, el CZ no
actua como estimulador de la actividad ovéarica en ovejas de pelo sincronizadas con
progestagenos, por lo que tampoco mejora la conducta estral y el comportamiento
reproductivo bajo este protocolo de sincronizacion. Esto se debe a que la

suplementacion del CZ actia negativamente sobre insulina.
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