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RESUMEN

Zdarate Martinez Juan Prisciliano. EFECTO DE LA APLICACION DE LIQUIDO
FOLICULAR EQUINO LIBRE DE ESTEROQIDES S5OBRE LA FUNCION LUTEA DE
OVEJAS EN ANESTRO ESTACIONAL INDUCIDAS A OVULAR CON hCG. Bajo la
supervision de: PhD. Luis Alberto Zarco Quintero y MPA. Vicente Octavio Mejia
Villanueva.

El trabajo se realizé en ¢l Centro de Ensefanza Prdctica, Investigacién y Extension en
Rumiantes, ubicado en el Km 29 de la carretera federal México Cuernavaca. El objetivo fue
comprobar si la elevacién de progesterona (P4) que se ha observado en ovejas a las que se les
aplica Liquido Folicular Equino libre de esteroides (I.FE) es dependiente de la presencia de un
cuerpo luteo. 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 UI de hCG para inducir la ovulacién, y a
partir del tercer dia de la induccién se les administré por via endovenosa 3 ml de LFE libre de
esteroides cada 8 h durante 12 dias; las ovejas del grupo hCG también se indujeron a ovular
con 1000 UI de hCG, pero no se les aplicé LFE; a las ovejas del grupo LFE no se les indujo a
ovular con hCG, pero se les aplicé LFE; las ovejas del grupo testigo no fueron inducidas a
ovular ni se les aplicé LFE. A todos los animales se les tomaron muestras de sangre cada 4 h
durante 12 dias y se determinaron los niveles de P4 por radioinmunoandlisis. Se determiné la
duracién de la fase liitea de los dos grupos inducidos a ovular, encontrdndose que en el grupo
tratado con hCG y LFE ¢l 80% de los animales presentaron fases liteas normales y el restante
20% presentaron cuerpos liteos de corta duracién, En contraste en el grupo tratado solamente
con hCG todas las fases liiteas fueron de corta duracién. Para los efectos de la presencia o
ausencia de cuerpo liteo (induccién de ovulacién o no) y de la aplicacién de LLFE sobre los
niveles de P4 se utiliz6 un andlisis de varianza de 2 factores (Tratamiento y Dfa) con el efecto
de animal anidado dentro del Tratamiento. Se comparararon los dfas en que se produjeron
diferencias entre grupos utilizando la prueba de Bonnferroni para comparaciones miltiples.
Los efectos de tratamiento, dfa y la interaccién tratamiento por dia, fueron altamente
significativos (p < 0.01). Se observé que desde el dfa 5 del ciclo, las concentraciones de P4
de las ovejas del grupo hCG+LFE comenzaron a elevarse mds que en los otros grupos. Y a
partir del dia 6 las concentraciones fueron estadisticamente mds elevadas (p< 0.01) que en los
otros tres grupos. La aplicacion de LFE en el grupo que no fue inducido a ovular no resulté en
concentraciones mayores de progesterona en comparacién con el grupo testigo, por lo que la
elevacion en las concentraciones de P4 no se debe a que el LFE contenga P4 o estimule su
produccién en algin tejido diferente al cuerpo liteo, ya que no se produce en ausencia de este
tltimo. Se concluye que el LFE es capaz de estimular la funcién hitea y alargar la vida de los
cuerpos liteos en ovejas inducidas a ovular con hCG.



AR T YON
En los rumiantes existen varias condiciones fisioldgicas en Lo e oo producen ciclos
estrales de corta duracién debido a una regresion pramatura del cucvso Lutes Asi, en of primer
cicle estral al llegar a la pubertad , al inicio dc¢ la época reproductiva, y civ el primer ciclo
estral post-parto, se desarrollan cuerpos liteos de corta duracion (18,28).

Las causas de la corta vida de estos cuerpos lidteos todavisz no se conocen
completamente. Sin embargo, diversos estudios indican que puede deberse a una liberacién
prematura de prostaglandina F2a (PGF2«a) (13).

Se ha demostrado que al inducir la ovulacién en ovejas en anestro mediante la
administracién de Gonadotropina Coridnica Humana (hCG) (3,11), o con la hormona
liberadora de Gonadotropinas (GnRH) se provoca la formacién de cuerpos liteos de corta
duracién (3,40,41,56,), por lo que estos tratamientos se han establecido como un modelo para
el estudio de esta deficiencia litea y su posible prevencién (18,28).

En ovejas inducidas a ciclar con hCG durante el anestro también se ha demostrado que
es posible evitar la regresién prematura del cuerpo liteo mediante la administracién de liquido
folicular equino libre de esteroides (ILFE) (3), el cual es rico en inhibina (51). También ha sido
posible retrasar la luteélisis en ciclos estrales normales mediante la administracién de LFE (45)
o de liquido folicular bovino libre de esteroides (48).

Estos efectos aparentemente se deben a que la inhibina, al reducir la secrecién
hipofisiaria de FSH (1,42) suprime el desarrollo folicular (14,46) y la secrecién de estrégenos
de estos foliculos (3). El establecimiento de un patrén luteolitico (pulsétil) de secrecién de
PGF2a (62) requiere de la presencia de estrégenos (38), por lo que al bloquearse la
produccién de estrégenos no se destruye ¢l cuerpo liteo.

Ademds de sus efectos luteoliticos, en los estudios realizados hasta la fecha, se ha
encontrado un efecto inesperado del LFE, que consiste en la elevacidn de las concentraciones
circulantes de progesterona desde el inicio del tratamiento (3,45). Este efecto lutéotrépico es

independiente de la inhibicion de la lutedlisis, ya que se presenta desde mucho antes de que las



ovejas no tratadas con LFE inicien la lutedlisis . Ademds el efecto parcce ser especifico del
LFE, ya que no se ha observado cuando se utiliza liquido folicular bovino como fuente de
inhibina (5,48). El objetivo del presente trabajo es determinar el origen de esta elevacién en los
niveles de progesterona, pues podria deberse a la accién directa del LFE sobre el cuerpo
liteo, a la estimulacién de la produccién de progesterona en un sitio diferente al cuerpo liteo,

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



I1 REVISION DE LITERATURA

2.1.1 REGULACIOI« DE LA SECRECION DE PROSTAGLANDINA Fla

El cuerpo liiteo es una gldndula enddcrina transitoria que se desarrolla después de la
ovulacién a partir de las células de la teca interna y de la granulosa . La destruccién del cuerpo
hiteo (lutedlisis) al final del ciclo estral es causada por la secrecion de PGF2« de origen
uterino. Entre el dia 14 y 15 del ciclo estral de la oveja no gestante se establece un patrén de
secrecion pulsdtil de PGF2« de origen uterino, lo cual provoca una caida 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 dcidos carboxilicos 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 bioldgica requiere un grupo carboxilico en posicién 1, un doble enlace en C-13 y un
B-hidroxilo en C-15 (20). El precursor principal de las prostagiandinas naturales es el dcido
graso esencial, insaturado, de 20 carbonos llamado 4dcido araquidénico (20). El primer paso de
1a sintesis de prostaglandinas es 1a liberacion del dcido araquidonico a partir de fosfolipidos de
la membrana celular . Esta liberacién es catalizada por la fosfolipasa A2 (17). Varios
estimulos, entre ellos la distorsién mecdnica de la membrana, los cambios de los flujos iénicos,
la isquemia, las hormonas y los fdrmacos, 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 conversién de 4dcido graso libre a prostaglandina ocurre una introduccién de
oxigeno en los C-9 y C-11, y el compuesto formado por esta reaccion es el endoperoxido PGG
y PGH. Para que estos dos compuestos se formen es necesario que la reaccidn sea catalizada
por la enzima cicloxigenasa (20).

Una vez formado el endoperdxido, el producto final que se sintetiza en un tejido
determinado‘depende de qué enzimas metabolizantes del endoperoxido estén presentes en dicho
tejido. Por ejemplo por la accién de la endoperéxido reductasa se forma la PGF2« (52).

El establecimiento de un patrén de secrecion pulsdtil de PGF2« por parte del dtero

origina la lisis o regresién del cuerpo liteo (61,62,63), por lo que al momento en que se



establezca este patron pulsétil determina la duracién de 1a fase litea (62).

Aunque los mecanismos precisos que regulan la sintesis y sccrecion de PGF2a no estdn
completamente claros, se conoce que la progesterona, el estradiol de origen ovdrico y la
oxitocina, tanto de origen ovdrico como hipofisiario, tienen un papel importante en la
generacién de los pulsos de la PGF2« uterina (16,38,55).

La progesterona producida por el cuerpo liteo antes de la lutedlisis ejerce dos tipos de
efectos que contribuyen a la regulacién de la secrecién de PGF2«; el primero consiste en la
preparacién del ttero para la secrecién de prostaglandinas ya que su prolongada exposicién a la
progesterona durante la fase litea promueve la acumulacién de sustancias precursoras para la
sintesis de la PGF2«, como el 4cido araquiddnico y enzimas como la sintetasa de
prostaglandinas (38,54). Por otro lado, la progesterona evita que en el utero aumente la
concentracién de receptores para estrégenos ya que causa su destruccién (38,585).

Para que el tero pueda responder a los estrégenos debe haber estado expuesto a la
progesterona durante al menos 10 a 12 dfas (31,33,59), ya que después de 10 dias de
exposicidn del ttero a la progesterona, esta hormona provoca la destruccién de sus propios
receptores uterinos (38); por lo que después del dfa 12 del ciclo estral normal la progesterona
deja de bloquear la acumulacién de receptores para estrégenos.

A partir de ese momento el estradiol producido por los foliculos ovdricos estimula en el
endometrio la produccién de enzimas como la fosfolipasa A y la cicloxigenasa, que son
indispensables para la sintesis de PGF2a (54). Ademds, el estradiol estimula la sintesis de
receptores para oxitocina en el endometrio, con lo cual la oxitocina producida por el cuerpo
liteo interactua con sus receptores recientemente sintetizados, 1o que estimula la secrecidn
endometrial de PGF2«a (38). A partir de ese momento se establece un mecanismo de
retroalimentacion positiva entre la oxitocina y la PGF2a, el cual llega a su fin con la lutedlisis
total (38). El estradiol de origen folicular es indispensable tanto para la aparicién inicial de

receptores de oxitocina, como para su reaparicién después de cada episodio de secrecién de

PGF2u (38).



Durante la regresidn natural del cuerpo liteo es importante que se establezca la
secrecion pulsdtil de PGF2a«, pues se requieren de 4 a 6 pulsos secretados a intervalos de 5 0 6
horas entre pulso y pulso para que la lutedlisis sea completa e irreversible (61,62). El
establecimiento de este patrén se debe a que al fijarse la oxitocina a sus receptores, estos son
internalizados, por lo que el iitero deja de responder a la hormona. Bajo la influencia de los
estrogenos, el endometrio vuelve a sintetizar receptores para oxitocina, los cuales tardan 5 0 6
horas en volver a la membrana, por lo que después de este tiempo el ttero puede volver a

responder a la oxitocina liberando PGF2« (38,54).

2.1.2 MECANISMO DE ACCION DE LA PGF2«

En la oveja el primer efecto de 1a PGF2« aparece come un rdpido decremento de los
niveles séricos de progesterona (19). Inicialmente no hay una reduccién en los receptores
para LH en ovejas a las cuales se les administra un patrén luteolftico de PGF2¢ (10). La
reduccién en la concentracién de receptores para LH sélo se produce después de que se
reducen los niveles séricos de progesterona (10). Esta observacién es particularmente
interesante porque los receptores para LH se encuentran en las células liteas pequeiias,
mientras que los receptores para PGF2« estdn en las células liteas grandes (15), lo que sugiere
que existe una comunicacion entre estas células del cuerpo hiteo. El nimero de células liiteas
grandes y los niveles séricos de progesterona se ven reducidos significativamente dentro de las
primeras 12 horas después de la aplicacién de una dosis luteolftica de PGF2«, pero el mimero
de células pequefias no disminuyen sino hasta después de 24 horas (6).

Datos obtenidos en la oveja demostraron que la PGF2« actua a través de dos diferentes
sistemas de mensajeros intracelulares (19). Por una parte la PGF2« activa la protein-kinasa C
(PK-C) en las células liteas grandes, lo que inhibe la secrecién de progesterona en dichas
células. Sin embargo, la activacién de la PK-C no induce un efecto de citotoxicidad (19), por
lo tanto no causa lutedlisis estructural (39).

Otro efecto de la PGF2« en las células liteas grandes es cremento intracelular de

los niveles libres de Ca+ +, lo que al parecer provoca el efecto c1t0t6x1co de la PGFZoz (19).



También se ha observado que los tratamientos con un régimen luteolitico de PGF2« resultan en
una rdpida disminucion en las concentraciones de RNAm para la 38-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (38-HSD) (21). Esto indica aparentemente que la PGF2« tiene un efecto
especifico sobre la transcripcién del gen para 38HSD, o influye sobre la degradacién del
RNAm para dicha enzima. Aunque las acciones celulares y moleculares de la PGF2«x 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 ovulacién en ovejas prepuiberes ofrece la ventaja
de reducir la edad al primer parto (3). Por otra parte, la induccién de ovulacién 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 liteas cortas durante el primer ciclo estral
qué se presenta al inicio de Ia pubertad, al inicio de la época reproductiva y durante 1a primera
ovulacién postparto (2,18,27). Se han realizado diversos estudios para comprender el
mecanismo que provoca la formacién de cuerpos liteos de corta duracién con el fin de
desarrollar métodos para alargar la funcién litea y mejorar la eficiencia reproductiva
(3,5,50,56).

Para estudiar esta disfuncién litea se ha utilizado como modelo el cuerpo hiteo de corta
duracién que se forma después de la primera ovulacién inducida con GnRH (§,25,26,
27,40,41,50,56,57) o hCG (3,24) en época de anestro.

Este cuerpo liteo no sufre regresién prematura cuando se realiza un pretratamiento con
progestdgenos antes de inducir la ovulacién (25,40).

Evidencias recientes han demostrado que el cuerpo liteo de corta duracién es
intrinsecamente normal (3,18) y que su vida corta se debe a una programacidn inadecuada de

la secrecion de PGF2« (8,9,24,26,57) debido a una pobre exposicién uterina a la progesterona



del ciclo estral anterior lo que promueve la aparicién prematura de receptores para estrégenos
y oxitocina (28,33,59,64), lo que conduce al establecimicnto prematuro de un patrén luteolitico
de PGF2ux (8,26,64).

En los animales con fase litea corta la fertilizacién no se ve afectada, sin embargo, la
gestacién no se establece debido a que el embrién no tiene tiempo de proporcionar €l mensaje

para el reconocimiento materno de la gestacién (4).

2.3 LIQUIDO FOLICULAR E INHIBINA

El liquido folicular cumple varias funciones dentro de la fisiologfa ovérica de los
mamiferos, incluyendo la esteroidogénesis, el crecimiento folicular, la maduracién del ovocito,
la ovulacién y el transporte del ovocito por el oviducto. El liquido 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), ademds de diversas proteinas ¢vdricas inhibidoras: los inhibidores de la maduracidén
de los ovocitos, los inhibidores de la luteinizacién y los inhibidores de la unién de la FSH a su
receptor (23,29,53). La inhibina es una glicoproteina  gonadal formada por dos subunidades
(a y B) unidas por puentes disulfuro. Esta glicoproteina se acumula en el liquido folicular de
todos los mamiferos, incluyendo a la oveja (13,43). Se ha demostrado que son las células de la
granulosa de los folfculos antrales las que producen la inhibina (7,12,30,51). La FSH estimula
el crecimiento, la mitosis y la completa diferenciacién de las células de la granulosa de los
foliculos preovulatorios, para que adquiera su mdxima actividad aromatizante y se produzcan
cantidades inportantes de inhibina (1,22,44). Existe una correlacién positiva entre la
concentracion de inhibina en el liquido folicular y el nimero de células de la granulosa por
foliculo, asf como también una correlacién positiva de la concentracién de inhibina con el
didmetro folicular, pero sélo en relacién a foliculos no atrésicos (22).

En la oveja tanto la FSH como la hormona luteinizante (LH) son necesarias para el
desarrollo de foliculos antrales grandes.

La secrecién de FSH estd controlada por un mecanismo de retroalimentacién negativa



que ejercen dos hormonas ovdricas, la inhibina y el estradiol (11,35,36,37). La inhibina actia
directamente a nivel hipofisiario suprimiendo la sintesis y la secrecién de la FSH (13).

Después de la ovulacion 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 foliculos preovulatorios (28). El pico secundario de FSH se produce debido a que
después de la ovulacién hay una disminucién marcada de la secrecién pulsétil de estradiol e
inhibina, por lo que se reduce la retrralimentacién negativa sobre la secrecién de FSH (1).
Ademds la secrecién de androstenediona y testosterona también estan suprimidas, lo que
sugiere que la inhibicidn en la secrecion de estradiol es debida a una desensibilizacién de las
células de la teca.

Debido a su gran cantidad de inhibina la administracién de liquido folicular bovino en
ovejas provoca una disminucion en las concentraciones circulantes de FSH, por lo que en las
ovejas asf tratadas se reduce el nimero de foliculos y el didmetro de los foliculos m4s 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 liquido folicular equino (LFE) tambien
contiene grandes cantidades de inhibina, por lo que el tratamiento con LFE libre de esteroides

suprime la secrecién 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 demosfrado que es
posible evitar 1a regresién prematura del cuerpo liteo mediante la administracion de liquido
folicular equino libre de esteroides (LFE), (3). También ha sido posible retrasar la lutedlisis en
ciclos estrales normales mediante la administracién de LFE (24) o de liquido folicular bovino
libre de esteroides (48).

Estos efectos aparentemente se deben a que la inhibina, al! inhibir la secrecién
hipofisiaria de FSH (1,42) suprime el desarrollo folicular (14,46) y por lo tanto la secrecién de
estrégenos (3). Los estrégenos son indispensables para que el ttero pueda establecer un patrdn
luteolitico (pulsdtil) de secrecién de PGF2a (38,62) por lo que al no haber estrégenos en
animales tratados con liquido folicular no se destruye el cuerpo liteo (5).

En los estudios realizados hasta la fecha se ha encontrado un efecto inesperado del LFE
, este efecto consiste en la elevacion de las concentraciones circulantes de progesterona desde
el inicio del tratamiento con LFE (3,45). Este efecto luteotrépico es independiente de la
inhibicién de la lutedlisis, ya que se presenta desde mucho antes de que las ovejas no tratadas
con LFE inicien la lutedlisis . Ademds el efecto parece ser especifico del LFE, ya que no se ha
observado cuando se utiliza liquido folicular bovino como fuente de inhibina (5,48). El
objetivo del presente trabajo es determinar el origen de la elevacién en los niveles de
progesterona, pues podria deberse a la accién directa del LFE sobre el cuerpo lhiteo, a la
estimulacién de la produccién de progesterona en un sitio diferente al cuerpo hiteo o a la

presencia de progesterona como contaminante en el LFE.



IIT OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar si el LFE estimula la funcidn litea, para la cual se compararon los perfiles de
progesterona circulante durante los primeros 7 dias postovulacién en ovejas inducidas a ovular

con hCG y tratadas o no con LFE.

Evaluar si el LFE estimula o provoca una elevacidn en las concentraciones de
progesterena de origen no hiteo, para lo que se compararon los perfiles de progesterona en

ovejas en anestro tratadas o no con LFE.



IV MATERIAL Y METODOS
4.1 LOCALIZACION
Este trabajo se realizo en el Centro de Ensenanza Prdctica, Investigacion y Extension
en Rumiantes (CEPIER), dicho centro se encuentra ubicado en el km 29 de la carretera federal
México Cuernavaca, Delegacién Tlalpan, D.F. a 2760 msnm, 19° latitud norte y 99° longitud
oeste. El clima de la regién es de tipo ¢{w) (w) b (ij), que corresponde al clima semifrio-

semihimedo, con lluvias en verano y una precipitacién pluvial de 800 a 1200 mm.

4.2 OBTENCION DE LIQUIDO FOLICULAR EQUINO LIBRE DE ESTEROIDES

El Liquido Folicular Equino se obtuvo con jeringas estériles a partir de foliculos
ovdricos de yeguas sacrificadas en un rastro local.

El liquido obtenido se deposité en frascos con tapdn de rosca, que se mantuvieron en
hielo para su posterior transporte al laboratorio, en donde se sometié a una primera
centrifugacion a 2500 rpm duranie 15 minutos a - 4 °C con la finalidad de eliminar las
impurezas y detritos celulares. Posteriormerite, y con la finalidad de remover las hormonas
esteroides presentes en el liquido folicular se le anadié carbon vegetal activado (10 mg/ml) mds
dextran (0.1 mg/ml), y se agité durante una hora a 25°C. Para retirar el carb6n activado el
liquido se centrifugé a 3000 rpm durante 30 minutos a - 4 °C, procediendo a decantarse el
liquido sin carb6n en un tubo. El proceso de centrifugacién y de decantacidn se repitio 6 veces
y se filtro en papel filtro del nimero 1 para clarificarlo. El liquido obtenido después de la sexta
centrifugacién se considero libre de esteroides (LFE); para conservarlo se le anadié penicilina

G sédica (100 Ul/ml) para evitar la contaminacidn microbiana y se mantuvo a - 20 °C hasta

su utilizaciéon (34).
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A ANIMALES Y TRATAMIENTO

Se utilizaron 24 ovejas a las cuales antes de iniciar ¢l experimento se les tomaron
muestras de sangre yugular 2 veees por semana durante 2 semanas para determinar los niveles
de progesterona y confirmar ¢l estado de anestro estacional. De fas 24 ovejas evaluadas, 5 ya
estaban ciclando, por lo que fueron eliminadas del estudio, las restantes 19 se encontraban en
anestro y fueron distribuidas al azar en 4 grupos experimentales. A las hembras del primer
grupo (Grupo hCGHLEFE) n = § se les aplicaron 1000 Ul de Gonadotropina Coridnica
Humana (hCG) para inducir la ovulacién (3,12), y a partir del tercer dia de la induccién se
les aplicdron por via endovenosa 3 ml de LFE libre de esteroides cada 8 horas durante 12
dfas (3). El segundo grupo (Grupo hCG) n = 5 también se indujo a ovular con 1000 UI de
hCG pero a este grupo no se le aplicéd LFE. Al tercer grupo (Grupo LFE) n = 5 no se le
indujo a ovular con hCG, pero si se les aplic6 3 ml de LFE libre de esteroides cada 8 horas
durante 12 dfas. El cuarto grupo (Grupo testigo) n = 4 no fue inducido a ovular con hCG ni
se le aplicé LFE libre de esteroides, A todos los animales de los 4 grupos s¢ le tomé una
muestra de sangre cada 4 horas durante 12 dias. Las muestras de sangre se obtuvieron por
puncién yugular en tubos con heparina, para posteriormente centrifugarse y separar el plasma.
El plasma se congeld a - 20 °C hasta la determinacién de los niveles de progesterona mediante

radioinmunoandlisis en fase sélida (58).

4.4 ANALISIS ESTADISTICO

Se definid la longitud de la fase litea como ¢l intervalo de tiempo entre el momento en
que las concentraciones de progesterona se clevaron por encima de | ng/ml y el momento en
que bajaron de ese nivel (62). En base a lo anterior las fases Witeas se clasificaron en normales,
cuando duraron 10 o mds dfas, y de corta duracidn cuando duraron menos de 10 dfas, Se
determiné el porcentaje de ovejas de cada grupo que presentaron ovulacidn, y las que
permanecieron en anestro, por medio de la prucbha exacta de Fisher, La proporcién de
ovulaciones que resultaron en cuerpos liteos normales o en cuerpos hiteos de corta duracidn se

compard también mediante la prueba exacta de Fisher. n todos los grupos se considerd como



dfa 0 el momento en que los grupos traiados con hCG recibicron esta hormona. Para comparar
las concentraciones de progesterona en diferentes dfas y distintos grupos de ovejas  se utilizéd
un andlisis de varianza multifactorial para mediciones repetidas; en el que se consideraron
como variables independientes el tratamiento y ¢l dia del ciclo estral, con el efecto del animal
anidado dentro del tratamiento, Para determinar en que dfas se produjeron diferencias
significativas en los valores de progesterona entre grupos, se utilizé la prueba de Bonnferroni
para comparaciones miuiltiples (49). Se comparé mediante la prueba de " t " de Student el drea

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



V RESULTADOS
5.1 CONCENTRACIONES DE PROGESTERONA PLASMATICA

En Ia figura 1 se muestra las concentraciones de progesterona de cada una de las ovejas
del grupo hCG+LFE. Cuatro de las 5 ovejas de este grupo (5581,506,1391 y 501) formaron
cuerpos hiteos de duracién normal. En cllas, las concentraciones de progesterona se elevaron
gradualmente a partir del dfa 3, liegando a | ng/ml entre ¢l dfa 4 y 7 y manteniéndose por
encima de este nivel durante por lo menos 10 dias. Sélo en una de las 5 ovejas del grupo
hCG +LFE se formé6 un cuerpo liteo de corta duracién (179). En este animal las
concentraciones de progesterona sélo s¢ mantuvicron ligeramente elevadas entre los dfas 4 y 7.

En el cuadro 1 se muestra el porcentaje de animales de cada grupo que
ovularon, asi como la clasificacién de las ovulacioncs de acuerdo a si el cuerpo hiteo formado
tuvo duracién normal o fue de corta duracién,

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 hiteos formados se observa
que el grupo hCG+LFE tuvo menos cuerpos liiteos de corta duracién (20%) que el grupo hCG
(100%).

En contraste, todas las ovejas del grupo hCG formaron cuerpos hiteos de corta
duracién . En la figura 2 se observa que en ellas las concentraciones de progesterona sélo se
elevaron transitoriamente después del dfa 3, regresando a niveles basales entre el dfa 6 y 7. En
las ovejas de este mismo grupo se observa que después de regresar €l cuerpo liteo de corta
duracion se produjo una segunda ovulacién, con formacién de cuerpo liteo normal, por lo que
as concentraciones de progesterona que se elevan por segunda vez entre el dfa 10 y 18,
permanecen elevadas durante 10 dias.

En el grupo LFE los animales sélo fueron sometidos al tratamiento con LFE sin
inducirlos previamente a ovular, encontrdndose que solo uno de los animales 5 animales
present6 concentraciones de progesterona indicativos de funcidn Iitea (figura 3). En todos los

animales del grupo LFE se produjo una elevacion en las concentraciones de progesterona
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alrededor de 8 dfas después de suspenderse la administracién de LFE.

En el grupo testigo los cuatro animales permanecieron con niveles basales de
progesterona durante todo el muestreo (figura 4), indicando que aiin s¢ encontraban en anestro
estacional.

En el cuadro 1 se muestra el porcentaje de animales de cada grupo que ovularon, as{
como la clasificacién de las ovulaciones de acuerdo a si el cuerpo liteo formado tuvo duracion
normal o fue de corta duracién. 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 liiteos
formados se observa que el grupo hCG+LFE tuvo menos cuerpos hiteos de corta duracion

(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.

O T NS G N SES TN SUP S T TIY WIS SOD R N G GED @A HAR GED WY VT BT SAG BAE G5 G WM WS WP Wed AN Gaf W A GNP TAR WV D G U TR SEP M N G G TER S T O R WD Wt GG AR S WAS SAE Sun

ACTIVIDAD OVARICA TIPO DE CUERPO LUTEO
GRUPO OVULACION % ANESTRO % NORMAL % CORTO %
* a a a a
hCG+LFE 100 0 80 20
*k a a b b
hCG 100 0 0 100
* %k % b b b b
LFE 20 80 0 100
% % % Kk b b
TESTIGO 0] 100 - -

— —— " Wat G G Ame S W T SRS NP A VIR WEP W M W MmP e P W Gan M e W e SEr WY T e e W ey i A S G M R G NI Gme FR W SN W LR WSS A e S G W W SR WD S M

. W G S e S W 0 WP SwR SR G M e G M S AR MG WS GAR TN MM WY WP Y M G A S e W e AR P S G M S G mE W WY BAR W NS AEN I Sn) WS GRS GNp S W EME GOP A3 B W Mm

a,b,c para una determinada variable (columna) valores gque no
comparten literal son significativamente diferentes (p<0.05)

* hCG+LFE - Ovejas tratadas con 1000 U.I. de hCG en el dia 0 vy

con 3 ml de Liquido Folicular Equino libre de esteroides cada 8
horas desde el dia 3 hasta el dia 14.

*%* hCG - Ovejas tratadas con 1000 U.I. de hCG en el dia 0.

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

k%% Testigo -~ No recibieron tratamiento.
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FIGURA 1. Concentraciones de progesterona plasmitica en las ovejas del grupo hCG+LFE,
las cuales fueron inducidas a ovular con 1000 U.1. de hCG ‘y tratadas con 3 ml de LFE libre de
esteroides cada 8 horas entre los dfas 3 y 14 posteriores a la inyeccién de hCG. Cuatro de las
ovejas (5581,506,1391 y 501) formaron cuerpos liteos normales, mientras que una oveja (179)
formé un cuerpo liteo de corta duracién. El dfa O representa el momento en que se administrd
la hCG . El periodo de administracién de LFE se indica con una barra. Los cuerpos liteos de
corta duracion se indican como CLCD vy los cuerpos hiteos normales como CLN,
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FIGURA 2. Concentraciones plasmdticas de progesterona, en las ovejas del grupo hCG, las
cuales fueron inducidas a ovular con 1000 U.I. de hCG. Las 5 ovejas formaron cuerpos liteos
de corta duracién que regresaron entre el dfa 6 y 7 posterior a la aplicacién de hCG y fueron
seguidos por una segunda ovulacién con formacién de cuerpos hiteos de duracién normal. El
dfa 0 indica el momento en que se administro la hCG. Los cuerpos liiteos de corta duracién se
indican como CL.CD. Los cuerpos liteos de duracién normal se indican como CLN.
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FIGURA 3. Concentraciones plasmdticas de progesterona en 5 ovejas que fueron tratadas con
LFE sin ser previamente inducidas a ovular, la administracion de l{quido folicular no fue
acompafiada por elevacién en las concentraciones de progesterona. Se produjo una elevacién
en las concentraciones de progesterona entre 8 y 10 dfas después de suspender la
administracién de LFE. El dfa O representa el momento en que se aplicé la hCG en los grupos
que fueron inducidos a ovular. El perfodo de administracién de LFE se indica con una barra.
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FIGURA 4. Concentraciones plasmdticas de progesterona de 4 ovejas en anestro estacional.
Las concentraciones de progesterona se mantuvieron basales durante todo el perfodo de
muestreo. El dfa 0 indica el momento de administracién de hCG en los grupos experimentales.



5.2 EFECTO DE LA APLICACION DEL LIQUIDO FOLICULAR EQUINO SOBRE
LLAS CONCENTRACIONES PROMEDIO DE PROGESTERONA.

En el cuadro 2 se puede observar que en ¢l momento de fa apheacidn de gonadotropina
coriénica humana (hCG) para inducir la ovulacion (dia cero del erclo estral),los niveles de
progesterona fueron similares en los cuatro grupos de animales del experimento. Sin embargo,
se observa que a partir del dia 3 las concentraciones de progesterona de las ovejas de los
grupos tratados con hCG comenzaron a elevarse mds que en los otros grupos. Sin embargo, en
el grupo hCG las concentraciones de progesterona regresaron a niveles basales a partir del dfa
5, mientras las concentraciones de la hormona en el grupo hCG+1LFE continuaron elevdndose,
manteniendose elevadas hasta el dia 14. A partir del dfa 6 las concentraciones de progesterona
fueron significativamente (p< 0.01) mds elevadas en el grupo hCG+LFE que en los otros 3
grupos, manteniendose esta diferencia hasta el final del muestreo. En el grupo hCG las
concentraciones de progesterona comenzaron a elevarse por segunda vez a partir del dia 9,
siendo significativamente mds elevadas (p< 0.01) que las de los grupos LFE y testigo en los
dias 12, 13 y 14. Las concentraciones de progesterona siempre s¢ mantuvieron basales en los
grupos LFE y testigo, no existiendo diferencia entre estos dos grupos en ningiin dia.

Al comparar ¢l 4rea bajo la curva de progesterona (Figura 5) durante la primera fase
litea se encontr6 que fue significativamente mayor (p<0.01) para las ovejas del grupo
hCG+LFE que para las ovejas del grupo hCG. En las ovejas de los otros dos grupos no hubo

fases liiteas, por lo que no se puede realizar la comparacion.
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CUADRO 2. CONCENTRACION DE PROGESTERONA DE LOS 4 GRUPOS EN
DIFERENTES DIAS DEL EXPERIMENTO.

BH S WAt wms e GRY SE S b W GRS Mie G e WAr W SRS S 65 e e W M G e Am S fe ee Gt GRS RA Gmb Uie A che R e S S tEm SR We mh Ges fem WA IN M mIn WA wm e S e v s e

* % ke ok k kA Kk * %k K ok K

DIA hCG+LFE hCG LFE TESTIGO

*

0 0.1%+0.129 0.1+0.189 0.it0.119 0.1+0,129
3 0.5%0.162 0.3+0.18% 0.1+0.189 0.05+0.238
4 0.6+0.132 0.5+0.142 0.140.142 0.02+0.199
5 0.7+0,132 0.3+0.14° 0.08+0.149 0.04+0.1992
6 1.0+0.132 0.1+0.14P 0.1+0.14° 0.02+0.19P
7 1.440.132 0.1+0.14° 0.1+0.14P 0.02%0.19P
8 2.0+0.122 0.2+0.13P 0.140.13P 0.01+40.17P
9 1.940.142 0.3+0.16P 0.0740.16°  0.02+0.20P
10 2.3+0,.138 0.5+0.14P 0.06+0.14°  0.02+0.19F
11 3,0£0,132 0,840,140 0.05+0.14P  0.04+0.10P
12 4.5+0.132 1.2+0.14P 0.07+0.14€ 0.04%0.19°
13 3.5+0.132 1.5+0.14° 0.05+0.14€ 0.07+0.19%
14 2.5+0.132 1.6+0.1493 0.04+0.14€ 0.04%0.19°
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a,b,c Para un determinado dia, valores gque no comparten
literal son significativamente diferentes (p< 0.01).

* Para todos los grupos se considerd como dia 0 el dia en gue se
aplicdé hCG en los grupos que recibieron dicha hormona.

** hCG+LFE ~ Ovejas trataaas con 1000 U.I. de hCG en el dia 0 y
con 3 ml de Liquido Folicular Equino libre de esteroides cada 8
horas desde el dia 3 hasta el dia 14.

**% hCG - Ovejas tratadas con 1000 U.I. de hCG en el dia 0.

k%% LFE -~ Ovejas tratadas con Liquido Folicular Equino libre de
esteroides cada 8 horas desde el dia 3 hasta el dia 14.

**kk** 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

Liquido Folicular Equino (hCG y hCG+LFE). Las diferencias entre los dos grupos son
altamente significativas (p< 0.01).
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VI DISCUSION,

Al analizar en conjuntoe a todos los animales, se puedc observar que solamente en ¢l
grupo hCG+LFE se presentaron cuerpos liteos normales durante la primera ovulaciéon. En
contraste, en el grupo tratado solamente con hCG todas las fases liteas fueron de corta
duracién (Figura 2, Cuadro 1), por lo que se confirman los hallazgos de otros autores en el
sentido de que la aplicacion de hCG en animales en anestro induce en forma repetible la
ovulacién y la formacién de cuerpos liteos de corta duracién (11). Lo anterior concuerda con
los resultados de Balcdzar (3), quien encontré una incidencia mucho mayor de cuerpos liteos
normales en las ovejas en anestro que recibieron hCG+LFE que en aquellas que sélo se
trataron con hCG, lo que confirima que la administraciéon de LFE a este tipo de animales evita
la lutedlisis prematura (3), lo que posiblemente se deba a que se modifica el patrén de
secrecion pulsdtil de PGF2a (24).

En el presente trabajo se pudo observar que al momento de la aplicaciéon de hCG
(Cuadro 2) no existian diferencias significativas en las concentraciones de progesterona entre
los animales que formaron los 4 grupos experimentales. Sin embargo, desde el dia 3 del ciclo
las concentraciones de progesterona de las ovejas del grupo hCG+LFE comenzaron a elevarse
mds que en el grupo hCG. Esta elevacién de progesterona coincidié con la primera aplicacién
de LFE, y a partir del dfa 7 las concer.traciones fueron estadisticamente diferentes en ambos
grupos (p< 0.01). El LFE corrigié la funcidn litea de tal forma que los perfiles de
progesterona fueron similares e incluso mayores a los que se obtienen cuando se usan
pretratamientos con progestdgenos antes de la incduccidn de la ovulacidn con GnRH o hCG, lo
que se conoce que resulta en la formacién de cuerpos liteos normales (26,27,41). Es probable
entonces que ademds de su efecto bloqueador de la secreciéon de PGF2a (24), ¢l LFE estimule
a las células liteas para que produzcan mds progesterona a través de un efecto sobre la
secrecién de LH, ya que anteriormente Hunter et al (26), Mcleod y McNeilly (43)
encontraron que el liquido folicular bovino incrementaba las concentraciones y la frecuencia
de secrecién de LH e ovejas en anestro inducidas a ovular. Sin embargo, Wallace y McNeilly

(60), Larson et al (32) y Beard y Hunter (5) mencionan que el l{quido folicular bovino no tiene
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ningun efecto estimulante sobre la fucién litea ni sobre las concentraciones de progesterona en
ovejas.

Es importante mencionar que en un trabajo anterior realizado por McLeod y McNeilly
(42) en el cual se aplicaba un pretratamiento con progestdgenos a ovejas inducidas a ovular con
GnRH, el cuerpo hiteo se mantenfa funcional por 12 dias, comenzando a elevarse la
progesterona a partir del dia 4 del ciclo estral, lo que es similar a lo 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, vy tratadas con lfquido folicular bovino, las ovejas no tratadas con liquido folicular
bovino presentaban una anormal funcién hitea y en 'as ovejas tratadas con l{quido este
prolongaba la funcionalidad del cuerpo liteo, pero no mencionan cuanto tiempo exactamente
duré la funcién liiea en cada grupoe, ni cuales fueron las concentraciones promedio de
progesterona.

En este trabajo se pudo demostrar que el origen de la elevacion de los niveles de
progesterona en las ovejas inducidas a ovular con hCG y tratadas con LFE son dependientes de
un cuerpo liteo y no de algin otro tejido, y ademds indica que al evitar la lutedlisis prematura,
este cuerpo liteo puede completar su periodo normal de funcionalidad.

Ademds de que el LFE es rico en inhibina, por lo que puede evitar la regresion
prematura de los cuerpos liteos mediante la supresién de la secrecién de FSH y del desarrollo
folicular, existen LFE muchas otras sustancias que podrian estar estimulando a las células
liteas para producir progesterona por medio de alguna via enzimdtica y/o de la activacién del

RNAm que acelere la esteroidogenesis en las células liteas pequé?ﬁas 0 la produccidn de

progesterona independiente a LH de las células ldteas grandes(19).
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VII CONCLUSIONES
El liquido folicular es capaz de estimular la funcién litea y alargar la vida de los
cuerpos liteos provocando una elevacién de las concentraciones de progesterona en ovejas
inducidas a ovular con hCG.
La elevacion de las concentraciones de progesterona no se debe a que el liquido
folicular equino contenga progesterona o estimule su produccién en algiin tejido diferente al

cuerpo liteo ya que no se produce en ausencia de este tltimo.
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