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INTRODUCCION

La reproduccion y la nutricidn constituyen funciones intimamente ligadas al concepto de ser vivo.
Para que las especie se perpetlen es necesario que se formen nuevos individuos. La reproduccion
permite la subsistencia de la especie a través del tiempo, mientras que la nutricién la subsistencia
del individuo. (Andrade, Manrique & Peters, 2008)

A partir de las campafias regulares de vacunacion que hacen parte de los Programas de
Erradicacion de la Fiebre Aftosa y la Brucelosis, los datos sobre el “inventario bovino” obedecen
cada vez mas al sentido literal de la palabra, es decir, a un conteo fisico a un verdadero censo mas
que a la resultante de la inferencia estadistica a partir de una muestra, como sucedia anteriormente.
Los datos recogidos durante los ciclos de vacunacion del afio 2005 arrojan una poblacion
inmunizada cercana a los 22 millones de animales. No obstante, se estima que el tamafio total del
hato es del orden de los 23 millones de cabezas, toda vez que la cobertura aun no es del 100% vy,
adicionalmente, algunos animales pueden no ser sujetos de vacunacion, por diferentes motivos,
entre los cuales sobresale la proximidad del sacrificio. Del total del inventario el 56% son hembras.
De acuerdo con cifras del DANE, 60% del hato se destina a la produccion de carne (cria, levante,
ceba), el 38% al doble propdsito y el resto (2%) a la lecheria especializada. Dentro del inventario que
esta destinado a la produccion de leche, se estima que existen alrededor de 4.337.837 hembras de
mas de dos afos en sistemas doble proposito y 345.431 en sistemas de leche especializada.
(FEDEGAN, PEGA 2019, 2006)

Actualmente, la ganaderia colombiana cuenta con cerca de 23 millones de bovinos de diferentes
razas y cruces, de los cuales el 72% corresponde a ganado Bos indicus (cebuinos), el 15% a Bos
Taurus (las llamadas razas europeas) y el 13% a las conocidas como razas criollas y sus cruces
(blanco orejinegro —-BON-, romosinuano, chino santandereano, costefio con cuernos, sanmartinero,
y casanarefio, entre otros), descendientes de los ganados también europeos que llegaron con la
conquista en el siglo XV. A nivel de distribucién geogréfica, las razas se han aclimatado, de acuerdo
con sus propias debilidades y fortalezas, en las diferentes zonas de produccién. En el trépico alto se
han aposentado con buena expresion genética los animales de las razas Bos Taurus, como el
Holstein, el Normando, el Pardo Suizo, y el Jersey, entre otros. En el tropico bajo se concentran los
cebuinos, que han mostrado una excelente adaptacion a las dificiles condiciones de este entorno.
Adicionalmente, los cruzamientos de Taurus-Indicus han revelado una excelente expresion en las
zonas de transicion (clima medio) especialmente por desarrollar la resistencia del cebu a los ecto y
endo parasitos (garrapatas principalmente), que encuentran en estos pisos térmicos condiciones
ideales para su manifestacion, limitando el desarrollo ganadero. Las razas criollas, por su parte, se
convierten en alternativa de cruzamiento por su adaptacién, no sélo a las condiciones del medio,
sino en cuanto a la conversion alimenticia de acuerdo con la calidad de las pasturas. (Andrade, et
al., 2008)
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La relacion entre cabezas de ganado y la poblacion es susceptible de convertirse en meta frente a
expectativas propuestas, de un crecimiento sustantivo en el mediano plazo, tanto en el mercado
interno como en el frente exportador, pero no es, en si mismo, un indicador de productividad, pues,
por el contrario, una disminucion puede obedecer a un incremento de productividad (mayor ganancia
de peso y menor edad al sacrificio) o a factores exégenos negativos, como la violencia y la falta de
condiciones para el desarrollo rural en nuestro caso. Al examinar la relacion entre la poblacion vy el
inventario se observa que Colombia ha presentado un descenso significativo. Como lo establece el
CEGA16, hacia 1915 el pais tenia una relacién de 1.2 cabezas por habitante y, hacia los afios 60
esta relacion baja a menos de 1 cabeza para situarse en la actualidad entre 0.6 y 0.5. (FEDEGAN,
PEGA 2019, 2006)

La dinamica de la produccién de leche en Colombia, ha venido acompafada por el desarrollo del
consumo de productos lacteos. Esto ha llevado a alcanzar, en los ultimos afios, un nivel de auto
abastecimiento cercano al 98.5%. La produccion nacional de leche fresca ha presentado en la ultima
mitad del siglo un aumento en forma rapida y sostenida. El Ministerio de Agricultura report6 que pas6
de 728 millones de litros en 1950 a 1.879 millones en 1978 y se calcula en 6.975 millones de litros
en 2004. El sistema de produccion de lecheria especializada aporta 52% y el de doble propésito el
48% restante. La tasa de crecimiento anual para el periodo 1994-2004 fue del 3,5%. La evolucién
inicial de la produccion de leche en Colombia estuvo muy relacionada con el desarrollo de la
ganaderia de clima frio, por las ventajas que presentaban estas zonas para la adaptacion de las
razas especializadas en la produccion de leche importadas de Europa, Norte América y Nueva
Zelanda. La dindmica de la produccion en esas zonas, estuvo relacionada igualmente con su
cercania a los grandes centros de consumo, en un momento en que las deficiencias en
infraestructura vial impedian el flujo de leche entre regiones distantes. Todo esto contribuyé al
florecimiento de la ganaderia especializada, en regiones como el Altiplano Boyacense, el Oriente
Antioquefio y Narifio. En estas regiones se producia la mayoria de la leche liquida que se consumia
en el pais. La leche que se producia en las otras regiones se comercializaba como quesos 0 como
leche liquida destinada a mercados locales. El mayor desarrollo de la lecheria especializada en
Colombia, se produjo a través del mejoramiento de caracteristicas como la genética, la nutricién, los
sistemas de manejo, la introduccion de sistemas de ordefio mecanico, la renovacion y fertilizacion de
las praderas y la suplementacion de las vacas. (Andrade & col, 2008)

Productividad y Rentabilidad son conceptos complementarios. Para ser rentable hay que ser
productivo, mas no es suficiente, pues la rentabilidad esta asociada a factores exdgenos como el
nivel de tributacion, o mas directos como el costo del insumo Capital y, en general, de todos los
insumos —bienes y servicios— necesarios para la produccion. Es tan sencillo como que, para obtener
mas o menos rentabilidad sélo hay dos caminos: percibir mas ingresos via precio de nuestros
productos, o bien, incurrir en menos gastos via productividad (utilizacion eficiente de los recursos) o
por insumos mas baratos (escalas de produccion, informacion oportuna, alternativas de
comercializacion, etc.). (FEDEGAN, PEGA 2019, 2006)

En Colombia, la salud reproductiva de la ganaderia enfrenta diversos inconvenientes por factores
asociados a la nutricion, el manejo de los animales y la sanidad, que, unidos, redundan en bajos
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indices de natalidad y fertilidad; de ahi, que los diagndsticos de los animales deben tener una
estricta rigurosidad; ademas, deben ser realizados por profesionales expertos, con capacidad de dar
certeza sobre el estado reproductivo de los bovinos. (Andrade & col, 2008)

El presente trabajo es una revisién bibliografica, de la fisiologia de la reproduccién bovina: desde el
momento de la fecundacion hasta que ocurre la implantacion del embrion; tomando como referencia
la fecundacion, la segmentacion y la implantacion. La importancia que representa esta fase del
proceso reproductivo, hace que dia a dia crezca mas el interés hacia estos temas, la necesidad de
ejercer un mayor control sobre el manejo reproductivo del hato, obliga cada vez mas, a ampliar el
conocimiento sobre los aspectos en los cuales los Médicos Veterinarios, tienen la posibilidad de
intervenir para mejorar o controlar alguna etapa del proceso, con el fin de cumplir los objetivos
propuestos en un proyecto de cria. Una de las ventajas del enfoque de sistemas de produccidn es
que otorga una mejor vision de las variables y condiciones que afectan el proceso productivo y
reproductivo. Desde el punto de vista reproductivo, existen gran cantidad de factores que afectan la
reproduccion y se encuentran en las primeras etapas de la reproduccién. Con el propdsito de
mejorar los conocimientos en estas fases del ciclo reproductivo, se realizé la presente revision que
se baso principalmente en tomar los puntos de vista de autores e investigadores, para tener una
mejor vision y abarcar de una mejor forma estos temas.
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OBJETIVOS

GENERAL

Realizar una revision bibliografica profunda de un periodo fisiologico reproductivo de la hembra

bovina: abarcando desde la fertilizacion hasta la implantacion embrionaria, haciendo énfasis en las

diferentes etapas por las cuales pasa la especie bovina para la concepcién de un nuevo individuo,

fortaleciendo y compilando los conocimientos sobre el tema facilitando de igual forma la consulta

bibliogréafica

ESPECIFICOS

>

Revisar el proceso de foliculogénesis y los mecanismos fisioldgicos mediante los cuales se
lleva a cabo la formacién de los foliculos que constituyen la unidad fundamental del ovario.
Definir las etapas evolutivas del foliculo, reclutamiento, seleccién, dominancia y los
mecanismos hormonales que influyen y marcan los estados y comportamientos de la
hembra bovina durante y a lo largo del ciclo estral.

Reconocer las ondas foliculares que se presentan en el ciclo estral del bovino y de igual
forma entender los ciclos de dos y tres ondas y la diferencia entre estas variantes del ciclo
estral de la hembra bovina.

Describir la ovulacién, proceso mediante el cual, el ovulo listo para ser fecundado es
expulsado del foliculo hacia el oviducto para su posterior encuentro con el espermatozoide
capacitado.

Citar, dentro del proceso de ovulacion, los mecanismos hormonales, neuroldgicos vy
fendmenos celulares que ocurren durante la fase final de la foliculogénesis y la posterior

ovulacion.
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Revisar la formacién del cuerpo luteo, la sintesis y mecanismo de accion de la progesterona
que sera la encargada inicialmente del mantenimiento de la gestacion y la preparacion del
utero para recibir el embrion y generarle el ambiente adecuado para su normal desarrollo.
Conocer la fecundacion y segmentacion, pasando por la interaccion del espermatozoide con
el dvulo a nivel del oviducto, conocida como periodo ovular que involucra la fertilizacion (con
sus fases de penetracion, reaccion acrésomica y fusion de gametos), transporte por el
oviducto, llegada del embrién al utero y su posterior fijacion a este.

Describir el proceso mediante el cual se desarrollan los pronucleos masculino y femenino, su
posterior unién (singamia) y la segmentacion, division mitotica necesaria para la formacion
del embridn.

Explicar los procesos fisiologicos que ocurren con la madre y el embrién en la fase de
preimplantacion, el desarrollo embrionario temprano (formacion y liberacion del blastocisto),
migracion uterina, expansion embrionaria y el inicio del reconocimiento de la prefiez.

Explicar la implantacién del embrién, la fijacién del embrién a la madre para comenzar a
depender de ésta, nutrirse e iniciar su desarrollo en la fase fetal, generar un lazo mas fuerte
entre el embrién y la madre (reconocimiento de la prefiez), para evitar el rechazo, esto

mediante sefiales (INF-t) que van a permitir la continuacion de la gestacion.
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1. FOLICULOGENESIS Y OVULACION

1.1 FOLICULOGENESIS

La foliculogénesis es un proceso enérgicamente controlado que implica tanto la proliferacién vy
diferenciacion de las células de la granulosa como las de la teca. Estos procesos coordinados son
controlados por factores reguladores locales y sistémicos. Las gonadotropinas, FSH y LH, son
esenciales para el desarrollo de los foliculos antrales mas allé de la etapa temprana. En el ganado
vacuno Yy ovino, el crecimiento del foliculo antral se produce en una oleada, con un patrén de 2 a 3
ondas por ciclo en el ganado vacuno y de 3 a 4 ondas en ovejas. La aparicion de la onda es
provocada por un aumento transitorio de las concentraciones circulantes de FSH, que promueve el
crecimiento significativo de las células de la granulosa de las proteinas reguladoras del ciclo celulary
aumentan la produccion de estradiol y la expresidn de receptores de LH. (Ryan et al, 2008)

El foliculo ovarico es la unidad fundamental de la el ovario. Contiene los oocitos que puede llegar a
ovular, y someterse a la fertilizacion de un embrién. También proporciona los esteroides y hormonas
necesarias para el mantenimiento del ciclo ovarico, las caracteristicas sexuales secundarias y la
preparacion del Utero para implantacion. (Findlay et al, 2009)

El proceso de foliculogénesis bovina se presenta durante los periodos prepuberal, puberal, anestro
postparto, ciclo estral y primeros meses de gestacion. La foliculogénesis es un proceso dinamico
caracterizado por una proliferacion acelerada y una diferenciacion de las células somaticas que
componen el foliculo. (Henao & Trujillo, 2000)

La foliculogénesis permite obtener un foliculo preovulatorio o de De Graff a partir de foliculos
primordiales. Este proceso comienza en la vida fetal, en la cual se constituye la reserva de foliculos
primordiales; y en la vaca se necesitan meses para que un foliculo primordial se transforme en un
foliculo de De Graff. (Palma, 2001)

Este evento se produce en la dltima etapa del embarazo o en una fase temprana del periodo
postnatal, en la mayoria de los mamiferos. (Findlay et al, 2009)

A partir del nacimiento o poco después, un pequefio nimero de estos foliculos primordiales entran
en la senda de crecimiento durante el cual pueden degenerarse (principalmente por atresia) o
completar su maduracién y ovular. El concepto de que la reserva de foliculos primordiales en el
ovario de mamiferos no es renovable ha sido cuestionado recientemente, en particular con la
propuesta que las células madre del tejido germinal intra y extraovarico podrian reponer y forman
nuevos foliculos primordiales. Si esta hipotesis es correcta, el numero total de foliculos primordiales
debe seguir siendo relativamente constante, al menos en gran parte de la vida reproductiva del
adulto. (Johnson, 2005, citado por: Findlay et al, 2009).

Se conoce la influencia de las hormonas locales, y de las periféricas o factores de crecimiento, en la
foliculogénesis, aunque la identidad y la accion de muchos de los factores locales aun no se
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entienden (Findlay et al., 2009). Entre ellos figuran miembros de la superfamilia de TGF-3
que incluye TGF-Bs, inhibinas, activinas, proteinas morfogenética 6sea (BMP) y la diferenciacion de
los factores de crecimiento (GDFs) (Knight & Glister, 2006, citado por: Findlay et al, 2009).

El foliculo de mayor tamafio se encarga de casi toda la secrecion de estrdgenos durante el estro;
dicha secrecion disminuye con rapidez al momento del pico de hormona luteinizante. La vaca ovula
un solo foliculo, el cual puede identificarse por sus dimensiones unos tres dias antes del inicio del
estro, cuando hay uno o dos foliculos grandes secretan mas estrégenos y ligan mas gonadotropinas
a las células de la granulosa que todos los de menor tamario (Tabla 1). El crecimiento final en vacas
ocurre en un lapso que va de 12 a 34 dias, la duracion total de crecimiento folicular es de méas de 20
dias y quiza hasta de unos seis meses. El crecimiento del foliculo hasta la etapa de formacién del
antro no es estrictamente dependiente de gonadotropinas. (Hafez, 2002)

Oocitos en vacas y cerdas contienen un alto nivel de acidos grasos. Por ejemplo, el contenido de
acidos grasos en oocitos inmaduros de vaca se ha estimado en 63 g por ovocito, con fosfolipidos
que representan el 25% de todos los 4cidos grasos. Acidos grasos saturados son menos del 30%
del total de la composicion de acidos grasos. (McEvoy et al, 2000, citado por: Fouladi et al, 2007)

La proporcién de acido linoleico es significativamente menor en el liquido folicular de foliculos
grandes (31,1% £ 1,2% del total de acidos grasos) que en el de los foliculos pequefios (34,8% +
0,7% del total de &cidos grasos), y existe una significativa correlacion inversa entre el diametro del
foliculo y el porcentaje de acido linoleico en el liquido folicular. También hay cambios estacionales en
la capacidad de desarrollo de los ovocitos bovinos que podrian estar relacionados con cambios en la
composicion de acidos grasos del mismo. Estos cambios en el perfil de acidos grasos del fluido
folicular y de los ovocitos se relacionan con cambios en la temperatura ambiental, pero también
pueden relacionarse con cambios en los ingredientes de la dieta. (Zeron et al, 2001, citado por:
Fouladi et al, 2007)

Los &cidos grasos se encuentran disponibles para su uso como fuente de energia durante la
maduracion de oocitos y el periodo de elongacion de los embriones en desarrollo antes de la
implantacion en el Utero, por lo tanto, la alteracion en la composicion de acidos grasos en oocitos de
la especie bovina pueden influenciar la maduracién y posterior desarrollo del embrion. (Kim et al,
2001, citado por: Fouladi et al, 2007)

1.1.1  Crecimiento Folicular

Al nacimiento, los ovocitos de las especies mamiferas estan bloqueados en la fase G2 de la profase
de la primera division meidtica y tienen que reiniciar y completar la meiosis y la maduracion para que
la fecundaciéon pueda llevarse a cabo. La competencia meiética, es decir, la capacidad de los
ovocitos para reiniciar y completar la meiosis, se adquiere progresivamente durante el crecimiento
folicular y ovocitario y esta asociada a una serie de cambios nucleares y citoplasmaticos. (Albarracin,
2005)
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Tabla 1. Aspectos morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos de foliculos ovaricos

Componentes

Células de la teca

Pared folicular

Células de la granulosa

Corona radiada

Foliculo primordial

Foliculo secundario

Foliculo vesicular

Liquido folicular (en el
antro)

Liquido folicular (entre las
células de la granulosa)

Caracteristicas morfologicas / fisioldgicas
Producen andrégenos en respuesta al incremento de los niveles basales de LH.
Después de la ovulacién se transforman en células luteinicas de la teca.

Formada por granulosa/teca separadas por lamina basal; experimenta cambios en el
desarrollo relacionados con la organogénesis de la glandula endocrina/exocrina.

En foliculos preovulatorios, hay conexion entre proyecciones de células de la granulosa a
través de la lamina basal rota.

Después de la ovulacidn, la capa granulosa es enviada por vasos/material conectivo.
Antes de la ovulacion, el ovulo se encuentra en un extremo del foliculo ovérico.
Inmerso en la masa sélida de células foliculares, el monticulo ovarico (ovigero).
Foliculos con oocitos localizados en el centro/una sola capa de células de la granulosa.

Se diferencian a partir de células germinales primordiales (oogonios) y permanecen en
una profase meiotica suspendida hasta que reanudan su maduracién/ovulacién y atresia.

Crecimiento folicular, proliferacion de células de la granulosa, formacién de la zona
pelucida, diferenciacion de células de la teca.

Aumenta el numero de las células de la granulosa por mitosis; dichas células se hacen
cuboides.

Foliculos en los que se acumula liquido folicular en el antro dentro de las células
epiteliales.

Algunos componentes tienen actividad fisiologica: inhibidor de la maduracién de oocitos,
inhibidor de la union de LH, inhibina y diversas enzimas y acido sulfrico de condroitina.

Contiene, solo en los foliculos grandes, un elevado porcentaje de 178 estradiol en la fase
folicular/progesterona durante la ovulacién.

La elevada concentracion de progesterona después de la oleada de LH inhibe la
actividad de aromatasa localmente en el ovario.

Viscoso/rico en acido hialuronico.
El liquido se acumula a medida que se acerca la ovulacién.

Muchos oocitos viejos permanecen en la superficie folicular después de la ovulacién
hasta que son retirados por las fimbrias.

Fuente: Reproduccion e Inseminacion Artificial en animales (2002)
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El crecimiento y maduracion folicular representan una sucesion de transformaciones subcelulares y
moleculares de diversos componentes del foliculo (tabla 1): el oocito, granulosa y teca, regidas por
varios factores intraovaricos e intrafoliculares y sefiales hormonales que conducen a la secrecion de
andrégenos y estrogenos (principalmente estradiol). En el crecimiento folicular intervienen la
proliferacion y diferenciacion inducidas por hormonas de células de la teca y de la granulosa, lo que
finalmente causa incremento en la capacidad de los foliculos de producir estradiol y de reaccionar a
las gonadotropinas. La produccion de estradiol determina cual foliculo adquirira los receptores de
LH necesarios para la ovulaciéon y la luteinizacion. Las perturbaciones en la respuesta de la
granulosa y teca a las sefiales gonadotrdpicas interrumpen el crecimiento folicular e inician la
atresia. (Albarracin, 2005)

Existe la hipdtesis que las sefiales endocrinas y metabdlicas que regulan el crecimiento folicular
también influyen en el desarrollo de oocitos ya sea a través de cambios en la concentracion
hormona/factor de crecimiento en el liquido folicular o por medio de la interaccién granulosa-ovocito.
Por ejemplo, asi como la regulacion del crecimiento folicular, los cambios a corto plazo en la ingesta
de energia alimentaria influyen tanto sobre la morfologia de ovocitos como sobre su potencial de
desarrollo. (Adamiak et al, 2006, citado por: Fouladi et al, 2007)

Los acidos grasos son fuentes ricas de energia y tienen un importante papel en la estructura y
funcion de las membranas bioldgicas. Las grasas en la dieta influyen en la funcién reproductiva, ya
sea por aumentar el balance de energia o por acciones en los procesos reproductivos que no estan
relacionados con la energia. (Thatcheret al, 2003, citado por: Fouladi et al, 2007)

Los principales cambios nucleares incluyen la ruptura de la vesicula germinal, condensacion
cromosomica y progresion a metafase | (Ml), extrucidn del primer corpusculo polar y bloqueo de la
metafase de la segunda division meiotica (MIl). El reinicio de la meiosis es provocado por el pico
preovulatorio de LH. Durante la maduracion citoplasmatica existe una reorganizacion de los
organelos citoplasmaticos, comienzan la sintesis de proteinas especificas y produce un incremento
de la actividad de las quinasas, iniciandose complejas cascadas de fosforilacion y desfosforilacion de
proteinas especificas que involucran a numerosas quinasas como el metaphase promoting factor
(MPF), la familia de las mitogenactivated protein kinases (MAPK), el factor citostatico (CSF), el
AMPc vy el receptor de epidermal growth factor (EGFR). Se creen que estas cascadas de
fosforilacidn activan moléculas reguladoras nucleares y ooplasmaticas. (Albarracin, 2005)

Bloqueo mibtico y reinicio de la meiosis:

El pico preovulatorio de LH libera al ovocito de su primer bloqueo meiotico conduciéndolo a su
segundo bloqueo meidtico MIl. La progresion desde el primer al segundo bloqueo meiotico se
denomina maduraciéon ovocitaria y a partir de aqui, el ovocito estd listo para ser ovulado y
fecundado. Producto de la fecundacion se produce la activacion del ovocito que le provocara la
salida del segundo bloqueo meiético. (Albarracin, 2005)

Durante el ciclo estral del bovino hay cambios caracteristicos en la morfologia ovéarica. Cerca al

momento del estro el foliculo ovulatorio alcanza un gran tamafio y produce cantidades importantes
de estradiol, hasta inducir el pico preovulatorio de LH. En este momento un grupo de foliculos
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pequefios comienza a crecer lo que se llama onda folicular. De este grupo de foliculos, un solo
foliculo se selecciona y continua creciendo, mientras los otros se atresian. (Henao & Col., 2000)

El foliculo ovarico es una unidad fisiologica equilibrada cuyo funcionamiento y estructura depende de
factores extracelulares como las gonadotropinas, y de un complejo sistema de relaciones
intrafoliculares. El desarrollo folicular en los bovinos ocurre en forma de ondas, conformadas por
cohortes de foliculos que son seleccionados para crecer a partir de la reserva de foliculos “en
reposo”. Entre los foliculos reclutados en cada onda se establece una competencia por la
dominancia, en la cual solo un foliculo de la cohorte adquiere el desarrollo competente que le
permitira seguir creciendo en un ambiente de bajas concentraciones de gonadotropinas, al tiempo en
que sus compaferos de cohorte sufren atresia. El foliculo dominante modifica el patrén de
crecimiento de los foliculos subordinados en ambos ovarios, mediante la produccién de factores que
actian en forma endocrina, autocrina o paracrina para autopotenciar su desarrollo € inhibir a los
subordinados. (Henao & Col, 2000)

Reclutamiento Folicular

El reclutamiento folicular se refiere a la formacion de una poblacién de foliculos antrales de donde
uno o varios, dependiendo de la especie (monotoca o politoca), es seleccionado para la ovulacion.
En cada ciclo ovérico es reclutado un grupo de foliculos primordiales que crecen de manera continua
debido a los incrementos en las concentraciones de FSH. Aun se desconoce porqué algunos
foliculos inician su crecimiento tan pronto como se forman, mientras que otros permanecen en
latencia durante meses, afios, 0 aun durante décadas, dependiendo de la especie. (Espinosa & Col,
2007)

La fase inicial del crecimiento folicular, originada a partir de los foliculos primordiales,
presumiblemente es independiente de las gonadotropinas hipofisiarias y se caracteriza por un
desarrollo lento de los foliculos, que dura cuatro a seis meses, hasta su conversion en foliculos
antrales pequefios. En contraste con ésta, la etapa final, denominada fase folicular, que se desarrolla
en forma de ondas, tiene crecimiento rapido, influenciado por las hormonas gonadotrépicas, hasta
convertirse en foliculo maduro. A pesar del desarrollo independiente de las gonadotropinas, se han
encontrado expresiones de RNA mensajero (RNAm) para receptores de FSH en células de la
granulosa de foliculos bovinos con una sola capa de células, pero no se sabe cuél es su papel en
esta etapa. Sin embargo, en los foliculos preantrales de rata, hay un incremento en la tasa de
proliferacion de las células de la granulosa como respuesta a los cambios en las concentraciones de
gonadotropinas periovulatorias. El desarrollo folicular bovino durante un ciclo estral normal se
caracteriza por la presencia de dos o tres ondas foliculares por ciclo. Cada onda comprende el
reclutamiento de una cohorte de foliculos antrales pequefios en la superficie de los ovarios y la
seleccion de un foliculo dominante que continta creciendo, mientras los deméas desarrollan atresia.
El reclutamiento es el proceso por el cual un grupo de foliculos, provenientes del conjunto de
foliculos en crecimiento lento (desarrollados durante los anteriores cuatro a seis meses), inicia un
crecimiento rapido bajo el estimulo de la oleada de FSH. Cuando la FSH alcanza el pico de
concentracion, los foliculos mas grandes de la onda tienen un diametro de aproximadamente cuatro
mm. Tres dias después, cuando los foliculos mas grandes miden aproximadamente ocho mm de
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diametro, se selecciona un solo foliculo para continuar creciendo que se trasforma en dominante,
mientras que los demas regresan (Figura 1). (Henao & Col, 2000)

Figura 1 Dinamica folicular durante un ciclo estral bovino
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Fuente Establecimiento y desarrollo de la dominancia folicular bovina (2000)

Seleccion y Divergencia Del Foliculo Dominante

La seleccion de un foliculo dominante se refiere al mecanismo que determina cual foliculo de la
cohorte es seleccionado para continuar creciendo y convertirse en dominante. El principal evento
morfolégico en el proceso de seleccion es la divergencia. La divergencia corresponde al tiempo
durante el cual el foliculo dominante y el subordinado mas desarrollado crecen a tasas diferentes,
antes de que el subordinado manifieste atresia. De los foliculos maduros, el mayor de los foliculos
de la cohorte produce altos niveles de estradiol e inhibinas. Esto inhibe la secrecion de FSH, la
disminucion de las concentraciones de FSH inicia la atresia y la regresion de los foliculos pequefios
(subordinado), mientras que el foliculo mayor (dominante) cambia su dependencia de FSH y LH lo
que evita la regresion. La FSH y LH ejercen su efecto estimulador en la proliferacién celular y la
esteroidogénesis por su union a la proteina G especifica para receptores acoplados, que a su vez
provoca un aumento en la produccion del cAMP y la activacién de la via PKA. Si bien la PKA/CAMP
via de transduccion, es generalmente considerado como el principal mediador de las hormonas
gonadotropicas, las vias de accion de estas hormonas también activan otras sefializaciones que
incluyen la activacion de la via Erk, la via Akt y el inositol trifosfato y las vias del diacilglicerol. Estas
vias de transduccion de sefales, cuando estan activadas, inducen cambios en la actividad de las
proteinas y la expresion de los genes. (Ryan et al, 2008)

El proceso de divergencia puede desarrollarse de tres maneras:

1. El foliculo dominante y el subordinado més desarrollado divergen gradualmente en didmetro entre
los dias cero y cuatro de la onda folicular.
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2. El foliculo dominante y el subordinado més desarrollado tienen didmetros semejantes hasta el
momento de la divergencia.

3. Ocasionalmente un foliculo subordinado puede ser inicialmente mas grande que el futuro foliculo
dominante, pero crece a menor tasa y no alcanza el estado decisivo. (Henao & Col, 2000)

El mecanismo que establece la divergencia entre los foliculos comprende la interaccidn de varios
factores. Se considera que la FSH y los estrégenos actuan sinérgicamente para acelerar el
crecimiento folicular. Para que ocurra el reclutamiento de los foliculos que conforman la onda, todos
los foliculos de ambos ovarios reciben una sefial especifica: un ligero incremento de los niveles
plasmaticos de FSH, que ocurre el dia cero de la onda folicular, repitiéndose entre los dias ocho y
10.5 en las vacas con dos ondas foliculares. (Henao & Col, 2000)

La aparicion de una nueva onda folicular y la seleccién del foliculo dominante se asocian
temporalmente con un aumento y caida en las concentraciones circulantes de FSH (Figura 3). La
aparicién de una nueva onda folicular es precedida por un aumento en las concentraciones
plasmaticas de FSH en ondas espontaneas y ondas inducidas. Los productos foliculares,
especialmente los del foliculo dominante, son responsables de la represion y la liberacion de FSH,
por lo tanto, de la aparicién de la onda folicular siguiente (Figura 3). Al final del periodo de dominio
(es decir, en la ovulacion, o la mitad de la fase estatica de un foliculo dominante anovulatorio), las
concentraciones circulantes de FSH comienzan a aumentar 1,5 a 2 veces en los proximos 2 dias,
y tienen su pico aproximadamente 12-24 horas antes de la aparicion de la onda (cuando el foliculo
dominante futuro es de 4-5 mm de de diametro). Si un foliculo dominante existente se retira (por
ablacion folicular), un aumento de la FSH comienza dentro de las 12 horas siguientes, lo que resulta
en la aparicién de una nueva onda folicular en las préximas 24 horas. La seleccion del foliculo
dominante se asocia con la disminucion de las concentraciones de FSH en la sangre durante los
primeros 3 dias de la ola. Los receptores de FSH estan presentes sdlo en las células de la
granulosa, mientras que los receptores de LH se encuentran en ambas células, de la granulosa y de
la teca en la pared de los foliculos antrales. El foliculo dominante adquiere mas receptores de LH en
las células de la granulosa, que sus subordinados y por lo tanto es capaz de cambiar su
dependencia de gonadotropinas, a LH durante el nivel més bajo de FSH y continuaré creciendo
mientras la regresion de los subordinados. (Adams et al, 2008)

Namero de células de la granulosa

Se podria pensar que el foliculo dominante tiene mayor cantidad de células de la granulosa para
responder a las concentraciones basales de FSH, pero ello no es asi. El recuento de células de la
granulosa en foliculos dominantes y subordinados de dos dias, efectuado por (Bodensteiner, citado
por Henao et al., 2000), no mostrd diferencia entre ambos tipos de foliculos. (Tian, citado por Henao
et al., 2000), tampoco encontraron diferencias en el nimero de células de la granulosa entre
foliculos cuando se inicia el estimulo gonadotrépico. (Henao & Col, 2000)
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Numero de receptores para gonadotropinas

Bodensteiner, citado por Henao et al., (2000) marcaron radiactivamente y contaron los receptores
para FSH (FSH-R) y LH (LH-R) por célula de la granulosa en los foliculos dominantes y
subordinados los dias dos y cuatro de la onda y encontraron que el dia dos no se presentaron
diferencias en el nimero de FSH-R y LH-R por célula y por foliculo, pero el dia cuatro las diferencias
entre ambos tipos de foliculos eran altamente significativas para FSH-R y significativas para LH-R en
favor de los foliculos dominantes. Sin embargo, no encontraron diferencias en los niveles de
expresion genica para FSH-R en células de la granulosa de foliculos bovinos que median entre 0.5y
14 mm de diametro y solo hallaron expresion de genes para LH-R en foliculos mayores de nueve
mm, lo cual sugiere que los FSH-R no limitan el establecimiento de la dominancia (Tabla 2).

La expresion de un mayor numero de receptores para LH en las células de la granulosa se considerd
como un mecanismo para la adquisicion de dominancia en el ovario de la vaca. (Sartori et al, 2001,
Citado Por: Hernandez et al., 2008)

La seleccion del foliculo dominante en especies que tienen una sola ovulacién por ciclo estral, puede
depender de una diferente sensibilidad a la FSH de los foliculos en crecimiento. Los cambios
intrafoliculares de la funcién de las activinas, el factor de crecimiento y diferenciacién (GDF-9), la
hormona antiparamesonéfrica (AMH) y varias proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs), podrian
contribuir al proceso de seleccion folicular, a través de la inhibicion de las vias de sefializacion en las
células de la granulosa, dependientes de la FSH y de los IGF. La activina puede jugar un papel
positivo en la maduracion del Oocito y la adquisicion de competencia en el desarrollo del foliculo
dominante. Es posible que la inhibina secretada de forma creciente en el foliculo dominante
disminuya la secrecion de andrégenos, mediada por la LH en las células de la teca interna, la cual es
necesaria para sostener una alta produccion de estrogenos en las células de la granulosa. (Figura
2). (Knight & Glister, 2006, Citado Por: Hernandez et al., 2008)

Figura 2. Inhibicion del desarrollo folicular dependiente de la FSH, de los factores insulinicos

de crecimiento y de los estrégenos.
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GDF9; factor de crecimiento y diferenciacién, AMH; hormona antiparamesonéfrica, BMPs; proteinas morfogenéticas dseas.

Fuente. Reproduccion en la Vaca Fisiologia y Aplicaciones (2008)



Los foliculos dominantes sufren ciertos cambios que anteceden a la maduracion, como son la
vacuolizacion del nucléolo de las células foliculares en el periodo comprendido entre la luteolisis y la
aparicién del pico de secrecion de LH. Asi mismo, los foliculos subordinados pueden sufrir
maduracion meittica. (Assey et al, 1994, Citado Por: Hernandez et al, 2008)

Tabla 2. Comparacion del numero de receptores de FSH y de LH entre los dos foliculos mas
grandes de la onda folicular los dias dos y cuatro.

Dia 2 Dia 4
Caracteristica
Foliculo mas Segundo mas Foliculo mas Segundo mas
Grande grande grande grande
Diametro folicular {(mm) 8.5+0.5 7.3x0.7 13+0.9 8.9+0.5**
Estradiol (ng/ml) 373x151 42+26%* 265+23 6+2*
Estradiol (ng/foliculo) 161189 21+1 305+33 2+ %
Progesterona (ng/ml) 12.2+2.3 20.1£8.6 17.1£1.6 21.1£13.3
Estradiol / Progesterona 26+13.9 9.5+8.8 15.2+2.9 0.98+0.5
Células de la Granulosa/Foliculo (10%) 26+5 16+4 30+7 10+3**
FSH-R/Célula 6011711 892512246 1419618045 43221953
FSH-R/Foliculo (10%) 15.81£3.8 12.511.4 349146 3.6£0.7**
LH-R/Célula 234441790 30131234 75213112 712+361"
LH-R/Foliculo(10%) 6.815.4 4.912 19.316.8 0.97+0.5"

**(P<0.05) *(P<0.01)

Fuente: Establecimiento y desarrollo de la dominancia folicular bovina (2000)

La mayoria de los ciclos estrales de los bovinos (es decir,> 95%) se componen de dos o tres ondas
foliculares. Algunos han informado de la preponderancia (> 80%) de cualquier patron de dos o tres
ondas, mientras que otros han informado de una distribucién méas uniforme. En ambos ciclos estrales
de dos y tres ondas, la aparicién de la onda folicular ocurre por primera vez de forma consecuente el
dia de la ovulacion (dia 0). El surgimiento de la segunda onda se produce el dia 9 o 10 en ciclos de
dos ondas, y el dia 8 0 9 en ciclos de tres ondas. En ciclos de tres ondas, una tercera onda surge el
dia 15 0 16. Bajo la influencia de la progesterona (por ejemplo, en diestro), los foliculos dominantes
de las sucesivas oleadas sufren atresia. El presente foliculo dominante en el inicio de la lutedlisis se
convierte en el foliculo ovulatorio y el surgimiento de la nueva onda se retrasa hasta el dia de la
ovulacién subsiguiente. EI CL comienza a retroceder antes (Dia 16) en ciclos de dos ondas, que en
los ciclos de tres ondas (Dia 19) resultando en un ciclo estral en consecuencia més corto (19-20 dias
frente a 22-23 dias). Por lo tanto, el llamado ciclo estral de 21 dias en el ganado sélo existe en el
promedio entre los ciclos de dos y tres ondas (Figura 3). (Adams et al, 2008)
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Figura. 3 Dinamica del desarrollo folicular ovarico y la secrecion de gonadotropinas durante
ciclos de dos y tres ondas
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Dinamica del desarrollo folicular ovérico y la secrecion de gonadotropinas durante ciclos de dos y tres ondas en el estro del ganado.
Foliculos dominantes y subordinados se indican como abierto (viables) o los circulos en sombra (atrésico). Un incremento en las
concentraciones circulantes de FSH (linea gruesa) precede a la aparicion de cada onda. Un incremento en las concentraciones
circulantes de LH (linea fina) precede a la ovulacion. El pico de LH es precedido y sucedido por un periodo de alta frecuencia pulsos
de LH como consecuencia de las bajas concentraciones circulantes de progesterona (es decir, el periodo de lutedlisis y luteogenesis,
respectivamente).

Fuente: Progress in understanding ovarian follicular dynamics in cattle (2008)
1.1.1.1 Factores Estimulatorios O Inhibitorios

Ademas de las gonadotrofinas, existen numerosos factores de crecimiento reguladores intraovaricos
del desarrollo y funcién del foliculo que incluyen el factor de crecimiento insulinico (IGF) y los
miembros de la superfamilia del TGF-§ (por ejemplo, la inhibina-A y activina-A). Se ha establecido
que el IGF estimula la proliferacion de las células de la granulosa y la teca y aumenta la capacidad
de las gonadotrofinas para estimular la esteroidogénesis tanto en las células de la granulosa como
de la teca. Ademas, se ha demostrado que el IGF tiene un efecto directo contra la apoptosis y es
expresado selectivamente en los foliculos sanos en comparacion con los foliculos pequefios
atrésicos. (Ryan et al, 2008)
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¢ Inhibinas. Las inhibinas (A y B) son heterodimeros formados por una subunidad a comin y una
de dos subunidades b (bA y bB) altamente homdlogas. Se han clasificado siete formas de
inhibina en fluido folicular bovino por medio de andlisis inmunoradiométrico (IRMA) y
radioinmunoandlisis (RIA). La inhibina estimula la produccion de andrégenos por las células de la
teca interna de foliculos de rata y humano in vitro. Si esto ocurriera in vivo, se podria suponer que
la inhibina mejora la producciéon del andrégeno como substrato para su aromatizacién en
estrégenos, lo cual es de gran importancia para el foliculo que inicia la dominancia. La produccién
de inhibina se aumenta paulatinamente cuando se sintetizan estrégenos foliculares durante el
crecimiento del foliculo dominante, evento que decrece los niveles de FSH y restringe el
crecimiento de los foliculos subordinados, al mismo tiempo que incrementa la produccién de mas
andrégenos en las células tecales del foliculo dominante. (Henao & Col, 2000)

e Activinas (ACTs). Las activinas son homodimeros o heterodimeros de las subunidades b de
inhibina (bAbA, bBbB, bAbB). Una de las proteinas que mas temprano se expresa en el proceso
de crecimiento folicular es la activina. En células de la granulosa indiferenciadas de foliculos
preantrales, la ACT actua autocrinamente en la transformacion de la célula gonadotropina-
independiente a gonadotropina-dependiente, mediante la activacion de los FSH-R (FSH
receptor). La FSH actla luego sobre la célula para estimularla a producir mas ACT y mas
receptores de activina (RACT), en un sistema autoinductivo de retroalimentacion positiva. La FSH
y la activina juntas, aumentan el nimero de FSH-R en la célula parcialmente diferenciada. La
FSH y la ACT también inducen la produccién de folistatina (FSP), que modula la accién de la
ACT. Los efectos estimulatorios de la ACT sobre el AMPc, la actividad aromatasa, la produccién
de estradiol y de receptores para gonadotropinas, indican que la activina promueve la
diferenciacion de células de la granulosa y previene la luteinizacion y la atresia. (Henao & Col,
2000)

¢ Folistatina (FSP). La folistatina es un polipéptido de cadena simple que se expresa en las
células de la granulosa y regula la bioactividad de la inhibina y la activina uniéndose a su
subunidad comun b. Aun no se conoce bien el mecanismo por el cual la folistatina regula a la
inhibina y a la activina. Se requieren mas estudios que aclaren su funciéon. Aunque se sabe que
la folistatina se expresa en una serie de tejidos, un sitio importante de la produccién son las
celulas de la granulosa de los foliculos ovaricos. En los bovinos, los aumentos de la sefial de la
folistatina ARNm aumentan a medida que el tamafio del foliculo aumenta, la sefial mas fuerte se
observo en los foliculos preovulatorios. Basados en datos obtenidos in vitro, se ha hipotetizado
que la folistatina modula la funcién de las células de la granulosa de forma autocrina y sus
acciones a favor de la luteinizacion o atresia. Si bien la regulacién, la produccion y las acciones
de la folistatina han sido ampliamente estudiados in vitro, los datos sobre su funcién en vivo son
escasos y confusos, no han sido considerados en relacion con la dinamica folicular. El uso de la
ultrasonografia llevé a la identificacion de las ondas foliculares en ganado bovino y ahora
sabemos que el ciclo estral estd constituido por 2 0 3 ondas de este tipo. La aparicion de
sucesivas ondas foliculares durante el ciclo estral se asoci® con aumentos en las
concentraciones circulantes de FSH. (Singh et al, 1999)

e Factores de crecimiento insulinoide (IGFs). En foliculos preantrales sanos, el factor de
crecimiento insulinoide tipo | (IGF-I) puede mediar el efecto estimulador de la FSH sobre la
proliferacion de las células de la granulosa, produciendo un incremento gradual del crecimiento
folicular hasta la formacién del antro. La bioactividad de IGFs esta controlada por su asociacion
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con una familia especifica de IGF-unido a proteinas (IGFBP), que se encuentran en asociacién
con la matriz extracelular (ECM) y las membranas celulares, asi como en el liquido folicular. Seis
IGFBP han sido identificados y estas proteinas pueden inhibir o facilitar la accion del IGF, en
funcion de los cambios post-translacion como la fosforilacion, la degradacion proteolitica o union
a la ECM (Monget & Bondy, 2000). El sistema IGF ha sido bien caracterizado en foliculos
antrales de la especie bovina (Armstrong et al. 1998, 2000), pero hay menos estudios sobre los
efectos del IGF en las primeras etapas del desarrollo folicular. Hasta la fecha, la expresion de
ARNm que codifica la IGFBP-2 a 5 se han encontrado en los foliculos de la especie bovina y la
expresion de IGFBP-2, 4 y 5 en los foliculos de la especie ovina (Armstrong & Webb 1997, Webb
& Armstrong, 1998). EI IGFBP-2 y 4 en la expresion de ARNm en foliculos antrales no atrésicos
de la especie bovina se limita a los tejidos de la granulosa y teca, respectivamente (Armstrong et
al. 1998). Durante el desarrollo folicular y la atresia, se presentan distintos cambios en la
expresion temporal y espacial de estas proteinas in vivo. Por ejemplo, durante el desarrollo de la
dominancia folicular las cantidades de IGFBP-2, 4 y 5 intrafolicular disminuyen, mientras
que durante la atresia, se incrementan los niveles de estas proteinas (Austin et al. 2001).
Ademas, la protedlisis de la IGFBP-4 y 5 en el liquido folicular se ha demostrado que tiene
implicaciones en la seleccidén y dominancia folicular en el bovino (Rivera & Fortune, 2003). Asi,
los cambios en la expresién de IGFBP, junto con los cambios en la actividad de las IGFBP-
proteasas especificas, proporcionan un mecanismo para regular la biodisponibilidad de IGFs
en foliculogénesis (Armstrong et al. 1998). Poco se sabe sobre el papel del sistema IGF en el
desarrollo de foliculos preantral. Sin embargo, la union de IGF-I se ha demostrado en los foliculos
preantrales de la especie bovina (Wandiji et al. 1992), y el receptor IGF tipo 1 del ARNm se ha
detectado en las células de la teca y de la granulosa en ovocitos preantrales de la especie bovina
(Armstrong et al. 2000).Ademas, el IGFBP-2 ARNm se ha detectado en células de la granulosa y
ovocitos, el IGFBP-3 ARNm en oocitos de foliculos preantrales bovinos (Armstrong et al. 2002).
(Citado por Thomas et al, 2007). Las vias Akt y Erk son consideradas las principales vias de
sefalizacion que median en los efectos de IGF. (Ryan et al, 2008)

1.1.1.2 Liquido folicular

El liquido folicular se origina principalmente en el plasma periférico por trasudacion a través de la
lamina basal del foliculo y se acumula en el antro.

Composicion bioquimica del liquido folicular

Se trata de un trasudado sérico modificado por actividades metabdlicas foliculares, posee
constituyentes especificos como esteroides y glucoproteinas sintetizadas por las células de la pared
folicular. Durante el crecimiento del foliculo, se establece un equilibrio entre el suero y el liquido
mencionado. Las concentraciones metabolicas son similares en los compartimentos y también en las
secreciones del oviducto. El liquido contiene varios compuestos de gran importancia fisiologica, la
mayor parte de ellas en concentraciones similares a las del suero sanguineo. En los foliculos
antrales grandes, a diferencia de lo que ocurre en los pequefios, el liquido contiene concentraciones
grandes de 17 estradiol en la fase folicular, y de progesterona conforme se aproxima a la evolucion.
Sin embargo los ovarios poliquisticos tienen altas concentraciones de androstenediona. (Hafez,
2002)
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Los foliculos ovaricos viables también acumulan y secretan varias sustancias no esteroideas
fisiologicamente activas:

- Inhibidor de la maduracién de los oocitos, consistente en un polipéptido con peso molecular
de 1500 Dalton

- Inhibidor de la luteinizacidn, que es una proteina compleja

- Proteina inhibidora de unos 1400 Dalton

- Relaxina, un polipéptido de alrededor de 9000 Dalton

- Inhibina (supresora de la actividad de FSH), de alto peso molecular

Funciones del liquido folicular

El liquido folicular es importante en los aspectos fisiologico, bioquimico y metabdlico de la
maduracién nuclear y citoplasmatica del oocito. El liquido folicular experimenta notables cambios
durante todo el ciclo estral y realiza varias funciones, entre las que se incluyen las siguientes:

a) Regulacién de las funciones de las células de la granulosa, inicio del crecimiento folicular y
esteroidogénesis.

Maduracion de oocitos, ovulacion y transporte del ovulo al oviducto

Preparacion del foliculo para la posterior formacion del cuerpo amarillo

Los factores estimulador e inhibidor en el liquido que regulan el ciclo folicular.

El volumen de liquido liberado durante la ovulacion, junto con las secreciones del oviducto,
del ambiente en que ocurren el metabolismo y la capacitacion de los espermatozoides vy el
desarrollo embrionario temprano. (Hafez, 2000)
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1.1.1.3 Endocrinologia del crecimiento folicular y la ovulacion

El hipotalamo es una regién del cerebro que controla un gran nimero de funciones corporales. Esta
localizado en el piso del tercer ventriculo y constituido por una serie de nucleos que contienen
cuerpos neuronales que reciben impulsos de multiples zonas del encéfalo y cuyas terminaciones
nerviosas (axones) llegan asi mismo a innumerables zonas intra y exira encefalicas. Neuronas
procedentes de los nucleos supra y paraventriculares del hipotalamo termina en la neurohipdfisis y
las de otros nucleos vierten hacia la adenohipdfisis el factor liberador de las gonadotropinas (GnRH),
moléculas que llegan hasta los receptores de células basotfilas de la adenohipdfisis especializadas
en elaborar la hormona estimulante del foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH). Estas son
denominadas en conjunto gonadotropinas y tienen receptores, la FSH en las células foliculares y la
LH en esas mismas células y en las células de la teca interna. Antes de la ovulacion, los androgenos
producidos en la teca interna, como resultado de la induccién de la LH sobre sus células para el
efecto, pasan hacia las células foliculares, en donde son convertidos en estrégenos (inductores de
estro o receptividad sexual). Cuando sucede la ovulacion, las células de la teca interna y las
foliculares, por accién de la LH, inician la produccion de progesterona y se forma el cuerpo luteo en
el sitio que ocupa el foliculo ovulado. Para una discusion mas amplia de las interacciones de las
hormonas del hipotalamo, la hipéfisis y del ovario. (Hernandez et al., 2008)
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El crecimiento, maduracion, ovulacion y luteinizacion del foliculo de Graaf dependen de patrones
apropiados de secrecion, concentraciones suficientes y proporciones adecuadas de FSH y LH en
suero. Entre las hormonas participantes se incluyen esteroides, prostaglandinas y glucoproteinas. La
FSH tiene la funcion importante en el inicio de la formacion del antro. Esta gonadotropina estimula la
mitosis de las células de la granulosa y la formacién del liquido folicular. Ademas, la hormona
foliculoestimulante induce la sensibilidad de las células de la granulosa hacia la hormona luteinizante
al incrementar el numero de receptores para esta ultima. (Hafez, 2002)

Hormona de liberacion de gonadotrofinas (GnRH): El hipotalamo es el érgano encargado de
convertir las sefales neurologicas originadas en estimulos externos e internos en descargas
hormonales. Uno de sus productos es la hormona GnRH. La GnRH esta regulada por la secrecion
endogena de diversas hormonas encontrandose entre ellas la melatonina. Esta Ultima se libera por
estimulo de la oscuridad. Es decir, que un impulso nervioso percibido por la retina se transforma en
liberacion de melatonina desde la glandula pineal. (Gigli, et al., 2006).

Hormonas Gonadotroéficas: La hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH) son
glicoproteinas producidas por la hipofisis. Al igual que la hormona gonadotrofina coriénica equina
(eCQG) y la tirotrofina (TSH), estan formadas por la unién de las subunidades a y B. La subunidad a
es especifica de especie y es idéntica en las otras hormonas glicoproteicas mencionadas. La
subunidad (8 determina la funcion biolégica de cada hormona. (Gigli, et al., 2006).

+ Hormona foliculo estimulante (FSH): La FSH es necesaria para el reclutamiento de
foliculos antrales. Las células de la teca interna de los foliculos terciarios responden al
estimulo de la FSH produciendo androgenos y estimulando la activacion de la enzima
aromatasa en las células de la granulosa y transformando a los androgenos en estradiol. La
FSH también esta involucrada en el aumento de la vascularizacion del foliculo dominante. El
aumento de la irrigacion permite una mayor obtencion de nutrientes.

% Hormona luteinizante (LH): La funcion de la LH es reiniciar la meiosis en el foliculo
preovulatorio, desencadenar la ovulacion y controlar el desarrollo y mantenimiento del
cuerpo luteo (CL). Ejerce su accidn uniéndose a receptores de membrana en las células de
la granulosa y tecales del foliculo preovulatorio. Produce un aumento de AMPc via adenil
ciclasa, estimulando la conversion de colesterol en pregnenolona y desencadenando los
sucesos de la ovulacion que se detallaran mas adelante. (Gigli, et al., 2006).

Sistema del factor de crecimiento tipo insulinico (IGF): Estos factores se denominan asi por
tener una secuencia de aminoacidos muy similar a la insulina. Son producidos por las células de la
granulosa y teca y son quizas los factores intraovaricos mejor caracterizados. En el ovario se han
identificados el IGF-l y el IGF-Il. La accion se encuentra regulada por un sistema formado por 6
proteinas, IGFBP (siglas en inglés de proteinas de unidn del factor de crecimiento tipo insulinico).
(Gigli, et al., 2006).

Familia de factores transformadores de crecimiento (TGF): Los miembros de esta superfamilia,
integrada por mas de 40 proteinas, regulan la proliferacion y diferenciacion en una amplia variedad
de tejidos. Actlan a través de sefiales intracelulares que activan la cascada serina-treonina quinasa
resultando en la translocacion de proteinas desde el citoplasma al nucleo celular. Dentro de estos
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factores se encuentra los TGFB, el factor de crecimiento y diferenciacion 9 (GDF-9), la hormona
antimiilleriana (AMH), activinas, inhibinas y la proteina morfométrica 6sea (BMP). (Gigli, et al.,
2006).

Esteroidogénesis

La actividad esteroidogénica del foliculo también depende de la accion de la FSH y LH sobre las
células de la granulosa y de la teca, respectivamente. La proporcion andrégenos-estrégenos en el
liquido folicular refleja la integridad fisioldgica y la viabilidad del foliculo. Debido a que la FSH
estimula principalmente las células de la granulosa y que la LH estimula la produccion de
testosterona por las células de la teca, la proporcién de FSH-LH es un parametro endocrino no
importante para evaluar la produccidn ovérica de esteroides. (Hafez, 2002)

Las gonadotropinas y hormonas esteroides son de vital importancia en el control de la pauta ciclica
del ovario y en el desarrollo folicular, esencial para la fertilidad. Los estrogenos, en particular, con su
funcionamiento normal o no, reflejan la fertilidad o la infertilidad en los mamiferos. Con modelos en
raton se observo la disrupcion de la codificacion de los genes de receptores de estrégeno (ERa,
ERB o ambos) o de la aromatasa, la enzima responsable de la sintesis de estrogenos, estos
hallazgos han arrojado nueva luz sobre la accion de los estrogenos en la reproduccion de los
mamiferos. En particular, estos modelos mostraron, por primera vez, que los animales pueden
responder a los estrogenos enddgenos o exdgenos. Aunque no son obligatorios para la
supervivencia después del nacimiento o formacién del aparato reproductor, los estrégenos han
demostrado ser esenciales tanto para la fertilidad femenina como la masculina. (Findlay et al, 2009)

Crecimiento folicular durante las fases “folicular” y “de cuerpo amarillo”

La activacion folicular se divide en dos etapas diferentes. La primera se denomina activacioén inicial
y la segunda activacion de foliculos antrales. La inicial abarca la diferenciacion de foliculos
primordiales hasta foliculos terciarios, tanto la activacion inicial como el crecimiento y va hasta la
formacion del antro gonadotréfico independiente, es decir que no depende de las concentraciones
sericas de FSH y LH como se ha mencionado anteriormente. Aun no se ha podido determinar cuél o
cuales son los mecanismos que determinan el momento preciso en que un grupo de foliculos
primordiales comienzan a diferenciarse y a crecer. (Gigli, et al., 2006)

Durante una gran parte de la fase lutea en los ovarios estan presentes cuerpos amarillos activos. Al
parecer la fase folicular es corta. Sin embargo, la presencia de foliculos antrales durante toda la fase
de cuerpo amarillo sugiere que la duracion real de la fase folicular es mayor de 2 a 5 dias, si por
“fase folicular” se entiende el periodo que va de la formacion del foliculo antral a la ovulacién. (Hafez,
2002)

Existen algunas diferencias entre especie en cuanto a estas fases:
a) Especies sin fase lutea, como roedores con ciclo estrual de cuatro dias

b) Primates con fases folicular y lutea bastante distintas
c) Mamiferos domésticos con fase folicular y lutea superpuestas
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En los mamiferos domésticos hay también un segundo ascenso de la FSH 20 a 30 horas después
de la oleada preovulatoria de FSH y LH. Este incremento post ovulatorio en la hormona FSH
desencadena la formacion del antro en la poblacion folicular, que incluye candidatos para ovular uno
o dos ciclos después. Solo unos cuantos de estos foliculos antrales diferenciados crecen hasta llegar
a la ovulacion; los demas sufren atresia y degeneran. (Hafez, 2002)

Los foliculos preantrales pueden quedar retenidos en su crecimiento por largos periodos hasta que
ocurre la segunda activacion denominada activacion de foliculos terciarios o antrales. Esta
segunda fase de activacion tiene caracteristicas muy diferentes a la primera ya que requiere niveles
elevados de FSH. (Gigli, et al., 2006)

El cuerpo amarillo se desarrolla después del colapso del foliculo en la ovulaciéon. En la pared folicular
interna se forman pliegues macroscdpicos y microscopicos que penetran en la cavidad central. Tales
pliegues consisten en un nucleo central de tejido de estroma y grandes vasos sanguineos que se
distienden. Las células se desarrollan pocos dias antes de la ovulacion y experimentan regresion
con rapidez; a las 24 horas de la evolucidn todas las células de la teca restantes se encuentran en
avanzado estado de degeneracion. Tras la ovulacion comienza la hipertrofia y luteinizacion de las
celulas de la granulosa. La progesterona es secretada en forma de granulos por las células
luteinicas. (Hafez, 2002)

Estadio de proliferacion. La capa granulosa muestra un aspecto semejante al que tenia
anteriormente, durante la madurez del foliculo. Esta constituida por células que tienen escaso
citoplasma y no se observan vasos en su interior. Llama la atencion, en cambio, el engrosamiento
de la teca interna, formada por células grandes, poliédricas, no abundante citoplasma, que contiene
abundantes lipoides. La teca interna contiene igualmente abundantes vasos, el limite entre ambas
capas es muy claro y en la luz del foliculo colapsado no se observa sangre. (Gonzalez & Merlo,
2006)

Estadio de vascularizacion. Se observa en este periodo la transformacién de las células, que
componen la capa primitiva de la granulosa, las cuales crecen, se hacen poliédricas y con
abundante citoplasma. Estas células constituyen las tipicas células luteinicas, que recuerdan en su
morfologia a las células epiteliales. Se observa igualmente en esta zona la penetracion de los vasos,
procedentes de la teca interna. En la luz de la formacién, que describimos, aparece sangre en mayor
0 menor cantidad. Existen también penetraciones en forma de columnas de la teca interna en la
capa de la granulosa luteinizada. Estas penetraciones tecales estan constituidas por células
voluminosas con abundante citoplasma, es decir, son células tecales que han sufrido también
transformacion luteinica. Estas penetraciones dan al cuerpo luteo aspecto de guirnalda. Por el
contrario, las células que componen la teca interna disminuyen de volumen, es decir, la
transformacion luteinica experimentada en la fase anterior se hace menos aparente. (Gonzélez &
Merlo, 2006)

Estadio de madurez. El cuerpo luteo maduro destaca, habitualmente, sobre la superficie del ovario;
tiene una forma mas o menos esférica; cuyo didmetro oscila entre 1y 2 cm y un color amarillento,
como su nombre lo indica. Histolégicamente esta constituido, en su zona mas periférica, por una
delgada capa de células tecales. Por dentro de ellas, una gruesa capa de células luteinicas,
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constituidas por numerosas hileras. Esta capa estd parcialmente fragmentada por tabiques de
células tecales que han sufrido una transformacién luteinica mas o menos intensa, es decir, son
células cuyo citoplasma habitualmente es voluminoso. Estos tabiques se dirigen desde la periferia al
centro, contienen vasos sanguineos y dan al cuerpo luteo un aspecto festoneado. En el centro de
esta formaciéon se observa habitualmente una capa de tejido conjuntivo laxo, pero en algunas
ocasiones puede observarse liquido mas o menos hemorragico. (Gonzélez & Merlo, 2006)

1.1.2 Maduracién del 6vulo
La maduracién de los oocitos comprende dos etapas:

a) Un periodo de crecimiento
b) Un periodo final de preparacion nuclear y citoplasmatica, que constituye un prerrequisito
para la fecundacién y el desarrollo normales.

a) Crecimiento del oocito

Cuando un foliculo primordial es liberado de la reserva, comienza a crecer junto con el oocito. El
crecimiento de este ultimo es casi completo en el momento de la formacién del antro. Mediante los
procesos celulares, las células internas del cimulo cooperan activamente para lograr el crecimiento
del oocito, ya que establecen contacto estrecho con la membrana celular de este. Durante la
formacion de la membrana externa del oocito (zona pelcida), se fortalecen las prolongaciones
celulares del monticulo ovarico. (Hafez, 2002)

La maduracién de los oocitos es independiente de:

e Lanaturaleza de la estimulacion folicular
e El didmetro del foliculo del que se han originado
e La fuente del liquido folicular o su filtrado de diversos foliculos y diferentes hembras

b) Preparacion del oocito para la fecundacion

A partir de la oogénesis, el nucleo del oocito diplotenico permanece en la etapa de reposo llamada
de nucleo reticular o dictiado. Normalmente nunca se reinicia la meiosis antes de la oleada ovulatoria
de gonadotropina. La oleada ovulatoria de gonadotropinas suprime la produccion del factor inhibidor
de la meiosis de las células de la granulosa. Dicha oleada es seguida por la modificacion metabolica
de esa capa folicular. El reinicio de la meiosis es s6lo un aspecto de maduracion del ovulo; también
debe ocurrir la maduracion citoplasmatica. (Hafez, 2002)
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1.2 OVULACION

Sucede entre 25 y 36 horas después del inicio de estro. Se refiere a la ruptura de la pared folicular y
estructuras que la separan de la superficie ovarica, constituida por fibras del tejido conectivo.
(Hernandez et al., 2008)

Los foliculos preovulatorios experimentan tres cambios principales durante el proceso ovulatorio
(figura 4):

a) Maduracion citoplasmatica y nuclear del oocito

b) Pérdida de la cohesividad de las células del monticulo ovérico entre las células de la capa
granulosa

c) Adelgazamiento y rotura de la pared folicular externa

Figura 4. Estado del foliculo poco antes de la ovulacion
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Fuente: Principios de reproduccion y alimentacion (1995)

Acabado el crecimiento, el foliculo maduro o de Graaf es capaz de responder ante la descarga
preovulatoria de gonadotropinas (LH y en menor medida FSH), de tal forma que se produce una
reestructuracién completa del mismo y la subsiguiente liberacion de un ovocito fértil a través de un
pequefio orificio (estigma) producido en el punto de ruptura de su pared celular y de las capas
celulares mas superficiales de la corteza ovarica, cuyo grosor en este momento es muy reducido.
(Buxadé & Angulo, 1995)

Antes de la ovulacién hay aumento en el flujo sanguineo hacia la zona del foliculo ovulatorio en las
paredes basales y laterales, con una disminucién concomitante en el flujo hacia la parte apical.
(Brannstromm y col., 1998 citado por: Hernandez et al., 2008)
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Las células foliculares de las zonas mas internas, incluyendo las del cumulo ovigero, tienen un
ambiente hipoxico, el cual es propicio para la expresion del factor endotelial de crecimiento vascular
(VEGF). Este se expresa antes de la ovulacion y favorece, ademas de la proliferacion de células
endoteliales, la permeabilidad vascular. La difusion de agua en el antro folicular se hace mas
lentamente en las células foliculares que en el antro folicular, aumentando asi el volumen folicular.
Entonces, la expresion diferencial del VEGF, podria explicar, por lo menos en parte, los cambios
vasculares y la dindmica de cambios volumétricos atinentes a la dehiscencia folicular. EI VEGF esta
asociado a fendmenos de hipoxia debido a su localizacion en la pared interna que facilitan la
permeabilidad hacia el antro folicular evitando la llegada del oxigeno a las células foliculares.
(Shweiki y col., 1993; Neeman y col., 1997 citado por: Hernandez et al., 2008)

Las prostaglandinas, los tromboxanos y leucotrienos son factores estimulados por la LH, que
promueven la actividad del musculo liso de la pared folicular y la reaccién vascular. La PGF2a es
esencial para la ovulacion, pues los inhibidores de la ciclooxigenasa impiden la ovulacién. Se ha
demostrado que el uso de antiprostaglandinicos que inhiben esta via, afecta la ovulacion pero no la
suprime (Figura. 5). (Murdoch & Myers, 1983 citado por: Hernandez et al., 2008)

Figura 5. Posibles mecanismos en la ovulacion
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Fuente: Reproduccion en la Vaca Fisiologia y Aplicaciones (2008)

En el momento de la ovulacion tanto el liquido folicular como el ovocito son proyectados, entre otras
causas, por la contraccién de la musculatura lisa que rodea a los foliculos hacia la cavidad peritoneal
cayendo cerca de las fimbrias del oviducto. Esta expulsion, en el caso de las vacas y ovejas, se
produce en forma de un flujo fluido. (Buxadé et al., 1995)
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1.2.1 Mecanismos de ovulacion

Se define como ovulacién la culminacién de una serie de mecanismos complejos desencadenados
por la elevacion de LH o LH- FSH segun la especie, que como resultado, produce la expulsion del
ovocito Il del foliculo preovulatorio. Los sucesos de ovulaciéon abarcan cambios bioquimicos,
fisiolégicos y morfologicos. Predecir el momento exacto de la ovulacion es dificil y requiere practica
en la palpacion y observacion ultrasonogréfica transrectal. (Gigli, et al., 2006)

La ovulacién ocurre en respuesta a varios mecanismos fisiologicos, bioquimicos y biofisicos (Figura
6).

a) Mecanismos neurobioquimicos y farmacologicos
b) Procesos neuroendocrinos/endocrinos, GnRH, esteroides, y prostaglandinas
c) Mecanismos neuromusculares y neurovasculares, asi como interacciones enzimaticas

Las prostaglandinas pueden estimular las contracciones ovaricas y activar los fibroblastos tecales
para que proliferen y liberen enzimas proteoliticas que digieren la pared folicular y la lamina basal.
También es posible que participen esteroides, especialmente la progesterona. (Gigli, et al., 2006)

a) Mecanismos bioguimicos de la ovulacion

La oleada preovulatoria de gonadotropina inicialmente induce un incremento inmediato y temporal en
las concentraciones de esteroides debido a un aumento en la secrecion de progesterona y
progestinas relacionadas. Méas tarde la secrecion de estradiol y PGF2 también aumenta. La
inhibicion de la sintesis de prostaglandinas o de esteroides impide la ovulacién. Si bien este
mecanismo podria estar colaborando en la ovulacién, no es la causa principal de expulsion del
ovocito. Sin duda, la teoria que mejor explicaria los mecanismos involucrados en la ovulacion es la
teoria bioquimica, la cual pone en evidencia la importancia de las enzimas proteoliticas y los
cambios vasculares cambios en la secrecion de esteroides. (Gigli, et al., 2006)

El incremento en la secrecion de esteroides y el cambio en la relacién estradiol-progesterona que
siguen a la oleada de gonadotropina se detectan faciimente en el liquido folicular. La inhibicion de la
sintesis de progesterona impide la ovulacién. La funcién de la progesterona es estimular la actividad
de colagenasa en la pared folicular. (Hafez, 2002)

b) Prostaglandinas

El aumento de las concentraciones de PGF2a y PGE2 en el liquido folicular no sigue de manera
inmediata a la oleada de gonadotropina, como sucede con los esteroides. Cuando se inhibe la
sintesis de prostaglandinas, el foliculo permanece en el interior del foliculo luteinizado o puede ser
ovulado dentro del ovario- La PGF2a participa en la rotura folicular, y la PGE2 en la remodelacion de
las capas foliculares, que termina en la formacion del cuerpo amarillo. (Hafez, 2002)
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Las prostaglandinas (PG), tromboxanos y lipoxidasas, son acidos grasos derivados del &cido
araquidonico que pertenecen a los eicosanoides. Estas tres clases de eicosanoides intervienen en el
proceso de la ovulacion de diferente forma. La PGF2d y PGE2 intervienen en la ruptura de la pared
folicular a través de la liberacion de las enzimas contenidas en los lisosomas y en cambios
vasculares. La administracion de inhibidores de la sintesis de PGF2d& como la indometacina bloquea
la ruptura de la pared folicular. Los tromboxanos aumentan su expresion en foliculos preovulatorios.
Su accion es antagonica al efecto producido por las prostaglandinas a nivel vascular, logrando que la
ovulacion sea un proceso autocontrolado. Las lipoxidasas medidas por radicinmunoensayos
muestran un incremento como respuesta a la LH, pero la inhibicién farmacolégica de las mismas
facilita el proceso de ovulacion. Queda aun por determinar la funcion de las mismas. (Gigli, et al.,
2006)

c) Mecanismos neuromusculares

El estroma ovérico y las capas concéntricas de la teca externa de los foliculos preovulatorios
contienen células de musculo liso ricamente inervadas por terminaciones nerviosas autonomas. Las
contracciones ovaricas facilitan la rotura folicular después de que se ha adelgazado el apice del
foliculo. Antes de la rotura, el foliculo por si mismo no se contrae de manera espontanea. Después
de la rotura folicular el sistema neuromuscular tecal, estimulado por PGF2a contribuye a la extrusién
del oocito. (Gigli, et al., 2006)

Figura 6. Esquema de los mecanismos propuestos durante la ovulacion
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Fuente: Consideraciones sobre la dinamica ovarica en equino, bovino y camélidos sudamericanos (2006)
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1.2.2 Fendmenos celulares

Varias capas de tejido separan el oocito del exterior del foliculo: epitelio superficial, tunica albuginea,
rica en colageno, teca externa, membrana basal y la misma membrana granulosa. Antes de la
ovulacion todas las capas tisulares se desintegran. Ademas, el incremento necesario en la
elasticidad folicular durante el crecimiento preovulatorio se asocia a cambios en las relaciones entre
celulas de la granulosa y de la teca. Tales cambios son también un prerrequisito para la mayor
organizacion del cuerpo amarillo. (Hafez, 2002)

Cuando el foliculo en crecimiento comienza a hacer protrusion en la superficie ovarica, su
vascularidad superficial aumenta excepto en su centro, que aparece desprovisto de vasos
sanguineos. Esta zona avascular es el punto futuro de rotura.

e Oocito: Sdlo las células del monticulo ancladas en la zona pellcida permanecen, rodeando
al oocito y formando la corona radiada. La disociacién de las células del cumulo libera al
oocito de la capa granulosa, y la meiosis se reanuda unas 3 horas después de la oleada de
las gonadotropinas. Las células del monticulo ovarico secretan activamente glucoproteinas,
las cuales forman una masa viscosa se dispersa en la superficie ovarica para facilitar la
recepcion de los oocitos de las fimbrias. Se utiliza ampliamente la ultrasonografia para
recuperar 6vulos preovulatorios del foliculo ovarico y emplearlos en la fecundacién in vitro.

e (Células de la Granulosa: La capa granulosa se disocia por completo sélo en el apice
folicular y finalmente desaparece. Unas dos horas antes de la ovulacién, las prolongaciones
en crecimiento de las células de la granulosa han penetrado a través de la lamina basal,
preparando la invasién de las células de la teca y vasos sanguineos a la granulosa después
de la ovulacion en el cuerpo amarillo en desarrollo. Este proceso esta relacionado con la
produccion del factor de prefiez temprana.

e (Células de la Teca: El volumen folicular aumenta rapidamente en las pocas horas que
preceden a la ovulacion, sin incremento alguno en la presion del liquido folicular, debido a la
mayor elasticidad del foliculo. Esto es consecuencia de una pérdida de cohesién de las
celulas de la teca externa a causa de edema invasivo de esta capa y de la disociacion de las
fibras de colagena, que comienza 4 horas después del coito.

e Cambios en el apice: La rotura del foliculo implica la interaccidn entre el epitelio ovarico y la
pared folicular subyacente. La pared del apice folicular se vuelve extremadamente delgada
en una zona que recibe el nombre de “stigma’, la cual hace protrusion en la superficie del
ovario y se torna avascular por completo. Durante la ovulacion, el estigma saliente se rompe
en el apice y libera parte del liquido folicular y la masa viscosa de glucoproteina que rodea el
oocito. (Buxadé et al., 1995)

1.2.3 Regulacion de la progesterona sintesis y accion en el cuerpo luteo bovino
El cuerpo luteo (CL) es una glandula endocrina transitoria formada por las células secretoras del
foliculo tras la ovulacion. La funcién principal de CL es la produccién de progesterona (P4), que

regula diversas funciones de la reproduccion. La progesterona juega un papel clave en la regulacion
de la duracion del ciclo estral y en la implantacion del blastocisto. El aumento preovulatorio de LH es
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crucial para la luteinizacion folicular de células y el mantenimiento del CL, sin embargo, el CL es
menos dependiente de la estimulacion de la LH durante la fase lutea temprana. Desde el principio, el
CL requiere el apoyo luteotrépico para su crecimiento y desarrollo, los otros factores apoyan la
funcion de la LH para mantener el desarrollo y funcionamiento del CL. De hecho, se constato que,
las prostaglandinas (PG) 12 y E2, la oxitocina, noradrenalina y los factores de crecimiento estimulan
de manera eficiente la sintesis de progesterona en el CL temprano bovino. (Niswender & Col., 2000,
citado por: Rekawiecki, 2008)

1.2.3.1 Regulacién molecular de la sintesis de progesterona en CL

El colesterol, que puede obtenerse de la dieta o ser sintetizado y transportado a los ovarios las
lipoproteinas (HDL y LDL) es un precursor de la sintesis de esteroides. La progesterona, entre otras
hormonas esteroides es el regulador fisiolégico mas importante implicado en la vida del CL y la
implantacion del blastocisto. La esteroidogénesis ovérica estd regulada por varios factores que
juegan el papel de modulador durante el ciclo estral. (Rekawiecki, 2008)

El primer paso de la esteroidogénesis se produce en la mitocondria. El transporte del colesterol en la
mitocondria es un paso limitado en la sintesis de P4. La proteina que es la maxima responsable del
transporte de colesterol desde el exterior al interior de la membrana mitocondrial es la proteina
esteroidogénica reguladora aguda (StAR). Esta es sintetizada como una proteina de 37 kDa como
precursor y procesado a 30 kDa como proteina madura después de cruzar la membrana
mitocondrial. La interaccion de StAR con el exterior de la membrana mitocondrial resulta en un
cambio conformacional de proteinas y crea una StAR's vinculante al colesterol. Ademas de STAR,
periféricas y de los receptores de la benzodiazepina, el ligando natural de este receptor también
parece estar involucrado en la regulacion de la tasa de transporte de colesterol. La membrana
interna mitocondrial esta relacionada con el citocromo P450scc, que es el primer componente de la
enzima compleja que se une a la cadena de colesterol para formar pregnenolona. Posteriormente,
se convierte en pregnenolona P4 por 3b-hidroxiesteroide deshidrogenasa / isomerasa (3b-HSD),
asociado con el reticulo endoplasmatico liso. La hormona luteinizante (LH) es aceptada como el
regulador més importante de la esteroidogénesis luteal, aunque este proceso también esta regulado
por otros factores luteotropicos. Los receptores de membrana de LH se encuentran principalmente
en las células luteas pequefias. La union de LH a su receptor, activa al CAMP-dependiente de la
activacion de la proteina kinasa A (PKA) y aumenta la produccion de P4. La cantidad de receptores
para LH varia en el curso del ciclo estral. Es bajo en los primeros y ultimos dias del ciclo estral y alto
a mediados del ciclo. (Niswender, 2002, Cameron & Stouffer, 1982, citado por: Rekawiecki, 2008)

1.2.3.2 Participacion del sistema noradrenérgico en la esteroidogénesis ovarica

Los ovarios bovinos estan inervados por los nervios adrenérgicos, que dan un soporte esencial, a la
esteroidogénesis en las células de la granulosa y luteas. La denervacion de los ovarios reduce la
secrecion de esteroides ovaricos. La concentracion lutea de noradrenalina (NA) y su precursor la
dopamina (DA) varia en toda la fase litea, cuando el CL puede sintetizar NA a partir de DA. La
mayor cantidad de DA y NA se encuentran en el CL temprano, pero disminuyen en el CL mediano y
de nuevo aumentan en los ultimos dias del mismo. Sin embargo, las concentraciones de beta-
receptor, en el CL de animales bovinos han correlacionado altamente con las concentraciones
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plasmaticas de P4 en el transcurso del ciclo estral. El estimulo del B-receptor en el ovario de las
vacas por infusion de NA, que imita en corto plazo el estrés, aumenta la P4 y la secrecidn ovérica de
OT en pocos minutos. Ademas, se estimula la actividad de NA 3b-HSD y citocromo P450scc y
peptidil-glicina amida mono-oxigenasa (PGA). La PGA es una enzima esencial involucrada en el
proceso de post-transcripcion en la sintesis de OT. Al mismo tiempo, la P4 reduce su actividad por
accién de las enzimas mono-amino-oxidasa y la catecol-O-metil transferasa, principales
responsables de la degradacion intracelular de una de las catecolaminas. Asi de esta manera, la P4
prolonga la vida media de la NA y la duracion de la influencia estimulante sobre la sintesis de P4. El
esquema de participacion de algunas hormonas en la funcion de la célula lutea se presenta en la
(figura 7). (Rekawiecki, 2008)

Figura 7. Hormonas en la funcién de la célula lutea
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Fig. 1. Molecular regulation of progesterone synthesis in the bovine luteal cell. LH, P4, PGE2 increase
the gene expression of StAR, cytochrome P450scc and 3p3-HSD, which are crucial enzymes of
steroidogenesis (1). Progesterone intfluences on its own synthesis by increasing of P450scc and 3[3-
HSD activity (2). Even though noradrenaline (NA) stimulates progesterone secretion and increases
P450scc and 33-HSD activity (3) it does not affect gene expression of these enzymes. LH and PGE,

(4) LH, }7
PGE2

(on days 6-10 of'the estrous cycle) increases of gene expression of PR-R (4). P4 increases protein level
for OT-R only on days 6-10 (5), while OT stimulates of its own gene expression on days 11-16 (6).

Fuente: Regulation Of Progesterone Synthesis And Action In Bovine Corpus Luteum (2008)
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La noradrenalina también puede interactuar en el CL de los bovinos con el éxido nitrico (NO), que
participa en la modulacion de la produccion y la sintesis de NA en tejido vascular. (Rekawiecki et al.,
2008)

1.2.4 Regresion luteal (luteolisis)

La regresion del cuerpo luteo es importante en los grandes animales domésticos no gestantes para
que puedan entrar de nuevo en un estado potencialmente fértil tan pronto como sea posible. La
duracion del CL después de la ovulacion debe ser la suficiente como para permitir la sintesis y
liberacion, en una gestacion incipiente y en desarrollo, de factores que permitan su mantenimiento y
sin embargo, lo bastante corta para que un animal no gestante pueda retornar lo antes posible a un
estado fértil. En los grandes animales domésticos, la fase luteinica dura alrededor de 14 dias en
ausencia de gestacion, lo que permite a estos animales completar ciclos a intervalos relativamente
frecuentes (es decir aproximadamente cada 3 semanas). (Cunningham, 2003)

Figura 8. Ruta postulada mediante la cual la PGF, ejerce su efecto sobre el cuerpo luteo
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En la actualidad se acepta que la PGF2q, un &cido graso insaturado de 20 &tomos de carbono, es la
sustancia uterina que induce la regresion del CL en animales domésticos, incluidos vacas, yeguas,
cerdas y ovejas, aunque no desempefa un papel natural conocido en perras, gatas o primates. La
PGF2q y la prostaglandina E se han utilizado como tratamiento clinico para inducir luteolisis en
perras y leonas para tratar piometras o para inducir abortos. En animales domésticos de gran
tamafio, la regresion del CL se inicia gracias a la sintesis uterina y posterior liberacion de PGF2q
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(probablemente de origen endometrial) alrededor de 14 dias después de la ovulacion, cuyo paso del
utero al ovario se piensa que se produce a través de una transferencia contracorriente a nivel local o
mediante transferencia sistémica general (Figura 8). (Cunningham, 2003)

Los niveles detectables de progesterona en la sangre o en la leche, aumentan progresivamente con
el desarrollo del CL durante el ciclo estral. Si el reconocimiento materno de la gestacién no sucede
en el dia 16, tales niveles comienzan a disminuir para permitir el inicio de un nuevo ciclo. Este
descenso de la progesterona se debe a la accion sobre el ovario de la PGF2a secretada por el utero.
Su efecto parece ser local, ya que la remocion del cuerno uterino ipsilateral al CL evita la regresion
luteal, pero no sucede asi si el cuerno que se remueve es el contralateral. Se cree que el transporte
de la PGF2a, del utero hacia el CL, se hace desde las venas uterinas hacia la arteria ovarica por un
mecanismo de contracorriente. La PGF2a se libera en una serie de 5 a 8 pulsos, los cuales ocurren
a intervalos de 62 8 horas y comienzan inmediatamente antes de la regresion luteal. (Convey &
Hansel, 1983, Citado Por: Hernandez et al., 2008)

La sintesis de PGF2a por el endometrio es maxima al momento de la luteolisis. Este proceso se
inicia hacia el dia 11-13 en el ovino y hacia el dia 16-17 en el bovino, porcinos y equinos. La
secrecion de esta hormona se realiza en pulsos pequefios cuya intensidad va aumentando a medida
que avanza el proceso luteolitico. El efecto de la PG sobre el CL es mdltiple. Sobre las células
luteales grandes, la PG estimula la Exocitosis de los granulos citoplasmaticos que contienen grandes
cantidades de oxitocina (Ox). Las células luteales sintetizan PGF2a, posiblemente por estimulo de la
PGF2a endometrial (Figura 9). (Mann & Lamming, 2006, citado por: Hernandez et al., 2008)

Figura 9. Mecanismo hormonal desencadenado durante el proceso de luteolisis.
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Ha sido bien documentado que las dietas grasas y los acidos grasos mejoran la reproduccion en las
vacas lecheras. En ese sentido, la inclusion de &cidos grasos poliinsaturados de la familia omega-3
(por ejemplo, acido eicosapentaenoico, acido docosahexaenoico) de origen marinos, en raciones de
vacas lecheras ha suprimido la produccion de prostaglandina (PGF) F2a, retrasa la regresion lutea y
mejora la tasa de concepcion. (Staples & Thatcher, 1998, citado por: Thangavelu & col, 2007)

1.3 OVIDUCTO

En mamiferos la fecundaciéon ocurre en el oviducto de los genitales femeninos. El oviducto y el
liquido contenido forman un entorno beneficioso para la maduracion de gametos, el transporte de
gametos, fertilizacion y desarrollo precoz de los embriones. Estos eventos son procesos claves en la
reproduccion de los mamiferos que se encuentran bajo el control de las hormonas, por ejemplo,
esteroides y las prostaglandinas (PG). (Gabler et al, 2008)

Los Oviductos presentan varias regiones estructuralmente distintas, al observarlos bajo el
microscopio. La porcién mas baja, la mas cercana al utero, es llamada Istmo. La conexion entre el
utero y el Istmo, es llamada Union utero-tubal (UUT). La UUT sirve como filtro de espermatozoides
anormales y es el reservorio de espermas habiles (Figura 10). Las investigaciones han sugerido que
cuando los espermatozoides llegan al Istmo, estos se adhieren a las paredes. Durante este periodo
de adherencia, ocurren muchos cambios fisiolégicos a las paredes espermaticas, los cuales son
esenciales para que los espermas puedan fertilizar el ovulo. Estos cambios son colectivamente
llamados Capacitacién, y son aparentemente regulados por esta importante adherencia a las
paredes del Istmo. Tarda aproximadamente cinco a seis horas, a partir del momento de la
inseminacion, para que en el Istmo haya una poblacion espermatica capacitada para ejercer la
fertilizacion. La porcién mas alta del Oviducto, cercana al Ovario, es llamada Ampula. El didmetro
interno del Ampula, adecuado para el paso del 6vulo, es mayor que el del Istmo. Es en este
segmento del Oviducto donde ocurre la fertilizacion. Se cree que una sefial quimica, realizada al
momento de la ovulacion, es la que estimula la liberacion de los espermatozoides de las paredes del
Istmo, permitiéndoles continuar su viaje al sitio de la fertilizacion en el Ampula. La estructura en
forma de embudo al final del Oviducto, llamado Infundibulo, rodea los ovarios y cosecha los huevos,
evitando que éstos caigan a la cavidad abdominal (Figura 11). Estructuras vellosas sobre el
infundibulo y dentro del Ampula, se mueven ritmicamente para transportar el 6vulo y su masa de
células, a través del Oviducto hasta el sitio de la fertilizacion. (DeJarnette & Nebel, 2007)

Figura 10. La Union Utero-Tubal, el Istmo y el Ampula
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Fuente: Anatomia y Fisiologia de la Reproduccion Bovina (2007)
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En el bovino, el principal aporte sanguineo del oviducto proviene de la rama tubéarica de la arteria
ovarica y de ramas provenientes de la anastomosis entre la rama uterina de la arteria ovarica y la
arteria uterina, garantizando un aporte sanguineo adecuado al ovario y al oviducto, aun cuando se
produzca la seccidn quirirgica de la arteria ovarica. Otros investigadores reportan en el bovino
interconexiones en forma de arcos anastomoticos entre la rama uterina de la arteria ovérica y la
rama tubarica del mismo vaso que suple el oviducto, caudal y cranealmente en toda su extension.
En la oveja el principal aporte sanguineo el oviducto es suministrado por la rama tubarica de la
arteria ovarica. (Perozo et al., 2006)

Figura 11 Oviducto de la vaca.

Oviducto

Fuente www.inea.uva.es/.../ap reproduc oviducto.htm

1.3.1 Mucosa del oviducto

La mucosa del oviducto esta constituida por pliegues primarios, secundarios y terciarios. La ampolla
estd dispuesta en pliegues elevados y ramificados cuya altura disminuye hacia el istmo y que se
convierten en bordes bajos en la union uterotubarica. La compleja configuracién de estos pliegues
mucosos en la ampolla llena casi por completo la luz, de modo que sélo hay un espacio potencial. El
contenido de liquido es minimo, por lo que la masa de células foliculares del monticulo ovarico
(cumulo ooforo) esta en intimo contacto con la mucosa ciliada. La mucosa consiste en una capa de
células epiteliales cilindricas. El epitelio contiene células ciliadas y no ciliadas. (Hafez, 2002)

La integridad de la mucosa en el revestimiento del tracto reproductivo femenino es importante para
su funcién fisiologica y su defensa. (Gabler et al 2008)

El oviducto se considera bajo la influencia de hormonas incluido el estradiol. Su sensibilidad hacia
estas moléculas debe ser mediada por la presencia de sus receptores especificos. Se han detectado
en el oviducto bovino ARNm y proteinas, tanto para los receptores de estradiol, los receptores de
estroégenos alfa (ERa) y beta (ERP). Con ayuda de la inmunohistoquimica se reveld la presencia
de ambos receptores en las células epiteliales luminales, que se supone son responsables de tomar
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parte en la comunicacion entre el oviducto y los gametos o el embrion. (Ulbrich & Col,. 2003, citado
por: Gabler & Col., 2008)

Por lo tanto, todos estos resultados indican que una via de transduccién de sefales esta presente en
el oviducto de la especie bovina: empezando por el aumento de las concentraciones de estradiol en
el oviducto, la unién a su receptor da como resultado la sefalizacién de la cascada por activacion de
NF-kB, dando lugar a un aumento de la conversién de acido araquidonico, que finalmente resulta en
PGE2. Esta via ha demostrado ser responsable de un aumento del movimiento de los cilios y la
regulacion de la contraccion muscular para garantizar la motilidad del oviducto. (Wijayagunawardane
& Col., 2001, citado por: Gabler et al, 2008)
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2. FECUNDACION Y SEGMENTACION

La gestacion es un estado fisiologico de la hembra mamifera en el cual se realiza el desarrollo del
nuevo ser. Comprende un periodo desde la fertilizacién hasta el parto, la fertilizacion en mamiferos
representa el inicio de una nueva vida. Para que se lleve a cabo es necesario que tanto el
espermatozoide como el 6vulo estén maduros y se encuentren de forma sincronizada. (Gonzélez,
2002)

Es dificil precisar en qué momento se inicia exactamente la gestacion pero se asume que es a partir
de la unién del espermatozoide con el 6vulo eclosionado y alojado en el infundibulo salpingiano
mediante una serie de procesos fisicoquimicos de ambos gametos. Tras la concepcion se restaura el
numero de cromosomas a la dotacién completa. Los gametos masculino y femenino poseen 30
cromosomas cada uno y al unirse (singamia) forman una célula de caracteristicas diploides con la
dotaciéon completa de cromosomas. (Schroeder, 1999)

La interaccion del espermatozoide y del huevo inicia una serie de transformaciones que involucran a
los componentes nucleares y citoplasmicos de ambos gametos. Estas transformaciones constituyen
el proceso de fertilizacion, que comienza con la interaccién y subsecuente fusién de los gametos y
termina con la asociacion de los grupos correspondientes de cromosomas derivados de los dos
pronucleos, uno de origen materno y el otro paterno. (Galina, 2006)

2.1 INTERACCION DEL ESPERMATOZOIDE Y EL OVULO

Del eyaculado depositado dentro del tracto reproductivo, solamente un pequefio grupo de
espermatozoides capacitados alcanzan el ovocito después de pasar a través del “cumulus
oophorus™ formado principalmente por las células de la granulosa y &cido hialurénico. Este ultimo
paso se logra gracias a la motilidad hiperactivada adquirida durante la capacitacion y por la accion
de la proteina PH-20 localizada en la membrana plasmatica del espermatozoide que posee un
dominio con actividad hialuronidasa. (Velasquez, 2004)

Una vez que el espermatozoide alcanza el espacio perivitelino, se produce la adherencia (Figura 12)
entre la membrana plasmatica de la zona ecuatorial espermatica y las microvellosidades de la
membrana citoplasmica del oocito luego se fusionan las dos membranas (Figura 12) y de esta
manera el nucleo y demas organelas de la célula espermatica ingresan al ooplasma del oocito.
(Olivera & col, 2006)
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Figura 12. Fertilizacion: adhesién y fusion.
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Fuente El espermatozoide, desde la eyaculacion hasta la fertilizacion, Rev Col Cienc Pec Vol. 19:4, 2006

2.2 PERIODO OVULAR

El periodo ovular se extiende desde la fecundacion o fertilizacion (anfimixis y singamia) hasta el
doceavo dia de gestacion. Recibe el nombre de periodo ovular porque durante la mayor parte de
esta fase el cigoto (huevo fecundado) conserva su estado original, salvo que el nimero de células en
division mitotica ha llegado a 16. El periodo de fecundacion se lleva a cabo primero en el oviducto
(fase oviductal) y luego uterina. El periodo ovular comprende basicamente fertilizacién, transporte
oviductal, flotamiento intrauterino y sujecién endometrial. (Schroeder, 1999)

2.2 1 Fertilizacion

Ciertos acidos grasos (AG) tienen efectos especificos sobre diferentes tejidos, con posibles
beneficios para la fertilidad de vacas lecheras. Estos beneficios parecen ser independientes de la
disposicion de las calorias y los cambios en el estado energético de la vaca (Staples, 1998 & Santos,
2008, citado por: Cerri et al, 2009).

Por lo tanto, es posible especular que el aumento en la ingesta de &cido linoleico podria afectar a
la composicidn de acidos grasos de los tejidos reproductivos y a su vez, mejorar la tasa de
fecundacion y desarrollo embrionario. Esto podria explicar la mejora de prefiez por inseminacién
artificial, observado en vacas lecheras alimentadas con acidos grasos insaturados (Juchem, 2008
citado por: Cerri et al., 2009).

La fertilidad de la vaca lechera es ya de por si pobre: en primer lugar la tasa de concepcidn en la
mayoria de los rebafios esté por debajo del 50%. Ademas, ha sido una constante tendencia a la baja
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en las tasas de concepcion en algunos paises en los ultimos 30 afios, junto con el aumento de
produccion de leche (Lamming, 1998 citado por: Cerri et al., 2009).

En mamiferos la interaccion de los espermatozoides con el dvulo se da en tres niveles, en primer
lugar con las dos envolturas extracelulares alrededor del évulo y finalmente con la membrana
plasmatica del dvulo. La creacion de embriones es el resultado de la adhesion de la membrana
gametos y la posterior fusion. (Janice, 2009)

Después de la ovulacion, el 6vulo en el estado de primer cuerpo polar, envuelto en su corona
radiada y liquido folicular, cae en el infundibulo del oviducto donde se realiza la concepcion (Figura
13). El 6vulo recién eclosionado del foliculo continta rodeado por el cumulus oophorus; las células
del cumulo ovigero desaparecen rapidamente mediante procesos autoliticos y presencia de
bicarbonato en las secreciones del oviducto. No se requiere un proceso completo de denudacion del
dvulo para que penetre el espermatozoide previamente capacitado. La denudacion del évulo se debe
a la hialuronidasa presente en el acrosoma del espermatozoide, desdoblando el &cido hialurénico,
componente del cemento celular del cumulo ovigero en partes equimoleculares por N-
acetilglucosamina y acido glucordnico. (Schroeder, 1999)

Figura 13 Ovulo recién eclosionado

___ Polocite

e NMuciEolo
e

mMembrana vitaelina

e Fona pelacida

Coraona radiada

Calulan del cdrmulbo
ovigero

Fuente Fisiopatologia Reproductiva de la Vaca (1999)

2.2.2 Denudacion del évulo eclosionado

La denudacion del 6vulo hacia la zona pellcida se debe primordialmente a la hialuronidasa presente
en el acrosoma del espermatozoide. La denudacion del 6vulo fecundado es importante para que
este ultimo realice los intercambios gaseosos y metabdlicos necesarios para su sobrevivencia. La
liberacion gradual de las proteinas de la matriz acrosomal, que incluyen las proteinas de unién a ZP
e hidrolasas en la zona, se produce en los margenes exteriores de esta estructura y las proteinas
recién liberadas participan en las rondas posteriores de unién y liberacion, permitiendo que los
espermatozoides incrementen su movilidad, para que sigan su camino a través de la zona. (Buffone
et al, 2009)
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Una vez que el contacto inicial con la ZP se hace a través de la punta apical, el movimiento de los
espermatozoides hace que la region posterior de la cabeza del espermatozoide entre en contacto
con la zona en la superficie. La unién de la cabeza del espermatozoide a la zona pelucida es
regulada por sitios receptores en la superficie de ésta. El tratamiento de dvulos con anticuerpos anti
zona pelucida o la enzima proteolitica tripsina bloquea la unién de espermatozoides. Dicha unién
también puede ser inhibida por pretratamiento de los espermatozoides con anticuerpos
antiespermatozoide o con glucoproteinas extraidas de le zona pelucida. Por, tanto los anticuerpos
antiespermatozoide o la zona pelucida bloquean o enmascaran los sitios receptores para gametos
masculinos en las superficies de la zona pelucida y del espermatozoide. (Buffone et al, 2009)

2.2.2.1 Posibles receptores en la membrana del espermatozoide y la zona pelucida

Después de haber atravesado el cumulus oophorus el espermatozoide con acrosoma intacto se
dispone a unirse a la zona pelucida (ZP). Inicialmente la adhesion del espermatozoide es mediada
por la glicoproteina ZPC y/o ZPB (receptor primario), que une a receptores de la parte anterior de la
cabeza del espermatozoide con acrosoma intacto. Esta unidn se conoce como reconocimiento
primario o union primaria. La union del espermatozoide a la ZP de raton esta basada en procesos de
reconocimiento proteinas-carbohidratos y asociacién de oligosacaridos O-unidos desde la ZP3
(ZPC) con relacion receptor- espermatozoide. En la actualidad se sugiere que podrian estar
implicadas diferentes proteinas al mismo tiempo formando un complejo multiproteico. Lo que si se
sabe es que estas proteinas espermaticas serian del tipo lectina o enzima que reconocerian azucares de la
glicoproteina ZP3. (Velasquez, 2004)

a) B1,4-Galactosiltransferasa (GalT) identificada en vaca y raton, la enzima GalT es una
candidata a receptor de zona. Su caracteristica principal es que adiciona galactosa a
glicoprotinas y glicopéptidos con residuos terminales N-acetilglucosamina. Como moléculas
de la membrana plasmatica, GalT-1 puede actuar como receptor para glicoproteinas
especificas, incluyendo la ZP3. La GlaT-1 como receptor de la zona se ha encontrado en la
region acrosomal del espermatozoide y se ha descrito en toro, cerdo, conejos, caballo y
rata. La ZP3 como receptor esta relacionada con la GalT-1 del espermatozoide.

b) La LZRK (receptor de ZP) es una proteina de 95 kDa identificada en raton.

c) La SP56, identificada en ratdn, se encuentra en la superficie como proteina de 62 kDa. Su
aislamiento esta basado en la afinidad por la ZP3 y los residuos de a-galactosa.

d) Las espermadhesinas son una familia de proteinas de adhesion espermatica de bajo peso
molecular (12 — 16 kDa) caracterizada principalmente en cerdo que reconoce a las
glicoproteinas de la ZP.

e) Las zonadhesinas son proteinas de la membrana periférica y su aislamiento esta dado por
su afinidad a la ZP.

f) SED1 (p47) ha sido primeramente descrita en el espermatozoide de cerdo y recientemente
también en el raton como una proteina que participa en el reconocimiento y unién del
espermatozoide a la ZP. Parece que esta proteina del espermatozoide tiene la capacidad
de unirse a la glicoproteina ZP2 y ZP3 al menos en el ratdn. (Velasquez, 2004)
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La composicion basica e la ZP es de glicoproteinas sulfatadas, que tienen una proporcion
aproximada de 71% proteinas, 19% hexosas, 2,7% de acido sialico y 2,4% de sulfatos. Existen por
lo menos tres familias de glicoproteinas de ZP, la ZP1, ZP2 y ZP3, cuyos pesos moleculares varian
considerablemente con la especie. (Gonzalez, 2002)

La glicoproteina mZP2 en ratdn t la bZP2 en vaca estan involucradas en la unién secundaria como
segundo receptor a través de su interaccion con componentes intra acrosomales (acrosoma
reaccionado), muy posible por accién de la enzima proacrosina, que se encuentra en la membrana
acrosomal interna (Tabla 3). (Velasquez, 2004)

Una publicacién de mediados de 1990 plantea la posibilidad de que la familia de las integrinas,
moléculas de adhesion celular, podrian estar involucradas en esta interaccién de gametos y el paso
del espermatozoide por la membrana en la fertilizacion de los mamiferos. (Takada & Simon, 2007,
citado por: Janice, 2009)

Se pensaba que la B1 integrina en el 6vulo era un receptor para el espermatozoide, en el
espermatozoide los principales candidatos eran los miembros de la familia A Desintegrina y A
Metaloproteasa (ADAM). (Almeida & Col., 1995; Evans & Schultz 1997, citado por: Janice, 2009)

Sin embargo, un informe de 2003 planted dudas con respecto a este modelo, con la demostracion de
que los oocitos de ratones que carecen de la subunidad B1 integrina son fértiles y los oocitos
deficientes de B1son capaces de ser fecundados. (He & Col., 2003, citado por: Janice, 2009)

2.2.3 Penetracion del espermatozoide

El espermatozoide tiene que atravesar las células del cumulo ovigero en desintegracion, la corona
radiada, las células de la zona pelucida, el espacio perivitelino y membrana vitelina para llegar al
ooplasma (citoplasma celular). Las células del cumulo ovigero y especialmente las de la corona
radiada guian al espermatozoide hacia el Ovulo. La acrosina producida en el acrosoma del
espermatozoide hace una hendidura en la zona pellcida para que penetre por espacio de 30
minutos. (Schroeder, 1999)

Para los espermatozoides depositados en el tracto de la hembra, la ZP es la ultima barrera que
deben atravesar para fertilizar al 6vulo. En la penetracion de la ZP interviene probablemente un
mecanismo mecanico y otro enzimatico. En el primero las fuerzas generadas por el movimiento
hiperactivo ayudan al paso del espermatozoide a través de la ZP. En el segundo, las enzimas
liberadas durante la reaccién acrosomal (RA) hacen una abertura en la ZP, a través de la cual el
espermatozoides pueden penetrar (figura 14). (Galina, 2006)

La penetracion de los espermatozoides en la zona pellcida ocurre en los 5 a 15 min que siguen a la
fijacion. La reaccion acrosomal puede ocurrir antes o después de la fijacion de la cabeza
espermatica a los receptores glucoproteinicos en la zona, pero para la fijacién es esencial que el
gameto masculino tenga el acrosoma intacto. La union de la cabeza del espermatozoide a ZP3
permite que ocurran interacciones con otros componentes de la zona, los cuales estimulan la
activacién del acrosoma. (Hafez, 2002)
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Figura 14 Modelo de interaccion entre los espermatozoides y la ZP.
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Fuente: Acrosomal Exocytosis of Mouse Sperm Progresses in a Consistent Direction in Response to Zona Pellucida (2009)

La acrosina liberada del espermatozoide durante la reaccion acrosomal, tiene propiedades unicas.
Esta hidroliza las glicoproteinas de la ZP sin alterar el resto de la estructura de la misma, ni los sitios
de union del espermatozoide con la ZP. (Galina, 2006)

2.2.3.1 Reaccion acrosomica (RA)

El proceso de liberacion de los componentes del acrosoma histéricamente se ha llamado «reaccion
acrosomicay, para lo que el Ca2* extracelular se considera esencial. (Buffone et al, 2009)

El acrosoma es una estructura vesicular que cubre el nucleo en la region apical de la cabeza del
espermatozoide. Que aunque su forma y tamafio varian de especie a especie, su estructura basica
es similar en los mamiferos euterios. La RA es un evento secretor que involucra una variedad de
componentes incluidos en enzimas hidroliticas, la primera reportada fue la hialuronidasa, después
fueron identificadas la acrosina, proteinasa, esterasa, neuraminidasa, fosfatasa, colagenasa, B-
galactosidasa, fosfolipasa C, entre otras. (Gonzalez, 2002)
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Tabla 3 Proteinas del espermatozoide y ligando potencial sugerido que juegan un papel en la

interaccioén entre gametos.

B- 1,4-Galactosiltransferasa
Fucosiltransferasa

Sp56

Proteina 95 (p95)

Proteina inmovilizador del Sulfoglicolipido

a-D-Manosidasa

Proteina de unién a manosa
Proteina de unidn a fucosa
o-L-fucosidasa

Receptor de galactosa

Fertilising antigens (FA-1-NZ-1)
Sperm agglutination antigen-1
PH-20

Zonadhesina (150 kDa protein)
Adhesion protein (APz)
Spermadhesina

Moléculas de tipo selectina
Autoantigeno espermatico de espermatozoide (RSA)
SP17

Proacrosina

Proteina de unidn a 4cido hialirénico

SED1(p47)

N-Acetil-glucosamina en ZP3
Desconocido

A-Galactosa

Desconocido

Glucolipidos sulfatados

Oligosacaridos de tipo rico en Manosa y del
tipo hibrido

a-Manosa
a-Fucosa
Desconocido
N-Acetil-Galactosamina
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido

ZP2 (grupo sulfato)
Manosa

ZP2y ZP3

Ratén
Ratén
Ratén
Ratén
Ratén

Ratén

Hombre
Cerdo

Rata, Humano
Ratdn, Rata
Hombre
Hombre
Cobayo
Cerdo
Cerdo
Cerdo
Hombre
Conejo
Conejo
Ratén

Vaca

Ratén y Cerdo

Fuente Estudio del reconocimiento y la unién entre gametos en la especie bovina (Bos taurus). Papel del 4cido siélico en la

interaccion espermatozoide-zona pellcida (2004)
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La acrosina facilita la penetracion de la ZP y su papel es importante para la dispersion de la matriz
acrosomal durante la RA. Para la penetracion, el espermatozoide crea una fisura en la ZP, la cual es
aproximadamente igual a lo ancho y alto de su cabeza (Figura 14) Estudios demostraron que una de
las tres glicoproteinas que constituyen la zona pelucida del dvulo en ratones, la ZP3, sirvid como
sitio de union de los espermatozoides y como un inductor / estimulador de la exocitosis acrosomal.
(Buffone et al, 2009)

El contenido acrosomal estan envuelto por la membrana acrosomal externa (MAE), que esta en
aposicion directa a la membrana plasmatica (MP) y la membrana acrosomal interna (MAI), que esta
estrechamente asociada con la region anterior de la membrana nuclear. Aunque en los primeros
estudios sobre el papel del acrosoma fue reportado como un lisosoma que podria liberar enzimas
activas en la mediacién de la penetracion de los espermatozoides a través de la ZP, investigaciones
recientes han demostrado que también hay particulas que componen el acrosoma llamadas matriz
acrosomal que se compone de proteinas, como la proteina del esperma del raton sp56, que son
capaces de mediar en la unién a los espermatozoides a la ZP. (Buffone et al, 2009)

Los inductores naturales de la reaccién acrosomica, parecen ser sustancias presentes en el cumulus
oophorus de la ZP. Algunas glicoproteinas de zona (ZP3) se unen a la membrana plasmatica del
espermatozoide sobre el capuchdn acrosomico causando varios cambios que permiten un aumento
temporal de la permeabilidad de la membrana y el Ca2* extracelular. (Gonzalez, 2002)

La zona pelucida expone glicoproteinas de reconocimiento (Figura 15) que interacttan con la
membrana del espermatozoide de varias formas: proteina —proteina, donde se reconoce el receptor
de 95KDa del esperma (receptor tirosina quinasa, TK); y proteina—carbohidrato para el
reconocimiento de la Galtasa como receptor acoplado a proteina G, que se une a la N acetil
glucosamina de la ZP3. Una vez que acoplan estas moléculas se activa la fosfolipasa C 1 (PLCB1)
por una parte y, por la otra, posiblemente se activa la adenilil ciclasa, con el subsecuente aumento
los niveles de AMP ciclico que activarian la proteina quinasa A (PKA), y permiten la apertura de un
canal de Ca++, voltaje dependiente, en la membrana acrosomal externa. Este pequefio incremento
de Ca++ intracitoplasmatico activa la fosfolipasa Cy que se une al receptor de tirosina quinasa para
inducir una ruta de sefializacion via fosfoinositol 2 fosfato (PIP2). (Olivera & Col, 2006)

La MP del espermatozoide se une a receptores y se inician dos procesos paralelos: a) un proceso
que depende del Ca2* que aumenta el pH intracelular mediante la entrada de iones Na* y la salida de
H*. b) un proceso Ca2*-dependiente que causa la despolarizacion de la membrana. Ambos procesos
resultan en la abertura de canales que permiten el ingreso de los iones Ca?*, que inducira la fusion
de las membranas plasméatica y acrosomica, terminando con la exocitosis del contenido acrosomico.
(Gonzélez, 2002)

El receptor de TK y la proteina G, pueden activar un intercambiador de Na+-H+ en la membrana
plasmatica, lo que alcaliniza el pH citosélico. El incremento de Ca++regula su propia salida tanto en
la membrana plasmatica como en la acrosomal, mediante la activacion de canales de Ca++,
dependiente de ATP, y con la activacién de los intercambiadores Na+- Ca++. La PKA fosforila los
residuos de serina de las proteinas (PSP); éstas, a su vez, fosforilan los residuos de tirosina de las
proteinas citosolicas que junto con el aumento del pH y de Ca++ citosélico, permiten la fusion de

55



membranas (citoplasmatica y acrosomal externa) (Figura 16), y de esta manera se produce la
exocitosis del contenido enzimético del acrosoma. El esperma atraviesa la zona pelucida (ZP) y
alcanza el espacio perivitelino, los mecanismos involucrados en este paso aun se desconocen.
(Olivera & Col, 2006)

Figura 15 Esquema ilustrativo de las diferentes etapas producidas durante la reaccion acrosomica del
espermatozoide. A: Espermatozoide no reaccionado, B: Reaccion acrosomica en proceso, C-D:

Espermatozoide reaccionado, Ac: Acrosoma, IAM: Membrana acrosomal interna.

Fuente: Estudio del reconocimiento y la unién entre gametos en la especie bovina (Bos taurus). Papel del 4cido sidlico en la

interaccidn espermatozoide-zona peltcida (2004)

La reaccion acrosomal es un proceso de exocitosis del espermatozoide y es absolutamente
requerida para la fecundacion. Sélo los espermatozoides con reaccion acrosomal son capaces de
atravesar la zona pellcida (ZP), unirse a la membrana plasmatica del 6vulo y fusionarse con éste. La
reaccion acrosomal se inicia inmediatamente después de la unién primaria de la célula espermatica
con la zona pelucida del évulo. La ZP induce la reaccién acrosomal a través de una de sus
glicoproteinas (ZP3). Aunque la zona pelucida es el principal inductor fisiolégico de la reaccién
acrosomal, la progesterona, secretada por las células del cimulo y presente en el fluido folicular es
también un importante cofactor en este proceso de exocitosis. (Galina, 2006)
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Figura 16. Modelo de eventos moleculares que se suceden durante la capacitacion, el reconocimiento

entre los gametos y la reaccion acrosomal.
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Fuente: El espermatozoide, desde la eyaculacion hasta la fertilizacion, (2006)

Mecanismos de induccion: son muchas las sustancias involucradas en la induccion de la reaccion
acrosomal que se presentan en el sitio de la fecundacion. Entre ellas es posible mencionar:

a)
b)
c)

La glicoproteina ZP3 que es el inductor fisiolégico de la RA in vivo.

Se ha demostrado que la progesterona juega un importante papel en la induccion de la RA.
En diversos trabajos se han presentado algunos de los cambios fisioldgicos producidos en
el espermatozoide que se requieren en la RA. Por ejemplo, en la capacitacion espermatica
en ausencia de calcio, la RA no se realiza en forma adecuada. Si subsecuentemente se le
adiciona calcio, la reaccion se realiza en forma sincronizada. De igual forma, la
lisofosfatidilcolina en espermatozoides de cobayo, toro y hombre es un efectivo inductor de
la RA.

Existen otras moléculas que inducen la RA, como las moléculas de ATP, inhibidores de
fosfodiesterasas como la cafeina o la pentoxilina, factores de crecimiento, factores de
activacion plaquetaria, acido gama-amino butirico, péptido natriurético auricular.
(Velasquez, 2004)

2.2.4 Fusion de gametos

Es posible que la membrana vitelina tenga menos especificidad que la zona pellcida para atraer
espermatozoides heterdlogos; sin embargo, es evidente cierto grado de selectividad, puesto que la
membrana plasmatica del 6vulo se unira completamente a mas espermatozoides homoélogos. La RA
es un requisito previo para la fusién entre membranas plasmaticas de los gametos femenino y

57



masculino y los o6vulos de la zona pelucida libre no pueden experimentar fusion con
espermatozoides que no han pasado por la activacion acrosdémica, aunque ocurra la fijacién a la
superficie de la membrana. La membrana vitelina podria tener menor especificidad que la de la ZP
en adosar espermatozoides extrafios, no obstante, algun grado de selectividad posee puesto que la
membrana plasmatica del huevo va a unirse en forma competitiva con mayor nimero de
espermatozoides homologos. Una vez que el espermatozoide atraviesa la ZP, su cabeza se mueve
hacia el especio vitelino y contacta con la membrana vitelina u oolema. Anteriormente se pensaba
que muchos espermatozoides rodeaban al 6vulo para dispersar el cumulus y asi uno de ellos podia
penetrar. En realidad esto no acontece, pues muy pocos espermatozoides se han encontrado
alrededor del cumulus durante la fertilizacion. (Gonzélez, 2002)

Los espermatozoides con capacidad de fertilizar se ligan a la superficie de la ZP antes de penetrar,
mediante la interaccion entre las moléculas de la zona y las de la superficie espermatica
(glicoproteinas, ZP2 y ZP3). Solamente los espermatozoides con el acrosoma intacto se ligan a la
superficie de la zona, es decir, los receptores que estan localizados en la membrana plasmatica que
rodea al acrosoma. Debiendo haber mas de un tipo de receptor en la membrana espermatica.
(Gonzalez, 2002)

El espermatozoide penetra el oolema de perfil y se dispersa el material celular dentro del citoplasma
del ovocito. Actualmente se conocen que existen sitios de union en la membrana plasmatica del
ovocito para el espermatozoide. Se han identificado las proteinas PH20 y PH30 en espermatozoides,
que tendrian funcién de unién a zona y que tendrian funciones durante la penetracion. (Figura 17).
(Alonso & Caccia, 2007)

Figura 17 Pasos de la fecundacion.
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A. El espermatozoide entra por primera vez al monticulo ovarico y penetra en el. El primer cuerpo polar esta pi en el especio perivitelino y el huso fasico del Oocito secundario
esta en el cil B. Un esper ide ha experil do reaccion acrosomica. C. La b acrosomica externa del esper ide entra en contacto con la ZP. D. Las enzimas
expuestas en la superficie de la membrana permiten la penetracion hacia el especio perivitelino. E. La region ecuatorial de la cabeza espermética se fija a la membrana vitelina y se fusiona
con ella, esti la terminacion de la da division meiotica. F. El gran pronu fi inoy lino, de menor tamaiio, se forma después de la liberacion del do cuerpo

polar. G. Los pronticleos emigran al centro de los oocitos, donde las envolturas nucleares se dispersan. H. Se inicia la profase de la primera division mitética.

58



La fusion espermatozoide ovocito es un evento importante en el proceso de la fecundacién. Se
presenta una vez que el espermatozoide con el acrosoma reaccionado ha atravesado le ZP, llega al
especio perivitalino y contacta con la membrana del ovocito, situandose de un modo paralelo a su
superficie. La fusion ocurre a nivel de la region post acrosomal del espermatozoide (segmento
ecuatorial) y una vez producida el gameto masculino deja de moverse y el espermatozoide es
incorporado en su totalidad dentro del ovocito. La region posterior de la cabeza espermatica y el
flagelo se internalizan mediante fusion de membranas, mientras que la porcidn anterior de la cabeza
se engloba por fagocitosis (Figura 18). (Velasquez, 2004)

Figura 18 Diagrama de la fusion de las membranas del espermatozoide y oolema.
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Fuente: Physiology of Reproduction

La Fertilina y Ciritestina son proteinas que se expresan en los testiculos y se localizan en la cabeza
del espermatozoide. La fertilina es un heterodimero y la ciristestina (ADAM3) estd compuesta por un
solo polipéptido que parece que median el anclaje del espermatozoide a la membrana plasmatica del
ovocito. Con respecto a la presencia de las moléculas complementarias en la superficie del ovocito,
la integrina 61 se ha identificado como el par para la fertilina y se postulo como el mediador de la
union espermatozoide-ovocito. (Velasquez, 2004)

El primer cambio visible que ocurre en el nlcleo espermatico, después de su incorporacién en el
citoplasma del huevo, es el rompimiento de la envoltura nuclear. Como resultado del rompimiento de
la envoltura nuclear, la cromatina es expuesta al citoplasma del huevo. Eventualmente, la cromatina
comienza a descondensarse hasta volverse una masa homogénea dispersa. Durante este proceso
las protaminas son removidas de &cido desoxirribonucleico (DNA) y se reemplaza por histonas.
Estos cambios son seguidos por el ensamblaje de una envoltura nuclear nueva alrededor de la
cromatina descondensada para formar el pronucleo masculino y se inicia la replicacion de DNA.
Después de la anafase Il, los cromosomas del huevo permanecen dispersos en el cigoto,
organizandose alrededor de éstos una envoltura nuclear nueva, formandose el pronucleo femenino y
la replicacion del DNA. Cada pronucleo contiene un numero variable de nucléolos. (Galina, 2006)
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La sintesis de DNA inicia casi sincronicamente en ambos pronucleos. Para asegurar el desarrollo
sincronico de los pronucleos, el huevo posee una actividad supresora que previene el desarrollo del
pronucleo femenino durante las primeras horas de la activacién del huevo. En turno, el desarrollo del
pronucleo masculino parece también estar sincronizado con la terminacion de la meiosis y el
desarrollo del pronucleo femenino. Conforme crecen los prontcleos se van acercando mas uno al
otro hasta que entran en contacto y se fusionan precisamente en el centro del huevo; mas tarde la
totalidad de la envoltura nuclear se rompe dejando escapar una masa de cromosomas parcialmente
condensados. Los cromosomas completan su condensacion y se acoplan, uniéndose asi las
contribuciones hereditarias paterna y materna. (Galina, 2006)

2.2.4.1 Poliespermia

La Poliespermia es una anormalidad de la fecundacion en la que se incorporan mas de un
espermatozoide en el ovocito. Las causas de la Poliespermia aun no estan muy claras. Sin embargo,
en teoria se han identificado algunas razones como una inadecuada cantidad del material de los
granulos corticales (GC), un retraso o descoordinacion con la activacién del ovocito y una
inapropiada respuesta de la ZP. Este evento se puede presentar tanto in vivo como in vitro.
(Velasquez, 2004)

In vivo, la fecundacion polispérmica tiene mas incidencia en unas especies que en otras. Esta
fecundacion polispérmica puede ser debida a un inadecuado manejo reproductivo y a la condicién
del ovocito. Existen situaciones naturales que en parte previenen esta anormalidad, como la
deteccion de los espermatozoides viables en la porcion caudal del istmo antes de la ovulacion y su
posterior liberacion en la ovulacion. Las células del cumulus contribuyen a reducir el numero de
espermatozoides que llegan al ovocito. (Velasquez, 2004)

In vitro, la poliespermia es un problema importante durante el proceso de fecundaciéon y es
considerada en las diferentes especies entre 10 a 25% en rumiantes, 50% en porcinos y 5 a 10% en
humanos. Estos niveles pueden ser debido al tipo de medio de cultivo, desarrollo y edad del ovocito,
integridad de la ZP y/o concentracién espermatica, entre otros factores. (Velasquez, 2004)

2.2.4.2 Bloqueo de la poliespermia

La fertilizacion del espermatozoide provoca un cambio en funcion de la membrana del 6vulo, de un
estado que es receptivo a los espermatozoides a un estado poco receptivo para los
espermatozoides (también conocido como el bloqueo de la poliespermia); sin embargo, la via de
sefializacion que conduce a este evento asociado con la transicién de dvulo a embrion parece ser
compleja. (Janice, 2009)

A diferencia de muchos de los cambios que se producen en el momento de la fecundacion del dvulo,
el bloqueo de la poliespermia no es provocado unicamente por el aumento del Ca2* intracelular y
probablemente también requiere sefiales asociadas con la entrada del espermatozoide. (Wortzman
& Col., 2007, citado por: Janice, 2009)
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Para evitar la poliespermia se suceden dos mecanismos, uno inmediato que es el cambio de
potencial de membrana del oocito, que a su vez cambia la polaridad interna de la ZP; y otro
subsiguiente que es la remodelacion de la ZP, que ocurre por exocitosis del contenido enzimatico de
los grénulos corticales al espacio perivitelino; esta exocitosis esta regulada por PKC dependiente de
factores lipidicos e independiente de los iones de calcio. Se han identificado dos poblaciones de
granulos corticales que son liberados a tiempos y en lugares diferentes: el primer grupo, se libera
durante la expulsidn del primer cuerpo polar y el segundo muy cerca del sitio en donde comienza la
citoquinesis de la primera division celular. EI mecanismo propuesto para la remodelacion de la zona
pelucida, es a partir de la alteracion de los residuos de galactosa alfa y beta de la misma,
particularmente las enzimas hidroliticas y las glicoproteinas liberadas por los granulos corticales. Los
residuos de GIcNAc de la ZP3 que contiene la zona pelucida (receptores de la Galtasa espermatica)
serian removidos por la N-acetilglucaminidasa, una de las enzimas que contienen los granulos
corticales, lo que no permitiria que mas espermatozoides se adhirieran a la ZP3. (Olivera & Col,
2006)

En el bloqueo de la poliespermia se plantean principalmente dos mecanismos: bloqueo rapido y
bloqueo lento o de zona.

Bloqueo rapido, como su propio nombre lo indica, se produce en un periodo corto de tiempo tras la
fusion del primer espermatozoide con la membrana del ovocito. Se debe a una despolarizacién
potencial del oolema en la fecundacién (inmediatamente después de la penetracién) produciendo un
bloqueo de la polispermia a este nivel. (Velasquez, 2004)

Bloqueo lento: en éste se evidencian dos eventos:

e Exocitosis de los GC: este es el primer evento, también llamado reaccion cortical. Se inicia
por las oscilaciones de calcio durante la penetracion espermatica. El calcio intracelular
liberado induce la fusién de las membranas de los GC con el ooplasma y el contenido de
los GC es liberado en espacio perivitelino. La fusién de los granulos corticales también
estimula la continuacion de la division meidtica. Una mitad de la cromatina se va con el
segundo cuerpo, lo que deja al ovocito en estado de haploidia (Figura 19). La exocitosis
acrosomal abarca varios eventos distintos: la fusién de la MAE y MP (que conduce a la
exposicion del contenido acrosomal), la rapida pérdida acrosomal de los componentes
solubles y la gradual pero mas lenta dispersion de las proteinas de la matriz acrosomal. La
exposicion y la liberacion retardada de las proteinas de la matriz acrosomal significa que
estos componentes siguen asociados con la cabeza del espermatozoide y pueden
participar en la union con la zona pellcida por un periodo méas largo de tiempo. Su
dispersion progresiva probablemente tiene lugar en un periodo de tiempo suficientemente
largo para permitir que el espermatozoide entre y penetre la zona pellcida en condiciones
fisiolégicas. Ademas, Kerr et al. (2002) marcaron con fluorescensia la ZP2y ZP3 y
utilizaron el analisis cuantitativo de imagenes para caracterizar la fijacion saturable de ZP2
y ZP3 en sitios distintos del acrosoma intacto en la vida del espermatozoide de raton.
Encontraron cerca del 20% de los sitios de unién a ZP3 fueron localizados sobre la tapa
acrosomal, mientras que el resto de los sitios estaban ubicados en la regién postacrosomal
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de la cabeza. En contraste, los sitios de union ZP2 solo se ha detectado en la region
postacrosomal. (Buffone et al, 2009)

e Reaccion de zona: el segundo evento es la modificacion de la ZP por enzimas contenidas
en los GC que han sido liberados por exocitosis. A este proceso se le conoce como
reaccion de zona. El exudado de los GC actuan en la ZP, causando cambios bioquimicos y
estructurales que hacen que la capacidad de unién a los espermatozoides de ésta se vea
disminuida.

Han sido descritas varias enzimas involucradas en la reaccion de zona como son
proteasas, una ovoperoxidasa y una hexosaminidasa. (Velasquez, 2004)

Figura 19. Exocitosis de los granulos corticales, causantes de la reaccion de zona y/o del bloqueo

vitelino.
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Fuente Fisiologia Veterinaria (2003)

Mecanismos involucrados

Se evidencia una linea de investigacién que implica tres situaciones principales como responsables
del blogueo de la poliespermia, situaciones que involucran a la protedlisis, la deglicosilacion y la
formacion de puentes disulfuro después de la fecundacion.

e Protedlisis: la funcién proteolitica del exudado de los granulos corticales GC puede ser
responsable de la baja actividad de union espermatica y bloqueo de la poliespermia. En las
diferentes especies estudiadas incluido el raton, la vaca, el cerdo y la especie humana, la
proteolisis afecta la glicoproteina ZPA (ZP2). Algunos autores sugieren que esta protedlisis
puede estar correlacionada con los cambios en la estructura tridimensional de la ZP y por lo
tanto es el responsable del endurecimiento de la ZP observado tras la fecundacion. Se
postula que estos cambios en las capas externas de la ZP causan una desorientacion del
espermatozoide por los sitios de unién. (Buffone et al, 2009)
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e Deglicosilacién: Estudios previos han observado que no existen diferencias detectables
mediante analisis bioquimico usando electroforesis en la glicoproteina ZP3 de ratén antes y
tras la fecundacion. Sin embrago, ZP3 obtenida de embriones de dos células ha perdido su
actividad bioldgica es decir que ya no es capaz de unir espermatozoides ni de inducir
reaccion acrosdmico. (Buffone et al, 2009)

e Formacion de puentes disulfuro: Se ha observado que en la ZP, después de la
fecundacion o la activacion in vitro, se produce un cambio en la sensibilidad frente a
diferentes agentes. Se ha descrito un aumento de la resistencia a tratamiento con enzimas
proteoliticos, al calor, a acidos y al tratamiento con agentes reductores. Estas
modificaciones 0 endurecimiento en la ZP estarian relacionadas con el bloqueo de la
poliespermia y/o con la proteccion del embrién durante su paso por el oviducto.
Recientemente se ha descrito en la especie bovina un incremento en el nimero de puentes
disulfuro tras la fecundacion. Autores sugieren que esta formacion de nuevos puentes
disulfuro junto con una proteolisis especifica resulta en la construcciéon de una estructura de
la ZP més rigida. (Buffone et al, 2009)

2.3 DESARROLLO DE PRONUCLEOQS Y SINGAMIA

Después de la fusién del espermatozoide con el 6vulo, se inicia una serie de eventos bioquimicos y
morfolégicos que llevan a la formacion del nuevo ser. Al penetrar el espermatozoide la membrana
vitelina, el dvulo activado completa la meiosis y expulsa el primer y/o segundo cuerpo polar en el
espacio perivitelino. Los cromosomas haploides maternos restantes son rodeados entonces por un
pronucleo. Los pronucleos masculino y femenino emigran al centro del vulo para nuevos arreglos
en el armazodn citoesquletico del dvulo después de la activacion. (Gonzalez, 2002)

La cromatina remanente, luego de la formacion del segundo cuerpo polar, se vuelve difusa y
presumiblemente sufre una modificacién de las proteinas asociadas en la medida en que se
transforma en el pronucleo femenino rodeado de una capa nuclear. Cuando la cabeza del
espermatozoide penetra al ooplasma, la capsula nuclear se dispersa inmediatamente comienza la
descondensacion del material nuclear. A medida que el nucleo espermatico se agranda, la protamina
rica en cisteina y arginina asociada al ADN desaparece. (Alonso & Caccia, 2007)

La singamia, evento final, no involucra la fusién sino la ruptura en sitios azarosos de las membranas
adheridas de los pronucleos. Luego, mientras la cromatina se organiza conformando los
cromosomas, microtubulos neosintetizados pasan a través de las rupturas en la membrana nuclear
como precursores del huso de la primera division celular. La aparicién de ellos marca el final de la
singamia y es continuado inmediatamente por la primera division celular. (Alonso & Caccia, 2007)

La singamia es pues el estado final de la fecundacion. Cuando la cabeza del espermatozoide se
encuentra en el ooplasma se hincha y pierde su forma caracteristica adquiriendo consistencia de gel.
Dentro del nucleo espermatico aparece un numero de nucleolos que se juntan y una membrana
nuclear se desarrolla alrededor de su periferia; la estructura final se asemeja mas al nucleo de una
celula somatica que al de una espermatide y recibe el nombre de pronucleo masculino. El
crecimiento de ambos pronucleos (femenino y masculino) se hace en forma sincronica. La cromatina
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masculina comienza su descondensacion e hinchazén antes que la cromatina femenina, de aqui que
el pronucleo masculino sea mas grande que el femenino (Figura 20 y 21). (Gonzalez, 2002)

Durante el maximo desarrollo de ambos pronucleos estos llegan a contactarse, luego a encogerse y
finalmente a coalescer. El nlcleo y la membrana nuclear desaparecen y los prondcleos no se dejan
ver. La vida de los pronucleos es de 10 a 15 horas. Al tiempo que se aproxima la primera division, y
dos grupos de cromosomas se tornan visibles, son los cromosomas maternos y paternos; se unen
para formar un grupo Unico de cromosomas que representa la primera mitosis de particion o profase
de la primera mitosis de particion. Desde este modo se ha completado la fertilizacion por medio del
proceso de singamia (Figura 22). (Schroeder, 1999)

Figuras 20 y 21 Desarrollo de los pronicleos masculino y femenino, Pronicleos desarrollados

(respectivamente)

2o Mitocondria
=— Pronucleo

% .
ded Pronucleo

Desarrollo de los prontcleos masculino y femenino. La Prondcleos desarrollados. El masculino es
mitocondria se reune alrededor del prontcleo masculino. mayor que el femenino.
Se inicia la singamia.

Fuente: Fisiopatologia Reproductiva de la Vaca (1999)

Figura 22 Unién de los prontcleos

Uniodn de los prondcleos. Finaliza la singamia y con esto la fertilizacion (fecundacién)

Fuente: Fisiopatologia Reproductiva de la Vaca (1999)
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Durante la formacién de los prondcleos, que aparecen en la vaca entre 11 a 39 horas de la
ovulacion y que sobreviven alrededor de 10 a 15 horas se realiza la sintesis de acido
desoxirribonucleico (ADN) que representa el material genético tanto paternal como maternal. Luego
sigue la disposicion de los cromosomas en el estado de metafase y se hace visible la segmentacion
del huso; este proceso dura 12 a 30 horas (Figura 23). (Schroeder, 1999)

Figura 23. Inicio de la segmentacion del huevo

a) Formacion del uso acromatico (anafase)
b)  Mitosis (anafase y telofase)
c) Mitosis (anafase y telofase)

d) Divisién del ooplasma (vitelio)

Fuente: Fisiopatologia Reproductiva de la Vaca (1999)

Una vez se ha llevado a cabo la fertilizacién y han aparecido las dos primeras células llamadas
blastomeras (Figura 24), éstas contintan sufriendo mitosis, a razén de una divisién al dia en la vaca.
(Winters y col., 1952, citado por: Hernandez et al., 2008)

Figura 24. Formacion de 2 blastomeras

Embrion de dos células

Fuente: Fisiopatologia Reproductiva de la Vaca (1999)
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2.4 SEGMENTACION

En los animales superiores, la unién del espermatozoide con el 6vulo inicia una serie de reacciones
quimicas y fisicas que partiendo de una sola célula conduce a través de sucesivas divisiones
celulares a la formacién de un individuo. Este individuo reacciona metabdlicamente con la madre
desde sus primeros estadios de desarrollo, comparte sus nutrientes y genera ademas, los
mecanismos que le permiten nacer en el momento en el que su grado de desarrollo y madurez sea
adecuado para sobrevivir. En el caso de los mamiferos, asegura previamente también, la produccién
de leche para alimentarse después del nacimiento. (Alonso & Caccia, 2007)

Después de la singamia, el cigoto lleva una existencia libre dentro del oviducto, y luego en el dtero
de la madre. Este, con su nuevo potencial genético y su reciente arreglo del citoplasma, inicia la
produccion de un organismo multicelular. En todas la especies animales conocidas, esto inicia con
un proceso llamado segmentacion, una serie de divisiones mitoticas donde el volumen enorme del
citoplasma del huevo es dividido. (Galina, 2006)

La pre-implantacion se caracteriza por una serie de divisiones, el dvulo fecundado se subdivide en
compartimientos mas pequefios, se activa el genoma embrionario, se compacta, se cavita
(formacién del blastocisto) y finalmente se incuba y se ubica en la zona de implantacion en la pared
uterina. El principal logro de la pre-implantacion es la formacion de una estructura llena de fluido
llamado blastocisto, compuesto de un epitelio exterior trofoectodermo (TE), que rodea un pequefio
grupo de células llamado masa celular interna (MCI) y una gran cavidad llena de liquido. EI TE, es el
primer tipo de células diferenciadas del desarrollo, es un tejido especializado e inicia la implantacion
y es el formador de la placenta. La MCI son células pluripotenciales y conforman el embrién.
(Duranthon & Col, 2008)

Después de la etapa de cigoto, los embriones experimentan varias divisiones mitéticas. El cigoto, o
etapa de una célula, es bastante grande y tiene baja proporcién nucleo/citoplasma. Para lograr una
proporcion similar a la de las células somaticas, experimenta divisiones celulares sin aumento en la
masa celular. A este proceso se le denomina segmentacion. El crecimiento durante este periodo
puede considerarse negativo, puesto que la masa celular disminuye 20% en la vaca a 40% en la
oveja; sin embargo, los nucleos si aumentan de tamafio, y en los cromosomas se conserva la
cantidad apropiada de &cido nucleico. (Hafez, 2002)

Al ser colocado en un nuevo entorno se refleja la capacidad de reprogramacion del nucleo para
modificar su patrén de expresion génica. La fertilizacion retine el genoma haploide de dos células
altamente diferenciadas, los gametos en el citoplasma del dvulo. Una de las primeras funciones del
embrion fertilizado es reprogramar su genoma embrionario a un estado totipotente. (Duranthon &
Col, 2008)

2.4.1 Adaptaciones uterinas, transporte y primeras divisiones del cigoto
Inmediatamente después de la singamia se inicia el desarrollo embrionario. El proceso que

caracteriza esta primera etapa es la division celular. El cigoto se divide con una periodicidad de unas
24 horas mientras desciende por el oviducto; esto ocurre sin que se aumente la masa celular, total,
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por lo que cada division da lugar a una formacién de células hijas de menor tamafio. El transporte
hacia el utero, en parte regulado por la relacion estrégenos/progesterona, demora en la vaca 3-4
dias y el embrion llega con un total de 16 o0 32 células en blastémeras. (Alonso & Caccia, 2007)

El primer paso hacia la diferenciacion es establecer la comunicacion intercelular. La compactacion
se caracteriza por el aumento del contacto célula a célula y se forma el blastdmero. La compactacién
se inicia en la fase de 8 células en el raton, pero el tiempo varia segun la especie. En todo caso
resulta la formacién de una mérula de 16 células (Figura 25). (Duranthon & Col, 2008)

El desarrollo de la mérula hacia el estado de blastocisto necesita de la activacion del genoma. La
huella génetica (" Gene imprinting”’) es un fenémeno por el cual los alelos paternos o maternos de
un gen se expresan, mientras que el otro alelo se reprime, resultando en una expresion mono-alélica
de los genes del genoma. (Swales y Spears, 2005 citado por: Hernandez et al., 2008)

Los embriones en estado de mérula son relativamente independientes del ambiente uterino, pero en
la mayoria de las especies se encuentran aun en el oviducto. Debe recordarse que las blastomeras
estan rodeadas por la zona pelucida. La ZP tiene propiedades antiadherentes, lo cual facilitaria el
desplazamiento del embrion a lo largo del oviducto y del Utero. (Dey y col, 2004 citado por:
Hernandez et al., 2008)

Figura 25. Esquema de las etapas mas representativas del desarrollo embrionario temprano.

2 Celulas 4 Células 8 Células 16 Células

Nadula Trofoblasto Endodermo

embrionaria

—— Ectodermo

Biastocisto Blastocisto Blastocisto Blastocisto
temprano eclosionando eclosionado

Fuente Fisiologia Veterinaria (2003)

Existe una perfecta sincronia entre el desarrollo del embrion y el desarrollo uterino. El tiempo que
demora el transito a través del oviducto es el necesario para que en el ovario se organice el cuerpo
luteo, se inicie la secrecion de progesterona y se modifique el Utero preparandose para la gestacion
(Figura 26 y 27).
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Figura 26. Primera etapa del ciclo estral dia 0 al 7 posestro

Primera etapa del ciclo estral: Dia 0 al 7 posestro
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Figura 1: Primera etapa del ciclo estral dia 0 al 7 pos-estro, A; ovario, B; hormonas C; tracto repro-
ductivo v D: desarrollo embrionario.

Fuente Lopez Cardona, Reconocimiento materno de la prefiez e implantacion del embrion (2008)

Figura 27. Relacion estado embrionario ubicacion en el utero
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Fuente Teoria y practica de la fecundacion in vitro (2005)
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Pueden identificarse tres fases en la adaptacion del utero: proliferacion, crecimiento y distension.
Durante la fase de maduracion folicular, la mucosa uterina bajo la influencia de los estrgenos.,
aumenta la vascularizacién y la proliferacién celular (accién mitogénica). El epitelio es de tipo
cilindrico y contiene unas gotas de secrecion celular en su superficie. En el estro (dia 0) el epitelio
del endometrio se encuentra en secrecion maxima de tipo holocrino. Las glandulas son rectas por la
edematizacion del estroma. Durante el metaestro (dias 2 a 5 del ciclo), cuando se inicia la funcién
del CL, el epitelio endometrial estd ondulado y cubierto de moco. La secrecion disminuye y se
observan numerosas mitosis en las células. El incremento de los niveles de progesterona induce una
deshidratacion y disminucion de la altura del epitelio por lo que el conducto de las gléandulas uterinas
se torna ondulado. En el diestro (dias 6 a 18) o fase luteal, con una alta secrecion de progesterona el
epitelio superficial del endometrio tiene un curso recto y la mitosis termina. Las glandulas uterinas
aumentan su luz y la secrecion es muy activa en toda la superficie glandular. El conducto de las
glandulas uterinas es intensamente tortuoso y la secrecion es de tipo apdcrino y merdcrino. Las
glédndulas uterinas tienen un papel fundamental en la nutricién del embrién en sus primeros estadios
de desarrollo, antes de la implantacion. (Holy, 1983)

2.4.2 Blastocisto, expansion y eclosion

En el dia seis 0 siete postovulacién en bovinos, hay una diferenciacion en el embrion, el cual esta
constituido por una masa de células indiferenciadas (estado de moérula). La diferenciacion aludida
resulta en el establecimiento, por un lado, de la masa celular interna y de una cavidad interna
denominada blastocele. La masa celular interna queda rodeada por el trofoblasto, el cual demarca
los limites externos del balstocisto, nombre que se le da ahora al nuevo ser. (Hernandez et al., 2008)

En el dtero las divisiones celulares continuan de manera sincronica durante 1 a 2 dias mas. Luego,
la masa celular, que tiene cierta polarizacion y células de diferentes tamafios, toma un aspecto muy
compacto (mérula compacta) antes de comenzar a acumular liquido entre las células. La cavidad
que forma es el blastocele y el embrion se ha transformado en blastocisto. (Alonso & Caccia, 2007)

Después de la tercera division, los blastomeros estrechan su relaciéon y forman una masa celular
compactada. Cuando llega el estadio de 16-32 células, se denomina mérula. Esta consiste en un
grupo de células internas pequefias rodeada por un grupo de células externas grandes. Pronto
empieza a acumularse fluido en los espacios intercelulares y aparece luego una cavidad interna o
blastocele. Cuando esta cavidad empieza a expandirse,el cigoto toma el nombre de blastocito.
(Galina, 2006)

La formacién del blastocisto cavitacion o TE depende del transporte de iones y el agua, las funciones
del TE median la dindmica de fluidos y controlan la formacion del blastocisto. EI modelo que se ha
probado, es que la formacién del blastocisto depende de la distribucién polarizada de la Na/K
ATpasa que se limita a los dominios de la membrana basolateral de TE. (Duranthon & Col, 2008)

La primera diferenciacion celular (las células dejan de ser totipotenciales) se manifiesta en la
polarizacion del embrion, una poblacion de células pequefias se ubica en un extremo constituyendo
la masa celular embrionaria 0 nédulo o disco embrionario y otra de las células mas grandes rodea el
blastocele y se denomina trofoblasto. La primera dara origen al embridn, la segunda las membranas

69



extraembrionarias. El blastocisto amplia gradualmente su cavidad y crece presionando sobre la zona
pelucida que se hace mas delgada hasta que en el dia 9, este blastocisto expandido se libera de la
zona pelucida o eclosiona saliendo por el punto de rotura. Entre las causas de la rotura de la zona
pelucida se mencionan el crecimiento y expansion del blastocisto, el aumento en el liquido en el
blastocele y las contracciones ritmicas del embrién, que se producen como consecuencia de las
anteriores; se han sugerido ademas factores uterinos, enzimaticos o sensibilizacion por estrégenos.
(Alonso & Caccia, 2007)

El proceso de diferenciacion continua con la formacion de las hojas embrionarias, ectodermo,
mesodermo y endodermo a partir de la masa celular embrionaria. Se definen asi tipos celulares,
cada uno de los cuales dara origen a algunos tejidos y no a otros. Una vez eclosionado el
blastocisto, que hasta este momento es esférico y mide solo 160-180p, el embridn se alarga y crece
rapidamente adquiriendo una forma oblonga o tubular de 1,5 a 3 mm de diametro en el dia 12 a 13.
En los dias 13 a 14 adquiere forma oblonga a filamentosa y mide 1,4x10mm y en el dia 18 mide
1,4x160mm. Hacia el dia 17-18, el concepto bovino ocupa aproximadamente dos tercios del cuerpo
uterino gravido y todo el cuerno hacia el dia 20; en los dias 20 a 24 se extiende también hacia el
cuerno uterino contralateral (Figura 28). (Alonso & Caccia, 2007)

Figura 28. Segunda etapa del ciclo estral dia 7 al 14 posestro
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Figura 2: Segunda stapa del ciclo estral dia 7 al 14 pos-estro, A; ovario, B; hormonas C; tracto re-
productive ¥ D; desarrollo embrionario.

Fuente Lopez Cardona, Reconocimiento materno de la prefiez e implantacion del embrion (2008)

Considerando que los acidos grasos insaturados tienen importantes funciones en el desarrollo fetal a
través del mantenimiento de la fluidez, permeabilidad, y la conformacién de las membranas, asi
como al actuar como precursores de prostaciclinas, prostaglandinas, leucotrienos 'y
tromboxanos, sus funciones especificas en el desarrollo embrionario temprano, en particular en el
ganado, no estan bien definidos. (Herrera, 2002 & Haggarty, 2002, citado por: Thangavelu et al.,
2007)
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3. IMPLANTACION

La implantacion no es méas que el proceso de fijacion del embrién mamifero a la pared uterina de su
progenitora. La placentacion es el mecanismo por medio del cual el embrion es capaz de nutrirse de
las reservas de su madre. Dentro de la fisiologia de la reproduccion en los mamiferos, la
implantacion y la placentacion constituyen fendémenos indispensables para el desarrollo y la nutricion
del embrion, ademas, de que hay una intima relacion entre la tasa de fertilidad y mortalidad
embrionaria con estos dos fenomenos. (Galina, 2006)

La implantacion suele ocurrir durante la fase de elongacién del blastocisto, aproximadamente entre
los dias 11 y 13. Al igual que en la mayoria de las especies de interés zootécnico, en el bovino no
hay una verdadera implantacion. La vesicula blastodérmica (conceptus), rodeada en este momento
por el trofoectodermo (trofoblasto+ectodermo+mesodermo diferenciados) toma una posicion central
en la luz uterina contactando las células epiteliales del trofoectodermo con las de la pared uterina.
Hay adhesién, pero no invasién ni erosion permanente de la mucosa uterina. (Alonso & Caccia,
2007)

La implantacion es un proceso de desarrollo complejo, que implica un dialogo reciproco entre el
blastocisto y el Utero y es esencial para el desarrollo embrionario en el Utero y lograr la prefiez. El
utero se diferencia para facilitar la implantacion primaria del blastocisto, esta diferenciacion es
mediada por la progesterona (P4) y los estrégenos. Estas hormonas esteroideas median su accion
por medio de la unién a receptores nucleares. Las células heterogéneas del utero responden
unicamente a la accion de la P4 y los estrogenos. En ratones adultos, los estrogenos estimulan la
proliferacion de los epitelios luminal y glandular, mientras que el estroma requiere de P4 y
estrégenos. La misma regulacién hormonal se produce en el Utero durante el periodo de pre-
implantacion (dias 1-4). En los dia 1y 2 (dia 1 = tap6n vaginal), la accion pre-ovulatoria de los
estrogenos en el ovario, estimula la proliferacion de las células epiteliales en el Utero. El dia 3, la P4
producida por el cuerpo luteo recién formado, inicia la proliferacién de las células del estroma. Lo
cual se ve estimulado por la secrecidn de estrogenos en la mafiana del dia 4 pre-implantacion.
(Sanjoy, 2009)

Numerosas moléculas, incluyendo las hormonas esteroides, las prostaglandinas, hormonas
peptidicas, citoquinas, factores de crecimiento, y asi sucesivamente, participan en este proceso. Un
numero de moléculas han sido reconocidas en las células del trofoblasto y el endometrio, como el
interferon-tau (IFN-t), las glicoproteinas asociadas a la prefiez (GAP), lactogeno placentario (LP),
proteinas de la leche uterina, la ciclooxigenasa y matriz-metaloproteinasas (MMP ). (Hashizume,
2007)

71



3.1DESARROLLO EMBRIONARIO TEMPRANO
3.1.1 Formacion del blastocisto

Los aspectos generales del desarrollo embrién desde la fecundacién hasta el momento en que el
blastocisto sale de la zona pelucida son relativamente similares en todos los mamiferos. Aunque
existen diferencias en las fechas de estos eventos y donde se dan en el tracto reproductivo de la
madre, de formacién de blastocistos generalmente se inicia cuando el embrién entra en el utero.
(Roberts et al, 2008)

El desarrollo de las uniones intercelulares estrechas de la mérula durante la compactacién va
seguido por la acumulacion de liquido dentro de la cavidad central formando el blastocele. La
acumulacion de liquido dentro del blastocele proviene del movimiento de agua, que resulta del
metabolismo mitocondrial, seguido de la localizacion de bombas de Na*/K* activas en la membrana
basal del trofoectodermo. La expansion del blastocele coloca las células de la morula compactada
en la parte de adentro o en la de afuera de la vesicula llena de liquido. Este posicionamiento lleva a
la formacion del trofoblasto (capa celular externa) y a la masa celular interna (embrioblasto) que se
fija en un polo abajo del trofoblasto. La diferenciacion de dos poblaciones celulares distintas ocurre
después de la formacion del blastocisto. La mayor parte de las células forman la capa cuboide
periférica externa, denominada trofoblasto o ftrofoectodermo, que estd cubierta por densas
microvellosidades y participa en la captacidon selectiva de nutrimentos. En una fase posterior del
desarrollo, el trofoblasto dara origen al corion. Un segundo grupo de células que residen en un polo
bajo el trofoblasto forman el embrioblasto (masa de células internas), el cual se convierte en las tres
capas germinales principales del embrién (ectodermo, mesodermo y endodermo) durante el proceso
de granulacion. El desarrollo adecuado del conceptus en la gestacion temprana es fundamental para
la implantacion y el mantenimiento de la prefiez a término. La pérdida gestacional puede ser alta
durante el proceso de elongacion inicial del blastocisto, lo que indica que es un periodo crucial para
el desarrollo. A diferencia del blastocisto de humanos y de raton, el blastocito de ungulados sigue
siendo independiente en el Utero y las transiciones, a través de una fase de desarrollo réapido el
trofoblasto cambia drésticamente la morfologia del blastocisto antes de su implantacion. La
elongacion, es decir el alargamiento y la transicion morfolégica del conceptus y del los tejidos
extraembrionarios en forma de esfera u ovoide pasa a forma filamentosa, esto se produce en todos
los ungulados durante la pre-implantacion y es concomitante con la gastrulacion. La expansion del
trofoblasto proporciona una mayor area de superficie placental para permitir el contacto con la
madre: permite al embridn el intercambio de nutrientes que son esenciales para la supervivencia del
feto. (Blomberg, 2008)

3.1.2 Liberacion del blastocisto

La liberacién (eclosion) del blastocisto de la zona pelucida ocurre en el Utero 4 a 8 dias después de
la ovulacion. La exposicion al ambiente del Utero estimulado por estrogenos puede causar
reblandecimiento de la zona pelucida y permitir que el blastocisto se expanda y rompa dicha capa. Al
parecer en la vaca, la expansién y contraccion del blastocisto constituyen el principal factor en la
liberacion de éste por desgarro de la zona, aunque es posible que también participen las enzimas
implicadas en el debilitamiento de esta Ultima. La zona pellcida se rompe en el plano ecuatorial,
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permitiendo al blastocisto abrirse paso entre los dos bordes de la abertura. Las prostaglandinas
(especialmente de la serie E) intervienen en el proceso de liberacidn del blastocisto, puesto que sus
antagonistas impiden tanto la expansion como la liberacion del blastocisto. Por tanto, la expansion
del blastocisto aparentemente es un proceso vital para la liberacion y la produccion de factores
enzimaticos por el Utero y el propio blastocisto tiene una funcion de apoyo. En el dia 11 posterior al
estro en la oveja y en el 13 en la vaca, el blastocisto entra en una fase de alargamiento logaritmico.
De ser una esfera hacia el dia 13, el blastocisto de la vaca se ha transformado en un filamento de 25
cm el dia 17. Para el dia 18 de la gestacion, el blastocisto se ha extendido hasta el oviducto
contralateral. En la oveja y vaca este rapido alargamiento lateral del producto ocurre por hiperplasia
continua del trofoectodermo y endodermo extraembrionario. (Hafez, 2002)

3.1.3 Migracion intrauterina

Para que el embrion temprano en mamiferos pueda sobrevivir, tiene que intervenir en la fisiologia
materna para bloquear la ciclicidad ovérica y garantizar que se mantenga la produccion de
progesterona del cuerpo luteo (CL). ElI embrion necesita también explotar el espacio ofrecido a
través del endometrio uterino, intensificar su capacidad de acceso a los recursos derivados del
metabolismo materno y sobrevivir a la posible destruccion en un entorno potencialmente hostil.
(Roberts et al, 2008)

La madre, a su vez debe evitar la explotacion excesiva y tener cierto grado de control sobre las
demandas de nutrientes del embrion. También debe ser capaz de evaluar la aptitud de su futura
progenie, lo antes posible durante su embarazo, de modo que pueda tomar decisiones acerca de si
el embarazo debe continuar. No es de extrafiar que la comunicacion bidireccional entre el embrion y
la madre se establezca relativamente pronto en el desarrollo del embrion, y que la pérdida del
embarazo se presente antes de que termine la implantacion. (Roberts et al, 2008)

El escape del blastocisto de la zona pelucida da el primer contacto de célula a célula entre el
embrion (embridn y sus membranas extraembrionarias) y el epitelio uterino materno. El contacto
celular es esencial para el intercambio de nutrientes y la fijacion de la placenta. Ademas, inicialmente
el embrion de especies domesticas debe cubrir fisicamente una gran parte del endometrio materno
para regular la liberacion de prostaglandinas Fzq y prevenir con ello la lutedlisis (Figura 36).
(Hernandez et al., 2008)

En la vaca, la migracion embrionaria del cuerno ipsilateral al contralateral es poco frecuente. Sin
embargo, el embrion debe desplazarse dentro del cuerno ipsilateral para ocupar un sitio de
implantacion, en la mitad posterior del mismo. Se ha reportado que existe una mayor densidad
capilar en las zonas preferenciales de ubicacién del embridn en Uteros de vacas ciclicas. (Umafa y
Hernéndez, 1994 citado por: Hernandez et al., 2008)
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Figura 29. Etapas del desarrollo temprano en el embrién bovino.
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Fuente: Reproduccion e Inseminacion Artificial en Animales (2002)

3.1.4 Expansion embrionaria

Poco después de la liberacion del blastocisto, éste entra en una fase de crecimiento y desarrollo
rapido. Durante esta fase, una capa interna de células endodérmicas extraembrionarias originadas a
partir del embrioblasto encierra al blastocele, formando asi un blastocisto bilaminar. Las células del
endodermo extraembrionario se desarrollan en una membrana continua que se volvera un
componente del saco vitelino. EI embrioblasto (masa celular interna) es viable fuera del blastocisto
cuando la capa de trofoectodermo que lo cubre (llamada célula de Rauber) se ha degenerado
exponiendo al embrioblasto al ambiente materno. En el dia 14 o 15 en la vaca el embridn
experimenta un crecimiento logaritmico y una fase de elongacion. EI embrion bovino se transforma
de una figura esférica de 3 mm, aproximadamente hacia el dia 13 a una forma filamentosa de 25 cm
el dia 17. Para el dia 18 de la gestacion, el blastocisto se ha extendido hasta el oviducto
contralateral. En la pre-implantacion el trofoblasto crece vigorosamente en tamafio y en particular en
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longitud durante este tiempo sin dejar de ser libre dentro de la cavidad uterina, como un parasito en
el intestino. (Roberts et al, 2008)

3.2 ETAPAS PREIMPLANTATORIAS Y RECONOCIMIENTO DE LA PRENEZ

Inicial mente el trofoblasto ésta constituido por un epitelio simple cubico, el cual se desarrolla
posteriormente para convertirse en un tejido que es en general, epitelial cubico biseriado. Dentro de
las caracteristicas importantes de este epitelio desarrollado, figuran en especial, la presencia de
ceélulas gigantes binucleadas. Las células binucleadas aparecen al comienzo del proceso de
implantacion y secretan multiples moléculas, dentro de la culaes se encuentra la proteina |
relacionada con la prolactina y el lactogeno placentario (también llamada somatomamotrofina) las
cuales parecen participar en el proceso de implantacion. (Yamada & col, 2002 citado por: Hernandez
et al., 2008)

Sin embargo, el desarrollo del trofoblasto no sucede de manera similar en las diferentes zonas del
conceptus. Mientras que en las areas mas cercanas al embrion el trofoblasto existente es
predominantemente desarrollado, en las mas alejadas de éste, mantiene su estructura simple
cubica. (Gaviria y Hernandez, 1994 citado por: Hernandez et al., 2008)

Lo anterior sucede en la oveja, entre los dias 14 y 24. En la vaca, entre los dias 18 y 35. Después de
esta época, el trofoblasto se ha desarrollado en la mayoria del area del conceptus. Hacia el dia 22
de la gestacion en la oveja y el 28 en la vaca, se observa la aparicion de una necrobiosis en el
trofoblasto de las extremidades del conceptus. Este proceso progresa hacia la zona de ubicacion del
embrion, hasta ocupar cerca del 70% de la extensién total del conceptus, aproximadamente a los 30
dias en la oveja y en estadios de desarrollo; en la vaca, a los 45 dias aproximadamente, para luego
disminuir en el avance de la gestacion. (Jiménez y Hernandez, 1982 citado por: Hernandez et al.,
2008)

3.3 IMPLANTACION

La implantacion embrionaria es un proceso complejo, que comprende una serie de etapas que
comienzan con la fijacion del blastocisto al Utero y termina con la formacion de la placenta definitiva.
Para que la implantacion tenga éxito, se requiere de una comunicacion entre el embrion y el
endometrio a través de una serie de sefiales moleculares y celulares que conllevan finalmente a una
sincronia entre el desarrollo del embridn y una compleja serie de eventos inducidos en el Utero por
los estrégenos y la progesterona. (Pefia & col, 2007)

La implantacion del embrion implica una serie compleja de interacciones secuenciales entre el
embrion y el Utero, empezando con el acoplamiento del blastocisto al epitelio luminal del endometrio
y termina con la formacion definitiva de la placenta. Las interacciones embrion-endometrio solo
pueden iniciarse cuando el embrion y el endometrio han alcanzado un estado de madurez preciso, el
embrion debe estar en la fase de blastocisto y en el endometrio y para que sea receptivo deben
haber ocurrido cambios que dependen principalmente de hormonas. (Kennedy et al, 2007)
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El proceso de implantacién del blastocisto en los mamiferos es muy variable, sobre todo en el grado
de invasion del trofoblasto al endometrio. En algunas especies hay poca o ninguna invasion de
células trofoblasticas en el endometrio, mientras que en otros la invasion es extensa. En aquellas
especies con limitada, o poca invasién, el endometrio sufre pocos cambios en respuesta a la
implantacion. (Kennedy et al, 2007)

Para que la implantacion se efectue con éxito, debe darse una serie de condiciones que pueden
resumirse asi: 1) ausencia de rechazo inmunoldgico, 2) bienestar materno (incluido un ambiente
uterino favorable) y 3) constitucion genética ventajosa del embrion. (Hernandez et al., 2008)

La superficie apical del epitelio uterino inicialmente esta cubierta por un grueso glucocaliz que se
desvanece conforme se acerca el momento de la implantacion del embrién. Una glucoproteina
trasmembranosa, llamada Muc-1, es abundante durante la fase no receptiva de la prefiez y puede
servir como factor antiadherente. La presencia de Muc-1 se reduce notablemente o esta ausente,
durante el periodo de fijacién del embrion a la superficie uterina. EI momento de la implantacion, o en
el caso de la fijacion placentaria en las especies domesticas, se puede regular por el tiempo que el
endometrio estd expuesto a la estimulacion de la progesterona. Las concentraciones de
progesterona en suero se aumentan rapidamente después de la formacion del cuerpo luteo.
Después de 8 a 10 dias de exposicion a la progesterona, se presenta una diminucion de receptores
nucleares para dicha hormona en el epitelio uterino, que conduce a la pérdida del efecto directo de la
progesterona en este tipo de célula. Como la sintesis epitelial de Muc-1 es estimulada por la
progesterona, la pérdida del receptor de progesterona del epitelio uterino reduciria la produccion de
Muc-1'y se abriria un estado receptivo para la adhesion del embrion (Figura 37). (Hafez, 2002)

Figura 30. La implantacion del embrién en especies domesticas no es invasiva.
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La implantacidn del embrién en especies rumiantes incluye aéreas carunculares e intercarunculares
del endometrio uterino. Primero ocurre una fijacion transitoria mientras el embrién bovino y ovino
desarrolla vellosidades en forma de dedos (papilas) que se proyectan en el interior de la luz de las
glédndulas uterinas. Estas papilas proporcionan un ancla temporal y una estructura absorbente para
el embrion mientras progresa una implantacion mas completa. La pérdida o la reduccion de la altura
de las microvellosidades de la superficie trofoblastica permite un contacto cercano de la superficie
con las microvellosidades del epitelio uterino. Este Ultimo se comprime hacia la superficie
trofoblastica interbloquéandose con las proyecciones citoplasmicas en la superficie del trofoblasto
hasta que las microvellosidades del trofoblasto vuelven a desarrollarse, formando una adhesién mas
compleja. (Spencer et al, 2007)

El endometrio desarrolla tejido caruncular, que junto con el tejido intercaruncular se encuentran
involucrados en el proceso de implantacion. Hacia el dia 15 se ponen en contacto las
microvellosidades de la superficie del epitelio endometrial con las suaves membranas plasmaticas
de las células del trofoblasto y penetran en pliegues en el trofoectodermo, mejorando la adhesion de
ambos tejidos. Alrededor del dia 13 las células del trofoectodermo desarrollan proyecciones vellosas,
que se proyectan al lumen de las glandulas uterinas durante la tercera semana de gestacion. Estas
microvellosidades inmovilizan el conceptus y facilitan la absorcidn de secreciones del utero. Ocurren
modificaciones similares en el trofoblasto bovino, pero un poco mas tarde. La adhesion entre el
trofoectodermo y el epitelio caruncular ocurre aproximadamente el dia 16 pero hacia el dia 18 0 19
se adhiere también, aunque en forma muy tenue, al epitelio uterino. (Thatcher & Bieneli, 1996)

Hacia el dia 19 aparecen células binucleadas en el trofoblasto del conceptus bovino que
inmediatamente migran dentro del epitelio uterino. Estan presentes también células gigantes
multinucleadas que forman un sincitio en la medida que se van estrechando en una capa de tejido.
La migracion de las células binucleadas se produce durante toda la gestacion. La formacion de
células binucleadas, la presencia de células gigantes y la migracion de células binucleadas estan
asociadas con la degeneracion de la superficie del epitelio endometrial. Esto es seguido por la
remocion de tejido por fagocitosis y restauracion del epitelio superficial del endometrio. (Alonso &
Caccia, 2007)

Las funciones de las células binucleadas incluyen:

e Remocién y reemplazo del epitelio endometrial superficial.

e Establecimiento de un sincitio entre los compartimientos materno y conceptal para promover
la proteccion inmunoldgica al concepto.

e Produccion de gonadotrofina coriénica.

e Produccion y transporte de macromoléculas.

e Inmovilizacién del trofoectodermo para acomodar la interdigitacion de microvellosidades con
el epitelio endometrial. (Alonso & Caccia, 2007)

Los estados tempranos de preimplantacién embrionaria in vivo, pueden ser regulaldos por los

factores de crecimiento tanto de origen materno como embrionario. Algunos como la insulina y el
IGF-I se han encontrado en el oviducto bovino durante el descenso del embrién al dtero. Se han
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encontrado productos de expresion de genes que codifican factores de crecimiento, en embriones de
bovino en estado preimplantatorio. Dentro de ellos estan los ARNm de TGF-a, TGF-p1, PDGF-q,
IGF-I, IGF-Il, TGF-2, TGF-B3, IL-3 e IL-6, ademas citoquinas como el factor inhibidor de la leucemia
(LIF). Igualmente los genes que codifican los receptores para IGF, PDGF-a y el factor estimulante de
colinas (CSF-I). (Pefia & col, 2007)

En el embrion bovino la transcripcion para TGF-a y PDGF-a es detectable en todos los estados,
desde una célula hasta blastocisto como en el raton; igualmente la transcripcion para TGF-a e IGF-I|
y receptores para PGDF-q, insulina, IGF-I e IGF-Il también fueron detectados en este mismo
periodo. En el bovino el producto del genoma materno (FGF, bTP-1) solo fue detectado a partir del
estado de 8 células Y los transcriptos para EGF y NGF no fueron detectados en ningun estado.
(Pefia & col, 2007)

3.4 RECONOCIMIENTO DE LA PRENEZ

La gestacion se establece y mantiene en respuesta a la interaccion entre el conceptus (embrion y
membranas asociadas) y el endometrio lograda mediante el proceso denominado reconocimiento
materno de la prefiez (RMP), definido como el periodo critico en el cual el conceptus da sefiales de
su presencia a la madre para lograr el mantenimiento y la integridad funcional del Cl. EI CL produce
la hormona de la prefiez (progesterona), la cual es responsable de mantener las funciones
endometriales que permiten el desarrollo embrionario temprano, la implantacién, placentacion y el
desarrollo del feto y placenta. (Spencer y col., 1996 citado por: Hernandez et al., 2008)

El reconocimiento materno del embarazo es el proceso fisioldgico por el cual el embrién da sefiales
de su presencia en el sistema de la madre y prolonga la vida util del cuerpo luteo. En los rumiantes,
el IFN-T es la sefial de reconocimiento de la prefiez secretada por el embrion en elongacion. Ademas
de su accién antiluteolitica, el IFN-1 actla sobre el endometrio para inducir o aumentar la expresion
de varios genes. (Spencer et al, 2007)

El conceptus ovino debe estar presente en el Utero hacia el dia 12 o 13 para que haya
establecimiento de la prefiez. La remocion del conceptus del utero de ovejas antes del dia 13 de
prefiez no tiene efecto sobre la vida media del CL. Si ella se hace después del dia 13 se extiende la
vida media del CL entre 25-35 dias. Se observé un comportamiento similar en la vaca por accion de
proteinas colocadas en el utero sintetizadas por el conceptus bovino, entre los dias y 21 de la
gestacion, las cuales incrementaron el intervalo interestro hasta 30-39 dias e inhibieron la
produccion uterina de PGF2a en respuesta a estradiol exogeno. Asi, el reconocimiento materno de
la gestacion en la oveja y en la vaca ocurre entre los dias 12-13 y 16-17 respectivamente. La sefial
antiluteolitica para el RMP en rumiantes es un nuevo interferon denominado tau (IFN-t), el cual es
secretado por el trofoblasto del conceptus éntrelos dias 12-21, 12-38 y 17-21 de prefiez en la oveja,
vaca y cabra respectivamente y ejerce un efecto paracrino en el endometrio para bloquear el
mecanismo luteolitico. (Hernandez et al., 2008)

Los rumiantes han evolucionado una via de sefializacién Unica para permitir la comunicacion con la
madre, le informara de su condicién de embarazada, y evitar la regresion lutea. (Roberts et al, 2008)
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El reconocimiento materno de la prefiez es el proceso fisiologico en el cual el embrion, mediante
sefiales moleculares como la secrecidn de interferon tau (IFN-t), anuncia su presencia en el tracto
reproductivo materno, con el fin de evitar que se desencadene el mecanismo luteolitico ejercido por
la prostaglandina F2a (PGF2a) sobre el cuerpo luteo, prolongando la vida de éste y garantizando la
produccion de progesterona para el mantenimiento de la prefiez. Los eventos que influyen en este
proceso fisioldgico son una interaccion de diferentes 6rganos como el ovario, utero y embridn.
Aunque se considera al IFN-t como la sefal primordial para que se dé el reconocimiento materno de
la prefiez, es importante tener en cuenta el papel que cumplen los estrégenos, progesterona y
prostaglandinas en los procesos de sefalizacion molecular que ocurren durante la ventana de
implantacion. (Lépez & col, 2008)

El interferon-tau (IFNT) es un IFN de tipo | tiene la virtud de controlar la transcripcion que limita la
expresion del trofoblasto de rumiantes antes de su implantacion. Uno de los principales, pero
probablemente no el unico papel de las citoquinas, es el de silenciar la liberacion pulsatil de
prostaglandina-F2a (PGF2a) del endometrio uterino materno, por lo tanto, bloqueo de la lutedlisis.
Curiosamente, al menos 12 diferentes IFNT han sido identificados a partir de conceptus bovinos, a
pesar de la aparente responsabilidad singular del mantenimiento de la prefiez por las citoquinas.
(Rasmussen & Col., 2005, citado por: Walker & Col, 2009)

En comparacion con otros IFN de tipo I, la expresion IFNT es Unica en al menos cuatro aspectos:
que se limita a los rumiantes ungulados, hay una falta de induccién viral, la expresion se limita a
trofoectodermo y la sintesis de altos niveles se mantiene durante varios dias y luego termina.
(Roberts et al, 2008)

Las especies de animales domésticos son ovuladoras espontaneas y muestran ciclos estruales que
dependen del utero. Una coordinacion cercana entre procesos dinamicos en el endometrio uterino y
el ovario es decisiva para establecer un ambiente uterino apropiado para la prefiez y que coincida
con el momento de la receptividad sexual y la ovulacion. Después de un apareamiento y una
fecundacion exitosos, el embrion debe anunciar su presencia al sistema materno y bloquear la
regresion del cuerpo lUteo (CL), proceso denominado lutedlisis, a fin de mantener la produccién lutea
de progesterona. La presencia del cuerpo luteo es esencial para el establecimiento de la prefiez en
todos los animales domésticos. El embrién sintetiza y secreta esteroides y/o proteinas para sefialar
su presencia al sistema materno. Estas moléculas sirven para modular la sintesis y/o liberacion de
prostaglandina F2q luteolitica del Utero y evitar la regresion del CL. Durante el periodo critico de la
liberacion de PGF2q uterina, el embrién debe cubrir una gran parte del endometrio paterno para
regular la produccion de PGF2, (Figura 38). (Hafez, 2002)

La prefiez generalmente ocurre a pesar de la amenaza inmunolégica contra el embridn, debido a
que en el trofoblasto esta alterada la expresion del antigeno del complejo mayor de
histocompatibilidad (HCM), comparada con la mayoria de los tejidos. Ademas la prefiez esta
asociada con cambios regulados localmente en funcién de linfocitos endometriales maternos.
(Hansen, 1996)

Durante la prefiez se crea un ambiente uterino en el cual los tejido maternos y el trofoblasto secretan
moléculas linfocito-inmunitarias que disminuyen la reaccion inmune. Datos obtenidos en otras
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especies sugieren que durante la prefiez hay también cambios especificos en la actividad funcional
de los linfocitos maternos que llevan a:

e Redireccionar la respuesta inmune mas alla de la inmunidad celular.

e Elevar la tolerancia a los antigenos del concepto.

e Activar poblaciones especificas de linfocitos involucrados en la inmunosupresion o liberacion
de citoquinas que estimulan la funcion plaquetaria.

De alguna manera, el reconocimiento materno de los antigenos del conceptus podria ser beneficioso
en los estadios finales del parto, porque la retencion de placenta es mas frecuente cuando madre y
ternero comparten antigenos HMC. Aunque actualmente es solo a nivel especulativo, existe la
posibilidad de manipular las funciones inmunoldgicas para mejorar la funcidn reproductiva: alteracion
de las respuestas inmunes para reducir la mortalidad embrionaria temprana o afectar la funcion
placentaria, prevencion de abortos causados por enfermedades virales, aumento de los mecanismos
de defensa antimicrobianos uterinos y reduccién de la frecuencia de retencion placentaria. (Hansen,
1996)

La accion antiluteolitica del embrion se ejerce por medio de una o varias proteinas que pueden
bloquear la sintesis de PGF2y por la mucosa uterina. Estas proteinas, llamadas primeramente
antiluteolisinas, luego proteina trofo-blastica bovina, estan aparentemente reguladas por el interferon
—tau (IFN-t). (Alonso & Caccia, 2007)

El IFN-t es producido por los rumiantes ungulados en las células mononucleadas del trofoectodermo
durante el periodo de la implantacion. Tiene una accion reguladora sobre la actividad de ciertos
genes, activando su transcripcion y la sintesis de proteinas que actuarian bloqueando
especificamente uno o mas pasos de la sintesis de PGF2q. Su funcion primaria es informar la
presencia del embrion y rescatar el CL de la lutedlisis para que se transforme en CL de la gestacién;
en la vaca esto ocurre aproximadamente el dia 16. (Alonso & Caccia, 2007)

La produccion de IFNT por el conceptus de las especies bovina y ovina comienza en la fase de
blastocisto, cuando en una expresion por célula base es muy baja y luego aumenta a medida que el
embrion comienza a elongarse. El comienzo de la elongacion del embridn y la produccion de IFNT
méxima es muy variable de animal a animal, pero se correlaciona con el aumento de las
concentraciones de progesterona sérica materna. (Roberts et al, 2008)
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Figura 31. Condiciones endocrinas de una hembra prefiada y de una no prefada.
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Fuente: Pathways to Pregnancy and Parturition (2001)

Otra proteina que interviene indirectamente en el mantenimiento del CL es la proteina especifica de
la prefiez B (PSPB), que induce secrecién de PGE la cual tiene una accién luteotrofica y
luteoprotectora. Es secretada por las células binucleadas del ectodermo trofoblastico y su presencia
puede ser detectada en sangre de vacas prefiadas desde la tercera semana de gestacion hasta 8-9
semanas post-parto. El endometrio de vacas prefiadas produce un inhibidor de la sintesis de
prostaglandina endometrial (EPSI) que especificamente reduce la sintesis de PGF2,. Este inhibidor
parece ser el acido linoleico. La proporcion de este acido con el acido araquidonico (precursor de
PGF2,) es mucho mas alta en vacas prefiadas que en las no prefiadas, lo que sugiere una funcion
importante de las alteraciones en la composicion de lipidos del tejido uterino en el reconocimiento

materno de la prefiez en la vaca. No existe evidencia de un EPSI en la oveja. (Maena & Callejas,
1998)

La mortalidad embrionaria durante el periodo de preimplantacién es un elemento clave contribuyente
a la reduccion de la fertilidad en el ganado bovino, con un maximo de 40% del total de la pérdida de

embriones que se situa entre Dias 8-17 de prefiez. (Thatcher & Col., 2001, citado por: Fouladi et al.,
2007)

Esta etapa de pérdida embrionaria coincide con el efecto inhibidor del interferon tau (IFNs),
producido por células del trofoectodermo de los embriones, sobre la liberacion de prostaglandinas
del utero. Esto sugiere que una proporcion de embriones no son capaces de inhibir F2A
prostaglandina (PGF2a) la liberacion conduce a la regresion de la CL, la reduccion en la produccion

de progesterona, y la interrupcién de la prefiez. (Robinson & Col., 2006, citado por: Fouladi et al,
2007)
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Figura 32. Tercera etapa del ciclo estral dia 14 al 21 posestro
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Figura 3: Tercera etapa del ciclo estral dia 14 al 21 pos-estro, A; ovario, B; hormonas C; tracto re-
productivo y D; desarrollo embrionario.

Fuente Lopez Cardona, Reconocimiento materno de la prefiez e implantacion del embrion (2008)

Por lo tanto la calidad del embridn en la etapa de preimplantacion, y su capacidad para comunicarse
con las células del utero, son fundamentales para el establecimiento y la continuacién de la prefiez.
Cambios a corto plazo en el plano de la nutricion han demostrado tiener un efecto directo sobre la
dinamica folicular ovérica en el ganado, sin ningun tipo de cambios en las concentraciones
circulantes de gonadotropinas. (Webb & Col., 2003, citado por: Fouladi et al, 2007)

3.4.1 Mecanismo de sefializacion por interferon-tau en las células endometriales

¢ Como actua el INF-t como factor antiluteolitico? Inicialmente se creia que el efecto del INF-t se
ejercia sobre la expresion del COX-2, enzima importante en la via de produccién de PGF2q, sin
embargo estudios posteriores han demostrado que la inhibicion se da en otra parte de la via
propiamente en la sintesis de receptores para la oxitocina (OTR). La células endometriales poseen
un receptor membranal para los interferones tipo | llamado IFNAR, el INF-t se acopla a este receptor
para inducir una sefial intracelular que genera la produccion de proteinas tales como el IRF-1 (factor
regulador del interferon 1), IRF-2 (factor regulador del interferon 2), proteina Mx, 2 microglobulina
entre otras. El IRF-2 actua como inhibidor del receptor de estrgenos (RE2q) en la célula
endometrial, evitando la union hormona-receptor necesaria para la sintesis de OTR, asi no habra
receptor que reciba el estimulo para la produccion de PGFq. (Lopez & col, 2008)
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Mediante este mecanismo de sefalizacién del INF-t se mantiene la produccion de P4 por el cuerpo
luteo, mientras el embrion continta con la fase de aposicion en los dias 18 a 19 pos-estro, donde
existe contacto célula a célula. El embrién se inmoviliza en el utero por medio de la integracion de
las células diferenciadas del trofoectodermo embrionario con las microvellosidades del epitelio
endometrial. Finalmente se da la fase de adhesion caracterizada por la fusién de las membranas
trofoblastica con membranas de las células endometriales. La adhesidn se da gracias a un numero
de moléculas de adhesion expresadas tanto por las células del trofoectodermo como por las células
endometriales, que permiten la union célula a célula. (Lopez & col, 2008)

3.4.2 Moléculas de adhesion

Las moléculas de adhesion presentes en la membrana celular permiten la unidn entre células vy
median procesos como la embriogénesis, la remodelacion de tejidos, la cicatrizacion y la migracion
de células. Estas moléculas se clasifican dependiendo del tipo de unién si es célula a célula como
las caderinas en inmunoglobulinas o células de la matriz extracelular como integrinas. La produccion
de moléculas de adhesion en la implantacién de embriones bovinos se da tanto en las células del
trofoectodermo como en las células endometriales. Las integrinas a 'y B y L-selectina, son algunas de
las moléculas implicadas en el proceso de implantacion, se unen a componentes de la matriz
extracelular como el GlyCAM-1 (molécula de adhesion celular glicosilada 1), galactin-15 y
osteopontina que son secretadas por las células del endometrio. Las moléculas de adhesién se
activan dependiendo de diferentes factores como la progesterona (P4) y el INF-t, también pueden
ser activadas por otras moléculas como la unién de L-selectinas a GlyCAM-1 que activan las
integrinas 1y p2. (Lopez & col, 2008)

3.5 ACEPTACION INMUNOLOGICA DEL CONCEPTUS ALOGENICO

Se han propuesto varios mecanismos de defensa para evitar el rechazo del trofoblasto por parte de
la madre:

a) La placenta sirve como barrera para el paso de células fetales y maternas.

b) El trofoblasto tiene una susceptibilidad disminuida a la lisis ejercida por linfocitos citotdxicos
aloespecificos por las células asesinas y macrofagos de los antigenos derivados del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH).

c) Eltrofoblasto es poco antigénico, pues en el caso de los humanos, por ejemplo, no expresa
antigenos clase Il del CMH, ni los de la clase | al final de la gestacién.

d) Inmunosupresion local causada por linfocitos, hormonas, prostaglandinas u otros factores
secretados por el Utero, el trofoblasto o células linfoides. (Hernandez et al., 2008)

Actualmente se acepta que existen fenomenos de inmunosupresion frente a los antigenos paternos
que porta el conceptus, como un mecanismo de tolerancia inmunoldgica. Se ha postulado que la P4
tiene accion en este sentido, aunque ha sido cuestionada. (Low & Hansen, 1988 citado por:
Hernéndez et al., 2008)

Se han observado cambios en la morfologia de los linfocitos granulares durante la implantacién en
primates los cuales podrian estar relacionados con los mecanismos de inhibicidon de la respuesta
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inmune. Estos linfocitos granulares intraepiteliales del Utero de la oveja, aparecen metabolicamente
activos desde la mitad de la gestacion hacia adelante y pueden desempefar algun papel en la
prefiez o el parto. (Lee & col., 1992 citado por: Hernandez et al., 2008)

En conclusion se ha propuesto que la aceptacion inmunoldgica del conceptus bovino puede
explicarse parcialmente, porque hay una expresion reducida de las proteinas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) en la superficie del conceptus. Asi mismo, tanto el trofoblasto como el
utero secretan sustancias que inhiben la accion de los linfocitos para disminuir la reactividad
inmunoldgica. Posiblemente, como sucede en otras especies, hay una baja respuesta celular inmune
y tolerancia temporal a los antigenos del conceptus. Por otro lado, durante la gestacion, hay
activacion de linfocitos comprometidos con la inmunosupresién o liberaciéon de citoquinas que
estimulan la funsion placentaria. Al final de la gestacion, el reconocimiento de antigeno puede tener
algun beneficio, puesto que la retencién de placenta es mas frecuente cuando el feto y la madre
comparten los antigenos tipo | del CMH. (Hansen., 1997 citado por: Hernandez et al., 2008)
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CONCLUSIONES

En casi todas las especies de mamiferos no hay division mitdtica de la célula germinal
femenina después del nacimiento, de manera que, el numero de ovocitos presentes al
nacimiento representa el total disponible durante la vida del animal.

Los foliculos primordiales inician su crecimiento y diferenciacion en un proceso
aparentemente continuo pero irreversible que es conocido como foliculogénesis. Cuando un
foliculo primordial entra al grupo de crecimiento, este seré conducido a uno de dos hechos:
la degeneracion por atresia (sufrida por el 99% o mas) o la ovulacion alcanzada por muy
pocos. El intervalo requerido para la activacion de un foliculo primordial durmiente hasta su
ovulacién ha sido estimado en 180 dias.

Cuando la capa de células de la granulosa se transforma de aplanadas a cuboidales y la
teca interna comienza su diferenciacion, al foliculo en desarrollo se le denomina foliculo
primario. Su crecimiento al siguiente estadio, que es el de foliculo secundario, se completa
por la proliferacion de las células de la granulosa. Los foliculos en estos dos estadios se
describen colectivamente como preantrales. La formacion de la cavidad del foliculo que
forma el antro liquido es el siguiente estadio en su desarrollo. Los foliculos antrales existen
en el ovario bovino con didmetros comprendidos en el rango de 0.1 a 20 mm. Generalmente
se acepta que la formacién del antro es un evento influenciado por las gonadotrofinas y que
la FSH es la principal hormona responsable.

Una onda de desarrollo folicular se puede definir como el desarrollo arménico y simultaneo
de varios foliculos antrales pequefios, en promedio 24 por onda con un rango de 8 a 41,
funcionando a través de estadios integrados de reclutamiento, seleccion y dominancia
folicular.

La actividad reproductiva se determina y clasifica a partir del conocimiento de la dindmica de
la funcidén ovarica, de la concentracion de hormonas reproductivas circulantes, de la
fisiologia molecular y celular, y de las interacciones fisiologicas que son el fundamento de
las condiciones ovulatorias y anovulatorias.

En el mecanismo molecular de la ovulacion, esta involucrado el pico preovulatorio de LH que
provoca cambios en la estructura del foliculo, en la actividad proliferativa y en la
esteroidogénesis de las células de la granulosa.

El desarrollo completo del cuerpo luteo toma aproximadamente tres dias (Dia 2 a 5 del
ciclo). A pesar de que algunos foliculos comienzan a crecer el Dia 1 del ciclo, la
progesterona secretada por un cuerpo luto activo evita que ellos maduren y por lo tanto se
degeneren. Durante los dias 16 a 18 del ciclo, si el Utero no ha detectado la presencia de un
embrion, manda una sefial hormonal (prostaglandinas) que produce la regresién del cuerpo
luteo. Esta regresion remueve la inhibicién de las fases finales del crecimiento folicular y le
permite al foliculo dominante completar su maduracion. Esto conduce a un nuevo celo y al
comienzo de un nuevo ciclo.
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La fertilizacién es la unién de un évulo y un espermatozoide para producir la primera célula
del embrién. La fertilizacion toma lugar en el oviducto. EI embrién entra al utero dos a tres
dias luego de la fertilizacion.

La célula original, normalmente el 6vulo fecundado, provisto de una cierta cantidad de vitelo,
inicia su desarrollo mediante una segmentacion en la que la célula original se divide
repetidas veces, nutriéndose a partir de sus propias reservas.

El cigoto formado en la fecundacion, se divide dando dos células hijas o blastomeros, luego
cada uno de éstos se segmentan segun un plano perpendicular al primer plano de division,
quedando un estadio de 4 blastdmeros. Continta el proceso de segmentacion con sucesivas
divisiones y cuando se llega a un numero determinado de blastdmeros que depende de la
especie y generalmente no mas de 128, queda una estructura que recuerda el aspecto de
una mora o morula, sin que se haya producido aumento de tamafio.

La implantacion consiste en la formacién de cerca de 80 a 100 estructuras donde el tejido
fetal (cotiledon) y el tejido materno (cartinculas) se pliegan juntos.

El reconocimiento materno de la prefiez es el proceso fisioldgico en el cual el embrién,
mediante sefiales moleculares como la secrecion de Interferén tau (INF-t), anuncia su
presencia en el tracto reproductivo materno, con el fin de evitar que se desencadene el
mecanismo luteolitico ejercido por la prostaglandina F2a (PGF2a) sobre el cuerpo liteo,
prolongando la vida de éste y garantizando la produccidn de progesterona para el
mantenimiento de la prefiez.

Entre los dias 12 a 16, el embridon deberé secretar grandes cantidades de Interferon t para
mantener el CL activo e impedir la secrecion del factor luteolitico (PGF2a), por lo tanto existe
intima relacion P4 e Interferdn t, lo que redunda en un buen desarrollo embrional.

Las hembras que presentan pronta alza de P4 inmediatamente después de la ovulacion,
permiten al embrion secretar adecuadas cantidades de Interferon t, por lo cual éste
sobrevivira, caso contrario en el cual la secrecion de P4 es lenta, la produccion de Interferdn
sera menor y el cigoto morira, siendo absorbido; lo anterior permite afirmar que ciclos
interestrales disclicos prolongados (irregulares) indican muerte del embridn; aqui tampoco
podemos descartar una serie de enfermedades reproductivas, especialmente DVB, IBR,
campilobacteriosis y trichomoniasis, ademéas de una pobre condicién corporal (< 2.50), lo
que indica deficiencia energética del animal (disminucion de la actividad secretora del CL).
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