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RESUMEN
MIGUEL CRUZ ERIKA ELIZABETH. Diferencia en las concentraciones de
progesterona durante el ciclo estral de ovejas fértiles y sub-fértiles. (Bajo la
asesoria del Dr. Luis Alberto Zarco Quintero y el Dr. Vicente Octavio Mejia

Villanueva).

El objetivo de este trabajo fue determinar si las ovejas sub-fértiles tienen
deficiencias en la secrecion de progesterona durante los primeros 10 dias del
ciclo estral. Se utilizaron 15 ovejas que habian quedado gestantes y parido
normalmente durante la Ultima época reproductiva (grupo fértil) y 15 ovejas que
no quedaron gestantes a pesar de haber sido servidas por lo menos en tres
ocasiones (grupo sub-fértil). Se detectaron calores dos veces al dia, con la
finalidad de establecer el dia cero del ciclo estral, utilizando machos enteros
provistos con un mandil para evitar la copula. Se obtuvieron muestras sanguineas
dos veces al dia durante 10 dias, comenzando 24 horas después del inicio del
estro. El muestreo se repitié en dos ciclos estrales consecutivos. Se determinaron
las concentraciones plasmaticas de progesterona mediante radioinmunoanalisis.
Dentro de cada uno de los grupos no se encontraron diferencias significativas en
las concentraciones de progesterona entre el primer y el segundo muestreo
(p<0.05). Las concentraciones de progesterona de las ovejas sub-fértiles fueron
significativamente mayores (p<0.05) que las de las ovejas fértiles desde el dia 6.5
del ciclo hasta que se suspendieron los muestreos en el dia 10. Se concluye que
la sub-fertilidad en la oveja no estd asociada a una deficiente produccion de
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progesterona durante los primeros 10 dias del ciclo estral. Las mayores
concentraciones de progesterona en las ovejas sub-fértiles podrian deberse a la
mejor condicién corporal de los animales que no gestaron ni parieron en la época

reproductiva anterior.



|. INTRODUCCION

La sub-fertilidad se define como una disminucién del rendimiento reproductivo de
los animales (Friggens et al, 2010). Una hembra sub-fértil puede eventualmente
quedar gestante, pero para lograrlo requiere en promedio de mas tiempo,
oportunidades o servicios que un animal con fertilidad normal. Para reducir la sub-
fertilidad es importante determinar algunas de las causas que la provocan, ya que
afecta la rentabilidad, el bienestar animal y la sustentabilidad de los animales en

produccion (Beerda et al, 2008).

En los rumiantes, la mortalidad embrionaria que ocurre entre la fertilizacion y el
inicio del reconocimiento materno de la gestacion puede alcanzar en forma normal
valores de hasta un 30 6 40% (deNicolo et al. 2009). La mayoria de los casos de
sub-fertilidad estan asociados con una incidencia aun mayor de mortalidad
embrionaria. Se han descrito varias etapas criticas para el desarrollo y la
sobrevivencia embrionaria en rumiantes y se han postulado muchas posibles
causas que las afectan. Entre los factores vinculados con la madre se han
encontrado la edad, el estado nutricional, la etapa lactacional y los factores
climaticos (Thatcher et al, 1994; deNicolo et al, 2009; Friggens et al, 2010).
También se ha postulado que las alteraciones en la funcion litea son causa
frecuente de pérdida de la gestacion (Lamming et al, 1989; Hernandez-Cerén y
Zarco, 1998; Mann y Lamming, 1999). De éstas, las que se han descrito con
mayor detalle son la regresion prematura del cuerpo luteo, las alteraciones en el
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ritmo de elevacion de las concentraciones de progesterona desde el inicio del
diestro y la deficiencia relativa de los niveles de progesterona durante la fase litea
(Thatcher et al, 1994). Estas Ultimas se han asociado con un retraso en el

desarrollo embrionario (Mann y Lamming, 2001; Mann et al, 2006).

En el bovino las concentraciones bajas de progesterona durante los primeros dias
de la gestacion se han asociado con un menor desarrollo embrionario, menor
produccion de interferon-tau (IFN-t) y en consecuencia una menor fertilidad (Mann
y Lamming, 1999). En ovejas se ha encontrado que el ritmo de desarrollo
embrionario durante las primeras dos semanas de la gestacion se relaciona
directamente con las concentraciones de progesterona presentes durante el
mismo periodo, y especialmente con la velocidad a la cual se incrementan las
concentraciones de progesterona durante la primera semana de vida del embrién
(Nephew et al, 1991). Entre mas elevadas sean las concentraciones de
progesterona durante esta primera semana de vida del embrion, mas pronto
comenzara a producir IFN-t y adquirirh un grado de desarrollo suficiente para
sefalar su presencia al Utero materno, evitando que se produzca la secrecion
pulsatil de prostaglandina F2 alfa (PGF2a) (Nephew et al, 1991). En el caso del
ovino, aunque se sabe que la administracion exdgena de progesterona durante los
primeros dias de la gestacion acelera el desarrollo embrionario y adelanta la
secrecion de IFN-t, y que también en las ovejas que producen mas progesterona
en forma natural los embriones se desarrollan mas rapido (Nephew et al, 1991), no

se ha establecido si los animales con problemas de fertilidad se caracterizan por
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un ritmo lento de elevacion de las concentraciones de progesterona como el

descrito en bovinos sub-fértiles (Mann y Lamming, 1999).

Objetivo

El objetivo de esta investigacion es determinar si existen diferencias en las
concentraciones de progesterona y en su ritmo de elevacion durante los primeros

10 dias del ciclo estral entre ovejas fértiles y ovejas sub-fértiles.

Hipotesis

Las ovejas sub-fértiles se caracterizan por tener un menor ritmo de elevacién de
las concentraciones de progesterona durante los primeros 10 dias post-ovulacion

en comparacion con las ovejas feértiles.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 Progesterona

La progesterona es una hormona esteroide producida por el cuerpo liteo durante
la fase lutea del ciclo estral y durante la gestacion. Todos los mamiferos requieren
de progesterona para mantener la gestacién, ya que permite el desarrollo y
sobrevivencia del embridn, asi como el desarrollo de las membranas placentarias
(Spencer y Bazer, 2002).

Durante el establecimiento de la gestacién ovina el cuerpo liteo produce la
progesterona necesaria para una gestacion exitosa, ya que estimula una correcta
funcién uterina para mantener el crecimiento y desarrollo del embrion, asi como
los procesos de implantacion y placentacion (Herndndez-Cerén y Zarco, 1998).

En la mayoria de los mamiferos los receptores para progesterona se encuentran
en el epitelio endometrial y en el estroma uterino (Ahn et al, 2009). En el ovino, el
incremento en las concentraciones circulantes de estrégenos que se produce
durante el crecimiento final del foliculo preovulatorio estimula la aparicion de
receptores para progesterona tanto en las células epiteliales del lumen
endometrial como en las del epitelio glandular. Sin embargo, si el utero continda
expuesto a progesterona durante 8 a 10 dias (como ocurre durante la fase IUtea
del ciclo estral o durante los primeros dias de la gestacion), se produce una

disminucién de los receptores para progesterona en dichas células, lo que permite



que entre el dia 11 y el 14 se expresen receptores para estrogenos y oxitocina
(Spencer y Bazer, 2002), lo que permitira el establecimiento del patrén pulsatil de
secrecion de prostaglandina F2a que se requiere para la destruccion del cuerpo

liteo.(Zarco et al, 1988%)

2.2 Regulacion de la funcion lutea durante el ciclo estral

La principal funcion del cuerpo IUteo es la secrecion de progesterona, que prepara
al utero para el inicio y mantenimiento de la gestacion. El cuerpo liteo se origina
después del pico de la hormona luteinizante (LH), que provoca que las células de
la granulosa y de la teca interna sufran una serie de cambios bioquimicos vy
estructurales denominados luteinizacion, dando como resultado un cambio en la
secrecion de estradiol a progesterona (Baird, 1992). La LH tiene un papel
importante en el mantenimiento del cuerpo IUteo; la concentracion de los
receptores para LH en el cuerpo liteo aumenta a partir de la ovulacion,
alcanzando su méxima concentracion a la mitad de la fase latea del ciclo, por lo
que la hormona puede seguir actuando a pesar de que en esta etapa disminuye la

frecuencia de su secrecion (Baird, 1992).

En la oveja no gestante el cuerpo liteo mantiene su secrecion de progesterona
hasta el dia 13 a 15 del ciclo, siendo posteriormente destruido debido a la

secrecion pulsatil de PGF2a de origen uterino (Zarco et al, 1988%).



Para que se destruya el cuerpo Iuteo al final de la fase lGtea se requiere un patrén
de sintesis y liberacion de por lo menos 4 o 5 pulsos de PGF2a secretados a
intervalos aproximados de 6 horas (Zarco et al, 1988a). Si el intervalo entre pulsos
se amplia, el cuerpo luteo se puede recuperar después de cada pulso y continuar

con su funcion durante dias o semanas (Zarco et al, 1984).

Los pulsos de PGF2a que se generan al final de la fase lutea se deben al
establecimiento de un mecanismo de retroalimentacién positiva entre oxitocina
producida por el cuerpo luteo y PGF2a secretada por el endometrio (Flint y
Sheldrick, 1983). Para que se genere un pulso de PGF2a se requiere que el
endometrio tenga receptores para oxitocina, lo que normalmente ocurre después
del dia 12 del ciclo (Roberts et al, 1976), cuando la pérdida de receptores para
progesterona en el endometrio permite que aparezcan receptores para estradiol.
De esta manera, el estradiol producido por un foliculo dominante puede actuar
sobre el endometrio para inducir la sintesis y reciclado de receptores para
oxitocina (Sheldrick y Flint, 1985). Una vez ocurrido esto, la oxitocina producida
por el cuerpo luteo puede provocar en el Utero la secrecion de PGF2a, que
ademas de iniciar la destruccién del cuerpo liteo provoca que este secrete mas
oxitocina, que a su vez regresa al Gtero para incrementar la secrecion de PGF2a,
por lo que se genera un pico simultaneo de ambas hormonas, que solamente
termina cuando el Utero se queda sin receptores para oxitocina (Sheldrick y Flint,

1986; Flint et al, 1990). Bajo la influencia del estradiol, transcurridas 5 a 6 horas



vuelven a aparecer en el Gtero los receptores para oxitocina, por o que puede

iniciarse un nuevo pulso de PGF2a y oxitocina (Flint et al, 1986).

Durante los primeros 8 a 10 dias de la fase latea la progesterona bloguea la
expresion de receptores para estradiol y oxitocina en el endometrio. Después de
10 dias la progesterona induce la disminucion de propios receptores en el
endometrio (McCracken et al, 1984), especificamente en las células epiteliales del
lumen endometrial y del epitelio glandular del endometrio (Spencer y Bazer, 2002),
por lo que la progesterona deja de actuar en estas células, permitiendo la
aparicion de receptores para estradiol. A partir de este momento, cuando aparezca
en el ovario un foliculo dominante productor de estradiol, dicha hormona podra
inducir la sintesis de receptores para oxitocina en el endometrio luminal y
glandular (Spencer y Bazer, 2002). Entonces, la lutedlisis se lleva a cabo cuando
al final del diestro existen suficientes receptores para oxitocina en el endometrio,
debido a los altos niveles de estrogenos producidos por un foliculo dominante y a
qgue dichos estrogenos pueden actuar debido a que existen receptores para ellos

(McCracken et al, 1984).

2.3 Funcion latea durante el establecimiento de la gestacion

La oveja ovula espontaneamente entre 24 y 36 horas después de iniciado el estro

(Walker et al, 1989; Romano et al, 2001). Para que la gestacion se establezca



exitosamente se requiere una adecuada interaccion entre el ovario, embrion,
oviducto y utero (Thatcher et al, 1994). Esta interaccibn comienza desde el
desarrollo del foliculo pre-ovulatorio, e incluye el pico pre-ovulatorio de LH, la
activacion del ovocito, la ovulacion, la fertilizacion, la luteinizacion de las células
foliculares, la formacion del cuerpo luteo, el desarrollo del embrion en el oviducto y
su transporte al utero, la elongacion del trofoblasto, la produccién embrionaria de
sefales antiluteoliticas y la respuesta materna a dichas sefiales. Durante todo este
proceso se produce un activo intercambio de sefales entre el embridn y los tejidos
maternos, cada uno de los cuales emite sefiales autécrinas, paracrinas y

enddcrinas.

A partir del pico preovulatorio de LH, y aun antes de producirse la ovulacién se
produce un cambio en la fisiologia de las células del foliculo preovulatorio, que
dejan de secretar estradiol y comienzan poco a poco a producir progesterona
(Chenault et al, 1975; Kaneko et al, 1991). Cuatro o cinco dias después del estro
el cuerpo luteo esta completamente formado y ha adquirido plena funcionalidad,
por lo que las concentraciones de progesterona en sangre alcanzan niveles de
1ng/ml o mayores. La progesterona es el principal producto de secrecién del
cuerpo lateo, y es la hormona responsable de la preparacién del Utero para el
establecimiento y mantenimiento de la gestacion. En las ovejas, la concentraciéon
plasmatica normal de progesterona durante el diestro fluctia entre 1 y 5 ng/ml y se

mantienen asi hasta los dias 13 a 15 del ciclo estral, cuando se presenta la lisis o
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regresion del cuerpo liteo (Zarco et al, 1988%), la cual no ocurre si la presencia del
embrién ha sido reconocida por la madre (Zarco et al, 1988").

Como se mencion6 anteriormente, al final del ciclo estral la regresion latea es
ocasionada por la liberacion pulsatii de la PGF2a (Zarco et al, 1988%). El
establecimiento de este patrén de secrecion pulsétil se debe a que alrededor del
dia 13 del ciclo estral de la oveja se incrementa el nimero de receptores para
oxitocina en el endometrio y aumenta la capacidad para reciclarlos rapidamente
después de ser utilizados (Flint et al, 1986). Sin embargo, en el animal gestante el
embrién produce IFN-t, que provoca un bloqueo de la sintesis de receptores para
oxitocina (Nephew et al, 1991; Bazer et al, 2008), lo que resulta en un patrén de
secrecién continua, no pulsatil de PGF2a. (Zarco et al, 1988°). De esta manera, si
el animal esta gestante se modifica el patron de secrecion de PGF2aq, por lo que
entre el dia 12 y 15 post-estro en lugar de establecerse un patron de secrecion
pulsatil se produce una elevacién sostenida en la secrecion basal. Esta secrecion
sostenida no es luteolitica, por lo que el cuerpo lateo continta funcionando en el

animal gestante (Zarco et al, 1988").

Como se mencion6 anteriormente, el IFN-t es la hormona antiluteolitica secretada
por el trofoblasto del embrién para provocar el reconocimiento materno de la
gestacion. Esta sustancia interfiere con la sintesis y reciclado de receptores para
estrdgenos y oxitocina en el utero, por lo que no puede establecerse el patron de

secrecion pulsatil de PGF2a que se requiera para una lutedlisis efectiva (Bazer et

11



al, 2008). Sin embargo, el IFN-t no tiene como Unica funcion la de servir como
sefal para el reconocimiento materno de la gestacion, ya que también constituye
una sefial fundamental para regular la expresion de un elevado niumero de genes
en las células endometriales (Bazer et al, 2008; Spencer et al, 2008). La expresion
de genes regulados en forma directa por el IFN-t, actuando solo o en conjunto con
la progesterona, se traduce en efectos sobre el desarrollo embrionario, la
preparacion uterina para la implantacién, la modulacion del sistema inmune
materno para evitar el rechazo del embrién, y varias funciones mas (Ahn et al,

2009; Simmons et al, 2010; Demmers et al, 2001).

2.4 Efectos de la progesterona sobre el desarrollo embrionario

La progesterona es indispensable para el establecimiento y mantenimiento de la
gestacion. Las concentraciones de esta hormona deben elevarse rapidamente
durante los primeros dias de la gestacion, ya que el Utero debe estar en un
ambiente dominado por progesterona al momento de producirse la llegada del
embrion desde el oviducto (Lamming et al, 1989; Hernandez Cerén y Zarco, 1998).
La ausencia de progesterona en este momento (dia 5 a 6 de la gestacion) resulta

de inmediato en la degeneracion y muerte del embrion.

Existen evidencias de que no solamente la sobrevivencia del embrion, sino
también su ritmo de desarrollo, dependen de las concentraciones de progesterona
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presentes durante la primera semana de vida. Nephew et al (1991), demostraron
que en las ovejas en las que en forma natural las concentraciones de
progesterona se elevan mas rapidamente durante la primera semana de la
gestacion, sus embriones comienzan antes la produccion de IFN-t y se desarrollan
mas rapidamente (Nephew et al, 1991). Esta relacién positiva entre produccion
natural de progesterona, desarrollo embrionario y produccion de IFN-t también ha

sido observada en ganado bovino lechero (Mann y Lamming, 2001).

El efecto estimulante de las concentraciones elevadas de progesterona sobre el
desarrollo embrionario inicial también ha sido demostrado experimentalmente. En
bovinos se ha informado que la administracion de progesterona exdgena acelera
el desarrollo de los embriones y la estimula la produccion temprana de IFN-t
(Garret et al, 1988) y resulta en mejores indices de gestacion (Mann y Lamming,

1999).

En vacas lecheras, Mann et al (2006) demostraron que la administracion de
progesterona entre el dia 5 y 9 de la gestacion provoca una aceleracion del
desarrollo embrionario y una mayor producciéon de IFN-t en el dia 16. El efecto fue
mucho menos marcado cuando la progesterona se comenzd a administrar
después del dia 9. En ovinos, si la progesterona se comienza a administrar desde
el primer dia posterior a la ovulacion se produce un marcado efecto en el
desarrollo embrionario, que resulta en embriones que en el dia 9 de la gestacion
tienen mas del doble de didmetro que los de ovejas testigo, y para el dia 12 los

embriones de las ovejas tratadas con progesterona ya adquirieron una forma
13



filamentosa y tienen varios centimetros de longitud, mientras que los de ovejas no
tratadas aun son esféricos y miden unos cuantos milimetros de diametro

(Satterfield et al, 2006).

El embriébn temprano no tiene receptores para progesterona, por lo que esta
hormona no actia directamente sobre el embrion para estimular su desarrollo o su
produccion de INF-t. El efecto estimulador del desarrollo embrionario es mediado
por la accion de la progesterona sobre el endometrio, afectando la composicion de
las secreciones uterinas, que a su vez afectan el desarrollo del embrion (Spencer

et al, 2008).

2.5 Relacién entre concentraciones de progesteronay fertilidad

En los bovinos, algunos trabajos han demostrado que las hembras que no
quedaron gestantes después del servicio tuvieron concentraciones mas bajas de
progesterona durante los primeros 16 dias posteriores a la ovulacién, que aquellas
gue quedaron gestantes (Henricks et al, 1971; Lukaszewska y Hansel, 1980;
Lamming et al, 1989; Butler et al, 1996). En un meta-estudio realizado para
analizar los resultados publicados sobre efectos de la administracion de
progesterona en la fertilidad bovina, Mann y Lamming, (1999) encontraron que la
administracion de progesterona exogena mejora la fertilidad de vacas sub-fértiles

siempre y cuando la administracion de la hormona comience durante los primeros
14



6 dias post-servicio. Posteriormente, el mismo grupo demostré6 en forma
experimental que este efecto esta asociado con una estimulacion del desarrollo

embrionario y la produccion de IFN-t (Mann et al, 2006)

Garret et al (1988) encontraron que la administracion de progesterona al inicio del
ciclo estral acelera el desarrollo embrionario e incrementa la produccion de IFN-t
en vacas productoras de carne, mientras que Mann y Lamming (2001),
demostraron que en las vacas lecheras en las cuales la progesterona se elevd
lentamente durante el inicio del ciclo estral, y que tuvieron concentraciones
promedio de progesterona mas bajas de lo normal, sus embriones presentaban un
menor desarrollo en el dia 16 del ciclo estral, es decir, justo antes del momento del
reconocimiento materno de la gestacion. En dichas vacas se producia IFN-t, en
menores cantidades. Cuando las vacas portadoras de esos embriones fueron
desafiadas con la administracibn de oxitocina, respondieron con una mayor
secrecion de PGF2a que las vacas con embriones que producian concentraciones
normales de IFN-t, lo que sugiere que una deficiente produccion de progesterona
puede resultar en la presencia de embriones con pobre desarrollo e incapaces de
llevar a cabo el reconocimiento materno de la gestacion debido a su limitada

produccion de IFN-t (Mann y Lamming, 2001).

Por otra parte, Morales-Roura et al (2001) lograron provocar un aumento
significativo en el indice de concepcion de vacas repetidoras mediante el
tratamiento con somatotropina bovina recombinante al momento de la

inseminacion artificial, tratamiento que entre otras cosas resultd en un significativo
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aumento en las concentraciones de progesterona durante la fase litea, por lo que
sugirieron que la correccién de la infertilidad previa de sus sujetos experimentales
podria ser debida en parte al aumento en las concentraciones de progesterona.
Sin embargo, en otros estudios no se han detectado diferencias entre las
concentraciones de progesterona de las vacas que quedan gestantes y aquellas

gue no lo hacen (Hernandez-Ceron et al, 1993).

Justificacion

Aungue en la oveja se ha demostrado que existe una relacion entre el ritmo de
desarrollo embrionario y las concentraciones de progesterona durante los primeros
dias de la gestacion, no existe informacién que compare las concentraciones de
progesterona de ovejas fértiles y sub-fértiles durante los primeros dias de la fase
litea, por lo que no se conoce si la infertilidad en esta especie puede estar
asociada con deficiencias en la funcién lutea en esta etapa. Por esta razén, el
objetivo del presente trabajo es comparar las concentraciones de progesterona y
el ritmo con el que se elevan en ovejas fértiles y subfértiles durante los primeros

10 dias del ciclo estral.
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lIl. MATERIAL Y METODOS

Localizacion

El experimento se realiz6 en el centro de ensefianza investigacion y extension en
produccion ovina (C.E.I.LE.P.O.) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la UNAM. EI C.E.I.LE.P.O. se ubica en Km 53.1 de la carretera federal México-
Cuernavaca, poblado de Tres Marias, Municipio Huitzilac, Estado de Morelos. Su
localizacion geografica es 19°02’ de latitud norte y 99°16’ longitud oeste, a una
altura de 2,743 msnm.

El clima de la region es Cb (m)(w)ig, que corresponde a templado semifrio con
verano fresco y largo, de acuerdo a la clasificacion de Koéepen. Las lluvias se
presentan en los meses de mayo a octubre y la temporada de secas de noviembre
hasta abril con una temperatura media anual 9.9 °C. La precipitacion pluvial es de

1,724 mm anuales. (Garcia, 1973)

Animales experimentales

Se utilizaron 20 ovejas de la raza Suffolk y 10 ovejas de la raza Dorset. Todas
ellas adultas de entre 2 y 5 afios de edad, con una condicién corporal de 2.5 — 3
en una escala de 1 a 5. Todas las ovejas tuvieron una alimentacion basada en
pastoreo desde las 8:30 am. hasta las 3:30 pm. en praderas con Rye grass anual
(Lolium multiflorum), Rye grass perene (Lolium perenne), Orchard grass (Dactylius

glomerata), Kikuyo (Penisetum clandestinum), trébol blanco (Trifolium repens) y
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trébol rojo (Trifolium pratense). El resto del dia permanecieron en un corral en el
gue se les suplement6 con heno de avena y 200 g de concentrado comercial con
13.1 % de PC y 3.4 Mcal/kg. En el corral tuvieron acceso a agua ad libitum por

medio de bebederos automaticos.

Disefio experimental

El experimento se realizé en la época reproductiva, en los meses de agosto y

septiembre.

La mitad de las ovejas (Grupo fértil, n=15, formado por 10 ovejas Suffolk y 5
Dorset) fueron animales fértiles debido a que se seleccionaron al azar de entre las

ovejas que han parido todos los afios durante su vida.

La otra mitad (Grupo subfértil, n=15, formado por 10 ovejas Suffolk y 5 Dorset)
tenian como antecedente el no haber parido durante la ultima época de partos a
pesar de haber recibido servicio en por lo menos tres ocasiones durante la Ultima

temporada de empadre, por lo que se consideraron como animales sub-fértiles.

Todas las ovejas se mantuvieron juntas durante el estudio, identificandose con
una marca de pintura en la grupa las pertenecientes a cada grupo. Se detectaron
estros dos veces al dia (7 de la mafiana y 4 de la tarde) con ayuda de dos machos

celadores con mandil.
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Cuando la borrega mostraba signos de estro se marcaba en la grupa con un
marcador para ganado y 24 horas después se comenzaron a tomar muestras

sanguineas dos veces al dia durante 10 dias.

Cuando se concluyo con el primer muestreo, se aplic6 PGF2a para provocar la
lisis del cuerpo luteo, se volvieron a detectar estros dos veces al dia, y al
detectarse el estro se repitid el procedimiento del primer muestreo durante 10
dias. De esta forma, se obtuvieron en total 40 muestras por borrega en dos ciclos

estrales consecutivos.

Todas las muestras de sangre se obtuvieron por puncién yugular en tubos al vacio
heparinizados. Después de su obtencion las muestras se centrifugaron para
separar el plasma, el cual se mantuvo en congelacion a -20 °C hasta su utilizacién
para la determinacibn de las concentraciones de progesterona mediante
radioinmunoensayo en fase soélida, utilizando el estuche comercial “Coat-A-Count
Progesterone” de la marca SIEMENS® Medical Soulutions Diagnostics. El ensayo
tiene una sensibilidad de 0.03 ng/ml. El coeficiente de variacion intra-ensayo fue

de 12.76 % e inter-ensayo de 1.96 %.

Analisis estadistico

Las concentraciones diarias de progesterona se compararon mediante analisis de
varianza de tres factores (grupo, muestreo y dia del ciclo) para mediciones

repetidas, con el efecto del animal anidado dentro del grupo.
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IV.RESULTADOS

En la figura 1, se muestran las concentraciones promedio de progesterona del
grupo fértil durante los primeros 10 dias del ciclo estral de los dos muestreos. No
existieron diferencias significativas entre muestreos en ninguno de los dias del

ciclo estral (P>0.05)
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Figura 1. Concentraciones promedio de progesterona en diferentes dias del ciclo
estral durante dos muestreos realizados en ciclos consecutivos de ovejas fértiles.
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En la figura 2, se muestran las concentraciones promedio de progesterona
durante los dos muestreos de las ovejas sub-fértiles. Las dos curvas son casi
idénticas y no existen diferencias significativas en las concentraciones de

progesterona entre muestreos en ninguno de los dias del ciclo (P>0.05). .
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Figura 2. Concentraciones promedio de progesterona en diferentes dias del ciclo

estral de ovejas sub-fértiles durante dos muestreos realizados en ciclos estrales
consecutivos.

21




Debido a que en ninguno de los grupos se encontraron diferencias entre
muestreos se procedié a agrupar la informacién de los dos muestreos de cada
grupo para realizar la comparacion entre grupos. Los resultados se muestran en la
figura 3, en la que se advierte que desde el dia 3 del ciclo las concentraciones de
progesterona comenzaron a separarse entre los grupos. A partir del dia 6.5 y
hasta el final del muestreo las concentraciones de progesterona fueron
significativamente mas elevadas (p<0.05) en las ovejas sub-fértiles que en las

fértiles.

En ambos grupos las concentraciones de progesterona se elevaron por encima de
1 ng/ml en el dia 3.5 del ciclo, y continuaron elevandose en forma sostenida hasta
llegar al dia 6 del ciclo. Posteriormente los grupos se comportaron en forma
diferente, ya que en el grupo sub-fértii las concentraciones continuaron
elevandose entre cada muestreo (aunque a diferente ritmo en distintos
momentos), mientras que en el grupo fértil se alternaron periodos de elevacién con
periodos estaticos e inclusive con algunos momentos en que las concentraciones
tuvieron un descenso ligero. A pesar de lo anterior, en ambos grupos las maximas
concentraciones de progesterona se alcanzaron en el dia 10, siendo
significativamente mayores (p<0.05) en las ovejas sub-fértiles (5.55. ng/ml) que en

las fértiles (4.78 ng/ml).
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Figura 3. Concentraciones promedio de progesterona en diferentes dias del ciclo
estral de ovejas fértiles y ovejas sub-fértiles. Los asteriscos indican momentos en
los que las diferencias entre los dos grupos son significativas (p<0.05).
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V. DISCUSION

Las concentraciones de progesterona encontradas en el presente trabajo en
diferentes momentos del ciclo estral en ambos grupos son similares a las
encontradas por otros autores en ovejas fértiles. Por ejemplo, en diversos trabajos
la concentracion de 1 ng/ml de progesterona (aceptado generalmente como
indicador de la presencia de un cuerpo luteo plenamente funcional) se alcanz6 en
el dia 2.5 (Baby y Bartlewski, 2011), en el dia 3.5 (Okada et al, 2000) o el dia 4 del
ciclo (Morgan et al, 1993), mientras que en el presente trabajo dicho valor se

alcanzé en ambos grupos en el dia 3.5.

De la misma forma, otros autores han encontrado que las méaximas
concentraciones de progesterona se alcanzan entre el dia 8 y el dia 12 (Morgan et
al, 1993; Uribe-Velazquez et al, 2008; Baby y Bartlewski, 2011), mientras que en
ambos grupos del presente trabajo la maxima concentracién se alcanzo en el dia
10 del ciclo. También los valores maximos de progesterona alcanzados por las
ovejas de ambos grupos en el presente trabajo (4.87 ng/ml en ovejas fértiles y
5.55 ng/ml en ovejas sub-fértiles) es muy similar a los valores maximos
encontrados por otros autores (Morgan et al, 1993; Okada et al, 2000; Uribe
Velazquez et al, 2008; Baby y Bartlewski; 2011), que han variado entre 4.8 y 6.2

ng/ml.

Todo lo anterior sugiere que los problemas de fertilidad de las ovejas clasificadas

como sub-fértiles en el presente trabajo no estan relacionados con alteraciones en
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su capacidad de secretar progesterona en forma normal, al menos durante los
primeros 10 dias del ciclo estral. Estos resultados son inesperados, ya que tanto
en ganado bovino productor de carne (Henricks et al, 1971) como en ganado
bovino lechero (Lukaszewska y Hansel, 1980; Mann y Lamming, 2001; Butler et al,
1996) se ha encontrado que en los animales sub-fértiles las concentraciones de
progesterona se elevan mas lentamente y alcanzan concentraciones menores que
en los animales fértiles. También en el ganado bovino se ha encontrado que la
administracion de progesterona mejora la fertilidad de animales sub-fértiles si los

tratamientos se inician antes del dia 6 post-ovulacion (Manny Lamming, 1999).

Los efectos de las concentraciones de progesterona sobre la fertilidad del bovino
se han explicado a través de sus efectos sobre el desarrollo embrionario y la
produccion de IFN-t. Asi, se sabe que en las vacas en las que las concentraciones
de progesterona se elevan mas rapidamente después de la ovulaciéon los
embriones se desarrollan mas rapidamente y comienzan a secretar antes IFN-t
(Mann y Lamming, 2001), y que estos eventos se pueden adelantar mediante la
administracion exdégena de progesterona (Garret et al, 1988), sobre todo si la

progesterona se comienza a administrar antes del dia 6 (Mann et al, 2006).

En el ovino también existe una relacion positiva entre el desarrollo embrionario y
las concentraciones de progesterona durante los primeros dias post-ovulacion.
Asi, Nephew et al (1991) demostraron que en las ovejas en las que en forma
natural las concentraciones de progesterona se elevan mas rapidamente después

de la ovulacion sus embriones se desarrollan mas rapidamente y producen antes
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IFNT. También se ha demostrado en la oveja que la administracion de
progesterona exdégena a partir del primer dia post-ovulacion acelera el desarrollo
embrionario y la produccion de IFN-t (Satterfield et al, 2006), lo que resulta en una
mayor activacion de algunos genes dependientes de IFNT y/o progesterona que
pueden ser importantes para el desarrollo del embrion y la implantacion
(Satterfield et al, 2006; Spencer et al, 2008; Bazer et al, 2008; Ahn et al, 2009;
Simmons et al, 2010). Todo lo anterior sugeriria que las ovejas fértiles deberian
tener mayores concentraciones de progesterona que las ovejas sub-fértiles, lo cual
no concuerda con lo encontrado en el presente trabajo. Una posible explicacién es
gue en la oveja el inicio de la lutedlisis ocurre antes, entre mas pronto se elevan
las concentraciones de progesterona después de la ovulacion (Ottobre et al, 1980;
Nephew et al, 1991), por lo que el efecto positivo de una mayor concentracion de
progesterona sobre el desarrollo embrionario seria contrarrestado por un menor

intervalo disponible para que el embrién sefiale su presencia a la madre.

No existe ninguna razon teodrica para postular que las elevadas concentraciones
de progesterona encontradas en las ovejas con historia previa de sub-fertilidad
haya sido la causa de su sub-fertiidad, por lo que es posible que las
concentraciones elevadas, mas que una causa, sean una consecuencia de la sub-
fertilidad de los animales. Se debe tomar en cuenta que las ovejas sub-fértiles
empleadas en el presente trabajo no estuvieron sujetas al estrés metabdlico
asociado con la gestacion, parto y lactacion durante la temporada reproductiva

anterior (Kleeman et al, 2006), por lo que tenian mejor condicién corporal que las
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ovejas del grupo fértil, que si venian de haber gestado, parido y amamantado a

sus corderos.

Se ha informado que las ovejas con mejor condicion corporal tienen indices de
ovulacion mayores que los de ovejas en condicion corporal mas pobre (De la Isla-
Herrera, 2010), lo que sugiere que al tener un mayor numero promedio de cuerpos
liteos podrian también tener mayores concentraciones promedio de progesterona.
En este sentido, se ha informado que las ovejas mantenidas en planos mas
elevados de nutricion tienen indices de ovulacibn mayores, asi como
concentraciones mas elevadas de progesterona en el dia 8 de la gestacion que las
ovejas mantenidas en planos de nutricibn mas bajos (Abecia et al, 1998).
Adicionalmente, Meza-Herrera (et al 2007) encontraron que las ovejas con
condicion corporal alta (3.1 de 5) tuvieron concentraciones maximas de 6.31
ng/ml, mientras que las ovejas con una condiciébn corporal baja (2.3 de 5)

solamente alcanzaron concentraciones de 5.87 ng/ml.

CONCLUSIONES

La sub-fertilidad de las borregas utilizadas en este trabajo no fue causada por una
menor capacidad de secretar progesterona. En contra de lo esperado, las
borregas con historia previa de sub-fertilidad presentaron concentraciones mas
elevadas de progesterona desde el dia 6.5 hasta el dia 10 del ciclo estral que las

ovejas que tenian historia de fertilidad normal. Por lo que es necesario seguir
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investigando sobre los factores que afectan las concentraciones de progesterona

en animales fértiles y sub-fértiles.
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