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RESU1\'lEN 

Zárate Martínez Juan Prisciliano. EFECTO DE LA APLICACION DE LIQUIDO 
FOLICULAR EQUINO LIBRE DE ESTEROIDES SOBRE LA FUNCION LUTEA DE 
OVEJAS EN ANESTRO ESTACIONAL INDUCIDAS A OVULAR CON hCG. Unjo la 
supervisi6n de: PhD. Luis Albcrto Zarco Quintcl'o y MPA. Viccntc Octavio Mcjía 
VilIanueva. 

El trabajo se realizó en el Centro de Enseñanza Práctica, Investigación y Extensión en 
Rumiantes, ubicado en el Km 29 de la carretera federal México Cuernavaca. El objetivo fue 
comprobar si la elevación de progesterona (P4) que se ha observado en ovejas a las que se les 
aplica Líquido Folicular Equino libre de esteroides (LFE) es dependiente de la presencia de un 
cuerpo lúteo. Se utilizaron 24 ovejas a las cuales durante el mes de mayo se les tomaron 
muestras de sangre 2 veces por semana durante 2 semanas para determinar los niveles de P4 y 
confirmar el anestro estacional. Posteriormente se formaron aleatoriamente 4 grupos: A las 
ovejas del grupo hCG + LFE se les aplicaron 1000 DI de hCG para inducir la ovulación, y él 

partir del tercer día de la inducción se les administró por vía endovenosa 3 mi de LFE libre de 
esteroides cada 8 h durante 12 días; las ovejas del grupo hCG también se indujeron a ovular 
con 1000 DI de hCG, pero no se les aplicó LFE; a las ovejas del grupo LFE no se les indujo a 
ovular con hCG, pero se les aplicó LFE; las ovejas del grupo testigo no fueron inducidas a 
ovular ni se les aplicó LFE. A todos los animales se les tomaron muestras de sangre cada 4 h 
durante 12 días y se determinaron los niveles de P4 por radioinmunoanálisis. Se determinó la 
duración de la fase lútea de los dos grupos inducidos a ovular, encontrándose que en el grupo 
tratado con hCG y LFE el 80% de los animales presentaron fases lúteas normales y el restante 
20% presentaron cuerpos lúteos de corta duración. En contraste en el grupo tratado solamente 
con hCG todas las fases lúteas fueron de corta duración. Para los efectos de la presencia o 
ausencia de cuerpo lúteo (inducción de ovulación o no) y de la aplicación de LFE sobre los 
niveles de P4 se utilizó un análisis de varianza de 2 factores (fratamiento y Día) con el efecto 
de animal anidado dentro del Tratamiento. Se comparararon los días en que se produjeron 
diferencias entre grupos utilizando la prueba de Bonnferroni para comparaciones múltiples. 
Los efectos de tratamiento, día y la interacción tratamiento por día, fueron altamente 
significativos (p < 0.01). Se observó que desde el día 5 del ciclo, las concentraciones de P4 
de las ovejas del grupo hCG+ LFE comenzaron a elevarse más que en los otros grupos. Y a 
partir del día 6 las concentraciones fueron estadísticamente más elevadas (p < 0.01) que en los 
otros tres grupos. La aplicación de LFE en el grupo que no fue inducido a ovular no resultó en 
concentraciones mayores de progesterona en comparación con el grupo testigo, por lo que la 
elevación en las concentraciones de P4 no se debe a que el LFE contenga P4 o estimule su 
producción en algún tejido diferente al cuerpo lúteo, ya que no se produce en ausencia de este 
último. Se concluye que el LFE es capaz de estimular la función lútea y alargar la vida de los 
cuerpos lúteos en ovejas inducidas a ovular con lleG. 



En los rumiantes existen varids condiciuli~':; II\l\illSgicils ell 1;1 ',I! _ prOdl!,~C!l ciclos 

estrales de corta duración debido a ulla regresión j)1l:1l1atura del CLlU;'lJ llJll , , Así, l'!) \'j plimer 

ciclt cstral al llegar a la pubertad, al inicio lk la (~poca rcproduCli\<I, ) \;i1 el pri¡llC[ ciclo 

estral post-parto, se desarrollan cuerpos lútc,os de corta duración (18,28), 

Las causas de la corta vida de estos cuerpos lúteo:, todaví:¡ no se conocen 

completamente. Sin embargo, diversos estudios indican que puede debuse a una liberación 

prematura de prostaglandina F2Q1 (PGF2Q1) (18), 

Se ha demostrado que al inducir la ovulación en ovejas en anestro mediante la 

administración de Gonadotropina Coriónica Humana (hCG) (3,11), o con la hormona 

liberadora de Gonadotropinas (GnRH) se provoca la formación de cuerpos lúteos de corta 

duración (3,40,41,56,), por 10 que estos tratamientos se han establecido como un modelo para 

el estudio de esta deficiencia lútea y su posible prevención (18,28), 

En ovejas inducidas a ciclar con hCG durante el anestro también se ha demostrado que 

es posible evitar la regresión prematura del cuerpo lúteo mediante la administración de Uquido 

folicular equino libre de esteroides (LFE) (3), el cual es rico en inhibina (51). 'ra.mbién ha sido 

posible retrasar la luteólisis en ciclos estrales normales mediante la administración de LFE (45) 

o de líquido folicular bovino libre de esteroides (48). 

Estos efectos aparentemente se deben a que la inhibina, al reducir la secreción 

hipofisiaria de FSH (1,42) suprime el desarrollo folicular (14,46) y la secreción de estrógeno s 

de estos folículos (3). El establecimiento de un patrón lut.eolítico (pulsátil) de secreción de 

PGF2a (62) requiere de la presencia de estrógenos (38), por lo que al bloquearse la 

producción de estrógenos no se destruye el cuerpo lúteo. 

Además de sus efectos luteolíticos, en los estudios realizados hasta la fecha, se ha 

encontrado un efecto inesperado d~} LFE, que consiste en la elevación de las concentraciones 

'Circulantes de progesterona desde el inicio del tratamiento (3,45). Este efecto luteotrópico es 

independiente de la inhibición de la luteólisis, ya que se presenta desde mucho antes de que las 



ovejas no tratadas con LFE inicien la lute61isis . A(\c/1l,b el erecto parece ser específico del 

LFE, ya que no se ha observado cuando se utiliza líquido folicular bovino como fuente de 

inhibína (5,48). El objetivo del presente trabajo es determinar el origen de esta elevación en los 

niveles de progesterona, pues podría deberse a la acción directa del LFE sobre el cuerpo 

lúteo, a la estimulación de la producción de progestcrona en un sitio diferente al cuerpo lúteo, 

o a la presencia de progesterona como contaminante en el LFE. 



11 REVISION DE LITERATURA 

2.1.1 REGULACIOr'~ DE LA SECRECION DE PROSTAGLANDINA F2(x 

El cuerpo lúteo es una glándula endócrina transitoria que se desarrolla después de la 

ovulaci6n a partir de las células de la teca interna y de la granulosa. La destrucción del cuerpo 

lúteo (lute61isis) al final del ciclo estral es causada por la secreción ele PGF2a de origen 

uterino. Entre el día 14 y 15 del ciclo estral de la oveja no gestante se establece un patr6n de 

secreci6n pulsátil de PGF2a de origen uterino, lo cual provoca una caída brusca de los niveles 

de progesterona, alcanzando niveles basales menores a 0.2 ng/ml dentro de las siguientes 24 

horas (61,62). 

Las prostaglandinas son ácidos carboxílicos con 20 carbones que contienen un anillo de 

5 elementos, y pueden tener uno, dos o tres dobles enlaces en sus cadenas laterales. La 

actividad biol6gica requiere un grupo carboxílico en posición 1, un doble enlace en e-13 y un 

I3-hidroxilo en C-15 (20). El precursor principal de las prostaglanc!inas naturales es el ácido 

graso esencial, insaturado, de 20 carbonos llamado ácido araquid6nico (20). El primer paso de 

la síntesis de prostaglandinas es la liberación del ácido araquidónico a p~u·tir de fosfolípidos de 

la membrana celular. Esta liberación es catalizada por la fosfolipasa A2 (17). Varios 

estímulos, entre ellos la distorsión mecánica de la membrana, los cambios de los flujos i6nicos, 

la isquemia, las hormonas y los fármacos, pueden activar las fosfolipasas tisulares mediante un 

proceso que depende de flujo de iones de Ca + + a partir de reservas extra e intracelulares 

(20). En la conversi6n de ácido graso libre a prostaglandina ocurre una introducci6n de 

oxígeno en los C-9 y e-ll, y el compuesto formado por esta reacci6n es el endoperoxido PUG 

y PGH. Para que estos dos compuestos se formen es necesario que la reacción sea cataÍizada 

por la enzima cic10xigenasa (20). 

Una vez formado el endoperóxido, el producto final que se sintetiza en un tejido 

determinado depende de qué enzimas metabolizantes del endoperóxido estén presentes en dicho 

tejido. Por ejemplo por la acción de la endoper6xido reductasa se forma la PGF2a (52). 

El establecimiento de un patrón de secreci6n pulsátil de PGF2a por parte del útero 

origina la lisi,s o regresión del cU,erpo lúleo (61,62,63), por lo que al momento en que se 
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establezca este patrón pulsátil determina la duración de la fase lútea (62). 

Aunque los mecanismos precisos que regulan la síntesis y secreción de PGF2cx no están 

completamente claros, se conoce que la progesterona, el estradiol de origen ovárico y la 

oxitocina, tanto de origen ovárico como hipofisiario, tienen un papel importante en la 

generación de los pulsos de la PGF2cx uterina (16,38,55). 

La progesterona producida por el cuerpo lúteo antes de la lutcólisis ejerce dos tipos de 

efectos que contribuyen a la regulación de la secreción de PGF2a; el primero consiste en la 

preparación del útero para la secreción de prostaglandinas ya que su prolongada exposición a la 

progesterona durante la fase lútea promueve la acumulación de sustancias precursoras para la 

síntesis de la PGF2cx, como el ácido araquidónico y enzimas como la sintetasa de 

prostaglandinas (38,54). Por otro lado, la proge~terona evita que en el útero aumente la 

concentración de receptores para estr6genos ya que causa su destrucción (38,55). 

Para que el útero pueda responder a los estrógenos debe haber estado expuesto a la 

progesterona durante al menos 10 a 12 días (31,33,59), ya que después de 10 días de 

exposición del útero a la progesterona, esta hormona provoca la destrucción de sus propios 

receptores uterinos (38); por lo que después del día 12 del ciclo estral normal la progesterona 

deja de bloquear la acumulación de receptores para estrógenos. 

A partir de ese momento el estradiol producido por los folículos ováricos estimula en el 

endometrio la producción de enzimas como la fosfolipasa A y la cicloxigenasa, que son 

indispensables para la síntesis de PGF2a (54). Además, el estradiol estimula la síntesis de 

receptores para oxitocina en el endometrio, con lo cual la oxitocina producida por el cuerpo 

lúteo interactua con sus receptores recientemente sintetizados, lo que estimula la secreción 

endometrial de PGF2cx (38). A partir de ese momento se establece un mecanismo de 

retroalimentación positiva entre la oxitbcina y la PGF2a, el cual llega a su fin con la lute6lisis 

total (38). El estradiol de origen folicular es indispensable tanto para la aparición inicial de 

receptores de oxitocina, como para su reaparición después de cada episodio de secreción de 

PGF2a (38). 



Durante la regresión natural del cuerpo lúteo es importante que se establezca la 

secreción pulsátil de PGF2a, pues se requieren de 4 a 6 pulsos secretados a intervalos de 5 o 6 

horas entre pulso y pulso para que la luteólisis sea completa e irreversible (61,62). El 

establecimiento de este patrón se debe a que al fijarse la oxitocina a sus receptores, estos son 

internalizados, por lo que el lítero deja de responder a la hormona. Bajo la influencia de los 

estrógenos, el endometrio vuelve a sintetizar receptores para oxitocina, los cuales tardan 5 o 6 

horas en volver a la membrana, por lo que después de este tiempo el útero puede volver a 

responder a la oxitocina liberando PGF2a (38,54). 

2.1.2 MECANISMO DE ACCION DE LA PGF'2a 

En la oveja el primer efecto de la PGF2a aparece como un rápido decremento de los 

niveles séricos de progesterona (19). Inicialmen:e no hay una reducción en los receptores 

para LH en ovejas a las cuales se les administra un patrón luteoJ(tico de PGF2a (10). La 

reducción en la concentración de receptores para LH sólo se produce después de que se 

reducen los niveles séricos de progesterona (10). Esta observación es particularmente 

interesante porque los receptores para LH se encuentran en las células lúteas pequeñas, 

mientras que los receptores para PGF2a están en las células lúteas grandes (15), lo que sugiere 

que existe una comunicación entre estas células del cuerpo lúteo. El número de células lúteas 

grandes y los niveles séricos de progesterona se ven reducidos significativamente dentro de las 

primeras 12 horas después de la aplicación de una dosis luteol(tica de PGF2<x, pero el número 

de células pequeñas no disminuyen sino hasta después de 24 horas (6). 

Datos obtenidos en la oveja demostraron que la PGF2a actua a través de dos diferentes 

sistemas de mensajeros intracelulares (19). Por una parte la PGF2a activa la protein-kinasa C 

(PK-C) en las células lúteas grandes, lo que inhibe la secreción de progesterona en dichas 

células. Sin embargo, la activación de la PK-C no induce un efecto de citotoxicidad (19), por 

10 tanto no causa luteólisis estructural (39). 

Otro efecto de la PGF2a en las células lúteas grandes es eJ~~\jncremento intracelular de 
t "':f¡,oV' 

los niveles libres de Ca + +, 10 que al parecer provoca el efecto citotóxico de la PGF2a (19). 
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Thmbién se ha observado que los tratamientos con un régimen luteolítico de PGF2a resultan en 

una rápida disminución en las concentraciones de RNAm para la 3J3~hidroxiesteroide 

deshidrogenasa (311-HSD) (21). Esto indica aparentemente que la PGF2a tiene un efecto 

específico sobre la transcripción del gen para 3i3HSD, o influye sobre la degradación del 

RNAm para dicha enzima. Aunque las acciones celulares y moleculares de la PGF2a en la 

oveja han empezado a entenderse, esta hormona. puede actuar en forma diferente en otras 

especies. 

2.2 CUERPOS LUTEOS DE CORTA DURACION 

La posibilidad de inducir el estro y la ovulación en ovejas prepúberes ofrece la ventaja 

de reducir la edad al primer parto (3). Por otra parte, la inducción de ovulación en ovejas 

adultas durante la época de anestro estacional puede adelantar la época de empadre y reducir 

el intervalo entre partos. 

En el ovino generalmente se presentan fases lúteas cortas durante el primer ciclo estral 

que se presenta al inicio de la pubertad, al inicio de la época reproductiva y durante la primera 

ovulación postparto (2,18,27). Se han realizado diversos estudios para comprender el 

mecanismo que provoca la formación de cuerpos lúteos de corta duración con el fin de 

desarrollar métodos para alargar la función lútea y mejorar la eficiencia reproductiva 

(3,5,50,56). 

Para estudiar esta disfunción lútea se ha utilizado como modelo el cuerpo lúteo de corta 

duración que se forma después de la primera ovulación inducida con GnRH (5,25,26, 

27,40,41,50,56,57) o hCG (3,24) en época de anestro. 

Este cuerpo lúteo no sufre regresión prematura cuando se realiza un pretratamiento con 

progestágenos antes de inducir la ovulación (25,40). 

Evidencias recientes han demostrado que el cuerpo lúteo de corta duración es 

intrínsecamente normal (3,18) Y que su vida corta se debe a una programación inadecuada de 

la secreción de PGF20! (8,9,24,26,57) debido a una pobre exposición uterina a la progesterona 
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del ciclo estral anterior lo que promueve la aparición prematura de receptores para estrógenos 

y oxitocina (28,33,59,64), lo que conduce al establecimiento prematuro de un patrón luteolftico 

de PGF2a (8,26,64). 

En los animales con fase lútea corta la fertilización no se ve afectada, sin embargo, la 

gestaci6n no se establece debido a que el embrión no tiene tiempo de proporcionar el mensaje 

para el reconocimiento materno de la gestación (4). 

2.3 LIQUIDO FOLICULAR E INHIBINA 

El líquido folicular cumple varias funciones dentro de la fisiología ovárica de los 

mamíferos, incluyendo la es~eroidogénesis, el crecimiento folicular, la maduración del ovocito, 

la ovulaci6n y el transporte del ovocito por el oviducto. El líquido folicular contiene diferentes 

componentes no esteroidales, como las sustancias inhibidoras del desarrollo folicular, entre las 

que se incluyen a la inhibina y la folistatina (13,14), y sustancias activadoras como la activina 

(13,14), además de diversas proteínas 0váricas inhibidoras: los inhibidores de la maduraci6n 

de los ovocitos, los inhibidores de la luteinizaci6n y los inhibidores de la uni6n de la FSH a su 

receptor (23,29,53). La inhibina es una glicoproteína gonadal formada por dos subunidades 

(a y B) unidas por puentes disulfuro. Esta glicoproteína se acumula en el líquido folicular de 

todos los mamíferos, incluyendo a la oveja (13,43). Se ha demostrado que son las células de la 

granulosa de los folículos antrales las que producen la inhibina (7,12,30,51). La FSH estimula 

el crecimiento, la mitosis y la completa diferenciaci6n de las células de la granulosa de los 

folículos preovulatorios, para que adquiera su máxima actividad aromatizante y se produzcan 

cantidades inportantes de inhibina (1,22,44). Existe una correlaci6n positiva entre la 

concentraci6n de inhibina en el líquido folicular y el número de células de la granulosa por 

folículo, así como también una correlación positiva de la concentración de inhibina con el 

diámetro folicular, pero s610 en relaci6n a folículos no atrésicos (22). 

En la oveja tanto la FSH como la hormona luteinizante (LH) son necesarias para el 

desarrollo de folículos antrales grandes. 

La secreci6n de FSH está controlada por un mecanismo de retroalimentaci6n negativa 
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que ejercen dos hormonas ováricas, la inhibina y el estradiol (11,35,36,37). La inhibina actúa 

directamente a nivel hipofisiario suprimiendo la síntesis y la secreción de la FSH (13). 

Después de la ovulación hay un segundo pico de FSH, el cual ocurre 24 horas después 

del pico de LH, este segundo pico de FSH tiene como finalidad reclutar y madurar los 

siguientes folículos preovulatorios (28). El pico secundario de FSH se produce debido a que 

después de la ovulación hay una disminución marcada de la secreción pulsátil de estradiol e 

inhibina, por 10 que se reduce la retrnalimentación negativa sobre la secreción de FSH (1). 

Además la secreción de androstenediona y testosterona también estan suprimidas. lo que 

sugiere que la inhibición en la secreción de estradiol es debida a una desensibilización de las 

células de la teca. 

Debido a su gran cantidad de inhibina la administración de líquido folicular bovino en 

ovejas provoca una disminución en las concentraciones circulantes de FSH, por lo que en las 

ovejas así tratadas se reduce el número de folículos y el diámetro de los folículos más grandes 

(46). La actividad folicular inhibida provoca un retraso en el inicio del estro en ovejas y 

vaquillas (46). Por otra parte, se ha demostrado que el líquido folicular equino (LFE) tambien 

contiene grandes cantidades de inhibina, por lo que el tratamiento con LFE libre de esteroides 

suprime la secreción de FSH en yeguas (47). 



2.4 UTILIZACION DE LIQUIDO FOLICULAR PARA EVITAR LA REGRESION 
PREMATURA DEL CUERPO LUTEO 

En ovejas inducidas a ciclar con hCG durante el anestro se ha demostrado que es 

posible evitar la regresión prematura del cuerpo lúteo mediante la administración de líquido 

folicular equino libre de esteroides (LFE), (3). También ha sido posible retrasar la lute6lisis en 

ciclos estrales normales mediante la administración de LFE (24) o de líquido folicular bovino 

libre de esteroides (48). 

Estos efectos aparentemente se deben a que la inhibina, al inhibir la secreción 

hipofisiaria de FSH (1,42) suprime el desarrollo folicular (14,46) y por lo tanto la secreción de 

estrógenos (3). Los estrógenos son indispensables para que el útero pueda establecer un patrón 

luteolítico (pulsátil) de secreción de PGF2a (38,62) por lo que al no haber estrógenos en 

animales tratados con líquido folicular no se destruye el cuerpo lúteo (5). 

En los estudios realizados hasta la fecha se ha encontrado un efecto inesperado del LFE 

, este efecto consiste en la elevación de las concentraciones circulantes de progesterona desde 

el inicio del tratamiento con LFE (3,45). Este efecto luteotr6pico es independiente de la 

inhibición de la lute6lisis, y~ que se presenta desde mucho antes de que las ovejas no tratadas 

con LFE inicien la lute6lisis . Adem.ás el efecto parece ser específico del LFE, ya que no se ha 

observado cuando se utiliza líquido folicular bovino como fuente de inhibina (5,48). El 

objetivo del presente trabajo es determinar el origen de la elevación en los niveles de 

progesterona, pues podría deberse a la acción directa del LFE sobre el cuerpo lúteo, a la 

estimulación de la producción de progesterona en un sitio diferente al cuerpo lúteo o a la 

i! presencia de progesterona como contaminante en el LFE. 
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III OBJETIVOS ESPECIFICOS 

Evaluar si el LFE estimula la función lútea, para la cual se compararon los perfiles de 

progesterona circulante durante los primeros 7 días postovulación en ovejas inducidas a ovular 

con hCG y tratadas o no con LFE. 

Evaluar si el LFE estimula o provoca una elevación en las concentraciones de 

progesterona de origen no hlteo, para lo que se compararon los perfiles de progesterona en 

ovejas en anestro tratadas o no con LFE. 



IV MATERIAL Y METOnOS 

4.1 LOCALIZACION 

Este trabajo se realizó en el Centro de Enseñanza Práctica, Investigación y Extensión 

en Rumiantes (CEPIER), dicho centro se encuentra ubicado en el km 29 de la carretera federal 

México Cuernavaca, Delegación Tlalpan, D.F. a 2760 msnrn, 19° latitud norte y 99° longitud 

oeste. El clima de la región es de tipo c(w) (w) b (ij), que corresponde al clima semifrío­

semihúmedo, con lluvias en verano y una precipitación pluvial de 800 a 1200 mm. 

4.2 OBTENCION DE LIQUIDO FOLICULAR EQUINO LIBRE DE ESTEROIDES 

El Líquido Folicular Equino se obtuvo con jeringas estériles a partir de folículos 

ováricos de yeguas sacrificadas en un rastro local. 

El líquido obtenido se depositó en frascos con tapón de rosca, que se mantuvieron en 

hielo para su posterior transporte al laboratorio, en donde se sometió a una primera 

centrifugación a 2500 rpm durante 15 minutos a - 4 oC con la finalidad de eliminar las 

impurezas y detritos celulares. Posteriormente, y con la finalidad de remover las hormonas 

esteroides presentes en el líquido folicular se le añadió carbón vegetal activado (lO mg/ml) más 

dextran (0.1 mg/ml), y se agitó durante una hora a 25°C. Para retirar el carbón activado el 

líquido se centrifugó a 3000 rpm durante 30 minutos a - 4 oC, procediendo a decantarse el 

líquido sin carbón en un tubo. El proceso de centrifugación y de decantación se repitio 6 veces 

y se filtro en papel filtro del número 1 para clarificarlo. El líquido obtenido después de la sexta 

centrifugación se considero libre de esteroides (LFE); para conservarlo se le añadió penicilina 

G sódica (100 UI/mI) para evitar la contaminación microbiana y se mantuvo a - 20 oC hasta 

su utilización (34). 
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4 .. \ ,\N 1M" I.I'~'" \' TltATA/\ liENTO 

Se lI\ilil.lll'OlI :14 ovejas él las cuales antes de iniciar el experimento se les tomaron 

mUl!slms dl~ sallgre Yllgular '2 veces por semana durante 2 semanas para determinar los niveles 

de progcslcronél y Cllll n rmar el estado de anestro estacional. De las 24 ovejas evaluadas, 5 ya 

cstahall ciclando. por lo {jlle fueron eliminadas del estudio, las restantes 1 q se encontraban en 

Hnestro y fucron distrihuidas al azar en 4 grupos experimentales. A las hembras del primer 

grupo (Grupo hCU -1- LFE) 11 ,== 5 SI' les aplicaron 1000 111 de Gonadotropina Coriónica 

Humana (hCG) para IndUCir la ovulación (3,12). ya partir del tercer día de la inducción se 

les aplicáron por vea cndovenosa 3 mI de LFE libre de esteroides cada 8 horas durante 12 

días (3). El segundo grupo (Grupo hCG) n = 5 también se indujo a ovular con 1000 DI de 

hCG pero a este grupo no se le aplicó LFE. Al tercer grupo (Grupo LFE) n = 5 no se le 

indujo a ovular con hCG, pero si se les aplicó 3 mI de LFE libre de esteroides cada 8 horas 

durante 12 días. El cuarto grupo (Grupo testigo) n = 4 no fue inducido a ovular con hCG ni 

se le aplicó LFE libre de esteroides. A todos los animales de los 4 grupos se le tom6 una 

muestra de sangre cada 4 horas durante 12 días. Las muestras de sangre se obtuvieron por 

punción yugular en tubos con heparina, para posteriormente centrifugarse y separar el plasma. 

El plasma se congeló a - 20 oc hasta la determinacíón de los niveles de progesterona mediante 

radioinmunoanálisis en fase sólida (58). 

4.4 ANALISIS ESTADISTICO 

Se definió la longitud de la fase lútea como el intervalo de tiempo entre el momento en 

que las concentraciones de progesterona sc elevaron por encima de I ng/ml y el momento en 

que bajaron de ese nivel (62). En bast~ él lo anterior las fases ItHcns se l:lasi licaron en normales, 

cuando duraron 10 o más días, y de corta durachjn cuando duraron menos de 10 dfas. Se 

determinó el porcentaje dc ovejas dc cada grupo qllc prcscntaron ovulnción, y las que 

permanecieron en anestro. por medio ele la prueba exacta de Fisher. Ln proporcilSn de 

ovulaciones que resultaron en cue'l)OS lúteos normales o en elll.~rpos hHeos de corta durnci(Sn se 

comparó también mediante la prlll~ba exacta de Físlwr. Hn lodo~ los grupos se c:onslclmó como 

1 ') 



día () el momento en 'lile los grupos trmados con hCG recibieron esta hormona. Para comparar 

las concentraciones de progesterona en diferentes dras y distintos grupos de ovejas se utilizó 

un análisis de varianza multifactorial para mediciones repetidas; en el que se consideraron 

como variables independientes el tratamiento y el día del ciclo estral, con el efecto del animal 

anidado dentro del tratamiento. Para determinar en que días se produjeron diferencias 

significativas en los valores de progesterona entre grupos, se utilizó la prueba de Bonnferroni 

para comparaciones múltiples (49). Se comparó mediante la pmeba de " t " de Student el área 

bajo la curva de progesterona durante la primera fase lútea en los grupos hCG y hCG+LFE. 



V IH¡~'iU I :1''' nos 
S.1 CONCENTRACIONES BE PIH)GESTEUONA PLASMATICA 

En la figura 1 se mucstra las c()llcentraCi()lle~i de progestcrona dc cada una de las ovejas 

del grupo hCG+ LFE. Cuatro de las 5 ovejas de este grupo (55H 1,506,1391 Y 501) formaron 

cuerpos lúteos de duración normal. En ellas, las concentracioncs dc progcsterona se elevaron 

gradualmente a partir del día 3, llegando a I ng/ml entre el <lfa 4 y 7 Y manteniéndose por 

encima de este nivel durante por lo mellos 10 días. Sólo cn una de las 5 ovejas del grupo 

hCG + LFE se formó un cuerpo lúteo de corta d \1 rae i ón (179). En este animal las 

concentraciones de progesterona sólo se mantuvieroll I igcramente elevadas entre los días 4 y 7. 

En el cuadro 1 se muestra el porc(~ntaje de animales de cada grupo que 

ovularon, así como la clasificación de las ovulaciones de acuerdo a si el cuerpo lúteo formado 

tuvo duración normal o fue de corta duración. 

Se observa que todos los animales tratados con hCG (grupos hCG y hCG + LFE) 

ovularon, mientras que la totalidad de los animales no tratados con hCG (grupos LFE y 

testigo) se mantuvieron en anestro. Al comparar el tipo de cuerpos híteos formados se observa 

que el grupo hCG+LFE tuvo menos cuerpos lúteos de corta duración (20%) que el grupo hCG 

(100%). 

En contraste, todas las ovejc:s del grupo hCG formaron cuerpos Ilíteos de corta 

duración . En la figura 2 se observa que en ellas las concentraciones de progesterona s610 se 

elevaron transitoriamente después del día 3, regresando a niveles basales entre el día 6 y 7. En 

las ovejas de este mismo grupo se observa que después de regresar el cuerpo lúteo de corta 

duración se produjo una segunda ovulación, con formación de cuerpo lúteo normal, por lo que 

as concentracio~es de progesterona que se elevan por segunda vez entre el día 10 Y 18, 

permanecen elevadas durante 10 días. 

En el grupo LFE los animales sólo fueron sometidos al tratamiento con LFE sin 

inducirlos previamente a ovular, encontrándose que solo uno de los animales 5 animales 

presentó concentraciones de progesterona indicativos de función lútea (figura 3). En todos los 

animales del grupo LFE se produjo una elevación en las concentraciones de progesterona 
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alrededor de 8 días después de suspenderse la administración de LFE. 

En el grupo testigo los cuatro an ¡males permanec icron con niveles basales de 

progesterona durante todo el muestreo (figura 4), indicando que aÜI1 se encontraban en anestro 

estacional. 

En el cuadro 1 se muestra el porcentaje de animales de cada grupo que ovularon, así 

como la clasificación de las ovulaciones de a~uerdo a si el cuerpo lúteo formado tuvo duración 

normal o fue de corta duración. Se observa que todos los animales tratados con hCG (grupos 

hCG y hCG + LFE) ovularon, mientras que la totalidad de los animales no tratados con hCG 

(grupos LFE y testigo) se mantuvieron en anestro. Al comparar el tipo de cuerpos lúteos 

formados se observa que el grupo hCG + LFE tuvo menos cuerpos lúteos de corta duración 

(20%) que el grupo hCG (100%). 

CUADRO 1. PORCENTAJE DE OVEJAS QUE PRESENTARON OVULACION, ANESTRO 
CUERPOS LUTEOS NORMALES, y CUERPOS LUTEOS DE CORTA 
DURACION EN LOS 4 GRUPOS EXPERIMENTALES. 

GRUPO 

* 
hCG+LFE 

** 
hCG 

*** 
LFE 

**** 
TESTIGO 

ACTIVIDAD OVARICA 
OVULACION % ANESTRO % 

a a 
100 O 

a a 
100 O 

b b 
20 80 

b b 
O 100 

TIPO DE CUERPO LUTEO 
NORMAL % CORTO % 

a a 
80 20 

b b 
O 100 

b b 
O 100 

a,b,c para una determinada variable (columna) valores que no 
comparten literal son significativamente diferentes (p<O.05) 

* hCG+LFE - Ovejas tratadas con 1000 U.I. de hCG en el dla O y 
con 3 mI de Liquido Folicular Equino libre de esteroides cada 8 
horas desde el día 3 hasta el día 14. 

** hCG - Ovejas tratadas con 1000 U.I. de hCG en el día o. 

*** LFE - Ovejas tratadas con líquido folicular equino libre de 
esteroides cada 8 horas desde el día. 3 hasta el día 14. 

**** Testigo - No recibieron tratamiento. 

15 



OVEJA # 5581 
GRUPO hCG+LFE 

P4 ng/ml '¡ "'---:::C==cr.=N=-=,=·n-. --:¡ ----------------1 

~~~hC~G~~++~~~N~~~~ 
..3 -~ .1 o I ~ 3 " , • I • , 1011 tí! 1:] 14 " " " 18 18 ¡o 21 n?'J}4. 4't. ;'ti 

OlAS DEL CICLO 

OVEJA # 1391 
P4 "g/mi 

GRUPO hCG+LFE 

'a 
8 
5 

4 

3 
2 

hCG 

.3 f...:!..~ I t , Al , • la, 10 ti " t:) 14 , .. l. 11 t$ l' ~ ~I U" ~ ~ :)&\ 

OlAS DEl. CICLO 

OVEJA # 179 
GRUPO hCG+LFE 

P4 ng/ml 
10.,------' 

11 

as 
7 
8 

S 

4 

3 
2 

!.FE 

CLCD 
hCG 

~~~~~~~~~~++;;;;~~ 
-3 4 .1 o 1 2 " 4 , • I • t 10 11 JI t, t4 '5 t. " II ID ~ 21 n n ~ ~ ~ 

DIAS OEL CICLO 

OVEJA # 506 
GRUPO hCG+LFE 

P4 ng/ml 
10 -,----=,----=::-----

9 - C-==-_!:!':~ - J 
ti 

7 -

6-

5 -
4 - -

3 --

2-
1 - hCl: 

CLN 

.] ·2 .1 U I 2 :1 • ~ I , t SI 1011 11 " U Hi '1 11 '1 ID lO 21 n 'l'J)I 2fi ;)I!I 

OlAS DEL CICLO 

OVEJA # 501 
P4 no/mi 

GRUPO hCG+LFE 
10.-·----r===~====,_---------. r=i:FE 11 -

a 
7 
6 

5 
4 
3-
2 

CLN 

hCG 

o f~~~~~~~~~ 
-:J -'1 .\ (l 1 1 '3 4 • f r , p 10 tt 11 I~ ,-' ti ,. Ir l' 18 lO 11 n ~ ¡.4 ;6 al 

OlAS DEl CICLO 

FIGURA 1. Concentraciones de progesterona plasmática en las ovejas del grupo hCG+ LFE, 
las cuales fueron inducidas a ovular con 1000 U.l. de hCG y tratadas con 3 mI de LFE libre de 
esteroides cada 8 horas entre los días 3 y 14 posteriores a la inyección de hCG. Cuatro de las 
ovejas (5581,506,1391 y 501) formaron cuerpos lúteos normales, mientras que una oveja (179) 
formó un cuerpo lúteo de corta duración. El día O representa el momento en que se administró 
la hCG . El período de administración de LFE se indica con una barra. Los cuerpos lúteos de 
corta duración se indican como CLCD y los cuerpos lúteos normales como CLN. 
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FIGURA 2. Concentraciones plasmáticas de progesterona, en las ovejas del grupo hCG, las 
cuales fueron inducidas a ovular con 1000 U.1. de hCG. Las 5 ovejas formaron cuerpos lúteos 
de corta duración que regresaron entre el día 6 y 7 posterior a la aplicación de hCG y fueron 
seguidos por una segunda ovulación con formación de cuerpos lúteos de duración normal. El 
día O indica el momento en que se administro la hCG. Los cuerpos lúteos de corta duración se 
indican como CLCD. Los cuerpos ltíteos de duración normal se mdican como CLN. 
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FIGURA 3. Concentraciones plasmáticas de progesterona en S ovejas que fueron tratadas con 
LFE sin ser previamente inducidas a ovular, la administración de líquido folicular no fue 
acompañada por elevación en las concentraciones de progesterona. Se produjo una elevación 
en las concentraciones de progesterona entre 8 y 10 días después de suspender la 
administración de LFE. El día O representa el momento en que se aplicó la hCG en los grupos 
que fueron inducidos a ovular. El período de administración de LFE se indica con una barra. 
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FIGURA 4. Concentraciones plasmáticas de progesterona de 4 ovejas en anestro estacional. 
Las concentraciones de progesterona se mantuvieron basales durante todo el período de 
muestreo. El día O indica el momento de administración de hCG en los grupos experimentales. 



5.2 EFECTO DE LA APLlCAC)ON DEL LIQUIDO FOL!CULAI{ EQUINO SOBRE 
LAS CONCENTRACIONES PROMEDIO DE PI{O(;ESTFJ{ONA. 

En el cuadro 2 se puede observar qtlc en vi IllOllll'nto <Iv I~I apll('al'Il)1l de gonadotropina 

coriónica humana (hCG) para inducir la ovulacl()1l (dfa cero del t'll:lo estral),los niveles de 

progestcrona fueron similares en los cuatro grupos de animales del experimento, Sin embargo, 

se observa que a partir del día 3 las concentraciones de progeslcrona de las ovejas de los 

grupos tratados con hCG comenzaron a elevarse más que en los otros grupos. Sin embargo, en 

el grupo hCG las concentraciones de progesterona regresaron a niveles basales a partir del día 

5, mientras las concentraciones de la hormona en el grupo hCG+ LFE continuaron elevándose, 

manteniendose elevadas hasta el día 14. A partir del día 6 las concentraciones de progesterona 

fueron significativamente (p< 0.01) más elevadas en el grupo hCG+LFE que en los otros 3 

grupos, manteniendose esta diferencia hasta el final de) muestreo. En el grupo hCG las 

concentraciones de progesterona comenzaron a elevarse por segunda vez a partir del día 9, 

siendo significativamente más elevadas (p < 0.01) que las de los grupos LFE y testigo en los 

días 12, 13 Y 14. Las concentraciones de progesterona siempre se mantuvieron basales en los 

grupos LFE Y testigo, no existiendo diferencia entre estos dos grupos en ningún día. 

Al comparar el área bajo la curva de progesterona (Figura 5) durante la primera fase 

lútea se encontró que fue significativamente mayor (p < O. O 1) para las ovejas del grupo 

hCG + LFE que para las ovejas del grupo hCG. En las ovejas de los otros dos gmpos no hubo 

fases lúteas, por lo que no se puede realizar la comparación. 



CUADRO 2. CONCENTRACION DE PH.OGES'I'EIWNA DE 1,0:3 <1 GRUPOS !;;N 
DIFERENTES DrAS DEL EXPERIMENTO. 

** *** ***** 
DlA hCG+LFE hCG LFE 'l'ES'I'IGO 

* 
O 0.1±0. 12 é\ O.ltO.lü d O.1.tO.ll a 0.1.±0.12 a 

3 0.5±0.16 a 0.3±0.10 a O.l±O.lOa 0.05:f:0.23 a 

4 0.6±0.13 a 0.5:1:0.14 8 0.1:t0.14 a 0.02:.t0. 19 é\ 

5 0.7±0.13 a 0.3±0.14 a 0.08±0.14 a 0.04iO.19 a 

6 1.0±0.13a 0.1±0.14 b 0.1:t0.14 b 0.02±0.19 b 

7 1.4±0.13a 0.1±0.14 b 0.1±0.14 b 0.02±0.19 b 

8 2.0±0.12 a 0.2±0.13 b 0.1±0.13 b 0.01±0.17 b 

9 1.9±0.14a 0.3±0.16 b 0.07±0.16 b 0.02±0.20 b 

10 2.3±O.13a O.5±0.14 b 0.06±O.14 b O.O2±O.19 b 

11 3.0±O.13a O.8±0.14 b O.05±0.14o 0.04±O.19 b 

12 4.5±O.13 a 1.2±O.14 b O.07±O.14 c O.04±O.19C 

13 3.5±0.13a 1.5±0.14b 0.05±0.14 e 0.07±0.19c 

14 2.5±0.13a 1.6±0.14a 0.04±0.14c 0.04±0.19c 

a,b,c Para un determinado día, valores que no comparten 
literal son significativamente diferentes (p< 0.01). 

* Para todos los grupos se consideró como día O el día en que se 
ap1ic6 hCG en los grupos que recibieron dicha hormona. 

** hCG+LFE - ovejas trataóas con 1000 u.r. de hCG en el día O y 
con 3 mI de Liquida Folicular Equino libre de esteroides cada 8 
horas desde el día 3 hasta el día 14. 

*** hCG - Ovejas tratadas con 1000 u.r. de hCG en el día o. 

**** LFE - ovejas tratadas con Líquido Folicular Equino libre de 
esteroides cada 8 horas desde el día 3 hasta el día 14. 

***** Testigo - No recibieron tratamiento. 
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FIGURA 5. Area bajo la curva de progesterona en los grupos de ovejas tratadas con hCG y 
Líquido Folicular Equino (hCG y hCG + LFE). Las di ferencias entre los dos grupos son 
altamente significativas (p < O. O 1). 
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VI DISCUSION. 

Al analizar en conj\lnto él todos los animales, se puede observar que solamente en el 

grupo hCG+LFE se presentaron cuerpos lúteos normales durante la primera ovulación. En 

contraste, en el grupo tratado solamente con heG todas las fases lúteas fueron de corta 

duración (Figura 2, Cuadro 1), por 10 que se confirman los hallazgos de otros autores en el 

sentido de que la aplicación de heG en animales en anestro induce en forma repetible la 

ovulación y la formación de cuerpos lúteos de corta duración (11). Lo anterior concuerda con 

los resultados de Balcázar (3), quien encontró una incidencia mucho mayor ele cuerpos lúteos 

normales en las ovejas en anestro que recibieron hCG + LFE que en aquellas que sólo se 

trataron con hCG, lo que confirma que la administración de LFE a este tipo de animales evita 

la luteólisis prematura (3), lo que posiblemente se deba a que se modifica el patrón de 

secreción pulsátil de PGF2a (24). 

En el presente trabajo se pudo observar que al momento de la aplicación de hCG 

(Cuadro 2) no existían diferencias significativas en las concentraciones de progesterona entre 

los animales que formaron los 4 grupos experimentales. Sin embargo, desde el día 3 del ciclo 

las concentraciones de progesterona de las ovejas del grupo hCG + LFE comenzaron a elevarse 

más que en el grupo hCG. Esta elevación de progesterona coincidió con la primera aplicación 

de LFE, y a partir del día 7 las concer.traciones fueron estadísticamente diferentes en ambos 

grupos (p < 0.01). El LFE corrigió la función lútea de tal forma que los perfiles de 

progesterona fueron similares e incluso mayores a los que se obtienen cuando se usan 

pretratamientos con progestágenos antes de la inducción de la ovulación con GnRH o hCG, lo 

que se conoce que resulta en la formación de cuerpos lúteos normales (26,27,41). Es probable 

entonces que además de su efecto bloqueador de la secreción de PGF2a (24), el LFE estimule 

a las células lúteas para que produzcan más progesterona a través de un efecto sobre la 

secreción de LH, ya que anteriormente Hunter et al (26), Mcleod y McNeilly (43) 

encontraron que el líquido folicular bovino incrementaba las concentraciones y la frecuencia 

de secreción de LH en ovejas en anestro inducidas a ovular. Sin embargo, Wallace y McNeilly 

(60), Larson et al (32) y Reare! y Huntcr (5) mencionan que ellíquido folicular bovino no tiene 
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ningún efecto estimulante sl)bre la fución lútea ni sobre las concentraciones de progesterona en 

ovejas. 

Es importante mencionar que en un trabajo anterior realizado por McLeod y McNeilIy 

(42) en el cual se aplicaba un pretratamiento con progestágenos a ovejas inducidas a ovular con 

GnRH, el cuerpo ltíteo se mantenía funcional por 12 días, comenzando a elevarse la 

progesterona a partir del día 4 del ciclo estral, 10 que es similar él 10 encontrado en el grupo 

hCG + LFE de este trabajo. 

En otro trabajo realizado por Beard y Hunter (5) en ovejas anéstricas inducidas a ovular 

con GnRH, y tratadas con líquido folicular bovino, las ovejas no tratadas con Hquido folicular 

bovino presentaban una anormal función ltltea y en 'as ovejas tratadas con Hquido este 

prolongaba la funcionalidad del cuerpo lúteo, pero no mencionan cuanto tiempo exactamente 

duró la función lútea en cada grupo, ni cuales fueron las concentraciones promedio de 

progesterona. 

En este trabajo se pudo demostrar que el origen de la elevación de los niveles de 

progesterona en las ovejas inducidas a ovular con hCG y tratadas con LFE son dependientes de 

un cuerpo lúteo y no de algún otro tejido, y además indica que al evitar la lute6lisis prematura, 

este cuerpo lúteo puede completar su período normal de funcionalidad. 

Además de que el LFE es rico en inhibina, por lo que puede evitar la regresión 

prematura de los cuerpos lúteos mediante ]a supresión de la secreción de FSH y del desarrollo 

folicular, existen LFE muchas otras sustancias que podrían estar estimulando a las células 

lúteas para producir progesterona por medio de alguna vía enzimática y/o de la activación del 

RNAm que acelere la esteróidogenesis en las células lúteas pequ¿,iias o la producción de 

progesterona independiente a LB de las células lúteas grandes(19). 
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VII CONCLUSIONES 

El líquido folicular es capaz de estimular la función lútea y alargar la vida de los 

cuerpos lúteos provocando una elevación de las concentraciones de progesterona en ovejas 

inducidas a ovular con heG. 

La elevación de las concentrác1ones de progesterona 110 se debe a que el líquido 

folicular equino contenga progesterona o estimule su producción en algún tejido diferente al 

cuerpo lúteo ya que no se produce en ausencia de este último. 
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