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RESUMEN

Sandoval R. H. L.

EVALUACION DE DOS TRATAMIENTOS, SOMATOTROPINA
RECOMBINANTE BOVINA (rBST) Y NALOXONA (Nx) SOBRE LA ACTIVIDAD
OVARICA DE CABRAS CRIOLLAS EN EL PERIODO POSPARTO.

Asesor: Trejo, G. A.

El presente estudio se realizé con la finalidad de evaluar el efecto de dos tratamientos, uno con
somatotropina recombinante bovina (rBST) y otro con naloxona (Nx) , sobre la actividad ovarica de
cabras criollas encastadas con nubia en el periodo posparto.

Los tratamientos se asignaron aleatoriamente en grupos de 6 cabras elegidas al azar. A ¢l grupo
testigo no se le aplicé ninglin farmaco. Al grupo de naloxona, se le aplico clorhidrato de naloxona
(laboratorio Sigma-Aldrich), se utilizd en una concentracion de 100 mg por 500 ml de solucién
salina fisioldgica , se aplico a cada hembra por via subcutinea una dosis de 2 mg repartida en dos
aplhicaciones, una en la mafiana y otra en la tarde. En el grupo de GH, se utilizé somatotropina
recombinante bovina (Lactotropina de 500mg, laboratorio Elanco) a una concentraciéon de 500 mg
en 500 ml de solucidn salina fisiologica. Se aplico a cada cabra por via subcutanea, 5 mg de IBST
(5 ml) una sola dosis aplicada por la mafiana. La aplicacién de los tratamientos inicio en el 8° dia
posparto y durante 60 dias consecutivos. Se tomaron muestras de sangre una vez al dia, cada tercer
dia a los tres grupos experimentales hasta cumplir los 60 dias de aplicacién del medicamento, con el
objetivo de determinar las concentraciones plasmaticas de progesterona y estrogenos mediante
radioinmuno-analisis de fase solida.

Al dia 35 posparto, coincidiendo con la involucién uterina, se realizé un examen con un equipo de
ultrasonografia en tiempo real con un transductor lineal en posicion transrectal de 5 MHz, a tres
cabras de cada grupo, para evaluar el crecimiento folicular en los ovarios, tomando las medidas de
las estructuras observadas. A los 60 dias posparto se expusieron a semental para observar el
comportamiento estral de las cabras, asi como empadrarlas. Se realizé un segundo examen con
equipo de ultrasonografia, para el diagndstico de gestaciéon al dia 25 posdestete. Las cabras se
observaron hasta el siguiente parto y se establecid el intervalo entre partos y el namero de cabritos
nacidos. No se encontraron diferencias significativas para el tamafio de ovarios, el namero de
foliculos y el tamaiio folicular para cada uno de los tratamientos. En cuanto a dias abiertos e
intervalo entre partos tuvieron diferencia significativa en funcién con el tratamiento con GH,
mientras que la prolificidad fue mayor en el grupo testigo que en los dos grupos tratados, pero la
diferencia no fue significativa.

En el grupo tratado con GH, fueron las que al parecer presentaron tempranaraente una elevacion en
la curva de progesterona.

Los resultados de la presente investigacion no muestran la factibilidad de mejorar la presentacion
de la ovulacion mediante la aplicacion de la naloxona, aunque se observo que este grupo  presentd
mejor porcentaje de prolificidad comparada con el grupo tratado con GH.

En el presente estudio los resultados fueron hasta cierto punto alentadores. Aunque por el tamario de
muestra esta indicado ser prudentes en su interpretacion.



EVALUACION DE DOS TRATAMIENTOS, SOMATOTROPINA
RECOMBINANTE BOVINA (rBST) Y NALOXONA (Nx) SOBRE LA ACTIVIDAD
OVARICA DE CABRAS CRIOLLAS EN EL PERIODO POSPARTO.

1. INTRODUCCION

1.1 Importancia de las cabras en México.

Las cabras han sido particularmente utiles para el hombre principalmente por su
adaptabilidad a las condiciones ambientales variables y los regimenes de alimentacion. La
cabra se encuentra ampliamente distribuida en el pais, gran parte del territorio nacional es
apto para la produccion caprina.

En 2002 México, contaba con aproximadamente 9,130,350 de cabezas de caprinos (CEA-
SAGARPA, 2002). Estas cabras se encuentran distribuidas en el pais principalmente en tres
regiones, las que albergan al 84.6% de la poblacion total (Arbiza, 1998).

1.- Zona norte: Nuevo Leodn, Coahuila, Chihuabua, Durango, Zacatecas y San Luis Potosi.
2.- Zona centro: Jalisco, Querétaro, Michoacan.

3.- Zona sur: Hidalgo, Puebla, Estado de México, Oaxaca y Guerrero.

Dentro de estas zonas las cabras son explotadas generalmente bajo condiciones dificiles de
crianza, debido a que se utilizan sistemas de trashumancia y pastoreo extensivo, donde
existen pocos programas de seleccion genética, por lo que la mayoria de los caprinos estan
sujetos a una seleccion natural. Aunque también existen zonas donde se ha tecnificado la
produccidn caprina para producir leche (Mellado, 1991, Pelaez, 1998).

Ahora bien, con el conocimiento cada vez mas amplio de la fisiologia de la reproduccion y
con el descubrimiento de las hormonas a principios del siglo XX, y la sintesis en el
laboratorio de estas hormonas, se abren perspectivas en el control de los procesos
reproductivos con el fin de mejorar la produccién caprina.

Aun falta mucho por hacer con respecto a la explotacion de estas especies. Un impulso
apropiado y tecnologia aplicada a las cabras, permitira saltar los obstaculos que retrasan
y no posibilitan su crecimiento como cualquier especie productiva para el



hombre. Hulet (1979), identificé como los principales factores que limitan la reproduccion
de los pequeifios rumiantes los siguientes:

BAJA TASA DE PARICIONES,
ESTACION DE CRIA RESTRINJIDA.
ANESTRO POSTPARTO PROLONGADO.
PUBERTAD TARDIA

MUERTE PERINATAL.

Aunque han transcurrido 25 afios desde la publicacion de Hulet y a pesar de que existen

avances en estos rubros, siguen siendo vigentes como frenos a la produccion en cabras y
ovejas.

La ganaderia caprina en México representa una alternativa para la alimentacion humana por
sus multiples ventajas y sus bajos costos de inversiéon inicial, poco espacio para su
explotacion y capacidad de aprovechar alimentos que otras especies animales domésticas
no pueden utilizar (Mellado, 1991; Mayen, 1995; Silva 1995).

1.2. Relacion entre reproduccién y produccién animal

La reproduccion es un proceso complejo que debe ocurrir coordinado con las condiciones
medioambientales como la estacion del afio, disponibilidad alimenticia, régimen social,
entre otras. La seleccion natural ha provisto a los mamiferos con un sistema
neuroendocrino que les ha permitido desarrollar la homeostasis bajo diversas condiciones
ambientales, los caprinos al igual que otras especies tienen una reproduccion de tipo
estacional con el fin de que sus crias nazcan en la primavera cuando las condiciones
ambientales sean favorables para la supervivencia (Gordon, 1999; Jainudeen y Hafez
2000). La mayoria de las cabras comienzan con su estacion reproductiva a finales del
verano o principios de otofio cuando la longitud de los dias comienza a disminuir,
permitiendo la captacién de menos horas luz por parte de los animales (Malpaux et al.
1996). Se ha demostrado que el fotoperiodo es el principal factor ambiental que influye en
el micio de la estacion reproductiva (Delgadillo, 1990).

Los principales factores que mtervienen en la produccion de leche caprina determinando asi
la eficiencia reproductiva del rebafio son: la actividad reproductiva estacional, época de
parto, el inicio de la pubertad, intervalo entre partos y el niimero de crias nacidas (Trejo y
Soto, 1992; Trejo, 1994).

Dichas circunstancias han conducido al hombre a buscar posibles soluciones para controlar
algunos de estos factores, como el manejo y control de la presentacion de estros mediante el
uso de hortaonas exdgenas (Trejo, et al. 1988; Trejo, 1993), el "efecto macho" (Godfrey, R.
W., et al. 1998; Alvarez y Zarco, 2001), manejo de las horas luz-oscuridad (Delgadillo,
1990), elusode implantes de melatonina (Jainudeeny Hafez 2000), por lo que en el



presente trabajo se estudiaran los efectos de la naloxona y la rBST  sobre la
acividad ovarica posparto en cabras criollas para lograr reducir el

intervalo entre partos, obtener un mayor numero de crias. y permitir una produccion lactea
mas uniforme a lo largo del afo.

El conocimiento de los factores que controlan la actividad ovarica, lo que permitira
desarrollar métodos mas precisos para el control de los ciclos reproductivos en los animales
domésticos, en particular a la cabra. El intervalo entre partos y el primer celo posparto, asi
como el niimero de crias nacidas y el mejoramiento en la etapa de lactancia, son parametros
reproductivos de vital importancia ya que de su magnitud y mejoramiento, depende la vida
productiva del animal asi como el rendimiento econémico esperado por el productor. Con
base a lo anterior se disefid el presente trabajo para estudiar los efectos de la hormona de
crecimiento y la Naloxona sobre la actividad ovarica posparto con la intencion de reducir
los dias abiertos en cabras criollas.



2. REVISION DE LA LITERATURA
2.1 Anestro posparto y estacionalidad reproductiva

La lactancia es la continuacion natural del evento culminante de una reproduccion exitosa:
el nacimiento de una cria viva. El inicio y la manutencién de la lactancia y de los ciclos
estrales son procesos altamente demandantes en energia. Debido entonces a que los
procesos biologicos que son esenciales para la secrecion de leche compiten con otras
funciones y en especial con aquellas que conducen al primer estro posparto y la fertilidad,
la comprension de los fendmenos de interdependencia entre la lactacion y la reproduccion
son esenclales para optimizar la eficiencia reproductiva del rebafio y maximizar las
ganancias para el productor (Lindsay, 1988; Gordon, 1999).

El objetivo de maxunizar las ganancias se ve enfrentado al problema que a mayor
produccion de leche, es menor el desarrollo y la eficiencia reproductiva. El menor
desarrollo reproductivo se puede medir de varias formas: tasa de fecundacion, intervalo
mnterparto, y el numero de crias nacidas. Todos ellos estan en alguna medida relacionados
con la capacidad de la hembra para ovular después del parto. Esta capacidad para ovular
puede postergarse mas alla de lo que se espera desde el punto de vista de la eficiencia
econdmica (Gall, 1981; Recabarrén, 2001).

A continuacién se analizaran algunos de los aspectos fisioldgicos endocrinos que conducen
a la primera ovulacioén posparto y aquellos factores asociados con la lactancia que influirian
en el control neuroendocrino de la ovulacion y que influyen en la capacidad de la hembra
para ovular después del parto.

El periodo posparto se ha definido por diferentes autores como el regreso del organismo
materno a una condicion de no-prefiez, en otras palabras el lapso de tiempo que transcurre
desde el momento de parto hasta que la actividad ovarica ciclica reinicia, (Gordon, 1999;
Jainudeen y Hafez, 2000). Los cambios que ocurren en la hembra, durante el periodo
posparto comprenden la involucion uterina y el reinicio de la actividad ovarica. La
restauracion del ttero a su talla en estados de no prefiez y su funcién anterior al parto
depende de las contracciones miometriales provocadas por una constante liberacion de
prostaglandinas (PGF2a), ayudando asi a la eliminacién de bacterias patdgenas vy
apatégenas, que invaden el utero via cervix, el cual permanece abierto, estas bacterias
proliferan en un medio favorable, siendo eliminadas mediante un mecanismo de defensa
que incluye una infiltracion masiva de linfocitos (Jainudeen y Hafez, 2000). Los datos
reportados en la literatura dicen que la involucion uterina se completa desde el punto de
vista macroscopica de 20 a 24 dias posparto, observandose un revestimiento de las
cartinculas por epitelio hacia el dia 28 posparto (Jainudeen y Hafez, 2000).

La capacidad reproductiva después del parto depende de que el utero regrese a su tamaro
normal con la regeneracion del epitelio uterino; posteriormente la actividad ovarica
dard inicio acompaiiada de un comportamiento estral, el cual deberd ser



sincronizado por una owvulacion (Gordon, 1999). Aunque en ovinos es comin que se
presenten  ovulaciones silenciosas, sin la presencia de conducta estral, atribuidas a
cuerpos luteos hipofuncionales o de vida media corta, (Pijoan, 1984; Bartlewski, et al.
1999° ¥ ® ), 0 a las grandes cantidades de estrégenos circulantes, al momento del parto,
seguidos de la retirada de progesterona, mantenida durante la prefiez (Shelton, 1978).
Después del parto los ovarios entran en un periodo quiescente, y el retorno a la actividad
ciclica depende de la temporada y tiempo de lactacion (Lindsay, 1988; Gordon, 1999;
Rubianes, 2000).

Las primeras demostraciones de los efectos del fotoperiodo sobre la reproduccion se
llevaron a cabo desplazando ovejas del hemisferio norte al hemisferio sur, o sometiendo a
las hembras, contenidas en camaras fotoperiddicas, a regimenes luminosos que reproducian
las variaciones del fotoperiodo del hemisferio sur. En ambos casos, la estacion sexual se
atrasaba seis meses presentandose siempre después del solsticio de verano. Por lo que se
lleg6 a la conclusion de que el fotoperiodo es uno de los factores mas importantes que
interviene en la regulacion de la actividad reproductiva (Chemineau, e al. 1992; Forcada et
al. 2000%). Las cabras poseen un patrén reproductivo estacional, como se menciond
anteriormente, se cree que esto obedece a la seleccion natural ejercida sobre un gran
nimero de generaciones que habitaron en regiones donde el clima y la nutricién variaban
de acuerdo a épocas anuales, (Malpaux et al. 1996; Chemineau et al. 2003). Dicha
estacionalidad, en la reproduccion, permite que los nacimientos ocurran al final del invierno
o principios de primavera, cuando las condiciones climaticas suelen ser las mas favorables
para su supervivencia y desarrollo. En general, la época reproductiva de la cabra ocurre al
final del verano y principios de otofio cuando las horas luz comienza a decrecer (Pijoan,
1984; Malpaux et al. 1996).

En los caprinos, asi como en otros mamiferos la informacion del fotoperiodo es recibida via
retina y transmitida en varias etapas por via nerviosa a la glandula pineal a través de las
neuronas simpaticas postganglionares. Considerando que la glandula pmneal no posee
proyecciones nerviosas, las funciones fisioldgicas son ejercidas por medio de la principal
hormona secretada por esta glandula, que es la melatonina, dicha hormona participa en la
regulacion de la secrecion del Factor Liberador de Gonadotropinas (GnRH), controlando de
forma indirecta la hiberacion de gonadotropinas (LH, FSH)-, traduciéndose los efectos del
fotoperiodo en las funciones reproductivas (Malpaux et al. 1996; Forcada, et al. 2000").

En la incidencia en la presentacion de estros en cabras criollas, se encontrd que es mayor la
concepcidn en los meses de mayo a octubre acentuandose en los meses de agosto y
septiembre, determinando asi la presentacion de celos en los meses finales de verano y
principios del invierno, cuando las horas luz comienza a disminuir, distribuyéndose
finalmente la época de pariciones a finales de inviemo hasta la primavera. Tanto en ovejas
como en cabras el micio del proceso de la capacidad reproductiva suele comenzar en el
hemisferio norte, en el tiempo de transicion del mes de agosto, al contrario en el
equinoccio de invierno es cuando estos animales se encuentran con mayor o menor
cantidad en anestro (Pijoan, 1984; Trejo, 1986; Chemineau y Delgadillo, 1994; Malpaux et
al. 1996).



Al 1gual que en las ovejas se ha demostrado en las cabras el efecto estacional es causado
por cambios en la sensibilidad hipotalamica al mecanismo de retroalimentacion negativa de
los estrogenos, los cuales son responsables de la liberacion de pulsos de la hormona
luteinizante (LH), « Chemineau et al 1988).

La estacionalidad reproductiva se caracteriza por la capacidad de la hembra de regular la
liberacion pulsatil de la LH, asi como la frecuencia y amplitud apropiada para lograr tanto
una fase litea como una fase folicular de un ciclo estral. Cuando estos pulsos no pueden
ser generados y modulados, la hembra entra en periodo de anestro, el cual se caracteriza por
pulsaciones regulares, pero muy infrecuentes de LH (Bronson y Heideman, 1994).
Algunos autores (Shelton, 1990; Trejo, 1994) sefialan que puede existir un efecto
confundido entre el anestro de tipo estacional con el anestro posparto, alargando asi el
intervalo entre partos.

Nett (1987), en una revision acerca de funcionamiento del eje hipotdlamo-hipdfisis-
gonadal, propone un modelo para los cambios en el proceso de recuperacion de dicho eje en
el posparto. Esta etapa ocurre de la 2% la 5 semana posparto y los principales cambios son:
la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), tiene una pulsacion infrecuente, un
pulso por cada 4 u 8 horas, lo que permite una sintesis efectiva de hormona luteinizante,
debido al amplio intervalo entre pulsaciones; solo poca cantidad de hormona LH de nueva
formacion es liberada, acumulandose en la hipofisis.

La magnitud de los picos de LH depende de la cantidad de esta misma hormona
almacenada, por lo tanto los pulsos de LH al principio de la fase son insuficientes para
inducir a la maduracion folicular, posteriormente la elevacion en la concentracion de LH ha
llegado a niveles normales dewtro de la hipdfisis, lo que permite un crecimiento folicular y
por consiguiente un aumento en la liberacion de estrogenos producidos por dichos
foliculos. Los estrégenos resultantes, estimulan receptores en el hipotdlamo y en la
hipofisis anterior, provocando un aumento en la sensibilidad de los tejidos y una
retroalimentacion positiva.

La retroalimentacion positiva de estrogenos resulta en pequefios aumentos de las
concentraciones circulantes en cortos periodos de GnRH (y consecuentemente de LH), en
contraste con los prolongados periodos y las altas concentraciones de estrogenos al final de
la gestacion que provoca una retroalimentacion negativa poderosa. Al final de esta etapa se
incremento la frecuencia de liberacidon de GnRH, con los consecuentes aumentos en las
pulsaciones de LH, permitiendo un buen desarrollo folicular y resultando en una ovulacion
posparto.

Al principio del anestro, cuando las pulsaciones de GnRH son espaciadas, la sintesis de LH
es uniforme y comienzan a elevarse los niveles de esta hormona en la hipofisis, efectos
como ¢l estimulo de amamantamiento y factores estresantes medioambientales parecen no
tener influencia, mientras que ¢l final de esta etapa, cuando la retroalimentacion positiva de
los estrogenos provoca el incremento en las pulsaciones de GnRH, el amamantamiento y
los factores estresantes medioambientales parecen afectar Ia liberacion de dicha hormona.



Tales eventos permiten la liberacion de péptidos opidceos internos (principalmente f3-
Endorfina), los cuales inhiben la liberacion de GnRH desde el hipotalamo, adicionalmente a

esto los antiopioides ejercen una accion estumulatoria de la secrecion de gonadotropinas
(Trejo, 1994).

Este efecto regulador de los opioides endégenos sobre la liberacion de las gonadotropinas
fue descubierto aproximadamente hace 30 afios. Mathis (1970) efectiia una exhaustiva
revision de los efectos sobre la conducta sexual de los adictos a la heroina. Asi se observa
que esta adiccion provoca en las mujeres severas anormalidades en el ciclo menstrual y en
los hombres se presenta disminucion del deseo sexual y de la ejecucion del acto sexual,
muentras que el orgasmo, la ereccién peneana y la eyaculacion espontdnea estan entre los
signos del sindrome de abstinencia a esta droga.

3. INTERACCION DE LOS PEPTIDOS OPIODES ENDOGENOS (POE) EN LA
FISIOLOGIA REPRODUCTIVA

Desde la década de los 70, se sabe que los seres vivos poseen sus propias morfinas. El
descubrimiento de estas sustancias fue precedido por la descripcion de receptores opioides
especificos.

La presencia de sustancias parecidas a la morfina en el seno del SNC esta respaldada por
una gran cantidad de evidencias experimentales. Por ejemplo diversos investigadores
coinciden en que los POE participan en el control que regula secrecion de LH de acuerdo al
estado fisioldgico del animal, influyendo en el control de la conducta sexual y la expresion
de los eventos endocrinos que permiten la manifestacion del estro; y de alguna manera
ntervienen en la conducta reproductiva ya que al parecer regulan de manera directa la
secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) a nivel hipotalamico y
controlan el patron de secrecion de la hormona LH y por lo tanto comportamiento
reproductivo (Bicknell, 1985; Cosgrove, ef al. 1993; Fuentes y Pailas, 1994; Okrasa, ef al.
1995; Guajardo, et al. 1997). '

Estos POE producen sus acciones a través del reconocimiento de receptores especificos,
hasta la fecha se han caracterizado cinco subtipos de receptores que han sido denominados
como mu (u), delta (y ), Kappa (), sigma (o), epsilon (¢). Estudios farmacolégicos han
demostrado que aunque existe selectividad sobre receptores, esta no es completa, por
ejemplo, la B-endorfina ademas de reaccionar con su receptor épsilon también reconoce a
los receptores  y delta.

La interaccion de los POE vy la fisiologia de la reproduccion sugiere una estrecha relacion
entre ambas. A estas sustancias se les denomin6 de forma genérica como endorfinas e
inmediatamente después del descubrimiento de las mismas sustancia morfinoides en el
cerebro, se hizo evidente la importancia de estudiar como se regula la secrecion de las
hormonas relacionadas con la reproduccion (Arce, et al. 1991; Fuentes et al. 1997,
Honaramooz, et al. 2000).



En el caballo, los opioides enddgenos participan en la regulaciéon de las funciones
reproductivas. Los opioides inhiben al GnRH en las hembras durante la fase latea tanto
como en la estacion anovulatoria de las hembras como en el descanso sexual de los machos
(Aurich, et al. 1996). Los opioides inhiben la GnRH en hembras ciclicas que estan tratadas
con estradiol y progesterona y esto regulado por el umbral de los esteroides. En el anestro,
los opioides inhibidores de la secrecion de la LH, pueden ser activados por una baja
concentracion de estrégenos o ser independientes de factores ovaricos. Existe un
incremento en la liberacion de B-endorfina dentro de la circulacion portal hipofiseal, como
respuesta del amamantamiento. Los mecanismos por medio de los cuales actiia la prolactina
para inhibir la secrecion del factor liberador de GnRH, no han sido bien comprendidos. La
reduccion de la liberacion de GnRH en la hiperprolactinemia podria ser el resultado de la
secrecion dentro del hipotalamo de una sustancia que inhibe presindpticamente la liberacion
de GnRH, un candidato muy estrecho es la B-endorfina, ya que este péptido opioide ha
demostrado inhibir presinapticamente la liberacion de GnRH (Brooks, ef al. 1986* ¥ %
Aminski, et al. 2000). Ademas la administracion de un antisinérgico opioide, como la
naloxona, ha demostrado un imcremento en la liberacion de LH (Armstrong, et al. 1988;
Stanfield, ef al. 1988; Arreguin, et al. 1995; Dueiias et al. 2001).

3.1 EFECTO DE LOS OPIOIDES ENDOGENOS EN EL PERIODO POSPARTO

En trabajos recientes se ha demostrado que la relacién madre-cria es una requisito
caracteristico para que se de la anovulacion posparto. En hembras bovinas que son
forzadas a amamantar un becerro extrafio, sufren de los mismos cambios neuroendocrinos
que ocurren con el destete: un rapido wmcremento en la frecuencia de los pulsos de LH,
desarrollo de un foliculo preovulatorio, ovulacion e inicio de la cliclicidad ovarica. La
formacién de un vinculo maternal por la hembra, mas la interaccion fisica de la cria en la
region inguinal (manipulacion oral del flanco, 0 amamantamiento) parece ser el responsable
de los cambios neurales que crean el estado anovulatorio. Esto incluye un incremento en la
sensibilidad hipotalamica a la retroalimentacion negativa del estradiol y a un incremento en
el tono opioide que causa la supresion de GnRH y LH (Galina, 2002; Keisler, 2002;
Williams, 2002).

Por otro lado el amamantamiento puede mantener los niveles elevados de prolactina, esta
hormona originalmente fue considerada como la causa principal del anestro, sin embargo se
han reunido pocas evidencias de ello. La admimstracion de bloqueadores de receptores a
oploides, como la Naloxona suele resultar en un incremento de la secrecion de LH y un
decremento de la prolactina, aunque en borregas este factor puede ser observado tanto en
hembras con amamantamiento o sin amamantamiento posparto, sugiriendo que esta
respuesta esta mas relacionada a efectos posteriores de altos niveles de prolactina durante la
gestacion (Szafranska y Tilton, 1995; Dueiias ¢t al. 2001).

Diversos investigadores coinciden en que los opioides enddgenos participan en un control
que modula la secrecién de LH de acuerdo al estado fisioldégico de la hembra medicada,
influyendo en el control de la conducta sexual y la expresion de los eventos



endocrinos que permiten la manifestacion del estro (Fuentes y Pailas, 1994; Gonzalez et al.
1994; Hidalgo y Fuentes, 1994; Sanchez et al. 1994; Lozano, et al. 1998).

3.2. USO DE LA NALOXONA EN LA REPRODUCCION

La naloxona es un antisinérgico opioide semi-sintético el cual difiere estructuralmente de la
oxymorfina solo en que el grupo metilo del atomo de nitrégeno que es remplazado por un
grupo alil.

Su mecanismo de accion se basa en la existencia de miltiples subtipos de receptores
opiaceos repartidos por el SNC, y cada uno es mediador de diferentes efectos de los
péptidos opioides. Aparentemente, la naloxona desplaza a los POE de todos estos tipos de
receptores por que posee una estructura quimica simidar a los POE, e inhibe
competitivamente sus acciones, produciendo el antagonismo de las acciones opiaceas.

Esto ha servido de modelo experimental para entender los mecanismos neurofisiologicos de
la reproduccion animal (Meyer et al. 1984; Ruiz, 1994; Fuentes, 1995).

La naloxona se ha aplicado en ovejas y cabras (Fuentes, 1989; Weesner er al. 1989; Garcia,
et al. 1995; Fuentes et al. 1990, 1997); en bovinos (Fuentes y Pailas, 1994); en monos
(Foltin, 1989), donde ha demostrado tener capacidad antisinérgico especifica de los
receptores microandofinergicos, observandose que produce una liberacion de hormona
lutemizante (LH) (Kimes y London, 1989; Limonta et al. 1989), efectos que se han
demcstrado en la rata (Cicero et al. 1986), observado también en la oveja (Standfield ef al.
1988), y en primates (Martenaz et al. 1984), incluyendo el hombre (Maggt et al. 1985;
Defeo et al. 1986; Petraglia et al. 1986; Reid et al. 1986; Seki et al. 1986).

Sin embargo, se ha podido observar que cuando las dosis son demasiado elevadas se han
presentado fallas en el efecto liberador de LH en algunos experimentos en donde diferentes
animales son premedicados con diversas hormonas esteroidales y naloxona durante
diferentes estaciones del aiio (Spencer y Whitehead, 1986; Horton y Clarck, 1988; Yang et
al. 1989), mientras que cuando se manipulan las concentraciones bioldgicas de melatonina,
se observa también que la presencia de esta no afecta la capacidad de liberacion de LH por
el efecto de la naloxona en la oveja (Yang et al. 1988). Esto hace resaltar que la naloxona
puede ejercer un efecto antisinérgico a dosis bajas, pero cuando se administra a grandes
dosis se le debe atnbuir un efecto sinérgico. '

Lo anterior se respalda con las observaciones hechas en el humano a dosis unuicas de 0.4 a
0.8 mg administradas por via IM o IV, antagonizan los efectos de la morfina y sus
derivados durando de una a cuatro horas. Pero cuando la naloxona se utiliza en grandes
dosis (24 mg/kg) en el humano se reportan mareos, malestar general y cefalea, lo que
permite observar su efecto sinérgico (Jaffe y Martin, 1989).

Estudios realizados en bovinos (Greg et al. 1986), en cerdos (Barb ¢t al 1986), en



ovejas y cabras (Fuentes y Peraza, 1988; Fuesites, 1989; Fuentes y Ruiz, 1989; Fuentes et
al. 1990, 1991, 1998, 2001), fundamentan la posibilidad de que las endorfinas sean
moduladoras del comportamiento sexual. En los estudios realizados se ha demostrado que
existen opioides en el hipotdlamo que inhiben la secrecion de la LH durante el intervalo
posparto y que en ovejas y bovinos son local:zados dentro del hipotdlamo con vecindad de
neuronas hipofisiotropicas (Malven et a/. 1986). Con estos hallazgos se postuld por Castillo
y Fuentes (1986), que los opioides antagonizan la liberacion de gonadotropinas, efecto que
se ejerce a nivel de los receptores microendofinérgicos del hipotdlamo de manera
especifica. Asi mismo Leishing y Jackson (1987) y Leishing et al. (1990); encontraron que
estos péptidos se involucran en la estimulacion de la secrecion de la prolactina (PRL) y la
somatotropina (GH).

4. LA HORMONA DEL CRECIMIENTO (GH) O SOMATOTROPINA

La somatotropina es una proteina lineal simple, compuesta de 191 ammoécidos y
producida por la hipéfisis anterior (Grodsky, 1979), su peso molecular es de 22 kDa y su
estructura cuaternaria esta formada por 4 hélices. Desde el punto de vista funcional tiene 2
dominios, somatogénico y el lactogénico (Van der Walt, 1994). No obstante que existe
especificidad de géneros bioldgicos, se ha visto experimentalmente que las hormonas de
crecimiento de algunas especies tienen actividad biologica en especies diferentes a la
propia, como en el caso de la hormona bovina que estimula el crecimiento en ratas y ovejas.

La somatotropina, en forma general, actia sobre la sintesis de proteinas, incrementando la
retencion de nitrégeno y de fosforo en el organismo, aimentando el transporte de los
aminoacidos hacia el exterior de la célula, y estimulando la sintesis de los acidos nucleicos.
Ademas, la hormona del crecimiento estimula la mdrélisis de los triglicéridos del tejido
adiposo, o sea que aumenta la movilizacidén de las reservas del tejido adiposo (Martin,
1976; McCutcheon & Bawnan, 1986). Estimula también la gluconeogénesis en el higado,
aumentando el aporte de glucosa a la circulacion, y por lo tanto a las células, y finalmente
ayuda a la retencion de sodio, potasio, magnesio y cloro (Turner y Bagnara, 1993).

4.1 EFECTOS METABOLICGS DE LA SOMATOTROPINA

La somatotropina a nivel fisiologico general tiene un efecto importante sobre el
metabolismo tanto de los carbohidratos asi como de los lipidos. Los cambios en estas rutas

metabolicas dependen tanto de la especie como del manejo general y nutricional (Van der
Walt, 1994).

Dichos efectos incluyen un aumento de la gluconeogénesis hepatica, con la consecuente
reduccion de la sintesis de grasa por parte del tejido adiposo (lipogénesis)y la



remocion de los depositos corporales de grasa (Lipolisis) (Martin, 1976). Estos fenomenos
resultan en un incremento a nivel circulatorio de las concentraciones de glucosa como de
acidos grasos no esterificados.

Los aumentos en los niveles circulantes de glucosa posiblemente provocados por la
somatotropina, son detectados a nivel hipotalamico por los centros glucodetectores, como
una referencia de la dispombilidad energética la cual podria tener un efecto sobre la
frecuencia de liberacion del GnRH, y por tanto en la secrecion de la LH (Dutorur, et al.
1997).

Otro de los efectos sobre el metabolismo de los lipidos, es que la Hormona del crecimiento
recombinante bovina (rBST) puede modificar las concentraciones circulantes de las
lipoproteinas de alta (HDL), y baja densidad (LLDL) dependiendo tanto de la especie como
del tipo de dieta suministrado (Van der Walt, 1994). La importancia de estas lipoproteinas
radica en que, en rumiantes, son la principal fuente plasmatica del colesterol, precursor
necesario para la sintesis de esteroides por las células luteas, por lo que un aumento en sus
concentraciones circulantes podria favorecer la mayor produccidn de progesterona.

4.2 LA HORMONA DEL CRECIMIENTO Y SU PAPEL EN LA REPRODUCCION
DE LA HEMBRA

La hormona del crecimiento, como su nombre sugiere, es indispensable para el crecimiento
y el desarrollo, sin embargo, también estd involucrada en los procesos de diferenciacion
sexual y maduraciéon en la pubertad y participa en la esteroidogénesis gonadal, la
gametogénesis y la ovulacion (Carrillo y Granados, 2000). También tiene un papel
adictonal en el embarazo y la lactacidon. Estas acciones se reflejan directamente en las
acciones endocrinas de la GH pituitaria o son mediadas por la induccién de la produccion
de IGF-I hepatico o local. Sin embargo, la GH también es producida en las gonadas,
placenta y tejidos mamarios, puede actuar por las vias paracrina o autdcrina para regular
procesos que son estratégicamente regulados por la GH pituitaria. El concepto de que la
GH es un modulador importante de la reproduccion de la hembra es el enfoque que se le ha
dado recientemente (Darendeliler, et al. 1990; Andres, et al. 1991; Cochran, et al. 1999).

Aunque, desde hace tiempo el eje somatotropico y el gonadotropico se ha estudiado su
relacion durante el crecimiento y maduracion sexual (Simpson et al. 1991), hasta ahora, el
papel de la GH en la reproduccion se ha descrito por medio de estudios experimentales los
cuales sugieren que la GH modula la esteroidogénesis, la gametogénesis y la diferenciacion
gonadal asi como secrecion de las gonadotropinas y su sensibilidad a estas (Zachmann,
1992). Se ha propuesto también el papel placental y de la  glandula mamaria sobre la
secrecion de GH (Mol et al. 1996, Alsat et al. 1997).



Ademas, mientras, estas acciones son efectuadas en el papel endocrino de la GH pituitaria,
también realizan las acciones locales autocrinas o paracrinas de la GH producidas en
tejidos reproductores (figura 1) .

Acciones ovaricas

Estudios experimentales que se ejecutaron in vivo sugieren que la GH actaa en el ovario
para afectar la gametogénesis y la esteroidogénesis. La interpretacion de estos estudios in
vivo es, sin embargo, complicada por el incremento en la circulacion del factor de
crecimiento semejante a la insulina (IGF-1) resultante de la administracion de GH in vivo y
la comprobacion de la habilidad del IGF-1 para estimular la actividad ovarica (Adashi et al.
1985). La administracion de GH exdgena resulta en una situacion artificial en la cual tanto
la GH como el IGF-1 se aumentan, considerando que el incremento fisiologico del IGF-1
normalmente resulta en una disminucién de la produccién de GH pituitaria. /n vivo la
respuesta es de este modo semejante al reflejo parcial de la accién del IGF-1 hepatico
inducido por la GH. Numerosos estudios in vivo determinaron el hallazgo del RNAm del
GHR vy la proteina en las células ovaricas, sugiere, sin embargo, que las acciones ovaricas
directas de la GH proporciona una importante modulacion de las funciones dependientes e
independientes de las gonadotropinas (Brozos, et al. 1999).

Foliculogénesis y gametogénesis

La produccién de gametos viables y la produccion adecuada de esteroides requiere de una
serie de eventos que ocuiren en el foliculo (Fig. 2) y dentro del ovocito. El efecto de la GH
sobre la maduracion del foliculo y del gameto tiene un papel primordial en la fertilidad.

Foliculogénesis temprana

La GH juega un papel particularmente importante en el inicio del desarrollo folicular
independiente de la hormona foliculo estimulante (FSH) (Fig.2), puesto que se observo que
el pico de actividad esta ligada a la GH durante la foliculogénesis temprana en foliculos
porcinos (Quesnel, 1999) y en los ovarios de peces (Gomez ¢t al. 1998). Estudios in vivo e
in vitro sugieren que la GH estimula el crecimiento y evita la atresia en foliculos pequerios
que se desarrollan durante todo el ciclo estral. En donde la admimstracion de GH in vivo
incrementa el numero de foliculos pequefios en vacas (Gong et al. 1991; 1993) y en yeguas
(Cochran ef al. 1999). Estudios in  vitro en ratones nmaduros, también muestran un
efecto estimulador de la GH sobre el desarrollo de foliculos preantrales y la
proliferacion de las células foliculares en ratones mmadwos que es sinérgico con FSH
y por lo tanto independiente de IGF-I (Kumar et al. 1997;  Lucy et al
1993,1998. Kobayashi ez al.  2000). Otros estudios en ovarios de coneja
demostraron que el IGF-I esta mmplicado en la foliculogénesis temprana, en el



crecimiento folicular y el incremento intraovarico del IGF-I en una acostumbrada
coordinacion seguida de la administracién de GH (Yoshimura et al. 1993, 1994). Otros
factores de crecimiento ovarico, como la activina, puede también mediar las acciones de la
GH, puesto que la foliculostatina, la cual se une e inactiva a la activina, bloquea el efecto
estimulador de ia GH en el crecimiento folicular preantral de muridos (Liu et al. 1998). La
GH puede asi ser particularmente importante en el reclutamiento de foliculos e iniciar el
crecimiento del ovocito. : ‘

Foliculogénesis tardia y luteinizacion

La GH actia e¢n conjuncion con las gonadotropinas para estimular estados tardios de
foliculogénesis y luteinizacion (Fig. 2). Tanto la GH como las gonadotropinas son
requeridas para evitar la atresia de foliculos grandes (>2 mm) seguida de la hopofisectomia
en oveja (Eckery et al. 1997). La GH juega un papel en la seleccion folicular, la GH se liga
a los sitios en las células de la granulosa de la cerda en foliculos atrésicos perdidos
(Quesnel, 1999) y el desarrollo impar de los foliculos dominantes en vacas GH-deficientes
(Chase et al. 1998). La administracion de GH in vivo similarmente mcrementa el numero de
foliculos grandes en cerdas (De La Sota et al. 1993, Lucy et al. 1995) y en ratas enanas
GH-deficientes (Ozawa et al. 1996), el namero de cuerpos liteos en vacas (Lucy et al.
1992) y en ratas transgénicas GH (Danilovich et al. 2000). El efecto estimulador de la GH
sobre el niimero y tamario folicular, se refleja en el incremento de la proliferacion celular y
en menor grado en la luteinizacion de las células de la granulosa en humanos (Ovesen et al.
1994) pero también es indicativo del efecto supresor de la GH sobre la apoptosis
(Eisephauer et al. 1995, Sirotkin & Makarevich 1999, Danilovich et al. 2000). La GH
puede aumentar la supervivencia folicular y la proliferacion celular por potencializacion de
la accion de la LH. La deficiencia de GH esta asociada con la disminucién de la expresion
del gene de los receptores de LH (Adwvis et al. 1981). El efecto foliculogénico de la GH es
minimo en las células de la granulosa luteinizadas de humanos, dependiente de la FSH e
independiente del [GF-I (Ovesen et al. 1994, Ovesen, 1998).

Maduracion de los ovocitos

Un mmportante papel de la GH en el desarrollo de los ovocitos es el indicado por la relacion
entre las concentraciones de GH folicular y la madurez del ovocito humano (Mendoza et al.
1999). Los ovocitos recolectados de foliculos con altas concentraciones de GH en el fluido
antral son mas fértiles que aquellos de foliculos con concentraciones bajas de GH, y entre
ovocitos fertilizados, la concentracion intrafolicular de GH esta inversamente relacionada al
subsiguiente fracaso de la segmentacion y disfunciones morfologicas en la implantacion del
embrion (Mendoza er al.1999). En  contraste, la prolactina, la LH, la 1interleucina-1 vy el
factor de necrosis tumoral-alfa son incalculables componentes en el desarrollo del
ovocito (Mendoza er al 1°99). Mendoza et al.  (1999), concluydé que la elevacion
temprana en la concentracion de GH en foliculos antrales pequeiios es
benéfico para la calidad del ovocito, para mejorar o actuar en swergia con



el proceso de desarrollo controlado por las gonadotropinas. Por lo tanto. la fertilizacion en
ovocitos bovinos in vitro es incrementado por la incubacion con GH (1zadar ef al. 1998).

La GH mejora la calidad del ovocito por la aceleracion y coordinacion de la maduracion
citoplasmatica y nuclear. Esta posibilidad surge por la gran proporcion de ovocitos bovinos
que manifiestan la marcada maduracion citoplasmatica (por e¢jemplo. la habilidad de
descondensar la cromatina espermatica y formar coronas de espermatozoides (Hyttel et al.
1989) en poblaciones celulares tratadas con GH (Izadyar et al. 1997, 1998). La maduracién
nuclear es similarmente elevada por la GH, ovocitos bovinos tratados con GH completan la
melosis I rapido y pasan por la segmentacion del cigoto y dan la formacion del blastocisto
mas frecuentemente que los ovocitos no tratados (Van der Westerlaken ¢/ al. 1994, Izadyar
et al. 1996, 1998). Este efecto de la GH es dependiente del AMPc v la presencia de
acumulos celulares pero es independiente del IGF-1 (Bevers et al. 1989, Zuelke & Brackett,
1993, Izdyar et al. 1997, 1998, Kolle et al. 1998). El RNAm para la GH y la proteina,
ademas no ha sido detectado en los ovocitos de foliculos secundarios o terciarios de ovario
bovino (Kolle er al. 1998). Asi, la accion directa en el ovocito si parece ser diferente. La
GH también estunula, la maduracion nuclear en ovocitos de zorra, rata, coneja y cerda; sin
embargo, es menor en ratas. El acumul6 celular de IGF-1 parece ser el mediador y no el

AMPc (Hagen & Graboski 1990, Yoshimura et al. 1993, 1994, Apa et 4/. 1994, Kalous et
al. 1998).

Ovulacion

La GH juega un papel no esencial pero facilita la ovulacién. Por ejemplo, aunque la GH
sola no puede causar la ovulacion en la oveja (Dawvis et al. 1990), en cerdas (Gilbert.on ef
al. 1991) o en conejas (Yoshimura et al. 1993), las gonadotropinas inducen la ovulacién en
ovario de coneja y es significativamente mejorada por la co-administracion con GH
(Yoshimura et al. 1994).

Ademas, la fertibdad es reducida pero no inhabilitada en ratones (Bartke, 1999). En tal
caso, otras hormonas semejantes a la GH, particularmente la prolactina, pueden compensar
la falta de accion de la GH (Bartke, 1999). La GH facilita la ovulacién por el incremento de
la sensibilidad a las gonadotropinas y por reduccién de la incidencia de apoptosis en
foliculos ovaricos preovulatorios. El incremento del nimero de cuerpos lateos y el nimero
reducido de foliculos atrésicos en ovarios de raton transgénico expresando GH apoya este
punto de vista (Danilovich ef al. 2000). La sobre expresion de GH en estos ratones estan
correlacionada con un incremento en el nimero de ovocitos liberados durante cada
ovulacion (Danilovich et al. 2000). Se ha visto que tratamientos con IGF-I suprimen la
fragmentacion apoptoética del DNA en foliculos preovulatorios, esta accion de la GH es a
través del IGE-1 (Danilovich et al. 2000). La GH también facilita la ovulacion por un
incremento de la sintesis de plasminogeno tisular activo, el cual activa la proteasa sérica
requerida para la ruptura de la capsula ovarica. El momento de la ovulacion es GH-
dependiente, siendo retardada cuando hay deficiencia de esta (Bartke et al. 1999).



Se concluye que la GH en Ia produccion de gametos viables, modula la foliculogénesis
temprana gonadotropina-independiente y la foliculogénesis tardia gonatropina-dependiente
por un incremento en la proliferacion celular y la inhibicion de Ja atresia. El IGF-I ovarico
y hepético parece estar involucrado en algunas, pero no en todas estas acciones en muchas

especies. Como resultado de estas acciones gametogénicas y foliculogénicas, se demuestra
la influencia de la GH en la fertilidad.

Esteroidogénesis

La produccion de hormonas esteroides por las células ovaricas, es esencial para el
reclutamiento fohcular, la maduracidon de los ovocitos, la ovulacion, la funcion del cuerpo
liteo, el mantemimiento y la implantacion de el blastocisto y la regulacién del eje
hipotalamo-pituitario-gonadal. La esteroidogénesis es un prerrequisito para el éxito de la
reproduccion. Ademas la LH y la FSH son los reguladores primarios de la esteroidogénesis
ovarica, la GH también modula la produccion de los esteroides ovaricos (Figura 3).

4.3. LASOMATOTROPINA Y LOS FACTORES DE CRECIMIENTO

Muchos de los efectos metabolicos de la somatotropina se llevan a cabo de manera directa
pero otros los realiza de manera indirecta a través de las somatomedinas, las cuales son
producidas principalmente en el higado, por estimulacién de la somatotropina (Martin,
1976; Cohick et al. 1987; Davis et al. 1987).

Las somatomedinas o factores de crecimiento, son proteinas, de peso molecular menor a
30,000 Daltones, las cuales actian principalmente como hormonas paracrinas o autdcrinas
en diferentes tejidos (Davis et al. 1994; Monget y Monniaux, 1995).

Se ha sugerido que diversos factores de crecimiento tienen un potencial papel regulador de
la funcion ovarica en los mamiferos (Davis et al. 1994). Hay evidencia de que al menos 4
familias de factores de crecimiento tienen esta posible funcion (Spicer et al. 1994; Spicer y
Echternkamp, 1995; Gong, et al. 1996, Hamulton, et al. 1999). Los factores de crecumiento
parecidos a la insulina (IGF-I, IGF-I), el factor de crecimiento epidérmico y factor de
crecimiento y transformacion con actividad alfa ( EGE/TGF-a), los factores del
crecimiento de los fibroblastos, acidos y basicos (aFGF, bFGF), y la superfamiha de
factores de crecimiento y transformacion con actividad alfa y beta (TGT-o, TGT-B8) (Hill,
1989).

Los factores de crecimiento parecidos a la insulina I y [ (IGF-I, IGF-II), son polipéptidos
con peso molecular de alrededor de 7,500 Daltones, el IGF-I tiene 70 aminoacidos y 67 el
[GF-II, teniendo similitud estructural y funcional con la msulina (Hill, 1989). EI IGF-I es
un importante mediador de crecimiento que se produce en respuesta a la hormona del
crecimiento, mientras que el IGF- Il es menos dependiente. Debido a que tanto en
los tepidos uterinos como en sus secreciones se han encontrado estos factores de
crecimiento,  asi como por su capacidad para mediar el crecimiento 'y

[6



diferenciacion celular, estos factores pueden actuar sobre el Utero materno y/o el desarrollo
embrionario, para iniciar o ampliar la comunicacion entre el embrion y la madre durante el
proceso de reconocimiento de la gestacion (Simmnen et al. 1993).

Ademas de sus posibles efectos sobre el desarrollo embrionario, los factores de crecimiento
también podrian favorecer la reproduccion mediante sus efectos en los organos del aparato
genital materno, ya que tanto el utero como los oviductos, ovarios, foliculos ovaricos y
cuerpos luteos, presentan receptores para los factores de crecimiento (Perks et al. 1999).
En las células oviductales de borrega se ha observado que durante todas las fases de ciclo
estral existe la presencia de receptores para IGF-II (Leeuwenberg et al. 1993).

Estudios en ratas han demostrado que los IGF-I | EGF, TGF-a y TGF-b participan en un
sistema intra ovarico cuya funcion es controlar la supervivencia de las células foliculares a
través del bloqueo del proceso de apoptosis, evitando asi la atresia (Tilly y Furuta, 1993).
De igual manera los IGF-I estimulan en forma dependiente la proliferacion de las células de
la granulosa de foliculos en caprinos (Belh y Pandey, 1999), asi como de foliculos
pequefios, medianos y grandes de bovinos. Al actuar en presencia de FSH o LH, los IGF-I
sinergizan su accion, para estimular la proliferacién de las células de la granulosa de los

foliculos pequefios; esta accion no ha sido observada en los foliculos medianos o grandes
(Webb et al. 1993).

Una de las formas en que se pueden incrementar indirectamente los niveles circulantes de
IGF-I es a través de la aplicacion de rBST (somatotropina recombinante bovina), ya que los
niveles de IGF-I se incrementan notoriamente dentro de las 48 h posteriores a la aplicacion
de la rBST (Gong, 1993). Diversos estudios han demostrado que la aplicacion exdgena de
hoimona de crecimiento bovina tiene un efecto sobre varias funciones reproductivas.
Eckery et al. (1993), al aplicar somatotropina recombinante bovina a 6 borregas
hipofisectomizadas por un periodo de 12 dias y a una dosis de 80 pg/kg, seguido por eCG
(gonadotropina coridnica equina) al octavo dia se logré el desarrolio folicular y la
ovulacién en el 80 % de las borregas tratadas, con lo cual se sugiere que la somatotropina
juega un papel importante en el mantenimiento de la sensibilidad de los foliculos a las
gonadotropinas, mientras que la administracién de la gonadotropina sola no fue capaz de
inducir el desarrollo folicular en las ovejas hipofisectomizadas (De la Sota et al. 1993).

4.4 HORMONA DEL CRECIMIENTO Y FACTOR DE CRECIMIENTO TIPO
INSULINA (IGF-I) DURANTE EL PERIODO POSPARTO

Durante el periodo de lactancia normal, la mayor produccion de leche esta asociada a los
niveles sanguineos elevados de GH. En vacas se ha encontrado que aquellas de alta
produccion tienen niveles endogénos mas altos que las vacas de baja produccion (Butler,
1989; Nevel, 1993). Losefectos lipoliticosy  diabetogénicos de la GH permiten una
ma;,or disponibilidad de precursores para la sintesis de la leche. Los niveles elevados
de GH per se o indirectamente por sus efectos en los metabolitos pueden influir
enel centro generador de pulsos (CGP) de GnRH. Desde este punto de vista, el



functonamiento de la GH no puede separarse de la IGF-I, ya que la GH promueve la
sintesis y secrecion de IGF-I por el higado y otres tejidos (Allrich, 1994). Sin embargo,
durante el balance energético negativo que se produce durante la lactancia temprana, ya que
durante este periodo la funcién mamaria tiene prioriddad metabolica sobre la funcién
ovarica; por lo que se produce un desacoplamient del eje somatotrépico (GH-IGF-1) y a
pesar de altos niveles sanguineos de GH hay bajas concentraciones plasmaticas de 1GF-I.
Este desacoplamiento neural del eje no se observa cuando los animales en balance
negativo son tratados con GH recombinada exogena . El IGF-I plasmatico podria ser
también una seiial metabolica (Lucy, 1993; Burton, 1994; Fuston, 1995). Experimentos en
animales de laboratorio, han mostrado un efecto esumulador de la IGF-I sobre la secrecion
de GnRH. Es posible entonces que durante el balance energético negativo; al existir una
baja concentracion de IGF-I, el CGP de GnRH esta inhibido, pero al recuperarse el balance
energético, y por consiguiente al aumentar los niveles plasmaticos de IGF-I, el CGP
comienza a activarse para desencadenar posteriorimente una mayor frecuencia de pulsos de
GnRH (McGuire, 1992; Sharma, 1994).

4.5. SOMATOTROPINA RECOMBINANTE BOVINA

La rBST fue aislada de extractos de pituitarias de bovinos. Sin embargo, fue muy limitada
su produccion por lo limitado del abastecimiento  de glandulas pituitarias; este
conocimiento tuvo que esperar hasta que el desarrolio de la biotecnologia permitiera la
produccion de somatotropina en cantidades importantes para uso comercial. -

Durante la ultima década se han desarrollado una serie de nuevas tecnologias, como la
técnica de recombinacion del acido desoxirribonucleico (DNA); estd técnica permite
obtener material genético (DNA) de ammales para luego recombinarlo con el de
microorganismos, lo cual capacita a estos ultimos para sintetizar proteinas de origen
animal. Como resultado de la aplicacion de la recombinacion de DNA se ha producido la
rBST. Esta técnica permite producir cantidades practicamente ilimitadas de rBST, que

facilita su utilizacion en diferentes especies con fines reproductivos, entre otros (Gallardo,
1999).

5. RADIOINMUNOANALISIS (RIA)

El RIA es una técnica de analisis que combina la sensibilidad con la que pueden medirse las
radiaciones nucleares, con la especificidad de las reacciones inmunolégicas entre un
antigeno y un anticuerpo.

Por medio del RIA se pueden cuantificar sustancias presentes en el organismo en
concentraciones sumamente pequefias. Dichas sustancias pueden ser hormonas, enzimas,
esteroides, péptidos, vitaminas, medicamentos y drogas, pero lo mas interesante es que
dicha medicion se logra aun cuando se encuentren presentes otras sustancias casi idénticas,
sin que estas interfieran en la medicion.



El método de RIA se basa en la formacion del complejo antigeno-anticuerpo y utiliza el
principio de la técnica de dilucién 1sotdpica y la ley de accion de masas. Si a una cantidad
dada de un antigeno (Ag) se le agrega una pequefia cantidad del mismo pero marcado con
un radioisotopo (Ag*) v ambos se hacen reaccionar con su anticuerpo (Ab) estando este
altimo en concentracion limitada, Ag y Ag* competiran por unirsele:

Ag + Ab €— Ag-Ab + A
g S g g

Ag* + Ab \L—B Ag* - Ab + Ag*

Si la concentracion de Ab en relacion con Ag* es suficientemente pequefia y se va
incrementando la cantidad de Ag, la oportunidad de Ag* para unirse a Ab serd cada vez
menor; es decir la fraccion unida Ag* - Ab tendra cada vez menos radiactividad.

La fraccion unida (U) se separa por algim método quimico apropiado, como puede ser la
precipitacion con polietilénglicol 0 con un segundo anticuerpo, o bien por decantacion,
cuando el primer anticuerpo esta unido al tubo de ensayo o a pequefias esferas. Una vez
separada, se mide su contemido de radiactividady se grafica el valor de U/L contra
concentracion de Ag siendo L la radiactividad de la fraccion libre cuyo valor se obtiene al

restar la de la fraccion unida de la total agregada al tubo de ensayo (Lezama-Carrasco,
1997).
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6. OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de dos tratamientos, uno con somatotropina recombinante bovina (rBST)

y otro con naloxona (Nx), sobre la actividad ovarica de cabras criollas encastadas con
Nubia en el periodo posparto.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

0 Estudiar el tamafio ovarico, asi como, el tamafio y numero de foliculos.
a Evaluar los niveles séricos de estrogenos y progesterona.
o Estimar los dias abiertos.

0 Evaluar intervalo entre partos y la prolificidad

TESIS CON
FALLA DE QRIGEN




7. MATERIAL Y METODOS.

El presente trabajo se realizd en el Laboratorio de Reproduccidn Animal y en el Mddulo de
la Catedra de Reproduccion y Genética en Ovinos y Caprinos de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan, cuya ubicacion geografica es: 19° 14' latitud norte y 99° 14" longitud
poniente a 2250 msnm, en el kildmetro 2.5 de la carretera Cuautitlan - Teoloyucan, en el
Estado de México (Blanca et al. 1975). '

Se utilizaron |8 cabras adultas entre 4y 6 aiios de edad, de fenotipo criollo encastadas
72 con raza Nubia, recién paridas en los meses de abril y mayo del 2001 con sus crias.

Las cabras se dividieron al azar por edad y peso en tres grupos experimentales, de la
siguiente manera:

1. Grupo testigo, sin ningun tratamiento hormonal.
2. Grupo con Naloxona (1 mg por la mafiana y 1 mg por la tarde).
3. Grupo con somatrotopina recombinante bovina (rBST) Smg/dia.

Al grupo testigo no se le aplico ningun farmaco. En el grupo tratado con naloxona, se usé
clorhudrato de naloxona (Laboratorio Sigma-Aldrich) a una concentracién de 100 mg por
500 ml de solucién salina fisioldgica y se mantuvo en refrigeracion hasta el momento de
aplicacion. Se aplicd a cada hembra por via subcutanea una dosis de 2 mg repartida en dos
aplicaciones, una en la mafiana y otra en la tarde de 1 mg 1niciando a los 8 dias posparto y
durante 60 dias consecutivos.

La somatotropina recombinante ovina (Lactotropina de 500mg, laboratorio Elanco), se
utlizd en una concentracion de 500 mg en 500 ml de solucién salina fisiologica y se
mantuvo en refrigeracion hasta el momento de la aplicaciéon. Se aplico a cada cabra del
grupo experimental por via subcutanea 5 mgde rBST (5 ml), iniciando alos 8 dias
posparto y durante 60 dias consecutivos, unasola dosis aplicada por la mafiana.

Se tomaron muestras de sangre una vez al dia cada tercer dia a los tres grupos
experimentales hasta cumplir los 60 dias de aplicacién del medicamento. La sangre se
centrifugd a 3000 rpm durante 15 minutos, inmediatamente después de ser obtenida, para
obtener el suero y dividirlo en dos alicuotas para almacenarlo en tubos eppendorf
de 1.5 ml, adicionandoles 5ul de  solucion saturada con azida de sodio como
conservador y  posteriormente se mantuvieron a —20°C hasta su procesamiento por RIA.

La B-endorfina como varios péptidos opioides del sistema nervioso, se van acumulando de
una forma continua antes de tener un efecto, este periodo se estima de 35 a 60 dias
(Forcada. er al. 2000), ademas el destete en el presente trabajo se realizo a los 60 dias.

Para la determinacion hornional de estrogenos y progesterona se realizé en el laboratorio de
reproduccion animal de la FMVZ de la UNAM, se utiliz6 un kit comercial utilizando
lodo125 (I'**) como fuente de radiacién (ICN Pharmaceuticals, Inc. Costa Mesa, CA)),
con errores intraensayode 15% y 10% respectivamente.
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Al dia 35 posparto, coincidiendo con la involucién uterina (Gorden, 1999), se realizd un
examen con un equipo de ultrasonografia en tiempo real con un transductor lineal en
posicion transrectal de 5 MHz (sensor/intensidad), a tres cabras de cada grupo, para evaluar
el crecimiento folicular en los ovarios, tomando medidas de las estructuras observadas.

A los 60 dias posparto, se destetaron las cabras y se expusieron al semental, para observar
el comportamiento sexual de las cabras asi como empadrarlas.

Se realizé6 un segundo examen con equipo en ultrasonografia de tiempo real para el
diagnoéstico de gestacion al dia 25 posdestete.

Las cabras se observaron y se estimaron los dias abiertos como el tiempo transcurrido del
parto a la gestacidon. Para referimmos como la prolificidad, dividiendo el namero de crias
entre las cabras expuestas.

El manejo nutricional de los animales se realizé en corrales donde se les administro alfalfa
achicalada ad libitum y 250 gr de concentrado comercial con 14% de proteina (ovejitina,
Hacienda).

7.1. ANALISIS ESTADISTICO

e Para evaluar el intervalo entre partos se utilizé una prueba de andlisis de vananza de
una via, usando para la diferencia entre medias la prueba de Duncan de acuerdo al
siguiente modelo:

Yij = +Ti + Ej

Donde:

Y = intervalo entre partos en dias

u = media poblacional constante

Ti = efecto del i-ésimo tratamiento (j = control, naloxona, GH)
Ej = Error aleatorio asociado a cada observacion

e Para el numero de cabritos nacidos o fertilidad absoluta se utiliz6 una prueba de
hipdtesis entre proporciones mndependientes mediante la distribucion de “Z”
(Johnson, 1980).

L



8.- RESULTADOS

En la Grafica 1 se presentan niveles de progesterona en el suero de cabras tratadas con
naloxona y de las cuales, en dos se obtuvieron valores de concentracion hormonal vy se
observa que en el dia 65 posparto se eleva la progesterona, comparada con la curva del
grupo testigo (Grafica 2), se observa algo similar pero la progesterona se eleva en el dia 59,
formando un cuerpo luteo aparentemente normal, mientras que en el tratamiento con GH se
aprecia un incremento desde el dia 50 (Grafica 3).

En la Grafica 4, se aprecian los niveles de progesterona y estrégenos en la cabra 9 tratada
con GH que se utilizd6 como modelo ya que explica de mejor forma lo observado en el
grupo con GH. Se nota que la curva de estrogenos precede a la de progesterona en
aproximadamente 6 dias empezando los estrogenos a los 44 dias posparto y la progesterona
a los 50 dias posparto.

En el Cuadro 1 se presentan el tamafio de los ovarios, el nimero de foliculos y el tamarfio
folicular para cada uno de los tratamientos y para estas caracteristicas no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos.

En el Cuadro 2 se anotan los dias abiertos, intervalo entre partos y la prolificidad y se nota
que tanto dias abiertos como intervalo entre partos tuvieron diferencia significativa en
funcion del tratamiento con GH (p < 0.5), mientras que la prolificidad fue mejor en el
grupo testigo que en los dos grupos tratados, pero la diferencia no fue significativa.

IS
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9. DISCUSION

Se han probado diferentes métodos para controlar la reproduccion de las cabras en el
periodo posparto (Ruiz et al. 1994; Silva, 1995; Alvarez y Zarco, 2001), siendo utilizados
con resultados variables. Por otro lado, la persistencia de este periodo de aparente baja
actividad ovarica debida al fotoperiodo en conjuncion con el posparto, causado
principalmente por un bloqueo de las gonadotropinas hipofisiarias FSH y LH, dicho
bloqueo estd influenciado por la lactacion desapareciendo en gran medida cuando los
cabritos se retiran al dia del nacimiento (Gonzalez et al. 1983). Este bloqueo estd mediado
principalmente por la prolactina, existe una retroalunentacion negativa sobre la GnRH y el
proceso es complejo (Bonzena et al. 1995), también participa la melatonina (Contestabile,
1990), asi como, los péptidos opiaceos, especialmente la 3-endorfina (Fuentes ef al. 1991,
Fuentes ef al. 1994)), por lo que la actividad ovarica posparto puede ser modificada con la
aplicacion de hormonas y farmacos, como son la GH y la naloxona.

El tratamiento de naloxona en este trabajo, no fue capaz de inducir una ovulacion temprana
en las cabras. Aunque la dosis de naloxona fue relativamente baja, estd se aplicd desde el
octavo dia posparto y durante un periodo relativamente largo de 60 dias en forma continua.
Con esta dosis Fuentes et al.. (2001), lograron incrementos en la LH de ovejas durante la
estacion de anestro. Incluso el grupo testigo tuvo mejor prolificidad que el de naloxona o
GH, por lo que la naloxona no tuve efecto aparente sobre la actividad ovarica de las cabras
de este experimento, si bien todas parieron, el mejor intervalo entre partos correspondié al
de las cabras tratadas con GH y al grupo testigo.

La aplicacion de naloxona en diversas especies domésticas ha demostrado tener una
actividad antiopioide especifica de los receptores microendofinérgicos, provocando la
liberacion de la hormona luteinizante o LH (Fuentes, 1994) ) aunque existen trabajos en los
cudles la naloxona no fue capaz de bloquear el efecto de la lactacion en cerdas (De Rensis,
et al. 1998), ni de estimular la secrecion de gonadotropinas en ovejas (Currie et al. 1991).
Se ha confirmado la presencia de los opioides en el hipotalamo que inhiben la secrecion de
LH durante el intervalo posparto y que en ovejas y bovinos son localizados dentro del
hipotalamo junto a las células hipofisiarias. Diversos investigadores coinciden en que los
opioides enddgenos participan en un control que modula la secrecion de LH de acuerdo al
estado fisiolégico de la hembra medicada, influyendo en el control de la conducta sexual y
la expresion de los eventos endocrinos que permiten la manifestacion del estro (Fuentes y
Pailas, 1994; Gonzalez et al. 1994; Sanchez et al. 1994).

La lormona del crecimiento tiene varios efectos sobre la reproduccion de la hembra tanto
en forma directa como indirecta, ya que se ha visto que los niveles elevados de GH per se o
indirectamente por sus efectos en los metabolitos puede influir en el centro generador de
pulsos (CGP) de GnRH. A su vez que actia a través del IGF-I que es producido por el
higado y ofros tejidos por la estimulacion de la GH, existen receptores para la IGF-I en el
utero, oviducros, ovarios, foliculos. En los foliculos estimula la proliferacién del células de
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la gramutosa, asi como de la teca para la produccion de estrogenos en foliculos antrales.
También forma parte de un sistema intraovarico que controla la supervivencia de las céhulas
foliculares, bloqueando el proceso de apdptosis, evitando la atresia folicular.

Los resultados de la presente investigacion muestran que no existe la factibihdad de
mejorar la presentacion de la ovulacion mediante la aplicacidn de la naloxona, ya que ésta
actia sobre la secrecion de LH y por 1dgica afecta la tasa de ovulacidn, sin embargo, no se
observo que este grupo presentara mejor porcentaje de prolificidad comparada con el grupo
tratado con GH.

La hormona del crecimiento recombinante bovina, puede actuar a nivel del hipotilamo
favoreciendo la secrecion de GnRH o a nivel ovarico a través de los factores de crecimiento
favoreciendo el desarrollo folicular. En el presente trabajo al parecer adelant6 la ovulacién
en 15 dias con respecto a el grupo de naloxona, lo que pudiera sugerir un efecto directo
sobre el generador de pulsos de GnRH, coincidiendo con lo encontrado con Bertke ef al.
(1999). Sin embargo no afecté el numero de cabritos nacidos, lo que se correspondi6 con el
nimero y tamaiio de los foliculos obtenidos por ultrasonido el dia 25 posdestete, después de
completarse la involucion uterina, aunque se menciona que la GH estimula el crecimiento
folicular y evita la atresia (Yoshimura et al. 1994), en este trabajo no se aprecié ese efecto.
La GH fue eapaz de adelantar la actividad ovarica posparto lo cual se manifestd sobre la
reduccion significativa del intervalo entre partos con respecto a el grupo de naloxona.

En el caso del grupo tratado con GH fueron las que presentaron mds tempranamente una
elevacion en la curva de progesterona y fue el grupo en donde se encontré un acortamiento
del periodo entre partos debido a que la GH produce una activacion de la hormona
luteinizante, de la hormona liberadora GnRH (Bartke et al. 1999). Asi como por su efecto
sobre la foliculogénesis temprana, ya que estimula el crecimiento y evita la atresia en
foliculos pequeiios, ademas de que aunque no tiene un papel esencial, si facilita la
presentacion de la ovulacion (Yoshimura et al. 1994).

Una cabra del grupo testigo, presenta una elevacion de progesterona entre los dias 60 al 69,
coincidiendo con lo mencionado por Pijoan, (1984), lo que sugiere la apariciéon de un ciclo
estral corto, sin embargo, aunque la cabra estuvo en contacto con el macho no se produjo
una gestacion.

En varios trabajos se ha observado que los opioides ha mostrado afectar la actividad
ovarica posparto (Fuentes ef al. 1994) . sin embargo existen trabajos en donde no tienen
influencia (Currie, ef al. 1991 ). El hecho de que algunos trabajos muestren efectos de los
péptidos opioides sobre el ovario y otros no sugiere que si bien son rutas metabdlicas del
ovario no son las principales por lo menos en el posparto, ya que en este experimento no



mostré mejorar el intervalo entre partos en comparacién con el grupo testigo y el grupo
tratado con GH.
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10. CONCLUSIONES

e La naloxona en dosis de 2 mg/dia/60 dias no fue capaz de reducir el intervalo entre
partos ni de aumentar la tasa ovulatoria en cabras durante el anestro posparto.

e La mayoria de las cabras no respondi6 a los tratamientos, por lo que sus ovarios se

encontraban estaticos y los niveles de progesterona y estrogenos se mantuvieron en
cero.

e En discordancia con trabajos realizados en México, la naloxona no redujo ni el
intervalo entre partos ni aument6 la prolificidad.

e La GH en dosis de 5 mg/dia/60 dias al parecer acorto el intervalo entre partos pero
no meremento el niumero de crias nacidas en cabras durante el anestro posparto.

e La GH tiene efecto sobre la actividad ovarica en cabras, sin embargo, los pobres
resultados encontrados en este trabajo se pueden explicar por la superposicion del
anestro de lactacion o posparto y el anestro estacional.

e En el futuro deberan estudiarse los niveles endogenos de prolactina y B-endorfina
para explicar fisiolégicamente que ocurre con las cabras criollas en el posparto.
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