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RESUMEN

Disminucion de la secrecion pulsatil de la hormona luteinizante por medio del tratamiento
cronico con un agonista de GnRH para estudiar la dependencia gonadotrépica del cuerpo

Iiiteo en la vaca gestante. Toriz HT, Basurto H, Porras AA, Gutiérrez CG.

Se probo la hipotesis de que la disminucion de la secrecion pulsatil de LH por la aplicacion
constante de un agonista de GnRH no afecta la funcionalidad lutea en la vaca gestante. Se utilizaron
12 vacas F1 con 90 dias de gestacion aproximadamente, divididas en dos grupos. A las vacas del
grupo tratado (n = 6) se les insertd subcutineamente una bomba osmética, la cual liberaba 2.5 pg/h
de buserelin (agonista de GnRH) en forma continua y reemplazandose cada 28 dias, para mantener
la liberacion del agonista hasta el parto. Seis vacas mas sirvieron como testigo. A todos los animales
se les tomo muestras sanguineas 2 veces por semana desde el dia 98 hasta el dia 150 de gestacion, a
partir de este dia la frecuencia de muestreo cambi6 a cada 15 dias hasta la ocurrencia del parto. Para
evaluar la capacidad de liberacion de LH por la hipéfisis, a todas las vacas se les administré 50 pg
de GnRH intramuscularmente 40 dias después de iniciado el experimento. Se midié progesterona y
LH por medio de RIA. Todas las vacas continuaron su gestacion y parieron normalmente. Las
vacas tratadas ovularon y formaron un segundo cuerpo liuteo en respuesta a la insercion de la
primera bomba osmética. Las concentraciones de progesterona fueron mas altas (P<0.05) en el
grupo tratado (13.2+ 0.34 ng/mL) que en el grupo testigo (6.1 £ 0.37 ng/mL) a través de la
gestacion. Similarmente, las concentraciones de LH fueron mas altas en las vacas tratadas. No
obstante, la respuesta de la pituitaria al estimulo de la GnRH fue bloqueada por el tratamiento
cronico con el agonista de GnRH, mientras que los animales testigo respondieron con la liberacion
de LH. El tratamiento cronico con el agonista de GnRH incremento las concentraciones basales de
LH y progesterona. La concentracién basal incrementada de LH es suficiente para mantener la

funcion del CL en ausencia de la secrecion pulsatil de LH.

Palabras claves: cuerpo lateo, LH, vaca prefiada, agonista, GnRH.



ABSTRACT

Decreased pulsatile LH secretion does not affect the function of the corpus luteum of
pregnancy in cattle. Toriz HT, Basurto H, Porras AA, Gutiérrez CG.

Luteinizing hormone (LH) is necessary for corpus luteum function. An increase in LH secretion
enhances progesterone output during diestrus. However, during pregnancy, LH release is decreased
by the high progesterone concentrations produced by the corpus luteum (CL). Thus, the objective of
this study was to determine the CL dependence on pulsatile LH secretion in pregnant cattle. Twelve
cows with 98 days of pregnancy were either used as controls (n=6) or treated chronically with a
GnRH agonist (buserelin acetate; n=6) released continuously at 2.5 pg/h by an osmotic pump (Alzet
2ML4). The pump was replaced every 28 days with a new pump throughout gestation. Cattle were
bled twice weekly from day 90 to day 150 of gestation and every fortnight thereafter until
parturition. The ability of the pituitary from the control and GnRHa treated cows to release LH was
tested forty days after the start of the study by injecting them with 50 pg of native GnRH.
Progesterone and LH were measured by RIA. All cows continued their pregnancy and calved
normally. After the first GnRHa pump was inserted, treated cows developed a secondary CL.
Progesterone concentrations were higher (P<0.05) in the GnRHa treated cattle (13.2+ 0.34 ng/mL)
than in the control group (6.1 + 0.37 ng/mL) throughout the remaining of pregnancy. Similarly, LH
concentrations were higher in treated cattle. Nonetheless, the pituitary LH response to the GnRH
stimulus was blunted 6 weeks after the initiation of the GnRHa chronic treatment while control
animals did respond with LH release. Chronic treatment with GnRHa inhibits the pituitary response
to an acute GnRH stimulus. GnRHa chronic treatment increased basal LH and progesterone
concentrations. Increased basal concentration of LH is sufficient to maintain CL function in the

absence of pulsatile LH release.

Key words: corpus luteum, LH, pregnant cow, agonist, GnRH
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1. INTRODUCCION

El cuerpo luteo (CL) en la vaca, es una glandula ovarica temporal (Arosh et al., 2004), que resulta
de la luteinizacion del foliculo terciario al ovular, es decir, cuando es liberado el ovocito para ser
fecundado (Arikan y Yigit, 2001). Si el ovocito es fecundado por un espermatozoide, el cuerpo

luteo que se forma se le denomina corpus luteum verum.

La luteinizacion comienza, con el pico preovulatorio de la hormona luteinizante (LH) que se
presenta en el estro. La luteinizacién es un mecanismo complejo, donde ocurre principalmente, la
transformacion de las células de la granulosa en células Iuteas grandes y de las células de la teca en
células luteas pequefias (Fields y Fields, 1996; Richards et al., 1998); ademas la formacion de una
amplia red de capilares, ya que el cuerpo luteo es la estructura que crece mas rapido y mas irrigado
esta en todo el organismo (Acosta y Miyamoto, 2004). Se dice que el cuerpo lateo alcanza su
maxima funcionalidad cuando los niveles de progesterona que produce son mayores a 1 ng/ml
(Thatcher et al., 1989; Gutiérrez, 2006). La mayor parte de la progesterona proviene de las células

luteas grandes (Fields y Fields, 1996; Pate, 1996).

La progesterona es muy importante para llevar a término la gestacion, ya que estimula
tempranamente al oviducto y al fitero a secretar sustancias para nutrir al producto, antes que el
embrion lo haga por la placenta (Jenkin y Young, 2004), ademas suprime la respuesta inmune, cesa
las contracciones uterinas, cambia la consistencia del moco cervical y cierra el cérvix (Mihm et al.,
2002). La progesterona, participa también en el reconocimiento de la gestacion y la
retroalimentacion negativa de la hormona luteinizante y, finalmente estimula a la glandula mamaria

(Mihm et al., 2002).

La hormona luteinizante, es una glicoproteina sintetizada por los gonadotropos del lobulo anterior
de la hipéfisis. La LH es importante para que se lleve a cabo la ovulacion y posteriormente la
formacion del cuerpo luteo (Baird, 1992). Para que la ovulacion suceda, se necesita la secrecion de
LH en forma de pulsos de alta frecuencia y baja amplitud, proporcionando concentraciones altas
durante el pico preovulatorio, en cambio durante el diestro y la gestacion la forma de secrecion de la
LH, es en forma de pulsos de baja frecuencia y baja amplitud. La LH estimula a las células luteas
pequenas, las cuales cuentan con receptores para LH, estimulando la secrecién de progesterona,
aunque la produccion por parte de éstas, es minima en comparacion con las células luteas grandes

(Alila y Hansel, 1984).



Durante la etapa de diestro y la gestacion, la secrecion de progesterona lutea ejerce
retroalimentacion negativa en la secrecion de LH a dos niveles: a nivel hipotalamico, inhibe la
secrecion pulsatil de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y a nivel hipofisiario,
disminuye la sintesis de receptores a GnRH, en consecuencia, disminuye la secrecion pulsatil de
LH. Esto permite pensar, que es posible que la funcion lutea dependa de hormonas distintas a la LH

(Denamur et al., 1966; Baird, 1992).

Se sabe que durante la formacion del cuerpo Iuteo, ademas de la LH participan otras hormonas
(Senger, 2003). La LH por ejemplo, promueve la formacion de receptores para la hormona de
crecimiento (GH) y se ha visto que el tratamiento con GH en borregas hipofisectomizadas
reestablece la funcidén normal del cuerpo luteo. Denamur et al. (1966) y Kann (1973) demostraron
que la aplicacién de prolactina por periodos prolongados mantuvo la funcidon del cuerpo luteo en
ovejas hipofisectomizadas e histeroctomizadas, indicando asi que la prolactina tiene una accion
luteotropica. Por otro lado, en la rata prefiada, estd bien estudiado que la prolactina mantiene la
secrecion de progesterona y estimula en sinergia con el estradiol, la sintesis proteica y la hipertrofia
de las c¢lulas luteas (Gibori, 1993). Asimismo, en las perras, la prolactina tiene efecto luteotropico

y es esencial para mantener la produccion de progesterona por el CL (Kooistra y Okkens, 2002).

El estudio de la dependencia del cuerpo luteo a otras hormonas se ha hecho en diferentes especies y
con diferentes modelos. McNeilly et al. (1992), observaron que, en ovejas tratadas en forma aguda
con un antagonista de GnRH por tres dias se abolio la secrecion pulsatil de la LH y no afect6 la

liberacion de progesterona durante la fase lutea.

Anderson et al. (1999) mostraron que la prefiez pudo mantenerse hasta un término normal en
ganado bovino al que se le secciond el tallo hipofisiario, y en el cual se mantuvieron las
concentraciones de prolactina, hormona del crecimiento y lactdogenos placentarios mientras que la

LH no se detecto.

Luego entonces, la evidencia en otras especies y en rumiantes tratados con agonistas de la secrecion
de la LH (Gibori, 1993; McNeilly et al., 1992; Anderson et al., 1999), hace suponer que para la

vaca, esta hormona no es indispensable para el mantenimiento de la funcion lutea.



2. HIPOTESIS Y OBJETIVO

2.1. Objetivo
El objetivo de este trabajo fue determinar si el mantenimiento del cuerpo luteo de la gestacion en la

vaca depende de la secrecion de la LH.

2.2. Hipétesis
La disminucion de la secrecion pulsatil de LH con un agonista de GnRH, no afecta el

mantenimiento del cuerpo liteo de la vaca gestante.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Ciclo estral

El ciclo estral consiste en una serie de eventos ovaricos, endocrinos y conductuales que tienen como
fin la ovulacion, el apareamiento y finalmente la gestacion. Dura de 17 a 25 dias en vacas, empieza
con el estro y finaliza con la presentacion del siguiente estro, esta ciclicidad se interrumpe de

manera fisiologica con la prefiez y el amamantamiento (Bearden y Fuquay, 2000).

De acuerdo a las estructuras ovaricas presentes, el ciclo estral, se divide en dos grandes fases: La
folicular, dura aproximadamente el 20% del total del ciclo y en ella ocurre el crecimiento folicular y
la receptividad sexual. La hormona que domina es el estradiol. La fase lutea ocupa el 80% del
tiempo del ciclo, en ella ocurre la luteinizacion, el crecimiento y el desarrollo del cuerpo luteo y
finalmente la luteolisis. La hormona que domina esta fase es la progesterona (Einer-Jensen y

McCracken, 1981).

Debido a que el estudio se realiz6 durante la gestacion, y que el ambiente hormonal durante la

misma es parecido a la fase lutea, ésta, se describe a continuacion.

3.1.1. Endocrinologia de la fase litea

La ovulacion ocurre entre las 24 y 30 horas de iniciado el estro, las células del foliculo se
transforman en células lateas formando el cuerpo luteo (Richards, 1998). Se considera que el cuerpo
luteo es maduro cuando las concentraciones sanguineas de progesterona son mayores a 1 ng/mL
(Thatcher et al., 1989). Durante el diestro las altas concentraciones de progesterona inhiben la
liberacion de FSH y LH a través de una retroalimentacion negativa sobre el GnRH producido por el
hipotalamo y sobre la LH producida en la hipoéfisis, disminuyendo con esto la manifestacion de
celo. En la fase lutea se presentan pequefios incrementos en los niveles séricos de FSH y estrogenos,
los cuales favorecen las oleadas foliculares (Campbell et al., 2003). La frecuencia en la pulsatilidad
de GnRH/LH es de un pico cada 2-4 horas al principio de la fase lutea, uno cada 4-6 horas a la
mitad y uno cada 8-12 horas al final de la fase lutea (Chabbert-Buffet ef al., 2000). Aun asi los
pulsos existentes de LH en esta fase favorecen la funcién del cuerpo luteo y el crecimiento de un
foliculo dominante (Bearden y Fuquay, 2000). Esta fase culmina con la luteolisis llevada a cabo por

la prostaglandina F,a ( PGF, o) (Acosta y Miyamoto, 2004).



3.1.2. Ovulacion

La ovulacion es un proceso donde el fin, es la expulsion del ovocito hacia cavidad peritoneal cerca
del infundibulo (Acosta et al, 2003). Para que se lleve a cabo la ovulacion, se necesita la
intervencion de varios mecanismos como las contracciones de las fibras que rodean al foliculo y la
presion interna del fluido folicular (Hafez, 2002). Cuando la maduracion tanto del foliculo como del
ovocito se ha completado (Bearden y Fuquay, 2000) y han adquirido una adecuada concentracion de
receptores a LH (Espey y Lipner, 1994) el pico preovulatorio de LH inicia una cascada de eventos
que conllevan a la ovulacion 24 a 25 horas mas tarde (Bearden y Fuquay, 2000). Se ha visto que
también aumentan los niveles de acido ribonucleiclo mensajero (RNAm) que codifica el receptor a
progesterona dentro de las 6 horas después del pico de LH, mismos que contribuyen a la ruptura del
foliculo (Cassar et al., 2002). Después del pico preovulatorio, la concentracion de progesterona
aumenta inmediatamente en el foliculo, la progesterona estimula la sintesis de colagenasa por parte
de las células de la teca interna (Richards et al., 1998), unas horas mas tarde hay incrementos de
estradiol y prostaglandinas (Bearden y Fuquay, 2000). El colageno, sustrato de la colagenasa, es el
mayor componente del tejido conectivo que forma parte de la tinica albuginea y envuelve al ovario
(Senger, 2003). Asi mismo, hay un flujo local de sangre elevado controlado por la prostaglandina
E2 y la histamina, por lo cual las células de la teca interna empiezan a edematizarse por un aumento
en la permeabilidad vascular. Esta condicion aumenta la presion hidrostatica alrededor del foliculo,

aunado a esto, los foliculos dominantes empiezan a producir factores angiogénicos (Senger, 2003).

La PGF,a favorece a la ruptura de vesiculas localizadas fuera del foliculo, entre la superficie
epitelial y la tinica albuginea que contienen en su interior enzimas proteoliticas (Senger, 2003). Las
enzimas proteoliticas de las vesiculas causan una degeneracion de la tinica albuginea, la teca
externa y la teca interna, mientras que la prostaglandina E2 actia sobre la plasmina, enzima
proteolitica encontrada en el liquido folicular y que actia en la membrana basal. Las paredes del
foliculo comienzan adelgazarse, apareciendo un estigma, que es el punto donde se rompe
posteriormente para liberar al ovocito (Bearden y Fuquay, 2000). Pero también actian generando
contracciones en el ovario, incrementando la presiéon local y forzando a que el estigma protuya
(Senger, 2003). Las contracciones van incrementandose conforme se acerca la ovulaciéon (Bearden y
Fuquay, 2000). Es asi, como la interaccion del pico preovulatorio de LH y los factores locales del
ovario, facilitan la ruptura del foliculo terciario resultando en la expulsion del ovocito y el

desarrollo subsecuente del CL (Acosta y Miyamoto, 2004).



3.1.3. Luteinizacion

La luteinizacion comienza antes de la ovulacion, a partir del pico preovulatorio de LH, y consiste en
cambios morfologicos, endocrinos y enzimaticos del foliculo hasta convertirse en un cuerpo liteo
(Espey y Lipner, 1994). Estos cambios son dramaticos, pues de ser una entidad que produce

estrogeno, se vuelve en una que produce progesterona (Senger, 2003).

Con la luteinizacion, ocurre una reorganizacion y remodelacion del foliculo y tejido adyacente
conforme las células de la granulosa y de la teca se luteinizan (Richards et al., 1998). La capa de
células de la granulosa se disocia so6lo en la porcion apical y finalmente desaparece, mientras que las
células de la teca pierden cohesion por el aumento de liquido folicular que ocasiona un edema local,

y por la destruccion de las fibras de coldgeno de la membrana basal (Acosta ef al., 2003).

Las células de la teca interna se multiplican (hiperplasia) y diferencian en células luteas chicas,
mientras que las células de la granulosa se hipertrofian pero no se multiplican, dando lugar a un
nimero de células luteas grandes (Arosh et al., 2004). Ademas comienza la formacion de una
amplia red de capilares que constituyen el 20% del cuerpo luteo maduro (Senger, 2003; Arosh et
al., 2004). Esta red de capilares, esta bajo el control de mediadores angiogénicos, como el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF) que estimula la proliferacion de células endoteliales por accion
de la LH, sobre todo en la etapa inicial del desarrollo del CL, y el factor de crecimiento
endoteliovascular (VEGF) que promueve la invasion de las células endoteliales a la capa de células

de la granulosa y la organizacion y mantenimiento de la microvasculatura del CL (Galina, 2006).

Poco antes de la ovulacion, la membrana basal del foliculo sufre una parcial desintegracion y la
separacion fisica de las células de la teca y la granulosa desaparece (Senger, 2003). Inmediatamente
después de la ovulacion, las paredes del foliculo se colapsan dentro de muchos dobleces. Estos
dobleces empiezan a interdigitarze, permitiendo que las células tecales y las de la granulosa se
mezclen, entonces forman una glandula consistente en células de tejido conectivo, células de la teca
y granulosa. En general, las células de la teca y la granulosa originales se mezclan uniformemente

con otras (Senger, 2003).

Las células luteas grandes, varian en diametro y van desde los 20 a 40 um dependiendo de la
especie (Alila y Hansel, 1984). Las células luteas grandes de las vacas, contienen un gran nimero

de granulos de secrecion densos en el citoplasma (Alila y Hansel, 1984; Farin, 1986). Estos



granulos, contienen oxitocina en el cuerpo luteo del ciclo estral y se cree que contienen relaxina en
el cuerpo luteo de la prefiez (Senger, 2003). Los granulos son independientes del estimulo de la LH
(Alila y Hansel, 1984). Las células luteas pequefias tienen menos de 20 pm de diametro, tienen una
forma irregular y poseen numerosos granulos lipidicos en su citoplasma. Las células luteas
pequefias no contienen granulos secretores (Alila y Hansel, 1984), y son 6 veces mas responsivas al
estimulo de LH (Alila y Hansel, 1984). Ambos tipos celulares son esteroidogénicos, es decir,

producen progesterona (Fitz et al., 1982).

3.1.4. Luteolisis

La luteolisis es un proceso que se presenta en forma funcional y estructural en el cuerpo luteo
(Arosh et al., 2004) causada por la secrecion pulsatil de prostaglandina F,a (PGF,a) uterina, la cual
actua localmente en el cuerpo liteo por un mecanismo de contracorriente, entre la vena uterina y la

arteria ovarica (McCracken et al., 1999; Niswender, 2006).

Lo primero que ocurre, es una pérdida en la capacidad de sintetizar y secretar progesterona por parte
del CL (McCracken et al., 1999; Niswender, 2006). Posteriormente, hay una serie de cambios en el
sistema vascular luteo, como son la hipertrofia y la hiperplasia de las células de la pared de los
vasos sanguineos, la acumulacion de fibras elasticas en la media, la degeneracion mucoide de la
intima, la protrusion de algunas células endoteliales dentro del limen lo cual resulta en la
disminucion en el didmetro vascular, y en la disminucion del flujo sanguineo al cuerpo luteo

(Acosta et al., 2002).

El patron episddico de la secrecion de prostaglandina parece ser controlado indirectamente por las
hormonas esteroides ovaricas 17 estradiol y progesterona, al final de la fase lutea, la perdida de
accion de la progesterona ocurre tanto en el hipotalamo como en el utero debido a una reduccion
catalitica (regulacion a la baja) de los receptores a progesterona, lo cual permite a los estrogenos,
liberados del foliculo, actuar de nuevo en el hipotalamo y el utero, causando pulsos generadores de
oxitocina hipotalamica, alterando su frecuencia (McCracken et al., 1999; Niswender et al., 2000).
Los receptores a oxitocina en el endometrio provocan la secrecion de pulsos luteoliticos de PGF,a
del tutero, aunque son bajos los niveles de esta hormona, son suficientes para que el cuerpo liteo
libere oxitocina, ya que esta altamente sensibilizado (McCracken et al., 1999). Comenzando asi,

una retroalimentacion positiva entre oxitocina y PGF,a provenientes del CL y el utero,



respectivamente (Niswender et al., 2000). Es importante mencionar, que si se practica la

histerectomia en la vaca, la vida del CL se prolonga (Arosh et al., 2004).

Una de las principales acciones de la PGF,a es la disminucion del flujo sanguineo hacia el cuerpo
luteo, provocando una disminucion de nutrientes y de sustratos para la esteroidogénesis ademas del
soporte luteotropico (Acosta et al., 2003; Schams y Berisha, 2004). Al disminuir el flujo sanguineo,
hay degeneracion de las células endoteliales, generando una disminucion en la densidad capilar

(Niswender et al., 2000).

Por otro lado la endotelina —1 (ET-1) parece estar mediando la accién de la prostaglandina, ya que
durante la lutedlisis se eleva la concentracion de ésta (Girsh et al., 1996). La endotelina es un
péptido y potente vasoconstrictor y tiene un amplio espectro biologico de actividades en diferentes
tejidos, en lo que al tema concierne, interviene en el flujo sanguineo al igual que la angiotensina II.
La endotelina inhibe la produccion de progesterona de las células luteas dispersas bovinas,
activando via de sitios unidores con alta afinidad a la ET-1 presente en las células esteredoigénicas.
La PGF,a inhibe la produccion de progesterona y eleva a la ET-1 induciendo un efecto
antiesteredoigénico (Girsh et al, 1996). La ET-1 y la angiotensina Il actian como agentes

vasoconstrictores, e incluso inducen apoptosis (Niswender ef al., 2000; Schams y Berisha, 2004).

La PGF,o actia en los receptores ubicados en las células luteas grandes (Fitz et al., 1982). El
receptor es del tipo receptor unido a proteina G, el cual activa a la fosfolipasa C, enzima que induce
la liberacion de calcio (Ca). Las altas concentraciones de Ca intracelular activan a la proteincinasa
C (Berridge y Irvine, 1989) ocasionando una modificacion en la sintesis de las proteinas para la
esteroidogénesis, en la disponibilidad de colesterol y en el mantenimiento de la matriz extracelular

(Wiltbank et al., 1992, McCracken et al., 1999).

La PGF,a afecta el transporte intracelular de colesterol y la sintesis de progesterona (Murdoch et
al., 1996). Es decir, actta sobre citocromo P-450 scc, la cual se encuentra en la membrana interna
de la mitocondria y se encarga de convertir al colesterol en pregnenolona; paso importante para la
esteredoigénesis (McCracken et al., 1999). También ocasiona una disminucion en la concentracion
de la proteina StAR (proteina reguladora esteroidogénica aguda), que facilita el transporte de

colesterol a través de la membrana mitocondrial para proveer el sustrato a la P-450 scc (Pescador et



al., 1996; McCracken et al, 1999). Este mecanismo de inhibicion parece ser el principal para

disminuir la sintesis de progesterona (Niswender ef al., 2000).

Por otro lado, el sistema inmune se ve implicado en la luteolisis, ya que existe infiltracion de células
inflamatorias como son linfocitos T y macrofagos. La principal funcion de los macrofagos es la de
fagocitar las células luteas en degeneracion y la degradacion de la matriz extracelular (Niswender et
al., 2000). Los macrofagos y linfocitos liberan citocinas pro-inflamatorias, mediadores
intercelulares como el interferon gamma (IFNy), interleucina 1B (IL-1B) y factor de necrosis
tumoral o (TNFa) (Davis ef al., 1996). Las citocinas, a su vez, estimulan la liberacion de PGF,a
por parte del CL, ademés el TNFa es capaz de inhibir la secrecion de progesterona inducida por LH,
in vitro (Fairchild y Pate, 1992). La combinacién de IFNy y TNFa tiene un efecto altamente
citotoxico (Fairchild y Pate, 1992; Davis et al., 1996). Por tanto, se considera que las citocinas
pueden estar involucradas en la lutedlisis, ya que favorecen la induccién de apoptosis en el tejido

luteo (Senger, 2003).

3.2. Gestacion
La gestacion en la vaca dura aproximadamente 282 dias (Galina, 2006), para que la prefiez se
establezca es necesaria la secrecion de progesterona por el cuerpo luteo (Baird, 1992; Anderson et

al., 1999).

3.2.1. Reconocimiento materno de la gestacion

El reconocimiento materno es necesario, ya que evita la luteolisis (Ezashi y Roberts, 2004). Sucede
entre el dia 10 y 21, llegando a su pico entre el dia 14 y 16 con la producciéon de interferon- tau
(IFN-7) por parte del embrion (Bazer et al., 1994). El IFN- 1 se une a sus receptores en las células
del endometrio, desencadenando la inhibicion de la expresion de receptores a estrégenos y
oxitocina (Bazer et al., 1994; Ezashi y Roberts, 2004). Por lo que, al no ejercer estimulo la
oxitocina y los estrogenos provenientes de los foliculos en desarrollo en el endometrio, éste no

secreta prostaglandinas que puedan destruir al cuerpo luteo (Abel et al., 1980).

3.2.2. Placenta
La placenta es un organo endocrino temporal, que produce el 20% del total de progesterona

necesaria para la gestacién, ademas produce también hormona del crecimiento y prolactina

(Gootwine, 2004).



3.2.3. Endocrinologia de la gestacion

El cuerpo luteo es la principal fuente de progesterona, ya que produce cerca del 80 % en la vaca
gestante, el otro 20 % es sintetizado por la placenta y otras fuentes como las células binucleadas. Es
importante la progesterona, ya que protege del rechazo inmunolégico y controla la contractibilidad

uterina induciendo un ambiente adecuado para el desarrollo fetal (Schindler, 2005).

Los foliculos en crecimiento secretan estrogenos a lo largo de la gestacion, su concentracion tiene
variaciones conforme va avanzando la gestacion. Los estrogenos son necesarios para el transporte

de gametos (Galina, 2006).

Las células gigantes binucleadas, secretan lactogenos placentarios. También son importantes sitios

de esteroidogénesis produciendo progesterona y estrogenos (Lee y DeMayo, 2004).

El principal estrogeno en la gestacion, es el 17p estradiol, producido principalmente por la placenta.
Los estrogenos son prerrequisitos para la accion de otras hormonas, como la progesterona; ademas
tienen accion en utero, y otra accion menos especifica es con respecto al desarrollo embrionario,

pues ayuda a satisfacer las demandas energéticas en aumento (Galina, 2006).

En la gestacion, es cuando hay mas porcentaje de atresia folicular, ya que si es bien cierto que la
presencia del producto favorece el desarrollo folicular, también es cierto que este crecimiento es
limitado, sufriendo atresia todos los foliculos que se encontraban en crecimiento. Finalmente, el
cuerpo luteo produce relaxina, hormona que aumentard su concentracion en sangre, conforme se
acerque el parto y ayudara en las modificaciones que sufren las estructuras Oseas y cartilaginosas al

momento del parto (Galina, 2006).

3.3. Cuerpo Liteo

El cuerpo luteo (CL), es una glandula transitoria resultante de un foliculo que ya ovuld (Arosh et
al., 2004). Por medio de la luteinizacion, proceso que como ya se menciond en el primer capitulo,
comienza aun antes de la ovulacion con el pico preovulatorio de LH y en el cual las células de la
teca se multiplican y se convierten en células chicas, y las de la granulosa sufren hipertrofia
convirtiéndose en células luteas grandes, ambas con capacidad esterodoigénica. Asi, el CL maduro
produce cantidades suficientes de progesterona y se mantendrd durante la fase latea o la gestacion

(Fields y Fields, 1996).



Después de la ovulacion, el CL recién formado incrementa su tamafio y la secrecion de
progesterona, la cual es dependiente de los procesos angiogénicos (Acosta et al, 2002). El
desarrollo del CL, es caracterizado por una alta vascularizacion y repetidas mitosis de las células
esteroidogénicas. El cuerpo lateo es de los 6rganos mas vascularizados y el que recibe la mayor tasa
de flujo sanguineo por unidad de tejido, este sistema vascular provee nutrientes a las células luteas y
hormonas circulantes para sostener la produccion de progesterona (Acosta et al., 2002). La
intensidad del proceso angiogénico alcanza su pico a los 2-3 dias después de la ovulacion (Acosta y
Miyamoto, 2004). Las concentraciones de progesterona por otro lado, tienen que ver con la vida y la

funcién del cuerpo luteo y por lo tanto de la gestacion (Ginther, 2000; Arosh et al., 2004).

3.3.1. Control endocrino de la formacién y funcion del cuerpo luteo

La LH, la GH, asi como los factores de crecimiento, péptidos, esteroides y prostaglandinas son
importantes moduladores de la formacién y funcion latea. Durante el desarrollo temprano del CL,
hasta la mitad, la oxitocina, las prostaglandinas y la progesterona estimulan la proliferacion celular
y la funcion es soportada por la accion luteotropica de un nimero de factores de crecimiento. La
alta expresion de RNAm, la concentracion proteica, y la localizacion de factores de crecimiento
como el factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF), el factor de crecimiento de fibroblastos
1y 2 (FGF-1, FGF-2), el factor de crecimiento parecido a la insulina (IGFs), en el citoplasma de las
células luteas durante la mitad del desarrollo, sugieren funciones de mantenimiento (Schams y
Berisha, 2004). Pero también la GH, IGF-1 e IGF-2 estimulan la secrecion de progesterona
(Neuvians, ef al., 2003).

La LH y el IGF-1 son potentes estimuladores de la expresion del RNAm del VEGF y de la
secrecion del VEGF en las células de la granulosa. El FGF, esta presente al comienzo y al final de
la fase lutea, el FGF1 esta presente a la mitad. La IGF-1 puede tener efectos directos e indirectos en
la angiogénesis por accion estimulante de la produccion de VEGF en las células luteas asi como la
proliferacion y diferenciacion de células endoteliales. La localizacion en los pericitos sugiere
efectos directos en la estabilizacion capilar. Las hormonas primarias luteotropicas son LH y GH que
apoyan el desarrollo y la funciéon del CL. La principal hormona que estimula la produccion de
progesterona por parte de las células luteas pequenas es la LH, la mayoria de sus receptores estan en
estas células, el mecanismo por el cual la LH estimula la secrecion de progesterona involucra la
formacion de AMPc, la activacion de PKA y el subsecuente incremento en la produccion de

progesterona. Los factores angiogénicos no so6lo regulan la angiogénesis también estimulan la



funcion del cuerpo luteo, estimulando la secrecion de progesterona, oxitocina, IGF-1 e IGF-2

(Schams y Berisha, 2004).

3.3.2. Células luteas no esteroidogénicas

Dependiendo de su accion, hay dos tipos celulares en el cuerpo luteo, las células luteas no
esteroidogénicas y las esteroidogénicas. Las primeras incluyen a los macréfagos y células
endoteliales que se originan y migran desde el sistema microvascular. Estas células juntas ocupan
alrededor del 53% de la masa del CL maduro. Los macrdéfagos tienen actividad fagocitaria
participando en la respuesta inmune y estan involucrados en la regresion del CL (Fields y Fields,
1996) ya que se ha observado su migracion al comienzo de la luteolisis (Bauer et al., 2001). Las
células endoteliales se encuentran en el lumen de los vasos y secretan factores que pueden estar
involucrados tanto en los procesos luteotropicos como en los luteoliticos. Los fibroblastos son
componentes estructurales y producen glicosaminoglicano y colageno, también se ha visto que

producen citocinas al igual que las células endoteliales (Fields y Fields, 1996; Bauer ef al., 2001).

3.3.3. Células luteas esteroidogénicas

Hay dos tipos celulares, las células luteas pequefias y las células luteas grandes. Juntas representan
alrededor del 70% del volumen del CL, las pequefias miden < 23 um de didmetro y representan el
26% de las células luteas (28% de la masa del CL) produciendo niveles basales muy bajos de
progesterona, pero al ser estimuladas por la LH, aumentan su produccion. Las grandes miden 24-45
um de diametro representan el 3% de las células luteas (40% de la masa del CL), estas no responden
a la LH, en cambio se ha visto que son mas responsivas a la prostaglandina ademas secretan
oxitocina y son responsables de la mayor secrecion basal de progesterona (Fields y Fields, 1996;

Pate, 1996).

Cabe mencionar que las diferencias funcionales entre estos dos grupos no son tan evidentes en el
CL de gestacion, debido tal vez a que provengan de una misma célula progenitora. Alila y Hansel
(1984) demostraron que al principio y hasta la mitad del ciclo estral las células pequefias provienen
de la teca y las grandes de la granulosa, no siendo asi al final del ciclo, asi como en la gestacion,
donde encontraron células grandes provenientes de la teca. Esto en términos de comunicacion
celular podria ser importante ya que Del Vecchio et al. en 1994, observaron que las células

pequeias inhibian la produccion de progesterona por parte de las células grandes. Pero también se



ha visto que la sintesis de progesterona aumenta si los dos tipos celulares establecen contacto,

aunque la naturaleza de las interacciones no esta clara (Pate, 1996).

3.3.4. Comunicacion celular

La comunicacion intercelular es muy importante para que haya una buena funcion latea. Muchas de
las substancias a las cuales responden las células lateas tales como las prostaglandinas, los factores
de crecimiento, la oxitocina y la progesterona son producidas localmente (Acosta y Miyamoto,
2004). Estas pueden actuar como factores paracrinos para modular la respuesta de las células luteas
a sefiales hormonales. Las células endoteliales, por ejemplo, producen factores que pueden
modificar la esterodoigénesis, asi mismo la proliferacion de éstas es un estimulo necesario para la
formacion de nuevos vasos. La comunicacion que ocurre entre células luteas y células inmunes es
importante, pues estas ultimas producen citocinas que pueden modificiar la sintesis de progesterona

y prostaglandina por parte de las células luteas (Pate, 1996; Acosta y Miyamoto, 2004).

Las citocinas pueden tener también efectos citotoxicos directos en las células luteas, y las células
muertas son fagocitadas por macrofagos residentes. Los factores secretados por las células luteas
pueden servir como quimiotacticos para las células inmunes, y pueden estimular o suprimir las
funciones de las células inmunes. Es asi como la comunicacion dentro del cuerpo lateo es muy

compleja (Pate, 1996).

La comunicacion puede ocurrir de dos maneras. Pueden ser transmitidas directamente entre célula y
célula transmitiendo sus contenidos, a través de una molécula que funcione como mensajero
intracelular, que puede amplificar al mismo tiempo la sefial inicial. El otro tipo de comunicacion es
secretando productos. Estas sefiales pueden estar influenciando a muchas células vecinas

simultdneamente (Pate, 1996).

3.3.5. Otras substancias

También son de importancia para la funcion del cuerpo ltteo, la angiotensina II, la endotelina [ y el
peptido atrial natriurético (ANP), que son péptidos vasoactivos moduladores del tono vascular en la
circulacion sistémica. Se ha visto que estos péptidos modifican la sintesis y secrecion de hormonas

producidas en las células ovaricas en una manera autocrina/paracrina.



El crecimiento de capilares nuevos soporta el desarrollo de células luteas y es localmente
potencializado por la angiotensina Il y los factores de crecimiento que inducen la angiogénesis y
ayudan a la sintesis de progesterona por parte de las células lateas. En estudios realizados con un
sistema de microdialisis (MDA) tanto in vitro como in vivo se ha observado que la produccion local
de prostaglandinas y angiotensina II es alta dentro del recién formado cuerpo luteo, y que la PGF,a
y la angiotensina interactuan y potencializan la capacidad de las células Iuteas para producir
progesterona. Asi también se ha demostrado que los factores de crecimiento angiogénico tales como
el factor de crecimiento de fibroblastos basico y los factores de crecimiento de endotelio vascular
estimulan a la angiontensina I, la PGF,a y la secrecion de progesterona. Ademas, la angiotensina I1
y la oxitocina también estimulan la secrecion de PGF,0, y la angiotensina junto con la PGF,a

estimulan muy fuertemente la secrecion de progesterona (Acosta y Miyamoto, 2004).

3.3.6. Cuerpo liteo de la gestacion

El cuerpo luteo de la gestacion, es una estructura mas ancha que un cuerpo luteo del ciclo estral
(Galina, 2006). La composicion de células luteas pequefias y grandes en un cuerpo lateo al principio
de la gestacion, es similar a un cuerpo liteo a la mitad de la fase lutea del ciclo estral. Las células
luteas grandes producen 13 veces mas progesterona por célula que las células luteas pequenas, pero
las ultimas responden a la estimulacion de LH pues tienen mas receptores a esta hormona.
Anteriormente, se habia establecido que las células luteas pequenas provienen de las células tecales
y por su parte, las células luteas grandes provienen de las células de la granulosa, pero por estudios
realizados en cuerpos luteos de diferentes dias de gestacion, se ha observado que conforme va
avanzando la gestacion, la proporcion de células y su capacidad esteroidogénica va cambiando, es
decir va aumentando la cantidad de células luteas grandes, por lo que se concluye que hay dos
subpoblaciones de células luteas grandes, las que proviene de la granulosa y las que provienen de la

teca (Arikan y Yigit, 2001).

En cuanto a los receptores para LH, se ha encontrado que existe la misma concentracion de
receptores tanto en cuerpos liteos de vacas gestantes como en cuerpos luteos de vacas que se

encuentran en la mitad de la fase lutea (Okuda et al., 1999).

3.4. Hormona Luteinizante
La hormona luteinizante pertenece a la familia de glicoproteinas, las cuales estan compuestas por

dos distintas subunidades glicosiladas unidas por uniones no covalentes. Presenta una subunidad a



comun, y una subunidad especifica, la . Cada subunidad es expresada dentro de un gonadotropo,
aunque hay gonadotropos mono y bihormonales que coexisten. Una molécula de LH funcional, se
acaba de formar durante la migracion hacia el aparato de Golgi, para después ser almacenada en los
granulos (Counis et al., 2005).

Se cree, que la LH es esencial para la secrecion de cantidades normales de progesterona. La LH
interactiia con los receptores, cuya concentracion y nimero incrementan desde la ovulacion hasta
alcanzar un maximo a la mitad de la fase lutea, para posteriormente disminuir hacia el final de la

fase latea (Baird, 1992).

3.4.1. Patrén de secrecion de LH

Desde que se desarrollaron los modelos ovinos, para muestrear sangre hipofisiaria y sangre
periférica simultaneamente para la medicion de GnRH y LH respectivamente, se observd con
claridad el patrén pulsatil de la secrecion de LH. Este sistema permite la amplificacion de la sefial,
ya que la GnRH secretada en picogramos en la sangre portal estimula pulsos de LH en sangre
periférica en un rango de nanogramos. El patroén fasico de secrecion de GnRH y LH permite la
modulacion tanto de frecuencia como de amplitud. La liberacion de LH se induce por la liberacion
de GnRH almacenada, con una pequefia relacion entre la cantidad de LH plasmatica (Clarke y
Pompolo, 2005). En estudios en borregas se ha confirmado que la LH se almacena en granulos
electrodensos dentro de los gonadotropos asociados con la proteina secretogranina I, la cual es
esencial para inducir la secrecion pulsatil de LH. La asociacion ocurre en condiciones de bajo pH y
altas concentraciones de calcio. Los granulos parecen polarizar la membrana celular en un 20% pero
esta cantidad aumenta durante el pico preovulatorio de LH, tal vez inducido por los altos niveles de
estradiol (Pawson y McNeilly, 2005). Pero hay granulos menos electrodensos que solo contienen
LH y parecen liberarla de una manera constitutiva en ratas aunque todavia no esta bien claro

(Crawford et al., 2002 citado por Pawson y McNeilly, 2005).

Se ha visto in vivo que durante la fase litea la LH se secreta una vez cada hora en el dia 1, en

cambio, hay un pulso cada 4 a 6 horas en el dia 12 (Baird, 1992).

Si retiramos LH al principio de la fase lutea, la secrecion de progesterona es mucho menor. En
contraste si retiramos LH a mediados o a finales de la fase lutea, la secrecion de progesterona cesa y
el utero comienza a secretar cantidades cada vez mayores de PFG2a que alcanzan al cuerpo luteo y

las cuales interfieren con la union de LH al sistema adenilciclasa. Ademas, el cuerpo luteo es



susceptible a la accion de PFG2a durante los largos periodos entre pulso y pulso de LH. Cuando
ocurre un pico de LH, hay incremento temporal en la secrecion de progesterona debido a la
concentracion de AMPc intracelular, pero eventualmente la secrecion de PFG2a es suficiente para

que la LH no se una a su receptor y posteriormente ocurre la regresion Iutea (Baird, 1992).

3.5. Progesterona

La progesterona es una hormona esteroide, secretada por el cuerpo lateo bajo el control de la LH.
Se ha visto que, al segundo dia después de la ovulacion las concentraciones de progesterona en
sangre se elevan, llegandose a detectar concentraciones mayores a 1 ng/mL al quinto dia, es asi
como el CL adquiere su plena funcionalidad (Thatcher et al., 1989). Siendo la progesterona el
principal producto de secrecion del CL, esta hormona es crucial para el mantenimiento de la
gestacion (Anderson et al, 1999; Jenkin y Young, 2004), asimismo, es de importancia en
mecanismos como el de preparar al utero para el reconocimiento de la gestacion, y el control de la
retroalimentacion negativa de la secrecion de LH (Inskeep, 2004). La progesterona, es responsable
de estimular la secrecion de sustancias en la mucosa del oviducto y el utero, mismas que nutriran al
producto hasta que pueda hacerlo a través de la placenta (Thatcher et al., 1989); suprime asimismo,
la respuesta inmune del utero, lo cual es necesario para evitar el rechazo del embrion, evita las
contracciones del utero, cierra el cérvix y modifica las caracteristicas del moco cervical,
volviéndolo mas viscoso, evitando el paso de agentes extrafios al interior del itero, manteniendo al

producto protegido contra agentes externos (Spencer et al., 2004).

El mecanismo de accion de la progesterona, es disminuyendo la frecuencia en la pulsatilidad sin

afectar la amplitud de GnRH/LH, pero bajo la influencia de estradiol (Chabbert-Buffet et al., 2000).

Ahora bien, la progesterona, tiene un efecto en la funcionalidad del cuerpo liteo de una manera
autdcrina y paracrina, ya que estimula la secrecion de PGF,o latea, pero inhibe la secrecion de
PGF,0. uterina. Cabe sefialar que las PGF,a producidas localmente en cuerpo liteo son luteotropicas

a diferencia con las endometriales (Schams y Berisha, 2004).

El mecanismo de accidon de la progesterona se da de dos maneras: la gendomica y la no genomica.
La genomica implica la unién de la hormona con su receptor nuclear y la activacion de
transcripcion de genes teniendo una duracion de muchas horas o dias. La no gendémica, involucra

interacciones de esteroides con canales i6nicos o receptores neurotransmisores, por ejemplo la



progesterona se puede unir directamente al receptor de oxitocina e inhibir su funcion en el utero de
la rata, aunque estos efectos son rapidos, alrededor de 45 minutos, puede activarse también un

proceso de transcripcion (Chabbert-Buffet ez al., 2000).

3.5.1. Control agudo de la secrecion de progesterona

El control agudo, son todos los procesos y hormonas implicadas en el transporte de colesterol al
interior de la mitocondria (sitio primario de este tipo de regulacion), ya que es una limitante para
la biosintesis de la progesterona (Niswender, 2002). Tanto las hormonas luteotrépicas (LH, GH,
prolactina, etc), como las luteoliticas (PGF,a) regulan las concentraciones de RNAm que
codifician receptores, transporte de proteinas y enzimas esteroidogénicas. Por otro lado hay por lo
menos tres proteinas esenciales en el transporte del colesterol. La STAR, el receptor periférico
tipo benzodiazepina (PBR) y la endozepina, el cual es el ligando natural del PBR (Niswender,
2002). La progesterona puede controlar su propia produccion a través de un mecanismo autocrino
a nivel de sus receptores ya que mientras los estrogenos regulan a la alta, la progesterona regula a
la baja sus propios receptores (Anderson et al., 1999; Chabbert-Buffet ef al., 2000). Existen otras
substancias como los leucocitos que se han visto implicados directa o indirectamente con la

produccion de progesterona (Bauer ef al., 2001).

3.5.2. Control crénico de la secrecion de progesterona

El control cronico de la secrecion, esta dado por la LH. La estimulacion de la LH es critica para la
capacidad esteroidogénica a largo plazo de las células luteas, incluyendo el mantenimiento de
cantidades normales de RNAm que codifican a la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, a la
citocromo P450scc y a la STAR. La PGF,, causa un descenso marcado en la secrecion de
progesterona, y esta mediada por el sistema proteincinasa C, ademas que tiene efectos moleculares
que incluyen un descenso en las concentraciones liteas de RNAm que codifican al receptor de LH y
reduce el flujo sanguineo ovarico y luteo, induce fragmentacion del DNA vy la apoptosis resultando

en muerte celular, lo cual parece ser por un aumento de calcio intracelular (Niswender, 2002).

3.5.3. Fuentes extraordinarias de progesterona
Las glandulas adrenales maternas, las gonadas fetales y las glandulas adrenales fetales producen

progesterona aunque en una cantidad muy reducida (Anderson ef al., 1999).



3.6. Otras hormonas que participan en la formacion y mantenimiento del cuerpo liiteo

3.6.1. Hormona del crecimiento

La hormona del crecimiento (GH) al igual que la prolactina es producida por el lobulo anterior de la
hipofisis, y como hormona metabdlica promueve el crecimiento y la lactogénesis (Lucy, 1995),
teniendo también accion en el eje hipotalamo-hipoéfisis-ovario (Chandrashekar et al., 2004). La GH
tiene receptores en el cuerpo lateo, pero solo en las células lateas grandes, estimulando su funcion
ya que incrementa las concentraciones de progesterona. Si se administra hormona del crecimiento

recombinante bovina incrementa el peso del cuerpo luteo (Lucy, 1995).

La administracion de la GH in vivo incrementa la sintesis hepatica de IGF-I, la cual incrementa la
secrecion de progesterona en el cuerpo luteo (Yuan y Lucy, 1996), en cambio se ha visto, en la
hembra gestante de ratdén, que la ausencia de GH, disminuye la capacidad para formarse un CL

funcional (Chandrashekar et al., 2004).

Anderson et al. (1999) encontraron que la GH junto con la prolactina, mantuvieron la secrecion de
progesterona en vaquillas a las que se les seccion6 el tallo hipofisiario. La prolactina se comporto
de igual manera en los animales testigo, mientras que la LH, disminuy6 abruptamente a niveles no
detectables, sugiriendo con estos resultados, que la prolactina, la GH y posiblemente los lactogenos

placentarios son luteotropicos durante la prefiez en las vaquillas.

3.6.2. Prolactina

La prolactina es una hormona proteica de 199 aminoacidos que se produce en la hipofisis anterior,
por unas células llamadas lactotropos, aunque también se produce en todo el cuerpo como es el caso
del endometrio, células de la granulosa, células embrionarias y linfocitos. Su liberacion es
estimulada principalmente por la hormona liberadora de tirotropina y controlada principalmente por
la dopamina. Es muy parecida a la hormona del crecimiento, ya que comparten un gen ancestral y

un factor de transcripcion llamado PIT-I (Lebedeva et al., 1998; Perks et al., 2003).

Los trabajos mas extensos que se han hecho de prolactina, han sido encaminados hacia roedores.
Asi, se ha demostrado, que la prolactina participa en el rescate y funcionamiento del cuerpo luteo
durante la prefiez (Chandrashekar et al., 2004), asi como en el desarrollo de la glandula mamaria y

la modulacion de la conducta y la funcidon inmune, importantes durante la prefiez. La prolactina



también aumenta la esteroidogénesis en la gonada y promueven la sintesis de receptores a LH

(Schuler et al., 1997).

La prolactina, juega un papel importante en hamsters ya que se ha visto que su retiro causa una
luteolisis funcional, al disminuir los niveles séricos de progesterona, asi como también luteolisis
estructural al sufrir apoptosis las células Iuteas. Es asi como se demuestra que la prolactina regula
los niveles de progesterona en suero y facilita el desarrollo de vasos lateos en esta especie (Chen et

al., 2002).

Ademas la prolactina previene el catabolismo de la progesterona, inactivando a la enzima 20a HSD
a lo largo de la gestacion ya que, al final de la misma se observa un incremento la enzima y un
descenso abrupto en los niveles séricos de progesterona, con el subsecuente parto (Frasor y Gibori,
2003). También en el cerdo la prolactina incrementa la secrecion de progesterona por parte de las
células luteas grandes, y a la mitad de la gestacion los receptores a esta hormona aumentan
considerablemente (Yuan y Lucy, 1996). En borregas hipofisectomizadas, se observo la importancia
de la prolactina, ya que si bien es cierto que la LH es importante para la secrecion de progesterona,
si se administraba simultineamente se mantenia la integridad estructural del CL (Baird, 1992).

En la mujer se ha reportado la presencia de receptores para prolactina en el ovario, aunque todavia
no se determina si es producida localmente, y se piensa que tiene participacion en la ovulacion y

como agente anti-apoptotico (Perks ez al., 2003).

3.6.3. Factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF-I)

El IGF-I se produce en el higado jugando un papel importante en el control paracrino de la funcién
de diferentes tipos de células somaticas en el ovario y el testiculo. Si bien es cierto que para
alcanzar la pubertad se requiere de hormona de crecimiento, también lo es, que para madurar a una
edad adecuada y alcanzar el maximo potencial reproductivo se requiere la accion sinérgica de GH y
niveles adecuados de IGF-I (Chandrashekar et al., 2004). El IGF-I interactua sinérgicamente con
FSH y LH para regular la proliferacion y diferenciacion de células de la granulosa y de la teca
(Armstrong et al., 2002) ademas incrementa la produccion de progesterona por parte de las células
luteas grandes y muestra un efecto sinergético con la hormona del crecimiento o la prolactina en la
esteroidogénesis en dichas células (Webb et al., 2002). Esto se ha reportado en cerdas, vacas y ratas,
por lo cual podemos deducir que mientras la LH estimula la produccion de progesterona de las

células luteas pequefias, el factor de crecimiento parecido a la insulina tipo I incrementa la



produccion de progesterona de las células luteas grandes pero actuando en sinergia con la prolactina

y la hormona del crecimiento (Yuan y Lucy, 1996).

3.6.4. Lactogenos placentarios

Los lactégenos placentarios son  producidos por las células binucleadas del trofoblasto
exclusivamente durante la prefiez (Anderson et al,, 1999) y son parte de una extensa familia de
hormonas que incluyen a la hormona del crecimiento y a la prolactina. Sus efectos han sido poco
estudiados y muchas acciones se le han atribuido a las otras dos hormonas. En rumiantes ha sido
evaluado su metabolismo materno intermediario, el crecimiento mamario y la esteroidogénesis en el
ovario. En borregas prefiadas, especie en la cual, Kelly et al. (1974) los observaron por primera vez,
y vieron que aumentaba su concentracion al paralelo que la de la secrecion de progesterona. Es por
eso que algunos investigadores piensan que los lactégenos juegan un papel en el mantenimiento del

cuerpo luteo durante la prefiez temprana en ovejas (Gregoraszczuk et al., 2000).

Los lactogenos placentarios llamados también somatomamotropos, incrementan el tamafio del CL

en la vaca, incrementando los niveles de progesterona en plasma (Anderson ef al., 1999).

3.6.5. Estrogenos

Los estrogenos, tienen un papel importante en el mantenimiento del cuerpo liteo de roedores. En
ratas hipofisectomizadas e histerectomizadas, a las cuales se les administré prolactina, estradiol o
una combinacién de éstos, se observo que la administracion de prolactina en combinacion con
estradiol, aumentaba significativamente la produccion de progesterona, en relacion con los
tratamientos donde se aplicaba una s6la hormona, por lo que se sugiere, que el estradiol actiia en
sinergia con la prolactina (Frasor y Gibori, 2003). Se ha visto, que esta combinacion también
estimula la sintesis proteica y la hipertrofia de las células luteas (Gibori, 1993 citado por Anderson,
1999). Ademas se ha demostrado, en diversos estudios realizados con diferentes mamiferos, entre
ellos, el bovino, que el estradiol, incrementa la habilidad de la progesterona para inhibir a la LH

(Chabbert-Buffet ef al., 2000).

3.6.6. Prostaglandinas
La prostaglandina E, tiene funciones contrarias de la PGF,,. PGF,, es mitogénica, angiogénica,
antiapoptotica y vasodilatadora, ademas, en el sistema reproductor de la hembra se le considera

luteoprotectora (Wiltbank ef al., 1992; McCraken et al., 1999). Si se administra intrauterinamente,



protege al CL de una luteolisis espontanea o inducida en los rumiantes. Ademas estimula la
secrecion de progesterona por medio de AMPc, la cual activa a su vez el mecanismo de la Protein
cinasa A. Se sabe, que el tejido luteo tiene la capacidad de producir prostaglandinas, ya que la
membrana celular contiene gran cantidad de acidos grasos, como el acido araquidonico, precursor
de las prostaglandinas. Cuando sucede el crecimiento del CL, la prostaglandina que mas se produce

es la PGE,, protegiendo asi al CL (Arosh et al., 2004).

3.7. GnRH y analogos

3.7.1. Hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)

El GnRH es un péptido de 10 aminoacidos (Clarke y Pompolo, 2005; Millar, 2005) y es iniciador de
la cascada hormonal reproductiva (Millar, 2005). Es procesado en neuronas especializadas del
hipotadlamo como un polipéptido precursor por accion enzimatica y empaquetado en granulos que
son transportados axén abajo hacia la eminencia media (Millar, 2005). La secrecion del GnRH, es
en pulsos sincronizados, y su vida media en plasma es muy corta, de 2 a 4 minutos (Conn y
Crowley, 1991). Para estimular la sintesis de LH y FSH, se requiere que el GnRH se secrete
intermitentemente (Conn y Crowley, 1991). La frecuencia de los pulsos es mas alta en el pico pre-
ovulatorio de LH y mas baja durante la fase lutea del ciclo (Millar, 2005). La constante
estimulacion de la hipofisis, por parte del GnRH o de un analogo, resulta en la desensibilizacion de

la hipoéfisis y en la disminucion en la secrecion de gonadotropinas (Conn y Crowley, 1991).

Se cree, que la funcion directa del GnRH, era sobre las gonadas por encontrarse receptores en esta

zona, y que posteriormente la accion sobre la hipofisis fue una cuestion de evolucion (Millar, 2005).

En la especie que mas se ha estudiado el control de la sintesis y secrecion de GnRH, es en la oveja,
por el facil acceso a sus vasos sanguineos porta hipofisiarios, permitiendo un analisis minuto a
minuto de los patrones de secrecion y los cambios que ocurren durante el ciclo estral. Asi se ha
podido observar el efecto de los esteroides, por ejemplo en hembras ovarioectomizadas el efecto a
largo plazo de progesterona y estrogenos inhiben la secrecion de GnRH, mientras que los efectos
transitorios de una elevacidon de estrogenos en los niveles causan retroalimentacion positiva. Estos

efectos esteroidales pueden explicar los patrones de secrecion de LH (Clarke y Pompolo, 2005).



La secrecion de GnRH durante la fase latea del ciclo, se caracteriza por pulsos de alta amplitud y
baja frecuencia. Al final de la fase Iutea, con la disminucién drastica de los niveles de progesterona
plasmaticos, la frecuencia de los pulsos de GnRH y LH se incrementa. En la fase folicular los
niveles de estrogenos se elevan, la frecuencia de los pulsos de GnRH se incrementan y la amplitud
disminuye. El pico preovulatorio de LH se asocia con un aumento en la secrecion de GnRH. Es asi
como se ha demostrado por medio de muchos estudios los papeles prepoderantes tanto de los
estrogenos como de la progesterona en el control de la secrecion de GnRH (Clarke y Pompolo,
2005). La progesterona actia de dos maneras en la secrecion de GnRH. En la borrega durante la
fase lutea este esteroide limita la frecuencia de los pulsos y hay un efecto minimo en los niveles de
la hipodfisis. La elevacion continua de los niveles de progesterona plasmatica previenen el pico
preovulatorio de LH, el cual es debido al bloqueo del pico de GnRH. La progesterona también
actual durante la fase lutea para prevenir al cerebro de las acciones de los estrogenos y asi afecta el
tiempo de los pulsos de GnRH y LH. Los estrégenos parecen activar a las células del hipotalamo
medio basal para causar el pico de GnRH y LH. Los esteroides gonadales como estrégenos y
progesterona son reguladores ciclicos de la secrecion de GnRH, no se considera que tengan efectos
directos en las neuronas GnRH ya que sus efectos en la sintesis de GnRH debe involucrar

intermediarios neuronales (Clarke y Pompolo, 2005).

3.7.1.1. Receptor

El receptor pertenece a la familia de receptores unidos a proteina G con siete pasos
transmembranales careciendo de dominio intracelular que es la terminal C, lo cual hace que el
sistema no se desensibilice en sentido estricto y los receptores se internalicen muy pobremente, es
decir que la desensibilizacion no depende de la inactivacion o el reciclaje de los receptores, sino de
mecanismos posteriores al receptor (Chabbert-Buffet et al., 2000; Counis et al., 2005). Para que se
propage el mensaje hormonal, se necesita un cambio en la conformacion del receptor, pues se forma
el complejo hormona, receptor y proteina G. En el caso particular de los agonistas, existe la
formacion del complejo receptor-proteina G, el cual tiene una alta afinidad a los agonistas y se
estabiliza con éstos. Cuando se une el GTP a la proteina G, el receptor vuelve a su conformacion de
baja afinidad y el complejo se disocia. Hay un modelo que propone que los receptores fluctiian entre
una forma inactiva y otra activa. La forma activa tiene gran afinidad por los agonistas y es la tinica
manera que se unen a proteina G (Millar, 2005). La clasica forma de activacion en los gonadotropos

es que se une a proteina Gq con la activacion de la fosfolipasa C y la produccién de inositol



trifosfato que promueve la movilizaciéon de calcio, la produccion de diacilglicerol y la activacion de

proteincinasa C (Pawson y McNeilly, 2005).

3.7.2. Anilogos

Los agonistas y antagonistas son andlogos hormonales, es decir tienen una estructura molecular
similar a la hormona endogena (Senger, 2003). Las grandes aplicaciones clinicas de analogos de
GnRH ha suscitado que se realicen estudios detallados en cuanto a su fisiologia, biologia celular y
funcién molecular de la hormona que nos permita entender el sistema en su conjunto y la aplicacion
optima para estos analogos; pudiéndose utilizar ya sea para estimular o para inhibir al eje
reproductivo (Millar, 2005). Como promotores de la fertilidad, cuando se usan para inducir la
ovulacion, para inducir la produccion de gametos y hormonas, en el descenso de los testiculos en el
criptorquidismo, ayudan a que se presente la pubertad, cuando hay un retraso (Millar, 2005). Como
inhibidores, cuando se usan como anticonceptivos, ya que inhiben la ovulacion y Ia
espermatogénesis, en el cancer de prostata, en la hipertrofia benigna prostatica, en la endometritis,
fibrosis uterina, sindrome premenstrual, sindrome de ovarios poliquisticos, hirsutismo, acné,
pubertad precoz, en la infertilidad la inhibicion de las gonadotropinas endoégenas junto con la
administracion controlada de gonadotropina exdgena, especialmente en la induccion de la ovulacion

en técnicas reproductivas asistidas (Millar, 2005).

3.7.2.1. Agonistas
Los agonistas, son andlogos que se unen al receptor especifico, algunos causan una actividad
fisioloégica mayor pues tienen mayor afinidad por el receptor (Senger, 2003), ademas tienen una

vida media mas larga que la hormona endogena (D’ Ochio, 2002).

La administracion de un agonista en la vaca, comprende dos fases: una aguda y una cronica (Conn y
Crowley, 1991). En la fase aguda, la cual puede durar dias a semanas, la secrecion de
gonadotropinas, se ve incrementada. La fase cronica se caracteriza por una reduccion en los
receptores al GnRH, lo cual causa una desensibilizacion; el vaciamiento del contenido de LH y FSH
de la pituitaria, la ausencia de secrecion pulsatil de LH, asi como la ausencia de picos

preovulatorios (Conn y Crowley, 1991; D’Ochio, 2002,).

Se ha reportado que bajas dosis de GnRH liberadas en forma pulsatil equivalentes a las encontradas

en los vasos porta (pg/ml) reestablecen la fertilidad en hombre y mujeres con hipogonadismo y son



efectivos también en el tratamiento de pubertad retardada. En cambio, altas dosis de GnRH o
agonistas analogos desensibilizan a los gonadotropos con el resultado de un descenso en la LH y
FSH y un declive en la funcion ovarica y testicular. Este mecanismo de desensibilizacion es
ampliamente aplicado en la medicina clinica para el tratamiento de un amplio rango de

enfermedades (Millar, 2005).

En trabajos realizados con borregas gestantes utilizando Buserelin observaron que tuvieron partos
gemelares, ademas que aumentaron el peso del ovario y el nimero de cuerpos Iuteos. Los corderos
de las borregas tratadas estuvieron mas pesadas al nacimiento, se increment6 el peso del utero
gravido, el peso de las cartinculas y la placenta, ademas se aument6 la produccion de progesterona

asi como la produccion de interferon-t (Cam y Kuran, 2004).

Por otro lado, cuando se utilizoé deslorelin en vacas altas productoras, se indujo la formacion de CL
accesorios incrementdndose las concentraciones de progesterona. Es importante mencionar que
estos animales con grandes exigencias metabolicas, su concentracion de progesterona es baja
durante la fase lutea debido a un incremento del flujo sanguineo al higado, contribuyendo a una alta

tasa de metabolismo esteroidal y por consiguiente la pérdida de la prefiez (Bartolomé et al., 2006).

La supresion del crecimiento folicular en vaquillas tratadas a largo plazo con agonistas, se debe a la
falta de soporte gonadotroépico mas que a una accion directa del agonista en los ovarios; como se
demuestra en vaquillas tratadas con un agonista por seis meses, en las cuales después de retirado el
tratamiento, se administra FSH por 4 dias seguida de una inyeccion de LH, induciéndose

crecimiento folicular (D’Ochio, 2000).

3.7.2.2. Antagonistas

Otros analogos son los antagonistas, que tienen una mayor afinidad hacia el receptor, pero a
diferencia de los agonistas, la unioén con el receptor, no promueve ningln tipo de metabolismo ni
actividad celular (Conn y Crowley, 1991). Los antagonistas ocupan los receptores, previniendo que
la hormona enddgena se una a éstos (Senger, 2003). Es decir los antagonistas inhiben el sistema
reproductivo a través de la competencia con la hormona enddgena, ademas, las dosis requeridas son

mas altas para desensibilizar al sistema, por lo cual son menos usados (Millar, 2005).



4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Ubicacion Geografica
El estudio se llevo a cabo en el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Ganaderia
Tropical (C.E.LLE.G.T.) perteneciente a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la

U.N.A.M. ubicado en la carretera Martinez de la Torre — Tlapacoyan km. 5.5 Tlapacoyan, Veracruz.

4.2. Unidades experimentales

Se utilizaron 12 vacas F1 cruza cebu x Holstein de 98 dias de gestacion.

4.3. Diseifio experimental

Las vacas se asignaron en dos grupos, balanceando por el tiempo de gestacion. Un grupo sirvid
como testigo (n=6) y al otro (n= 6) se le administré 2.5 pg/h de un agonista de GnRH (Acetato de
Buserelin Ltd ®, concentracion 15.75 mg/ml Hoechst Marion Roussel) en forma continua por
medio de una bomba osmética (2 ML4 ALZET®) de acuerdo al método descrito por Gong et al.
(1996).

El dia previo a la insercion de la bomba a los animales, las bombas se llenaron con 2 ml de acetato
de Buserelin y se incubaron en solucion salina por 12 horas para que comenzaron a funcionar. La
bomba se insert6 en el animal como se describe a continuacion: El animal estuvo contenido en una
manga de manejo, administrandosele via intramuscular 0.7 ml de xilazina al 2% (Rompun®,
Bayer), 10 minutos mas tarde se insensibilizo el area caudal a la escapula con 4 ml de lidocaina, se
rasurd y se lavo el area con agua y jabon neutro, se embrocd con antiséptico, y se procedié hacer
una incision horizontal de aproximadamente 2.5 cm en la piel del animal. La bomba se deposito
subcutaneamente, finalmente se cerré con 2 puntos separados, y se aplicoO pomada amarilla (Sulfas,
Brovel®) para evitar la contaminacion por moscas y neguvon polvo (Tricorphon al 97%®, Bayer).
La bomba fue reemplazada en 7 ocasiones a intervalos de 28 dias para mantener la liberacion

continua del agonista de GnRH durante la gestacion.

4.4. Muestreo sanguineo:
En ambos grupos se tomaron muestras de sangre 3 veces por semana desde el momento de la
insercion de la bomba osmética y por dos semanas. A partir de los 110 y hasta los 155 dias de

gestacion, los muestreos se hicieron lunes y jueves. De los 169 dias de gestacion, hasta que ocurrid



el parto se tomaron muestras con un intervalo de 15 dias. Las muestras de sangre se colectaron por
venopuncion de la vena caudal, en tubos vacutainer que contenian EDTA. Las muestras sanguineas,
se centrifugaron por 20 minutos a 3000 r.p.m. colectando el plasma en alicuotas identificadas y se

mantuvieron a -20° C hasta su analisis para determinar la concentracion de progesterona.

4.5. Desafio a la hipéfisis con GnRH

En el dia 40 del tratamiento (128 dias de gestacion), se administréo en ambos grupos 0.021 mg de
GnRH (Conceptal® Intervet) intramuscularmente, para evaluar la liberacion de LH en respuesta al
GnRH por la hipofisis, y corroborar si existia inhibicion de la liberacion de LH. Se tomaron
muestras de sangre cada hora, iniciando dos horas antes de la inyeccion y hasta 6 horas después. A

estas muestras se les midid la concentracion plasmatica de LH.

4.6. Radioinmunoanalisis (RIA)

Las concentraciones plasmaticas de progesterona se determinaron por medio de
radioinmunoanalisis (RIA) en fase solida empleando el kit Coat-A-Count® Progesterone
(Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA., U.S.A.) en el laboratorio de Endocrinologia de
la FMVZ-UNAM (Pulido ef al., 1991). La sensibilidad del ensayo fue de 0.1 ng/ml, con un

coeficiente de variacion de 4.25% intraensayo.

Las concentraciones plasmaticas de LH se determinaron por medio de radioinmunoanalisis (RIA)
en fase liquida (Perera, 2005) con una sensibilidad de 0.01 ng/tubo y con un coeficiente de

variacion de 5.02 % intraensayo.

4.7. Analisis Estadistico

El efecto del tratamiento en las concentraciones plasmaticas de LH y progesterona se determinaron
por Analisis de Varianza (ANDEVA) para mediciones repetidas (Daniel, 2004), en un modelo que
incluia como variables independientes al tratamiento, el animal anidado dentro del tratamiento, los

dias de gestacion o tiempo después del reto con GnRH y la interaccion entre tratamiento y tiempo.

Las concentraciones de LH se transformaron a logaritmo previo a su andlisis para corregir por la

heterocedasticidad de la varianza.



5. RESULTADOS

5.1. Concentraciones plasmaticas promedio de progesterona en vacas tratadas o no,
cronicamente con acetato de buserelin (2.5 pg/hora)

Las vacas tratadas ovularon y formaron un segundo cuerpo liteo en respuesta a la insercion de la
primera bomba osmética. Las concentraciones promedio de progesterona durante el tratamiento
cronico con buserelin fueron mayores (P<0.05) en las vacas del grupo buserelin (12.8 £+ 0.04 ng/ml)

comparadas con las concentraciones de progesterona en vacas del grupo testigo (6.8 + 0.029 ng/ml).

En la figura 1, se observa, que las concentraciones promedio de progesterona en vacas testigo se
mantuvieron entre los 3 y 6 ng/ml hasta el dia 155 de gestacion, el dia 169 ocurrié un aumento a 9
ng/ml, disminuyendo de nuevo para el dia 183 a 6 ng/ml. Hubo otro aumento en el dia 253, pero a

partir de ese dia fue disminuyendo hasta el dia 295 cerca del parto.

Las concentraciones promedio de progesterona en vacas tratadas aumentaron 3 dias después de
iniciado el tratamiento hasta superar los 10 ng/ml en el dia 101 de gestacion, con un aumento
continuo hasta el dia 113 por arriba de los 16 ng/ml Se observa una meseta hasta el dia 120, cuando
comienza a disminuir hasta el dia 128 por debajo de los 12 ng/ml. Se observa un tercer aumento,
hasta alcanzar de nuevo los 16 ng/ml en el dia 134, dia que empieza a disminuir hasta el dia 152 a
los 10 ng/ml. Aparece un incremento final que alcanza un pico en el dia 197, pero a partir de este
dia empiezan a disminuir, hasta casi igualarse con las concentraciones de las vacas del grupo testigo

y seguir disminuyendo hasta el parto.
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Figura 1. Concentraciones promedio de progesterona en vacas testigo (-0-) y vacas con un

tratamiento cronico con 2.5 pg/hora de buserelin (-e-).



5.2. Concentraciones promedio de LH en vacas testigo y en vacas con un tratamiento crénico
con 2.5 ng/hora de buserelin
Se encontraron diferencias (P< 0.05) en las concentraciones promedio de LH, entre vacas del grupo

testigo y vacas del grupo tratado.

En la figura 2 se observan, las concentraciones promedio de LH, en las vacas del grupo testigo se
mantuvieron entre los 0.03 y 0.04 ng/ml, hasta tener un descenso a 0.018 ng/ml en el dia 131 de
gestacion, momento en el que se observo un aumento agudo para el dia 134 de gestacion, hasta
llegar casi a 0.082 ng/ml, pero posteriormente vuelve a descender y mantenerse en los niveles
anteriores hasta tener de nuevo otro aumento, a 0.03 ng/ml en el dia 267 de gestacion, hasta llegar a

1 en el dia 295 de gestacion.

En vacas del grupo tratado, las concentraciones promedio de LH, tienen un aumento inmediato al
tercer dia del inicio del tratamiento hasta llegar a los 0.22 ng/ml. Desde los dias 101 al 183 de
gestacion, las concentraciones se mantienen entre los 0.06 y 0.3 ng/ml. En el dia 197 de gestacion,
las concentraciones comienzan a igualarse con las concentraciones en vacas del grupo testigo, se

observa un aumento agudo a partir del dia 267 de gestacion, hasta llegar a 1 ng/ml.
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Figura 2. Concentraciones promedio de LH en vacas testigo (-0-) y en vacas con un tratamiento

cronico con 2.5 pg/hora de buserelin (-e-).



5.3. Concentraciones promedio de progesterona en vacas tratadas o no, durante el desafio que

se realizo a la hipofisis con GnRH.

Previo a la inyeccion de GnRH nativa las concentraciones difirieron entre grupos. No se encontrod
un aumento en las concentraciones promedio de progesterona en vacas tratadas cronicamente o no

con buserelin durante el desafio a la hipéfisis con GnRH, entre grupos (P= 0.06).
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Figura 3. Concentraciones promedio de progesterona en vacas tratadas (-e-) o no (-o-), durante el

desafio que se realiz6 a la hip6fisis con GnRH.



5.4. Concentraciones promedio de LH en vacas tratadas o no, durante el desafio que se realizo

a la hipéfisis con GnRH

Las concentraciones basales promedio de LH previo al desafio a la hipofisis con GnRH, fueron
mayores (P<0.05) (1.77 £0.25 ng/ml) en las vacas del grupo testigo que en las vacas del grupo
tratado (buserelin) (0.40 £ 0.23 ng/ml).

En la figura 4, observamos que las concentraciones promedio tanto en vacas del grupo testigo como
en vacas del grupo tratado antes del desafio, son diferentes. Posteriormente, las concentraciones en
vacas del grupo testigo comienzan aumentar de manera aguda posterior a la aplicacién del GnRH
hasta la hora uno, donde alcanza un pico por arriba de los 4 ng/ml. A partir de ese momento, se
observo un descenso hasta llegar a igualar a las concentraciones promedio de las vacas del grupo

buserelin en la hora seis.

Por otro lado, las concentraciones promedio de LH en vacas del grupo buserelin, aunque estuvieron
por arriba de las concentraciones promedio en vacas del grupo testigo, en los dos primeros
muestreos anteriores al desafio, se mantuvieron similares en todos los muestreos, observando un

ligero aumento del muestreo -1 al 0, y del 5 al 6 (P>0.05).
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Figura 4. Concentraciones promedio de LH en vacas tratadas (-e-) o no (-o-), durante el desafio que
se realizd a la hipofisis con GnRH. Se observa también el comparativo con el logaritmo de LH en

los dos primeros muestreos anteriores a la administracion de GnRH.



6. DISCUSION

La administracion cronica de 2.5 pg por hora de acetato de Buserelin entre los dias 98 y 295 de
gestacion, bloqueo la liberacion de LH en respuesta aguda de la hipofisis a la GnRH, sin embargo,
no afecté el mantenimiento ni la funcionalidad del cuerpo luteo, y la gestacion se mantuvo hasta

término.

Baird (1992), sugiere que la LH es necesaria para la ovulacion y la formacion del cuerpo lateo, mas
no para su mantenimiento. Lo que sugiere que durante la gestacion, el cuerpo Iuteo no necesita de la
pulsatilidad de la LH, para secretar progesterona (Okuda et al., 1999). En estudios donde se han
usado agonistas de la GnRH se logra abatir la pulsatilidad de la LH (Gong et al., 1995; D’Occhio et
al., 2002; Schneider et al., 2006), sin afectar el mantenimiento y la funcionalidad del cuerpo luteo,
indicandonos que el cuerpo luteo no requiere de un patrén de secrecion pulsatil de LH, sino de un

aporte basal de liberacion tonica de esta hormona, como lo demostraron Gong et al. (1996).

En el presente estudio, se observo que las concentraciones promedio de la LH en vacas del grupo
tratado estuvieron por arriba de las concentraciones promedio en vacas del grupo testigo durante
todo el tratamiento, es decir, el tratamiento no disminuy6 las concentraciones de la LH, sino que las
aumento, lo cual difiere con lo encontrado por Gong et al. (1995), cuyo estudio realizado en
vaquillas no gestantes, con la administracion cronica de un agonista, disminuy6 la concentracion
promedio de la LH. Esta diferencia pudiera deberse al estado fisioldégico de los animales, la
duracion del tratamiento, asi como al protocolo de experimentacion. En el presente estudio se
trabajaron vacas gestantes, y el tiempo de experimentacion fueron alrededor de 7 meses, ademas, la
administracion del agonista fue a través de una bomba osmética, mientras que en el citado estudio
se utilizaron vaquillas ciclando, el tratamiento duré 10 semanas, y la administracion del agonista fue
via intramuscular con una frecuencia de 2 veces al dia. No sabemos como se hubieran comportado
las concentraciones de LH, si se hubiera prolongado el tiempo de estudio en el trabajo de Gong et

al. (1996).

Las concentraciones de la LH concuerdan con lo reportado por Schneider et al. (2006) quienes
reportaron que después de la administracion cronica con un agonista de GnRH en vacas ciclando, la
concentracion de la LH basal se elevd en los animales tratados a 1.2 ng/ml con respecto a los
animales testigo que tenian 0.6 ng/ml, sugiriendo que es debido a un mecanismo regulatorio

independiente del sistema GnRH y su receptor, donde los gonadotropos monohormonales que



producen LH se incrementan. Por lo cual, parece ser importante que haya concentraciones de LH
durante la gestacion, ya que en estudios realizados por Okuda (1999) se encontr6 la misma cantidad
de receptores para LH en cuerpos liteos de vacas gestantes y ciclando, sugiriendo que la
concentracion basal y no la pulsatilidad de LH, es la que juega el papel importante en cuanto al

funcionamiento del CL.

En este estudio, al realizarse el desafio, para ver el comportamiento de las hipofisis de vacas testigo
y vacas tratadas con un agonista de GnRH, se observé que mientras las hip6fisis de las vacas
testigo, eran aun capaces de liberar LH en respuesta al GnRH, con una amplitud de 3.24+0.16
ng/ml, las vacas tratadas cronicamente con un agonista de GnRH, liberaron LH con una amplitud de
0.47+0.18 ng/ml, y la concentracion, no difirié de las concentraciones previas a la inyeccién con
GnRH, lo cual indico, que efectivamente las hipofisis de las vacas tratadas se encontraban
desensibilizadas por el efecto del agonista, es decir el tratamiento provoco una baja sensibilidad al
GnRH y los niveles basales de LH disminuyeron la cantidad de LH almacenada, resultando en una
pobre liberacion de LH (Arreguin-Arévalo y Nett, 2005), mientras que las hip6fisis de las vacas del

grupo testigo tuvieron una respuesta fisiolégica normal.

La utilizacion del agonista aument6 la concentracion promedio de progesterona en las vacas del
grupo tratado durante el periodo de experimentacion, ya que se duplicé la concentracion con
respecto a las vacas del grupo testigo. Este estudio concuerda con lo obtenido por Schneider ef al.
(2006) donde observaron, que después de administrar un agonista por cuatro semanas en vaquillas
ciclando, la concentracion de progesterona fue mayor (P<0.05) en animales tratados con respecto a

los animales testigo.

Esto concuerda con el trabajo de Gong et al. (1996) quien mostrd que al inicio del tratamiento con
el agonista hay un aumento en las concentraciones de progesterona y LH antes que el efecto cronico

se vuelva inhibitorio.

Existen varios factores, por los que la progesterona aument6, como la formacién de un cuerpo luteo
accesorio (Cam y Kuran, 2004), el cambio en la proporcion de células luteas conforme avanza la
gestacion (Arikan y Yigit, 2001), la regulacién de la propia progesterona (Niswender, 2002), y la
influencia de factores de crecimiento y hormonas metabdlicas (Alvarez et al., 2000). En estudios

previos, donde se han utilizado agonistas de GnRH en bovinos se ha observado la formacion de



cuerpos luteos accesorios, asi lo demostrd el estudio realizado por Bartolomé et al. (2006) donde
utilizaron vacas lecheras gestantes, administrandoles un implante que contenia un agonista de
GnRH. Los animales tratados desarrollaron un cuerpo Iuteo accesorio, ademas que tuvieron niveles
de progesterona por arriba de los animales testigo, asimismo, Cam y Kuran (2004), administraron
buserelin en ovejas gestantes ocasionando, la formacion de cuerpos luteos accesorios y un aumento

en las concentraciones de progesterona (Cam y Kuran, 2004).

En el bovino, al avanzar la gestacion, la proporcion de células luteas cambia (Arikan y Yigit, 2001);
es decir, las células luteas pequefias que son responsivas a LH, se vuelven células lateas grandes,
que no necesitan de LH para producir progesterona (Alila y Hansel, 1984; Arikan y Yigit, 2001).
Esto nos permite pensar que la proporcion de células luteas grandes que no necesitan de LH para
producir progesterona, va en aumento conforme avanza la gestacion. Esto concuerda con lo
observado en ovejas por Alila et al. (1988), la proporciéon de células luteas grandes es
significativamente mayor que las pequefias, y las grandes producen mas progesterona sin responder

a LH.

Por otro lado, McNeilly (1992) reporta que el tratamiento con un antagonista en borregas ciclando,
suprimi6 la secrecion pulsatil de LH pero no las concentraciones de progesterona. Lo anterior
sugiere que en algunas especies, la liberacion de progesterona es de manera constitutiva por parte de
las células luteas grandes (Diaz, 2002), ya que es independiente del estimulo de LH. La produccion
de progesterona es considerada el camino mas simple de la esteroidogénesis, ya que utiliza muy
pocas enzimas, ademas en los rumiantes, son abundantes, las lipoproteinas de alta densidad (HDL),
contando con receptores en el CL, siendo un efecto estimulatorio de la produccién de progesterona
(Diaz, 2002). En adicion, el efecto que tiene LH sobre las células lateas pequeiias, entre otros, es la
formacion de AMPc (Schams y Berisha, 2004) con la subsecuente regulacion a la alta de enzimas
especificas necesarias para la sintesis de progesterona (Kotwica et al., 2002). Ahora bien, en el
presente trabajo, las concentraciones de LH se vieron aumentadas en vacas del grupo tratado con
respecto a vacas testigo, lo cual nos explicaria, en parte, porque las concentraciones de progesterona
se vieron aumentadas de igual forma, ya que la LH es critica para la capacidad esteroidogénica a
largo plazo de las células luteas, ya que mantienen cantidades normales de RNAm que codifica para

3Bhidroxi esteroide deshidrogenasa, P450 y STAR (Niswender, 2002).



Es por esto, que se piensa, que si se logra inhibir la pulsatilidad de la LH en vacas gestantes, debe
de haber una serie de mecanismos, hormonas, factores de crecimiento y células que permitan el

mantenimiento y la funcién del cuerpo luteo.



7. CONCLUSIONES
La disminucion en la pulsatilidad de LH, no afecta la funcionalidad del cuerpo luteo, es decir, al
parecer, aunque la LH es luteotropica, la pulsatilidad no es necesaria para que el cuerpo luteo

secrete progesterona.

La concentracion basal incrementada de LH es suficiente para mantener la funcién del CL en la

ausencia de la liberacion pulsatil de LH.
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