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RESUMEN

QUINTANA ROMERO JOAQUIN. Desarrollo folicular en palomas (Columba
livia) y su relacion con los niveles hormonales de progesterona, estradiol
y testosterona en sangre y heces. (Asesores: Dra. Lucia E. Rangel Portay

Dr. Carlos Gutiérrez Aguilar).

El presente estudio tuvo como objetivo determinar el crecimiento folicular en
palomas (columba livia) y relacionarlo con los patrones de secrecion de las
hormonas esteroides en sangre y heces, utilizando una muestra por animal. Se
emplearon 36 hembras de palomas mensajeras que previamente hubieran
tenido una nidada. Las palomas fueron aisladas en jaulas individuales por un
periodo de 15 dias. Una vez que no estuvieran ovulando se introdujo un macho
por jaula para estimular el desarrollo folicular y la ovulaciéon. SimultAdneamente
se inicio la toma de muestras sanguineas y de heces, asi como el sacrificio de
3 animales por dia, para identificar las estructuras ovaricas por observacion
directa de los ovarios y medicion de los foliculos. Para medir la relacion
existente entre las hormonas esteroides y la cantidad de foliculos se utilizo la
correlacion de Pearson. Los resultados muestran una correlacion positiva entre
progesterona y testosterona, tanto en suero como en heces. Por su parte
estradiol en sangre presentd una correlacion positiva con el nimero de los
foliculos pequefios amarillos y foliculos grandes blancos mostrando que ambos
foliculos son necesarios para la sintesis y produccion de esta hormona.
Contrariamente, hubo una correlacion negativa, aunque no significativa, entre
estradiol y progesterona, sugiriendo que el incremento de una hormona causa
el decremento en la otra. Finalmente, se observd gran variacidon en las
concentraciones hormonales con respecto al dia del desarrollo folicular,
sugiriéndose la necesidad de realizar mediciones repetidas para poder estimar
el estado de desarrollo folicular mediante los niveles circulantes y excretados

de las hormonas esteroides en las aves.



1. INTRODUCCION

La mayoria de la informacion sobre la fisiologia reproductiva de las aves tiene
sus bases en estudios realizados en gallinas, pavos y codornices. Sin embargo
dichas especies tienen en comun presentar una accién reproductiva casi todo
el afo, caracterizada por ciclos ovulatorios de 3 a 10 huevos consecutivos
seguidos por un dia de no postura y reinicio de un nuevo ciclo (Etches; 1990).
Esta actividad reproductiva difiere con algunas especies de aves en las que
hay épocas reproductivas limitadas en el afio y que pueden presentar la
ovulacion de solo 1 6 2 huevos por ciclo ovulatorio. Ello nos plantea la
interrogante de si en especies que ovulan Unicamente 2 huevos los patrones de
secrecion de las hormonas esteroides son similares a los de las gallinas y si

estos pueden ayudar a estimar el desarrollo folicular y la ovulacion.



2. REVISION DE LITERATURA

La paloma mensajera pertenece a la familia Columbidae y es un ave originaria
de Africa, que era utilizada por los faraones egipcios para comunicarse
(Martinez; 1991). Son animales mondégamos de habitos diurnos, que pueden
estar solas o en parvadas, y que tienen un promedio de vida de 10 afios (Del
Hoyo; 1997). La mas importante diferencia con el resto de las palomas es su
capacidad de orientacion, la cual le permite regresar a su palomar desde una
distancia de 800 km a una velocidad de 90 km/hora (Martinez; 1991).

Esta especie pone solo 2 huevos (39mm de longitud) por ciclo ovulatorio,
siendo el tiempo promedio de postura entre un huevo y otro, de 40 a 44 horas
(Sturkie's; 2000). Los machos y hembras ayudan a la construccion del nido
para que posteriormente presenten una incubacion de 17 a 18 dias (Del Hoyo;
1997). Cuando los huevos son retirados prematuramente del nido el intervalo
de una postura a otra es de 10 dias alargandose en las épocas no

reproductivas (Askew; 1997).

Dentro de los primeros 5 dias de vida los recién nacidos son alimentados con
una sustancia lechosa que sus padres forman en el buche (leche de paloma)
para luego pasar a una alimentacion solida a base de granos, los pichones son
asistidos por sus padres hasta cerca de los 30 dias. Salen del nido entre los 35

0 37 dias de edad y alcanzan la madurez sexual a los 6 meses (Askew; 1997).



2.1 Fotoperiodo

Las palomas son animales estacionales cuyo ciclo reproductivo se restringe a
la primavera y el verano (Chemineau; 1986, Etches; 1993), siendo la luz el
estimulo ambiental principal para que se manifieste la actividad reproductiva, al
favorecer la secreciéon de GnRH y por tanto el desarrollo folicular y la ovulacién
(Hill; 1979). Al igual que en otras especies estacionales, esta restriccion de la
época reproductiva se acentla en las regiones mas alejadas del Ecuador, sin
embargo, debe considerarse que en el Ecuador muchas de las aves de vida
libre dependen de otras condiciones como son la disponibilidad de alimentos y
de el clima favorable (Pankhurs; 1989).

En aves que estan bajo un ambiente controlado como es el caso de las gallinas
de postura, se han manejado esquemas de 16 a 18 horas de luz por 8 a 6
horas de obscuridad, con la finalidad de estimular el incremento en la
produccion de huevo (Etches; 1996). Sin embargo se ha demostrado que en
aves principalmente migratorias, los dias largos pueden ser inhibitorios al final
de la época reproductiva debido a un efecto llamado fotorefractariedad, el cual
ocasiona la disminucion de la secrecion de GnRH y por consecuencia la
regresion ovérica (Sharp; 1993).

Por ultimo, se han estudiado algunos factores que son importantes para que
ocurra la ovulacion, entre los cuales se menciona la presencia y el canto del
macho, asi como la convivencia de otras hembras estimuladas por éste
(Barfield; 1971). Ademas, las palomas hembras que fueron expuestas al
comportamiento de cortejo de machos sin castrar, mostraron un desarrollo
completo de los ovarios, mientras que la exposicidon a animales castrados no

estimulé el desarrollo (Erickson; 1970).

2.2 Estructuras ovaricas
Las palomas, como la mayoria de las aves, Unicamente desarrollan el ovario y
el oviducto izquierdos durante la fase embrionaria, como una respuesta a la

hormona inhibidora de los conductos de Miller (AMH) (Carre-Eusebe et al;



1997). Sin embargo en 5% de las palomas y en los pericos pueden
desarrollarse ambos ovarios (Sturkie's; 2000).

Una vez alcanzada la etapa reproductiva la apariencia del ovario es de racimo
de uvas. En gallinas el ovario recibe irrigacion de la arteria ovarica y es
inervado por las fibras colinérgicas y adrenérgicas (Gilbert; 1969). Antes de la
madurez sexual el ovario presenta foliculos pequefios (<2000 foliculos) que se
pueden localizar a simple vista, de los cuales una pequefia cantidad (250 a 500
foliculos) madurardn y seran ovulados (Sturkie's; 2000). En gallinas una vez
que los foliculos alcanzan los 6-8mm seran reclutados para entrar a la
categoria de foliculos jerarquicos, en la cual normalmente hay entre 5y 7
foliculos (Sturkie's; 2000). El desarrollo de un foliculo desde que entra a esta
categoria, hasta que ocurre la ovulacion, dura aproximadamente 7 a 9 dias
(Figura 1) antes de ser ovulado, por tanto aumenta su tamafio de 8mm a 40mm
los dltimos 6-8 dias antes de la ovulacién (Johnson; 1996). Mientras que en
palomas se menciona un crecimiento de 5 mm a 16 mm en un periodo de 5 a 7
dias antes de la ovulacion y solamente se reclutaran 2 foliculos en la categoria

de jerarquicos (Cuthbert; 1945).

Figura 1. Etapas en el desarrollo folicular del ovario en gallina. Adaptado de Johnson; (1993)
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Los foliculos ovaricos segun su tamafio y madurez se dividen en foliculos
prejerarquicos Y foliculos jerarquicos, los cuales tienen la capacidad de secretar
hormonas esteroides. En gallinas estos foliculos estan clasificados como

(Johnson; 1990):



+«»Foliculos pequeiios blancos (menor a 2 mm)
* Foliculos grandes blancos (2 — 4 mm) Foliculos prejerarquicos
+«»Foliculos pequefios amarillos (5 — 10 mm)

“*Foliculos grandes amarillos (>10 mm) ———~ Foliculos jerarquicos

En palomas no se ha determinado una clasificacion en el tamafio folicular dado
gque en este aspecto ha sido poco estudiado y no se han encontrado
referencias exactas sobre su clasificacion.

El foliculo ovarico consta de algunas capas de tejido que rodean al ovocito y la
yema, las cuales se representan en la figura 2. Mostrando la presencia de una
capa de células de la granulosa, la cual es rodeada por una membrana basal
seguida de tejido de la teca interna y de la teca externa que contiene células

esteroidogénicas (Etches; 1996).

Figura 2. Esquema del foliculo grande amarillo con sus estructuras. Adaptado de Sturkie’s;

(2000)
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2.3 Control neuroendocrino del desarrollo folicular y la ovulacién

Los procesos reproductivos en las aves estan controlados por las interacciones
endocrinas del eje Hipotadlamo-hipofisiario-gonadal.

El hipotdlamo secreta la GnRH-1 (Hormona liberadora de gonadotropinas), la
cual promueve la liberacion de la hormona luteinizante (LH) y la hormona

foliculo estimulante (FSH) por la adenohipofisis (Sturkie's; 2000).



La secrecion de LH causada por la GnRH es resultado de la retroalimentacion
positiva ejercida por la Progesterona (P,) (Sharp et al; 1998, Johnson et al;
1985). La LH sirve para estimular la produccion de los esteroides foliculares,
(Etches; 1996) y su funcion principal es inducir la ovulacion (Wilson y
Cunningham; 1984), Ocurriendo el pico preovulatorio 4 a 6 hrs antes de la
ovulacion (Armstrong; 1985). Algunos trabajos mencionan un aumento
adicional 14 a 11 horas antes de la ovulacion (Etches y Cheng; 1981).
Adicionalmente, el tratamiento de LH 14 a 11 horas antes de la 12 ovulacién de
una secuencia resulta en una ovulacion prematura (Gilbert; 1981).

Por otro lado, la FSH parece no presentar incrementos significativos durante el
ciclo ovulatorio (Lovell et al; 2000), detectandose elevaciones menores 14 a 15
horas antes de la ovulacién (Scanes et al; 1977). Sin embargo, en un estudio
realizado por Imai y Nalbandov (1978) se encontr6 que la FSH aplicada 14
horas antes de la ovulacion acelerd la esteroidogénesis en la pared folicular,
pero no caus6 un aumento en las concentraciones de las hormonas
esteroideas en la circulacion general. Tilly et al (1991), asi como Li y Johnson
(1993), consideran que la FSH es un factor primario para iniciar la
esteroidogénesis por las células de la granulosa ya que estas células de los
foliculos prejerarquicos no responden a la LH. Adicionalmente, se ha propuesto
que FSH recluta y promueve el crecimiento de los foliculos pequefios (Imai;
1973, Palmer y Bahr; 1992), induce la maduracion de los foliculos pequefios
(Bahr y Johnson; 1984, Zhang et al; 1997) y la diferenciacién de las células de
la granulosa (Johnson; 1996, Zhang et al; 1997). Asi mismo, FSH es la
hormona responsable de la entrada de los foliculos a la jerarquia folicular (Tilly
et al; 1991, Li y Johnson; 1993) y estimula la proliferacion de las células de la
granulosa posiblemente contribuyendo al crecimiento folicular (Velazquez et al;
1997, McElroy et al; 2004).

2.4 Esteroidogénesis

El paso inicial para que el colesterol sea transformado en un esteroide, es
convertirlo en pregnenolona, esta reaccion es producida por un sistema

enzimatico llamado citocromo P-450 desmolasa (scc) (Strauss et al; 1981). A



su vez, la pregnenolona es la llave esteroidogénica de todas las clases de
esteroides producidos por los foliculos (Hall; 1984). En aves la produccion de
las hormonas esteroides puede explicarse por una teoria de 3 células, donde la
Progesterona es secretada principalmente por las células de la granulosa, la
Testosterona por las células de la teca interna y Estradiol por las células de la
teca externa (Porter; 1989).

Adicionalmente, la secrecion de las hormonas esteroides en aves varia de
acuerdo al estado de desarrollo y madurez folicular. Asi, los foliculos pequefios
blancos (FPB) y los foliculos grandes blancos (FGB) producen androgenos
como precursores para que los foliculos pequefios amarillos (FPA) produzcan
estradiol (Robinson y Etches; 1986, Armstrong; 1984). Por otro lado, se ha visto
que la capacidad de los foliculos prejerarquicos para producir E; disminuye
cuando entran a la categoria de jerarquicos, siendo casi nula cuando se
aproxima la ovulacion (Bahr et al; 1984).

En los foliculos jerarquicos o en los foliculos grandes amarillos (FGA), la
progesterona es producida por la capa de la granulosa, representando la
principal hormona secretada que resulta en el pico preovulatorio de
progesterona. Ademas, en estos foliculos jerarquicos la produccion de
esteroides por las células de la granulosa y de la teca estan bajo el control de
la LH que actua via adenilato ciclasa/cAMP segundo mensajero (Bahr y Calvo;
1984).

2.5 Progesterona

La P, es producida por las células de la granulosa de los foliculos jerarquicos
(FGA), en respuesta a la oleada preovulatoria de LH (Robinson y Etches;
1986). A su vez el incremento en la concentracion plasmatica de la P, aumenta
la secrecion de GnRH dentro del sistema hipotdlamo-pituitario-gonadal (Etches;
1990), permitiendo un aumento en la secrecion de LH por lo que se establece
un mecanismo de retroalimentacion positiva entre ambas hormonas (Johnson
et al; 1985). Por otro lado, las maximas concentraciones de P4 se observan 4 a

6hrs antes de la ovulacion (Kappauf y Van Tienhoven; 1972).



Adicionalmente, diversos estudios han propuesto que la testosterona puede
estimular la produccién de progesterona tanto in vivo (Rangel et al; 2006a)
como in vitro (Sasanami y Mori; 1999). Ademas, existen receptores de esta
hormona en las células de la granulosa, de la teca y en las células epiteliales
germinales de los foliculos jerarquicos (Isola et al; 1987, Yoshimura and Bahr;
1991).

2.6 Estrogenos

Los principales estrégenos que han sido aislados de los ovarios y de las heces
de gallinas son el 17B-estradiol y la estrona (Johnson; 1990). Las
concentraciones de E; presentan un primer incremento 18 a 20 hrs (Wilson y
Cunningham; 1984) y un pico madximo 8 a 10 hrs antes de la ovulacion
(Johnson y Van Tienhoven; 1980). Sin embargo, se ha visto que la ovulacion
puede ocurrir en ausencia del incremento plasmatico de estrogenos (Lague et
al; 1975), y se ha propuesto que éstos actian a nivel de hipotalamo para
sensibilizar a P4 (Wilson y Sharp; 1976).

Por otro lado, los estrogenos participan en la regulacion del metabolismo del
calcio para la formacién de la céascara, en la induccion de sus propios
receptores en oviducto, y en la induccion de receptores de progesterona en el
ovario y en el tracto reproductivo (Pageaux et al; 1983, Isola et al; 1987).

2.7 Androgenos

Los androgenos méas importantes son la 5a-dehidrotestosterona (DHT) vy la
testosterona, que son producidos por la teca interna de los foliculos
prejerarquicos Yy jerarquicos, alcanzando su maxima produccion en el foliculo
F4 de gallinas (Short; 1960). La testosterona presenta dos incrementos
preovulatorios, el primero 14 a 12 horas (Wilson y Cunningham; 1984), y el
segundo, y mas significativo, 8 a 10 horas (Johnson y Van Tienhoven; 1980).
El papel que juegan los andrégenos en el control neuroendocrino es poco
conocido, pero se ha determinado que la ovulacion puede ser inducida por
inyecciones de androgenos (Wilson y Sharp; 1973). Sin embargo, las
concentraciones plasmaticas de este esteroide necesario para inducir la

ovulacion son mas altas que las normales, lo que sugiere que es mas un efecto



farmacologico que fisiolégico (Sturkie's; 2000). A pesar de ello, la
administracion in vivo de suero antitestosterona o de un antagonista de
testosterona bloquean la ovulacion (Rangel et al; 2005, Rangel et al; 2006b),
mientras que el tratamiento con testosterona promueve la ovulacion in vitro
(Tanaka e Inoue; 1990), todo lo cual sugiere un efecto directo de la

testosterona en el proceso ovulatorio de las aves.



3. HIPOTESIS

Las concentraciones de progesterona, testosterona y estradiol en sangre y
heces de palomas estan correlacionadas entre si y con el grado de desarrollo
folicular, pudiendo servir como estimadores del momento de la ovulacion.



4. MATERIAL Y METODOS

Esta investigacion se realiz6 en el Departamento de Reproduccion de la
Facultad de Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de

México.
4.1 Animales

Se utilizaron 36 hembras de palomas mensajeras de la raza JANSSEN con una
edad aproximada de 24 meses y con al menos una nidada previa al estudio.
Para que las palomas no se encontraran en fase reproductiva, a pesar de que
el trabajo se realizd en primavera, las hembras se aislaron de los machos 21
dias antes del inicio del experimento; alojandolas individualmente en nidos de
madera con las siguientes dimensiones: largo 60 cm, alto 30 cm y ancho 30cm.

Los animales recibieron alimento y agua a libre acceso, y diariamente se les
cambio la cama de los nidos y se revisO la postura. Las condiciones de
alojamiento y manejo fueron congruentes con los lineamientos establecidos por
el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
(CICUAE).

Una vez que se comprob6 que las hembras no presentaban ovulacion y

postura por lo menos durante 15 dias, se inicio el estudio.
4.2 Procedimiento

Dado que la paloma tiene un promedio de 10 dias de desarrollo folicular antes
de que ocurra la postura (Askew; 1997).El experimento se inicio con los
muestreos en el dia 0, que también correspondi6é al dia de la introduccién de
los machos (uno al azar a cada nido). Este manejo se realizé para estimular la
actividad reproductiva (Chemineau; 1986). A partir del dia 0 y hasta el dia 10,
que correspondié a la primera ovoposicion se sacrificaron 4 hembras cada
tercer dia. Después del dia 10 se sacrificaron 3 hembras y el muestreo se hizo

diariamente hasta el dia 13 y se tomd una ultima muestra el dia 16 (Figura 3).



Figura 3. Disefio experimental para la evaluacién de la actividad reproductiva antes y despues
de la ovulacién.
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4.3 Toma de muestras

Antes del sacrificio se tomaron muestras de heces poniendo a las palomas en
jaulas individuales y esperando el momento en que los animales defecaran
naturalmente, aproximadamente se recolecto por hembra un promedio de 3.5
gr de heces. Las excretas se recolectaron cuidadosamente con una espatula
de acero inoxidable y se colocaron en un papel absorbente, donde se rodaron
para eliminar lo mas posible de los residuos de uratos.

Las heces se secaron en una estufa a 50°C durante 24 horas y posteriormente
se pulverizaron en un mortero. Las muestras pulverizadas se identificaron con
el numero de animal y fecha, se colocaron en bolsas herméticas de plastico, y
se congelaron a —20°C, hasta el momento que se analizaron.

Las palomas fueron sacrificadas por dislocacion cervical como se establece en
la NOM-033-ZO0-1995 y antes del sacrificio se obtuvieron muestras
sanguineas por puncion cardiaca del ventriculo derecho; recuperando 10ml de
sangre en tubos vacutainer con gel activador de la coagulacion. Los tubos se
centrifugaron por 15 minutos a 3000 g. El suero se separd y se almacend en
viales para congelarlo a —20°C, hasta la medicién de hormonas por la técnica
de ELISA.

Los ovarios fueron disecados y limpiados en solucién salina fisiolégica, las
estructuras ovaricas se identificaron midiendo los foliculos con un vernier y
clasificandolos en las siguientes categorias de acuerdo a su tamafo:



K/
°e

Foliculos pequefios blancos de 1 a 1.9mm.
% Foliculos grandes blancos de 2 a 3.4mm.

DS

» Foliculos pequefios amarillos de 3.5 a 6.9mm.

X/
L %4

Foliculos grandes amarillos mayores a 7mm.

4.4 Anélisis Hormonal

Para la extraccion de Progesterona en heces se utilizé el método descrito por
Graham y Brown (1996), cuya metodologia se describe brevemente:

= Se pesaron 1.8 a 2gr de heces secas y pulverizadas y se colocaron en
tubos de ensaye de vidrio de 16 X 150mm.

» Las muestras se resuspendieron en 5ml de etanol al 90% (diluido en
agua destilada) y se mantuvieron en ebullicion durante 20min.

» Los tubos se centrifugaron a 500 g por 20min y el sobrenadante se vertié
a otro tubo de ensaye.

» El precipitado se resuspendio en 5ml de etanol al 90% y se agité durante
un minuto en vortex para repetir la centrifugacion.

» El sobrenadante se mezcl6d con el anterior y ambos se evaporaron hasta
la sequedad, colocandolos en una campana de extraccion vy
manteniéndolas en bafio Maria a 37°C.

» Los esteroides se resuspendieron en 1ml de metanol y la concentracion

hormonal se determiné mediante la prueba de ELISA.

Para la cuantificacién de Testosterona y Estradiol se empleé el método de Tell

y Lasley (1991), y se realizo de la siguiente manera:

= Se pesO 1gr de muestra seca y pulverizada en tubos de ensayo de
vidrio.
= La muestra se diluyé con 1ml de buffer de fosfato al 0.1M y se equilibro

por 12 horas a una temperatura de 4°C.

» Los tubos se centrifugaron a 500g por 20min.

= El| sobrenadante se conservd en viales a -20°C hasta que se realizo la

determinacion hormonal.



4.5 Enzimoinmunoensayo (ELISA)

Las determinaciones de Estradiol, Testosterona y Progesterona se realizaron
por ensayos de ELISA de tipo competitivo, tanto para las muestras de suero
como para las de heces, se utilizaron los anticuerpos (Ac), conjugados y
estandares donados por la Dra. Coralie Munro, de la Universidad de California
Davis, USA.

Para cada hormona se utilizaron los siguientes anticuerpos: Estradiol Ac R4972
a una concentracion 1/10000 y Testosterona Ac R156/7 a la concentracion de
1/13000. En tanto que para la determinacion de P, se utilizaron diferentes
anticuerpos. Para heces se emple6 el Ac CL425 en una concentracion de
1/8000, y para suero se usO el Ac R8939, en una dilucién de 1/3000. Los
conjugados (hormonas unidas a HRP [peroxidasa de rabano picante]) se
utilizaron en las siguientes concentraciones: E, 1/30000, T 1/40000, P, 1/40000
para heces y 1/20000 para suero.

Los anticuerpos fueron diluidos en buffer de carbonatos a pH 9.6, se colocaron
en placas Maxi sorp y se incubaron a 4°C por 12 horas para su adsorcion.

El conjugado se diluyo en buffer de fosfatos (pH 7.0) y se incluyeron a las
muestras para incubarlo por 2 horas a 30°C. Se utilizo como sustrato ABTS
incubando a 30°C por 1 hora y deteniendo la reaccion con acido hidrofludrico.
La concentracion de las hormonas fue determinada en un espectrofotémetro de
luz visible a 405nm.

En el cuadro 1 se presentan las sensibilidades y los coeficientes de variacion

que tuvieron las pruebas.

CUADRO 1 Sensibilidad y Coeficiente de variacion (CV) de las pruebas de ELISA para cada
hormona. P,=progesterona, T=testosterona, E,=estradiol

SUERO HECES
HORMONA
Sensibilidad Ccv Sensibilidad CVv
P4 0.35 ng/ml 0.18 % 0.31 ng/ml 9.65 %
T 0.75 pg/ml 0.1 % 0.90 pg/ml 0.37 %
E 0.06 pg/ml 0.1% 0.16 pg/ml 0.2%




5. ANALISIS ESTADISTICO

Para mostrar la relacion existente entre los patrones hormonales detectados
en heces y suero, con el tamafio folicular se hizo un analisis usando el método
de correlacion de Pearson con el programa estadistico SAS system, ya que la
correlacion que existe es un indice que mide la magnitud de la relacién lineal
entre 2 variables cuantitativas, asi como el sentido, positivo o negativo, de
dicha relacién, indicando en qué grado 2 variables X e Y fluctian
simultdneamente, es decir cuanto aumenta X al aumentar Y (correlacion

positiva), o cuanto aumenta X al disminuir Y (correlacion negativa).

X ny,
T E
HS:SF
Donde:
R= es el coeficiente de Pearson
Xi e Yi = Puntuaciones diferenciales de cada par
N= nimero de casos

Sx y Sy = Desviaciones de cada variable



Progesterona (ng/ml)

6. RESULTADOS

Al realizar las determinaciones hormonales la cantidad de heces no fue
suficiente en todos los casos para medir las 3 hormonas esteroides, sin
embargo, se tuvo la precaucién de que cuando menos hubiera 3 mediciones
por dia para cada hormona.

Los resultados de las concentraciones hormonales plasmaticas en heces
indican una gran dispersion, por lo que no se detectaron claramente patrones
de incremento o decremento en ellas, en relacion con el dia de la ovulacion, lo
cual, podemos apreciar en las graficas donde se muestran los niveles promedio
de las hormonas esteroides por dia de estudio (progesterona, Grafica 1
paneles A y B, testosterona, paneles C y D; estradiol, paneles E y F). Sin
embargo, los dias 8 y 10, correspondientes a la primera y segunda ovulacion
se presentaron altos niveles de progesterona en suero, mientras que en heces
el méximo aumento se encuentra el dia 10.

Testosterona muestra cierta relacion con lo visto con progesterona encontrando
incrementos en suero el dia 8 y en heces el dia 10, indicando la dependencia
de ambas hormonas.

En tanto que estradiol, muestra un incremento en suero el dia 4 y en heces se

observa hasta el dia 8.

Grafica 1. Concentraciones hormonales por paloma (®) de progesterona (paneles A y B),
testosterona (C y D) y Estradiol (E y F) en los diferentes dias del ciclo ovulatorio. Los paneles
del lado izquierdo (A, C, E) muestran las determinaciones realizadas en suero, mientras que los
del lado derecho (B, D, F) las obtenidas en heces. La linea muestra los valores promedio para
cada dia.
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En el analisis estadistico se muestra la alta correlacion (cuadro 2) de

Testosterona en heces con Progesterona en heces (0.72, P<0.01). Ademas, se

encontraron correlaciones positivas de Testosterona en suero con

Progesterona en suero (0.45, P<0.05), Testosterona en suero con Testosterona
en heces (0.35, P<0.05), Progesterona en suero con Progesterona heces (0.27,
P<0.05) y Estradiol en suero con el numero foliculos grandes blancos (0.34,
P<0.05). aun cuando

Finalmente, las correlaciones entre Estradiol vy

Progesterona no fueron significativas se hallaron relaciones negativas,
sugiriendo que el incremento de una hormona causa el descenso de la otra (-
0.13 en ambos casos, p>0.05).

Cuadro 2. Correlaciones entre las concentraciones hormonales en heces, en suero y el
desarrollo folicular en palomas. Valores en negro presentan correlaciones significativas

(p<0.05), P,=progesterona, T=testosterona, E,=estradiol, FGB=foliculos grandes blancos,
FPA=foliculos pequefios amarillos y FGA=foliculos grandes amarillos.



VARIABLES | P, P, T T E, E, FGB | FPA | FGA
SUERO | HECES | SUERO | HECES | SUERO | HECES

P, SUERO

P, HECES

T SUERO 0.45

T HECES 011

E, SUERO -0.13

E, HECES 0.07

FGB 0.11

EPA -0.27

FGA -0.14

En cuanto al desarrollo folicular, durante la necropsia de los animales se
encontré que la cantidad tanto de los foliculos grandes blancos (2mm a 3.4mm)
como de los foliculos pequefios amarillos (3.5mm a 6.9mm) permanecio
constante durante los dias del estudio. La presencia de foliculos grandes
amarillos (<7mm) se observo a partir del dia 2, y éstos desaparecieron después
de la segunda ovulacién (dia 10). Ademas, ningun animal present6 mas de dos
foliculos reclutados en esta categoria.




7. DISCUSION
El presente trabajo mostr0 que las concentraciones de progesterona y
testosterona en sangre y heces, tienen una correlacion positiva en palomas.
Sin embargo, el empleo de muestreos sencillos tuvo mucha variacion dentro de
cada dia relativo al momento de la ovulacién, por lo que es probable que sean
necesarias mediciones repetidas para estimar el estado de desarrollo folicular

de las aves.

Los resultados de las concentraciones de progesterona, tanto en suero como
en heces, mostraron altas correlaciones positivas con testosterona, lo cual
concuerda con la literatura, ya que en aves los dias que ocurre la ovulacion se
observan incrementos preovulatorios de ambas hormonas (Harvey; 1981).
Adicionalmente, diversos trabajos han sugerido que testosterona estimula la
produccion de progesterona (Huang et al; 1979, Sasanami y Mori; 1999,
Rangel et al; 2006a), y se ha observado que la falta de testosterona enddégena
causa la interrupcién de la ovulaciéon en gallinas y se relaciona con la ausencia
del pico de progesterona (Rangel et al; 2005, Rangel et al; 2006b). Sin
embargo, el bajo numero de muestras y la gran variacion en las
concentraciones hormonales por dia no permitieron observar incrementos
significativos en los niveles de progesterona y testosterona los dias
correspondientes a la ovulacion (8 y 10), dias en los que se esperaba encontrar
los niveles mas altos de progesterona cuyo pico preovulatorio se presenta en
forma normal 4 a 6 horas antes de la ovulacion (Kappauf y Van Tienhoven;
1972). Igualmente, se esperaba encontrar un aumento en los niveles de
testosterona, ya que estos presentan sus maximos incrementos 8 a 10 horas
antes que el pico de P4 en aves (Johnson y Van Tienhoven; 1980, Kappauf y
Van Tienhoven; 1972).

El momento en que se pudieron apreciar foliculos jerarquicos antes de la
ovulacion (dia 2) correspondié a lo encontrado en la literatura para palomas,
donde se especifica que los foliculos en esta categoria tardan 5 a 7 dias de

desarrollo para poder ser ovulados (Cuthbert; 1945). Del mismo modo, el



namero de foliculos reclutados a esta categoria, que fue de solo 2 foliculos
grandes amarillos por ciclo, concuerda con lo encontrado en estudios previos
(Cuthbert; 1945).

Aunqgue no hubo una correlacion significativa entre los niveles de estradiol en
suero y el numero de FGB y FPA, se aprecia un incremento simultdneo de
estradiol y dichos foliculos, lo cual confirmaria previas observaciones de que
los FGB poseen el 50% de la actividad aromatasa del ovario (Armstrong; 1984)
y de que ambos grupos foliculares son necesarios para que haya una sintesis y
secrecion de estradiol (Robinson y Etches; 1986, Johnson; 1993). Por otro
lado, se aunque no significativa, se encontr6 una correlacion negativa de
estradiol con progesterona, que confirma las observaciones previas de que el
estradiol no interviene directamente en la ovulacion y que ésta puede ocurrir
aun en ausencia del pico preovulatorio de estradiol (Lague et al; 1975), que su
accion dentro del proceso ovulatorio es mas como un sensibilizador a
progesterona a nivel hipotalamo-hipofisiario (Wilson y Sharp; 1976), asi como
que el foliculo preovulatorio es incapaz de producir estradiol (Porter et al;
1989).

Por otro lado, algo que también pudo contribuir a la gran variacion en los
niveles hormonales por dia fue que el trabajo se desarroll6 durante los meses
de mayo y junio, los cuales corresponden a la época reproductiva de las
palomas (Askew; 1997). Esto causG mayor variacion en la respuesta al efecto
macho por parte de las hembras, ya que al introducir a los machos algunas
hembras tardaron menos de 10 dias en manifestar el desarrollo folicular y la
ovulacion, dificultando establecer el momento preciso del desarrollo folicular
para cada animal. Contrariamente, estudios previos realizados en el
departamento de reproduccién, mostraron que cuando se trabajaban los
animales durante el invierno (meses de diciembre y enero) la respuesta de las
hembras a la introduccion del macho era muy homogénea y las palomas
tardaban 10 dias en presentar la postura del primer huevo (datos no

publicados). Lo anterior pudo deberse a que durante la época reproductiva



siempre exista cierto grado de desarrollo folicular (Gutiérrez; 1999), del mismo

modo que ocurre en mamiferos (Valdespino et al; 2007).



8. CONCLUSIONES

El presente estudio mostré que las concentraciones de progesterona y
testosterona tienen una correlacién positiva en palomas, tanto en suero como
en heces. Ademas, se pudo establecer que emplear una muestra sencilla para
determinar el desarrollo folicular y el momento de la ovulacién en aves es un

método poco eficiente, para estimar el desarrollo folicular y la ovulacion.
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