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RESUMEN

HERNANDEZ CERON JOEL. CONTROL DE LA LONGITUD DE LA FASE LUTEA EN OVEJAS
MEDIANTE LA ADMINISTRACION DE LIQUIDO FOLICULAR EQUINO LIBRE DE
ESTEROIDES. (DIRECTORES DE TESIS DR. LUIS ZARCO QUINTERO Y DR. JAVIER
VALENCIA MENDEZ).

Se realizaron tres experimentos con el objetivo de evaluar si el tratamiento con liquido
folicular equino libre de esteroides (LFE) en ovejas es capaz de suprimir la secrecion de la
hormona foliculo estimulante (FSH), el crecimiento folicular, la produccién de estradiol, y con
ello modificar la secrecion de la prostaglandina F2a (PGF2q) y retrasar la regresion del cuerpo
liteo tanto de ovejas ciclando como de aquellas que desarroilan cuerpos liteos de vida corta
después de ser inducidas a ovular en la época de anestro.

En el primer experimento se evalud si el LFE suprime la secrecion de FSH en ovejas en
anestro estacional, y si retrasa la pre_sentacién del estro inducido con prostaglandina F2a en
ovejas ciclicas. En la primera parte de este experimento se formaron dos grupos de ovejas en
anestro estacional. El grupo tratado (n=10) recibio por via endovenosa 3mlide LFE cada 8 h
durante 5 dias. El LFE se tratdé previamente con carbén-deXtréh, lo que permitié remover mas
del 99 % del estradiol y la progesterdna presentes originalmente. El grupo testigo (n=9) ré_:cibié
soludién salina fisiolégica (SSF) en lugar de LFE. En muestras sanguineas obtenidas cadé 4_h
se determinaron las concentraciones de F.SH. En'la segunda parte de es,te_experimento se
utilizaron 22 ovejas adult.as ciclando, previame.nte' sihcronvizadas. En el dia 1 1 de( ciclo
subsecuente al estro siri'croniza_do todas las ovejas fueron 't’ratadas cbn 15 mg de PGFZci, y se
di,vi&ieron en 2‘ grupos. El grupo tratado (n=11) recibi6 por via enddv‘enbs'a‘ 3 ml de LFE cada 8
hbrés por 72 horas a partir de la aplicacion de Ia_' PGF2o. El 'grupq teétigo (n=-11) recibié SSF
-en IlugAar de LFE.‘ Se détecta_ron estros 3 veces al dia utilizandb un macho cQ.n"m'andiI y-se'
~considerd el inicio del estro cuando la ﬁémbra'; aceptd la 'monta _pe_r' primera vez. Las
conéehtracibnes de F_SH fueron significativamente menbrés-(P <'0.0'5),e.n .Ias' 6vejas tratad'as'_

con LFE. El intervalo de la administracion de PGF20 a la preSentacién del estro er""



significativamente mayor en las ovejas que recibieron LLFE (131 £9.9 h) que en las del grupo
testigo (44 £3.9 h).

En el segundo experimento se evalud el efecto de la administracion del LFE durante el
diestro tardio sobre la secrecion de FSH, el desarrollo folicular, la concentracion de estradiol y
fa longitud de la fase iltea de la oveja. Se utilizaron 41 ovejas adultas previamente
sincronizadas. En el dia 11 del ciclo subsecuente al estro sincronizado se formaron 2 grupos.
El grupo tratado (n=24) recibié por via endovenosa 3 mi de LFE cada 8 h durante 10 dias o
hasta la presentaciéon del estro. El grupo testigo (n=17) recibid SSF en lugar de LFE. En
muestras sanguineas tomadas diariamente se determinarcn las concentraciones de
progesterona. En 5 ovejas de cada grupo se determinaron las concentraciones de FSH en
muestras obtenidas cada 2 h. Ademas, en dos ovejas del grupo tratado en las que se retraso la
regresion del cuerpo luteo y en dos del grupo testigo con regres_ic’m normal del cuerpo liteo, se
determinaron las concentraciones del metabolito de la PGF2a .(15-ceto-13-—14-dihidro—PGF2a).
En el dia 14 del ciclo, 8. ovejas del grupo tratado y 7 del testigo fue_ron ovariectomizadas; se
midieron los foliculos visibles y se determinaron las concentraciones de estradi.ol en el liquido
folicular de los foliculos més grandes. Tanto la longitud de la fase 'lutea como la longitud del
ciclo estral fueron mayores (P <0.05) en las ovejas del grupo tratado V(13.5 10.53 Y _19_.5 iO.SG
dias respectivamente) que en _laS del grupo testigo (12.2 +0.32 y 17.7 :1:0,26 dias). El“dia’r‘netrd
de los foliculos y la concentracion de estradiol en el liquido folicular, fueron 'signi_ficativaménte
menores (P _<0.05) en el grupo tratado (2.62+0.14 mm,; 4.35 £2.3 nglml),' qué en el testigo
(3.42£0.20 mm; 34.8 £12.15 ng/ml). En las cuatro ovejas Se_ dbsérvé'Un patron de e_;_ecrec_i_dn :
| pulsétil de la PGF2a entre los dias 15y 16 del ciclo, sin embargo én las ovejas en las que se
alargo la fase litea la frecuencia p'romedio de los pulsos fue de_.1'4.6' +1,08 h mientras que en
las ovéjas, con régres_ién normal los pulsos ocurrieron -c'ada. 81106 h en promedio (rﬁnedi'a'
ﬂ:erfdr estandar). | | | | |

El tercer experimento tuvo como .objetivo determinar si el tratamiento co.n ‘LFE. evita la

regresion prematura del cuerpo liteo mediante la modificacion de la secrecion de



prostaglandina F2u«. Para ello, se provocd la ovulacion en 12 ovejas en anestro estacional
mediante la administracion intramuscular de 1000 Ul de hCG. A 5 de las ovejas se les
administraron por via endovenosa 3 m! de LFE cada 8 horas durante diez dias, comenzando 3
dias después de la aplicacion de hCG. Las 7 ovejas restantes formaron el grupo testigo vy
recibieron SSF en lugar de LFE. A partir del dia 4 se obtuvieron muestras de sangre de todas
las ovejas cada 2 horas durante 5 dias para la determinacion de las concentraciones del
metabolitc de la PGF2a (15-ceto-13,14 dihidro PGF2a). En 5 ovejas de cada grupo se
determinaron las concentraciones de FSH del dia 3 al 6 en muestras tomadas cada 4 horas.
Ademas, en 3 muestras al dia se determinaron las concentraciones de progesterona. Las 5
ovejas del grupo tratado con LFE tuvieron cuerpos luteos de duracion normal (11.8 £0.9 dias) y
las 7 ovejas del grupo testigo presentaron cuerpos l(teos de corta duracion (3.4 +0.2 dias). Se
calculd el numero promedio de pulsos de PGF2a vy el intervalo entre cada uno de ellos durante
los dias 4 y 5. L.as concentraciones de FSH fueron significatiVamente menores (P <0.05) en las
ovejas que recibieron LFE en comparacion a las del grupo testigo. No se encontraron
diferencias (P >0.05) en el nimero de pulsos de PGF2a entre la ovejés tratad_as con LFE y
aquellaé con regresion prematura del cuerpo luteo (3.8+04y 4.7 1:0.5; respectivamente), sin
embargo, existieron diferencias (P <0.05) en el intervalo entre los pulsos; las ovejas tratadas
con LFE tuvieron un intervalo entre pulsbs de 16.2 £1.2 horas, mientras que en las ovejas con |
regresion prematura el intervalo fue de 8.0 0.9 horas. | |

Se concluye que el tratamiento con LFE su'primé las colncentraciones de FSH en ovéjas en
aneét‘ro.estacicmal_ y retrasa la presentacién del estro inducido con PGFZa' en .o_vejas ciclicas.
El tratémiento con LFE durant_é el diestro 'sup'rimic') la secrecion 'de_ FSH, el crecimiento
foli.c:ular,' -la produccién de éstradiol y retraso la regresion del cuerpo Iiteo. _Finalmenté, la
: regresion prematura de los cuerpos luteos de ovejas inducidas a ovulér durante la época de
anestro estaéionales_ provocada por_la secrecion pulsatil de PGF2q, y el tratamiento con LFE
é!tefa la frecuencia de secrecién de la PGF2a. lo que ev.ita la regreéién 'premafufa del cuerpo

luteo.

vi



CAPITULO |
INTRODUCCION GENERAL

l.a oveja es una especie que presenta su actividad estral cuando los dias son mas cortos
(Malpaux et al., 1989). Una vez que la oveja inicia su actividad ovarica los ciclos estrales se
suceden a intervalos de 16 a 18 dias, y sélo son interrumpidos por la gestacion o por la llegada
de la siguiente época de anestro. El estro dura en promedio 36 h y la ovulacion sucede 6 h
antes de finalizar el estro (Hanrahan y Quirke, 1975). Después de la ovulacion el espacio
previamente ocupado por el foliculo ovulatorio es poblado por células de la granulosa y de la
teca interna, formando el ‘cuerpo luteo, que tiene como funcion principal la secrecion de
progesterona, hormona fundamental en el establecimiento y mantenimiento de la gestacion
(Alila'y Dowd, 1991). Cuando la gestacion no ocurre, el cuerpo liteo es destruido por efecto de
la prostaglandina F2a (PGF2«) producida por el endometrio, reiniciandose o.tro ciclo y con el
una nueva oportunidad de lograr una concepcion (Zarco et al., 1988a). Existe variacion en la
longitud del ciclo estral entre individuos (Hanrahan y Quirke, 1975), lo que esté es_trebhamente
relacionado con la longitud de la fase Iitea. Zarco et al,, (1988a) démostraron que l.a diferéncia
en la IOngitUd de los ciclos estrales entre ovejas obedece a diferencias en el momento en que
comienza la secrecion pulsatil de PGE20. |

En la oveja se désarroll.an cuerpos liteos de vida corta en {a primera ovulacion pospartb, de
la 'pubertad y de la época reproductiva, asi como en las ovulaciones ihd@:cidas- dugran_t.e la épbca
de anestro con la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) o con Ia'gonaddtro_piha
corié'nica | humana _(hCG). (Hun_ter, 1991, Garverick ef al., 1992). Las Caracteristicas_
morfolégicas, el nimero de receptores para la hormona ILiteiniZante _(LH). y PGF2q, asi como la
capacidad de 'se_crecién de progesterona son similares entre Ioé cuefpos,lﬁteos de vida normal |
y los de vida corta (Braden et al,, 1989a). Exi_sté evidencia de quev la regresion prematura de.

estos cuerpos liteos obedece a una liberacion adelahtada de PGFZcx'(Huntér etal., 1 989).



El inicio de la lutedlisis es controlado por complejas interacciones ernfr'e el cuerpo luteo, los
foliculos ovéricos y el Utero (Silvia et al., 1991). El estradiol estimula en el endometrio la
produccion de enzimas que son indispensables para la sintesis de PGF2o. (Hixon y Flint,
1987). Ademds, estimula la sintesis de receptores para oxitocina, con lo cual la oxitocina
producida por el cuerpo lUteo puede fijarse a las células del endometrio, lo que estimula la
secrecion edometrial de PGF2a (Flint et al., 1990; Siivia et al, 1991). Los estrégenos
desempeiian entonces un papel importante en la secrecion de PGF2a y consecuentemente en
la regresion del cuerpo luteo. La principal fuente de estradiol son los foliculos ovaricos, v
particularmente el o los foliculos dominantes (Baird et al.,, 1991). Se ha demostrado que tanto
en ovejas como en vacas es posible estimular el inicio de la lutedlisis mediante la
administracién de estradiol, y re.trasar la lutedlisis mediante la eliminacién de la fuente de
estradiol durante el die;stro tardio. La administraciéon de estradiol ocasiona un adelanto de la
secrecion de PGF2a (Hixon y Flint, 1987), mientras la eliminacion fisica de los .fbliculos
ovaricos alarga la fase lutea (Karsch' et al., 1970; Ginther, 1971, Villa-Godoy et al., 1985).

. Si se lograra eVitar la regresién de los cuerpos liteos que normalmenfé presentan regresion
prematura (posparto, pubertad, inicio de la epoca reproductiva y ovulaciones inddcidas |
hormonalmente en la estacion dé anestro) seria posible utilizar dichos ciclos para gestar a los
animales (Hunter, 1991; Bettencourt et al., 1993). Asimismb, el retrasar el Inicio de ‘Ia.luteélisis
durante un cicld normal ‘aumentaria la probabilidad de que se establezca la gestacién, 'sobre
todo en aquellas hembras en las que los embriones se encuentran retrasédq's en su deSarfollo;
En estas hembrés la regresion lutea ocurre antes de que los embrinnés'adquieran el desarrollo
requerido para promover el feconocimiento materno de la gestacion mediante la' produccién de
las proteinas trofoblasticas tipo 1 (Bazer et al., 1991)'; este es el caso de las vacas sujetas a-
estres éalérico (Putnéy et al., 1988). También se verian fa'vore_c_idas las hembras a las cuales
se les transfiere uh embric’m retrasado en relacion a la receptora (Méjla. 1995). Bajo_esfas

circunstancias, alargar la fase litea le proporcionaria mas tiempo a los embriones para que



establezcan los mecanismos para el reconocimiento matemo de la gestacion, lo cual
aumentaria la probabilidad de establecer exitdésamente la gestacion.

Es posible alargar la vida del cuerpo liteo mediante la administracion de inhibidores de la
sintesis de prostaglandinas, tales como indometacina y flunixin-meglumine (Aiumlamai et al.,
1990); sin embargo, estas drogas pueden interferir con el establecimiento de la gestacién
debido a que inhiben la sintesis de prostaglandinas inespecificamente, y las prostaglandinas
son indispensables para la implantacion (Gandolfi et al., 1992).

Una alternativa para retrasar el inicio de la lutedlisis en rumiantes consiste en la supresion
del desarrollo folicular mediante la administracidon de una fuente rica en inhibina, la cual es una
hormona de naturaleza glicoprotéica que se encuentra en concentraciones elevadas en el
liquido folicular (Knight, 1991). Esta hormona suprime la secrecién de la hormona follculo
estimulante (FSH) a nivel hipofisiario, y conseéuenteménte inhibe 'el_ desarrollo folicular
(Findlay, 1993; Baird ef al., 1991). Se ha demostrado que el liquido folicular bovino es rico eh
inhibina, por lo que la administracién de éste fluido previamehte tratado para remover
hormonas esteroides, resulta en una supresién de la secrecidn de FSH d’e_l desarrollo,folicular ,
y de la produccidn de estradiol (Miller et al., 1979b; M_cNeilly; 1984, McLe_od_ y McNéiIly, 1.987).‘. |

Miquelajau'regui (1993), en un estudio preliminar en ovejas' a las que administrd liquido
folicular bovino 'previamente tratado para remover la fraccién de hormonas esteroides (LFB)
durante los dias 10 a 16 del ciclo, logré retrasar la regresmn del cuerpo liteo y alargar el cwlo
estral, con lo que abné la posibilidad de desarrollar un método précttco para el control de la
longitud del ciclo estral. As:mlsmo en ovejas en anestro estacionail Beard y Hunter (1984)
| provocaron Ia ovulacaén con GnRH y admlnlstraron LFB logrando mh:blr la regres:én prematura |
del cuerpo iGteo, -_Sm embargo, no existe mucha disponibilidad de liquidoe folicular bovmo, ya‘. |
 que el foliculo de la vaca es relativamente pequerio (15 a 20 mm como méaximo), ademas de
que la méyéria de las vacas que llegan al rastro presentan pot:o desarrolio follic.ular. -

| Como alternativa existe la pdsibilidad de'_u_ti'l'izar Ii_t;uido foliculér equino, ya que también es

una fuente rica en inhibina (Roser et al, 1994), Balcazar -(1995) administré LFE a ovejas en |



i

anestro inducidas a ovular con hCG, logrando inhibir la regresion lutea prematura. En yeguas
ovariectomizadas se ha logrado suprimir la secrecion de FSH al administrarles liquido folicular
equino libre de hormonas esteroides (LFE) (Miller et al., 1979a; Gremmes, 1990). Asimismo, en
yeguas tratadas con LFE se ha logrado retrasar el desarrollo folicular, retrasandose la
presentacion del estro (Bergfelt y Ginther, 1985). Ademas, los foliculos ovaricos de las yeguas
son grandes (hasta 50 mm) y casi todas las yeguas presentan desarrollo folicular, aun.
durante el diestro y la gestacién (Ginther, 1990). Sin embargo, el LFE no se ha utilizado en
rumiantes para provocar el mismo efecto, aunque existe evidencia de que la inhibina tiene una
elevada homologia entre especies (Knight, 1991). |

El primer experimento del presente trabajo fue realizado con el propésito de evaluar si el
LFE suprime la secrecidon de FSH en ovejas en anestro estacional, asi como determinar si el
LFE retrasa la presentacion del estro inducido con PGF20. en ovejas ciclicas. |

El segundo experimento se realizd con el propésito de evaluar el efecto de la administracion
de LFE durante el diestro tardio sobre la secrecion de FSH, el desarrollo folicular, la
concentracion de estradiol y la longitud de la fase lutea. | |

El tercer experimento tuvo como objetivo determinar las caracteristicas de la secrécién_de

PGF20. en ovejas en anestro estacional inducidas a ovular con hCG y que fueron tratadas con

liquido folicular equino libre de esteroides.



CAPITULO 1
2.0 REVISION DE LA LITERATURA

2.1 FOLICULOGENESIS EN LA OVEJA

2.1.1 Etapa preantral

La oveja al nacimiento poseé mads de 200 000 foliculos primordiales, de los cuales
solamente entre 250 y 1500 iniciaran su crecimiento en algiin momento de la vida del animal
(Cahill y Mauléon, 1981). El foliculo primordial mide 0.03 mm de diametro y esta formado por
un ovocito desprovisto de la zona pellcida y rodeado por una capa de células epiteliales planas
(pre-granulosa). Estos foliculos carecen de una red de capilares y reciben los nutrientes por
difusion (Mariana et al., 1992). En la cordera los foliculos primordiales se encuentran
distribuidos en toda la corteza ovarica, mientras que en la oveja adulta se localizan con mayor
frecuencia en la region mas externa (Scaramuzzi et al., 1993).

El crecimiento de un foliculo primordial se inicia con la division de las células de la granu'losé
y la diferenciacion del tejido conectivo que rodea al foliculo, el cual da origen a la teca interna.
El mecanismb que estimula el crecimiento de Iés foliculos primordiales se desconoce, sin
embargo se sabe que este desarrollo inicial es independiente del estimuib de la FSH y la LH
(Fortune, 1994; Driancourt, 1991). Ei crecimiento de los fo!iculqs durante eéta etapa e's
modulado por factores paracrinos y autécrinos, tales como factores clé c‘recimiento, inhibina,
activina y folistatina (Findlay, 1993; Monget y Monniaux, 1 995). Asimismo, estos factores'eétén]
| | _involUcrados eh' la transicién de los fdliculos desde su etapa no dépendiente' de gcnadotropinas

hasta la etapa dependiente de gonadotropinas (Lobb y Dorrington, 1992). Conformé e_l_fo’liculo
crec_é, se deposita una capa de 'glicdpmteihas alrededor del ovocito, fd_rmand'o_ Ja zona
| p’elu'cidé.. Ademas, comienza a secretarse liquido que se acumula en'tref'las células de la
granuloéa, cdn lo qUe se inicia la fdrma_cién del antro. Una vez que elqu!iculo' se distiende con
liquido, Vel ovocito pérmanece fijo a su pared del foliculo_mediante el CumuILks bophorus_. é_l cuél

es un grupo de células derivadas de las células de la granulosa. En este momento el foliculo



recibe el nombre de foliculo de Graaf (Mariana et al, 1992; Scaramuzzi et al., 1993). La
formacion del antro ocurre cuando el foliculo tiene entre 0.2-0.4 mm de didametro. Este evento
desempefia un papel importante en la fisiologia del foliculo, ya que el liquido folicular constituye
un compartimiento a través del cual las diferentes células se comunican por medio de
hormonas y sustancias paracrinas o autdcrinas (Campbell ef al., 1995).

El crecimiento de los foliculos desde su estado preantral hasta la ovulaciéon (> 5 mm de
diametro) es continuo y toma aproximadamente 180 dias. Sin embargo, una vez que el foliculo
alcanza un diametro de 2 mm solo requiere de 8 a 9 dias para alcanzar el tamafio ovulatorio
(Cahill y Mauléon, 1981; McNeilly et al., 1984). Unicamente una pequena proporcién de los
foliculos que comienzan a crecer llegan a ovular, ya que la mayor parte de ellos sufre

degeneracion, proceso que se conoce como atresia folicular (Scaramuzzi et al., 1993).

2.1.2 Crecimiento y desarrollo de foliculos antrales

Driancourt y Fry, (1988) han clasificado el desarrollo fblicular de la oveja en dos etapas: La
etapa basal y la etapa ténica. La primera comprende el crecimiento del foliculo hasta 2 mm de
diametro y es independiente de l'as gdnadofropi_nas. La etapa tc’mica‘ abarca el crecimiento del
foliculo a partir de los 2 mm de diametro y hasta que el foliculo se conviérte en preovulatOrio.
Esta ultima etapa sé presenta en forma de oleadas »c’onstituidas por periodos de re?clutam‘iento, |
seleccion y dominancia folicular, similares a las obse_fv.édés en la vaca. Si’n‘embargo, Ia oveja
presénta‘entre 3y5 oleadas foliculares, mi_éntras qué en las vacas ‘se.ObserVan de 2._'é 3
oleadas (Fortune, 1994; Ghinter et al., 1995), |

Cada oleada dé crecimiento foliéula_r comienza cuando un grupo de »foliculos-ant'rales_ (=25
mm _diémetro) son estimulados a continuar su desarrollo, p_robeso éohocido corﬁo reclutamiento
(Fort_urie, 1994). Posteriormente se produce- la seleccion, durante _la,cual- uno o dos foliculos
¢ontinuan creciendo (foliculos _dominantés),- | mientras que sus compaﬁ_eros- (folicLllos
subordinados)_ su‘fren atresia (Driancourt, 1991). El _foliculo ‘seleccionado se cdnvierte en

dominante mediante la inhibicién directa o indirecta de la ,diférenciaciéh y el crecimiento de sus
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compaiieras (Campbell et al., 1995). Si el foliculo dominante no llega a ovular después de
cierto tiempo de ejercer dominancia sufre atresia y se inicia una nueva oleada de desarrollo
folicular. El foliculo que por azar es dominante en el momento en que ocurre la regresion
natural del cuerpo liteo llegara a convertirse en el foliculo ovulatorio (Fortune, 1994).

El foliculo seleccionado en cada oleada folicular posee ciertas caracteristicas que le
permiten seguir creciendo y lo preparan para la ovulacion. Este foliculo se encuentra altamente
irrigado y produce grandes cantidades de estradiol, lo cual se debe a un aumento de la
capacidad de la teca para responder a la LM produciendo andrégenos, que ocurre
simultaneamente a un aumento de la capacidad de las células de la granulosa para aromatizar
los androgenos y convertirlos en estrogenos (Webb y England, 1982). En contraste, los
foliculos atrésicos pierden su capacidad aromatizante, por lo que producen menos estradiol y
se incrementan las concentraciones de progesterona y androstenediona en él liquido folicular
(Ireland y Roché, 1983). Frecuentemente se observan follculos que desde el punto de vista
morfolégico aparentan ser dominantes, sin embargo fisiolégicamente,estén en proceso de
atresia; esto significa que existen dos tipos de dominancia, la morfolégica y la fisiolégica,
siendo esta Gltima la de mayor interés al estudiar la d_inémica vfolicula'r (Fortune, 1994)§

Las ondas.foliculares no 6curren'eXcIUsivamente en Iés ovejas que se enCuentran cit;lahdo.
ya que tanto las ovejas gestantes (Beard et al.; 1995) como las que estan en anestro (Souza
et.él., 1995) presentan ondas de desarrollo folicular similares a las de las hembras qu= estan
ciclando. Por»ﬂesta razoén, tanfo en las oyejas gest_antes como eAnA'animales en a_nestro
general_mente_ estén’ presentes foliculos de tamafio cercano al ovulétoﬁo, ”de-.tal forma que si
son t.ratadas'cbn LH pueden'.ovular y formar un cuerpo liteo (Mcl.eod et al. 1982a: Driancourt

otal, 1990).

2.1.3 Control hormonal del crecimiento de los foliculos antrales
Las gonadotropinas son indispensables para que el fo’liculo, se desarrolle y llegue a ovular.

La supresién de la seCrécién de FSHy LH y 58U postér_ior adminiStracién han demos'trad_o que'el |



desarrollo de foliculos a partir de 2.5 mm hasta su estado preovulatorio es dependiente de
estas hormonas (McNeilly y Fraser, 1987). La FSH es necesaria para el inicio de la oleada
folicular (Campbell ef al., 1991a) mientras que el papel de la LH es particularmente importante
en la maduracién final del foliculo (Campbell et al., 1990). Sin embargo, |la supresion de la FSH
mediante la administracién de la fraccién proteica del liquido folicular bovino durante el
proestro inhibe el crecimiento del foliculo ovulatorio (Mcl.eod y McNeilly, 1987), lo que indica
que tambieén esta hormona es necesaria para el crecimiento final del foliculo. Por otra parte, la
inhibicion de la secrecion pulsatil de la LH mediante inmunizacion pasiva, inhibe el efecto
estimulatorio de la FSH (McNeilly et al., 1991). El papel de la LH en la maduracién final de los
foliculos es evidente en las ovejas anéstricas o gestantes, en las que se observa desarrollo
folicular estimulado por la FSH, sin embargo, estos foliculos nunca llegan a desarrollarse lo
suficiente para ovular debido a que no tienen el apoyo propofcionado por la LH (McNeilly et
al., 1991). |

La capacidad esteroidogénica del foliculo es regulada por las gonadotropinas, y la
produccion de hormonas esteroides es indispensablé para que el fbliculo se desarrolle. En los
foliculos se produce 17 B estradiol mediante una accién cooperada éntre las células de Ia te_ba |
interna y las dela granulosa. Las primeras poseen los éistefnas enzimaticos pa_r'é Ia. produccion
de andrégenos, cuya sintesis es regulada por la »L'H, Postefiou'mente; Iqs andrégenbs' pasan a
las células de la granulosa, donde son 'transfofma_doé en estrégenos por accién de la enzima
aromatasa, ‘Ia cual es controlada por la FSH (Henricks, 1991). Asl, las~células:de.la teda interna
tienen receptores para la LH, mientras las células de la granulosa mlcualmente solo ttenen_ |
receptores para la FSH, desarrollando receptores para LH al alcanzar merto grado de
.maduracion' Bajo estas -mrcunstanmas la FSH y el_ estradiol es_t;mu_lan la formacion de
receptores para la LH (McNeilly et al., 1991). | |

- La secremén de estradiol ocurre en forma pulsétll comcldlendo cada pulso con un pulso
prewo de LH. Durante la fase ltea los pulsos ocurren con baja frecuencla,' y en term_lno_s.

‘globales la concentracién de estradiol es baja, mientras que en la fase folicular la



concentracién promedio de estradiol se incrementa debido a un aumento en |2 frecuencia de
los pulsos de LH (Baird et al., 1991).

La Hormona Foliculo Estimulante es responsable del inicio de la oleada folicular, ya que se
ha observado que los incrementos de los niveles de esta hormona estan relacionados con el
inicio de las oleadas de crecimiento (Campbell et al., 1991a; Ghinter et al., 1995). Entre 18 y 24
h después del pico preovulatorio de gonadotropinas ocurre un segundo pico de FSH, el cual es
responsable del inicio de la primera oleada folicular del nuevo ciclo estral (Baird et al., 1991).
Este segundo pico de FSH se debe a la desaparicién de la retroalimentaciéon negativa dada por
el estradiol y la inhibina (Baird et al., 1991). En ovejas y en vacas, cuando este pico de FSH es
suprimido mediante la administracién de una fuente rica en inhibina, como lo es el liquido
folicular bovino, se afecta el inicio de las ondas foliculares (Medhamurthy et al., 1987; Turzillo y
Fortune, 1990). |

Cuando un foliculo se selecciona y se convierte en dominante, las concentraciones

circulantes de FSH disminuyen a niveles basales por efecto de la inhibin.a y el estradiol
producidos por dicho foliculo dominante (Campb.ell et al, 1991b; Baird et al., 1991). De esta
forma, la concentracién de FSH circulante resulta iri_suficiente para sostener el crecimiento de
los foliculos subordinados, y estos sufren atresia. Ademds, el foliculo dominante prOduce
factores 'Iocales que suprimen el'crecimiEnto de los foliculos subordinadés,f l{o‘q‘ue ha ‘qued_ado
‘"demostrado cua‘ndo se administra liquido folicuiar ovino sin estero'ides y sm ‘inhilbiha a ovejas,
en las que se obs_ervé una inhibicién del desarrollo folicular a pesar de no'modiﬂéarse la
secrecion de FSH (Campbell f al., 1991c). |

En contraste, e I fo"culo ddminante continua su désarrollo a pesar de haber béjo’s niveles- de.
FSH. Esta caracterisﬁca se puede deber a un incremento de Ié sens'i'bilidad. ala IFSH, io_que
| pudie_ra'est'a.r' relaciohado con la secrecion de factores paracrinos y autécrihos (IGF-1, activina,

inhib'i'na)‘qu'e amplifican la 'a_ccién de la FSH en las células del foliculo (Dfiancodrt,._.1991; |
| Findlay, 1993). Ademas, al parecer él foliculo que ha élcanzado un cievrtov' grado dé desarrolio

o requiere principalmente LH para seguir creciendo (Campbell et al., 1995). Esta estimulacién del



foliculo dominante por parte de la LH es facilitada por el aumento de la sintesis de receptores

para LH que se produce en las células de la granulosa del foliculo dominante (Fortune, 1994).

2.1.4 Participacion de la inhibina en el control del desarrollo folicular

La inhibina es una hormona de naturaleza glicoproteica constituida por dos subunidades (o
y B) unidas por un puente disulfuro (Knight, 1991). En la oveja se han identificado dos formas
moleculares de la inhibina con diferente peso molecular (32000 kD y 67000 kD), siendo la
molécula de 32000 kD la forma bioactiva de inhibina predominante (Leversha et al., 1987).

La inhibina ha sido identificada en el liquido folicular de la vaca (Knight et al., 1987), oveja
(Leversha et al, 1987), cerda (Taya et al., 1991) y yegua (Roser et al., 1994). La
caracterizacién de esta hormona en cada una de estas especies demuestra que existe una alta
homologia entre ellas (85% de homologia para la subunidad « y cerca del 100% para la
subunidad B) (Knight, 1991). La inhibina se produce en las células de la granulosa y se
encuentra en el liquido folicular en concentraciones elevadas, lo que indica que los foliculos
antrales son el principal sitio de produccion (McNeilly y Baird, 1989; Mann et al., 1992). En el
macho témbién- se producen canti.dades' importantes  de -inhvibina en el testicdlo.
especiﬁcamente.en_las células de Sertoli (Clarke et al., 1991). |

La inhibina se secreta en forma pu.lsétil (McNeilly y Baird, 1 989)' el mecanismb por el cual

se regula suU secrecion se desconoce sin embargo pueden participar la LH, FSH y factores
paracnnos y autocrinos (Findlay, 1993). El tratamiento con FSH mcrementa la secrecuon de
inhibina en la oveja (Tsonis et al,, 1988). Sin embargo,-durante la fase folicular la L_H pue_de
estar _eStimulando la seérecién de inhibina,.yé cjue-durante esta etapa la FSH se.encuehtra en
conceﬁtraciones bajas y la inhibina se inbrementa Ademas, deSpués del pico preovulatorio de
LH las concentracuones de inhibina dlsmmuyen (Flndlay et al., 1990). No ohstante Campbell et

I (1990) encontraron que durante la fase folicular la LH estlmula la producmén y secremén de |

estraduoi y androstenedlona pero no de |nh|b|na

10



La inhibina suprime la produccion y secrecion de FSH a nivel hipofisiario, lo que se ha
demostrado mediante fa administracién de inhibina purificada a ovejas ovariectomizadas
(Findlay et al., 1987) y a vaquillas ovariectomizadas (Beard et al., 1990). La supresion de la
secrecion de FSH también se ha demostrado administrando a ovejas liquide folicular bovino
previamente tratado para remover la fraccion de hormonas esteroides (Knight y Castillo, 1988;
McNeilly, 1984b; Larson et al., 1991). Durante la fase litea y la fase folicular la inhibina esta
inversamente relacionada con las concentraciones plasmaticas de FSH; el efecto de la inhibina
es especlfico sobre la FSH y no modifica la secrecion de LH (Findlay et al., 1990).

La inhibina y el estradiol participan en el control de la secrecion de la FSH, y en
consecuencia en la regulacion de la dindmica folicular (Baird’et al., 1991). El estradiol es
producido por»los foliculos ovaricos, y cerca del 90 % del estradiol circulante es secretado por
el foliculo dominante. En carnbio, la inhibina_no es producida solamente por los foliculos
dominantes, sino que uné_cantidad relativamente importante de esta hormona es producida por
foliculos pequenos, y atin por foliculos no estrogéhicos (Campbell et al., 1991b; Mann et al.,
1992). La inhibina y el estradiol actuan en forma sinérgica en la inhibicién de la FSH; el efecto
logrado cuando se admi'nistra una de ellas por separado es menor al alcanzado cuando actuan
las dos jﬁntas (Findlay et al., 1992). Durante ia. fas_é folicular elvestradiol s mas irhpdftante eh |
la regulacion de la FSH que la inhibina, ya que 'mientr'as la inhibiha se inc‘rem‘e‘nta en forma |
discreta el eStradioI alcanza sus mas altas concentraciones (Campbell ot él;, 1990; Baird.et al.,
1_991). Sin embérgo, la ihhibi_né Se secreta en forma rhés- consta:nte que el es_t'radiol' durante
todo el ciélo, ya que su produccién no dépende solamente de la présen;:ia de un foliculo
estrogenico, lo cual le permit_e regular lé secrécic')n de FSH en .forma global (Bai‘rd efal., 1991).

| De's-pués_del pico .pre'ovu_latorio de 'LH y FSH las concentraciones de estradiol 'y de inhibina
disnﬁinuyen vrépidamen'te,' lo cual_ permite que se presente el segghdo pico de .FSH.,- que .
| estim'ula el inicio de la 'prim.era. onda de desarrollo foliculér (McNeiIly et al., 1992b). |
Para estudiar los efé’ctos de la inhibina sobre la fisiologla reproductiva de I"o‘s" rumiantes se

ha utiliza'do’ principaimente |la adminiStracién-de liquido folicular bovino libre de hc)r_mc:nas “
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esteroides (LFB). Como consecuencia del tratamiento con este liquido, se observa una
supresion de la secrecion de FSH y del desarrollo folicular, asi como un retraso de la
presentacién del estro inducido con prostaglandina F2a (Miller et al.,, 1979b; McNeilly, 1985;
Hunter et al, 1988a). Se ha asumido que estos efectos son provocados por Ia inhibina
contenida en el liquido. Sin embargo, Wood et al., (1993) utilizando vaquillas inmunizadas
contra inhibina lograron suprimir el crecimiento folicular y retrasaron la presentacion del estro
inducido con PGF2a. Ademas, Law ef al. (1992) también lograron provocar estos efectos
utilizando LFB al cual se le habia retirado la fraccién de inhibina. Por otra parte, la inmunizacién
de ovejas con LFB parcialmente purificado incrementa la tasa ovulatoria. En algunos casos
este efecto estad asociado con un incremento en las concentraciones de FSH (Wallace y
McNeilly, 1985, Cummins et al., 1986), y en otros no se relaciona con un‘ aumento de la
secrecion de FSH (Henderson ef al., 1984; Al-Obaidi et al.,, 1987). Lo anterior indica que en la
fraccion proteica del LFB estan presentes compuestos diferentes a la inhibina que regulan el
crecimiento folicular y que pueden actuar directamente a nivel ovérico (Campbell ét al., 1991c¢;
Baxter ef al., 1995). | | | |

La activina y la folistatina son hormonas que se prdducen _e'n el foli'culo y tienen inﬂuencia
sobre la secfecién de lé FSH y el desarrollo folicular (Findiay, 1993).La activina se produce
en las celulas de la granulosa y ha sido aisladé del liquido' folicular.. Esté‘constituida'por dos
subunidades R similares a las de la inhibina. Los efectos de Ia activinasdb‘r‘e la ‘Sec‘recic')n de
FSH son opuestos a los de la inhibina, ya que estimula la secr_eciéh de FSH a nivél_hipdﬁ_s:iario |
(Knight, 1891; Findlay, 1993). |

La folistatina es una hormona protefca producida por las cé_!ulas de la granulosa y q_ué ha
sido 'aislada del quuiydo folicular bovino (Robertson et al., 1987) Poco'Se'sabe acerca de e.sta‘ |
hormona sin embargo se menc&ona que tiene una actlwdad parecrda ala de la mhlblna a
pesar de que estructuralmente es diferente a esta hormona (Fmdlay, 1993). La fohstatma
puede part:crpar en Ia modulacion de la secrecron de FSH deb|do a que funcmna como

protema ligadora de la activina (Findlay et al 1992)
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2.1.5 Control intraovarico del desarrollo folicular

Durante la etapa no dependiente de gonadotropinas los foliculos crecen debido a la
actividad de factores locales que son producidos por los mismos foliculos (Findlay, 1993).
Estos factores locales también son indispensables para el desarrollo folicular durante la etapa
dependiente de gonadotropinas (Lobb y Dorrington, 1992). El efecto estimulatorio de las
gonadotropinas sobre el desarrollo folicular no se puede explicar sin la participacién de factores
intraovaricos que medien el efecto de éstas hormonas. Asi, el efecto de la FSH sobre la
diferenciacién y proliferacion de las células de la granulosa es mediado por factores de
crecimiento producidos en el mismo foliculo (Campbell et al., 1995).

Los factores de crecimiento se producen en diferentes tejidos y estan directamente
involucrados en la regulacion de la diferenciacion y proliferacién celular. Los factores de
crecimiento se clasifican en distintas familias de acuerdo a su estructura y actividad biolégica.
Los mas importantes en el control del desarrollo folicular son el factor de crecimiento epidermal
(EGF) el factor de crecimiento de los f broblastos (FGF), el factor de crecimlento parecido a la
msullna (IGF-1) y el factor de cremmnento de transformacuon R (TGF(S) (Lobb y Dorrlngton
1992).

El efecto de Ia FSH sobre el desarrollo folicular es potencializado y complem'entado por el
IGF-l y TGF &, los que estlmulan la dlferenmacmn y prollferacion de las células de Ia granulosa
e tncrementan la esteroidogenesis, estimulando la sintesrs de andrégenos y su posterlor
aromatlzaclén (Monget y Monnlaux 1995; Campbell et al., 1995), El EGF y el FGF tienen "
efectos opuestos ya que son inhibitorios de la diferenciacién celular y supnmen Ia produccmn
de estradiol (Lobb y Dorrington, 1992). |

La lnhlblna también tiene efectos paracrinos y autocnnos ya que facrllta la producclon de

) androgenos en respuesta a la LH (Findlay, 1993; Campbell y Webb 1995) La activina modula_ |

- | " negatlvamente la producmén de andrégenos estlmulada por la LH Yy promueve la diferencnac:én"

de las celulas de la granulosa. Tamblen la foh_statma modula la funcion de las células-_de_ la

y granulosaf deb'id‘o a sus propiedades ligadoras sobre la activina (Findlay, 1993).
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2.2 DESARROLLO Y CONTROL DE LA FUNCION DEL CUERPO LUTEO

Después de la regresion del cuerpo lUiteo ocasionada por la liberacion uterina de la
prostaglandina F2a, uno o dos foliculos seran seleccionados y se convertiran en ovulatorios
(Scaramuzzi et al., 1993). Eventualmente, la produccion de estradiol por estos foliculos sera
suficiente para provocar la liberacién masiva de la hormona liberadora de gonadotropinas y el
pico pteovulatorio de la hormona luteinizante. Asf, la concentracion de LH aumenta
rapidamente hasta alcanzar concentraciones de 100 a 200 ng/ml durante el pico preovulatorio
(50 a 100 veces mayores a las basales) y declina posteriormente a niveles basales en las
siguientes 12 horas (Karsch et al,, 1992). Esta secrecion masiva de LH iniciara los cambios
necesarios para dque el foliculo se transforme en un cuerpo lGteo funcional (Smith ef al., 1994).

El cuerpo liteo (CL) es una glandula temporal que se desarrqlla a partir del foliculo
ovulatorio, por lo que su formacién es considerada como una continuacion de la maduracion

folicular (Wiltbank y Niswender, 1992).

2, 2 1 Lutemlzaczon

La Iutelmzac:én consiste en todos los camblos morfologlcos endécrinos y enzsmatlcos que
ocurren en el foliculo preovulatono hasta que este se transforma en un cuerpo luteo funcional.
La luteinizacién comienza antes de la ovulacién en respuesta a Ia elevacién preov.ulatoria de |
_l’as’ gonadotropinas (LH y FSH), siendo la LH la hormon_a mas impor{anté para la fuptura del
foliculo y sh poéterior Iuteinizacién (Niswender y Nett, 1994) La su‘presiéh ~ del pic'o' |
preovulatono de LH inhibe la ovulacnén y la Iutelmzac:én (Smith et al., 1994) mlentras que la |
admmlstracnén de LH durante la fase Iutea ocasiona Ia 0VU|8C‘-IOI"I y desarrouo de un cuerpo |
luteo o bien la |uta:mzacrén de los foliculos (Beck et aI 1995) |

La ovulac:én ocurre en promedlo 30 h después del pICO preovulatorso de LH, ésta hormona
regula los cambios a nivel de _Ias paredes foliculares que conduqan,a la rupt_u_ra_- fo_l_:cular |
(Karéch"et al., 1992), ,Déspués de la ovulacién, el espacio ocupado préviémenté 'pbr el.folfc’:ujlo

~ es invadido por fibroblastos, células endoteliales, células de la teca intea y células de la
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granulosa. Este cambio es facilitado por la ruptura de la membrana basal que separaba la capa
de células de la granulosa (la cual carece de vasos sanguineos), de la teca interna; asi,
comienza la formacion de una amplia red de capilares que se distribuyen en todo el cuerpo
liteo en formacion, y llegan a constituir hasta el 20 % del volimen del cuerpo ltiteo maduro.
Estos capilares carecen de musculo liso, lo que les confiere la propiedad de mantenerse en
maxima vasodilatacién para permitir un mayor flujo sanguineo (Wiltbank et al., 1990). Durante
la fase lutea media, entre el 65 y el 95 % del flujo sanguineo ovarico pasa por el CL, y
aproximadamente el 60 % de la membrana plasmatica de las células esteroidogenicas esta en
contacto con los capilares (Niswender et al., 1976; Wiltbank et al., 1988). Estas caracteristicas
convierten al CL en el drgano con mayor circulacion sanguinea en proporcion a su tamano, y
esta cualidad favorece su funcion, permitiendo un aporte continuo y abundante de sustratos y
hormonas necesarias para la sintesis de progesterona (Wilthank et al, 1994).

La luteinizaciéon también involucra cambios ultraestructurales de las células de la granulosa
y de la teca interna. En ambos tipos celulares se observa un aumento en el desarrollo del
reticulo endoplasmico liso y del aparato de Golgi, asi como un incremento en el namero de
mitocondrias. En el CL en formacion comienzan a distinguirse dos tipos celulares,. las Células
liteas chicas y las células liteas grandes. Las primeras comienzan a'almacenar gotas de
lipidos en el citoplasma, mlentras que en las células grandes estas gotas son escasas (Smlth_
et el., 1994), En las celulas grandes se desarrolla el retlculo endoplasmlco rugoso lo que les
confiere la capacndad para producir oxitocina (Sawyer et al 1986)

Bloqulmlcamente se observa que después del p:co de LH ,»»l,a' produccion de

androstenediona y17 estradiol disminuyen, y en contraste comienza a incrementarse la

sintesus de progesterona Estos camblos obedecen a los efectos mhlbltonos de la elevacién
‘preovulatorla de LH sobre la sintems de las enzumas 17 o hldroxllasa y aromatasa La prlmera |
participa en la produccién de andrégenos por las células de la teca mt_erna_ y la segunda -

_trahsfotma estos andrégenqs en estrégenos (Voss y Fortune, 1993),
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Como se menciond anteriormente, las células esteroidogénicas del cuerpo liteo han sido
clasificadas de acuerdo a su tamarnio en células chicas y células grandes; pero las diferencias
entre estos dos tipos célulares van mas alla de diferencias en tamario, ya que también tienen
diferencias ultraestructurales, en la regulacién de su funcién, en la presencia o no de
receptores para LH y PGF2q, y en sus productos de secrecién (O'Shea ef al., 1986). El origen
de estas células se ha estudiado mediante métodos morfologicos e inmunoldgicos. De esta
forma, se conoce que durante la luteinizacién las células de la teca interna y de la granulosa
migran y se distribuyen en la cavidad que previamente fue ocupada por el foliculo ovulatorio.
lLas células de la teca interna se multiplican y diferencian en células liteas chicas (10-22 um de
diametro), las cuales aumentan en nimero pero no en tamafo. Estas células constituyen
aproximadamente el 20 % del volumen del CL y representan el 25 % de las células (Farin et
al., 1986; Wiltbank'y Niswender, 1992). En contraste, las células de la granulosa se. hipertrofian
pero no se multiplican, por lo que dan origen a un nimero de células luteas grandés (> 25 ym
de diametro) que coincide con el nimero de las células de la granulosa presentes
originalmente. Las células grandes llegan a representar el 40 % del volumen del CL y el 10 %
del total de células (Farin ef al., 1986; Wiltbank y Niswender, 1992). Existe controversia acerca
de la posibilidad de que las células chicas se diferencien en células' grandes durahte la fase |
litea. Bajo ciertas ‘c‘ondi‘ciones experimentales, como lo es el tratamiento con hCG‘ oLH, las
céelulas chicas se franéforman en células grandes (Farin et al., 1988:). Sih embargo,_esto no se
ha pbdido,demostrar conh concentraciones fisioldgicas de LH (O"Shea et ‘al., _198_6; Farin_ et .af..
1990). | | | | | ]

El cuerpo liteo es uno de los 6_rganos que muestran uno de los maydres indices de-
crecimi'ento (Niswender et al., 1994). En el dia 3 después de la ovulaciéh_lés.'c:oncentraciOnes |
de progvest'ero_na__ en sangré comienzan a in'creméntarse, y én 'ﬂel dia & ya se déte_ctah
concevntraciOnes rh_ayores a1 ng/mi, Io. que indica que el CL ha adquirido su plena
'funcionélidad. A partir de' ese momento y hasta el dia 14 del ciclo, el c_:Uerbo lﬁt_eo. Secretaré |

progesterona (Quirke et al., 1979).
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2.2.2 Control de la funcién del cuerpo luteo

La progesterona es el principal producto de secrecidn del cuerpo liteo. La progesterona
actua basicamente sobre los 6rganos genitales de la hembra, siendo responsable de la
preparacion del Utero para el establecimiento y mantenimiento de la gestacion (Alila y Dowd,
1991). En la mubosa del oviducto y del atero, la progesterona estimula la secrecion de
sustancias que nutriran al embrién hasta que este comience a nutrirse a través de la placenta.
Ademas, la progesterona evita las contracciones del Utero, cierra el cérvix y modifica la
caracteristicas del moco cervical, volviéndolo mas viscoso, 10 que evita el paso de agentes
extrafios al interior del Utero. Por otra parte, la progesterona estimula el desarrollo del sistema
alveolar de la glandula mamaria, preparan.dola para la sintesis y secrecion de leche (Niswender
y Nett, 1994).

Tanto las células luteas chicas como las grandes obtienen de la sangre las substancias
precursoras de las 'hormonas esteroides, siendo el colesterol el mas importante. Aunque el
colest_érol puede ser sintetizado dentro de la celula litea a partir de acetato (sintesis de novo),
cerca del 80% del colesterol utilizado en la sintes_is de progesterona es tom'ado de la sangre
(Grummer y Carroll, 1988; Henricks, 1991). El_colesterol es tranSportado en la sangre unido a
las Iipoproteinas de alta (HDL) y baja densidad (LDL), en la oveja las HDL son cons:deradas |
las mas lmportantes en el transporte del colesterol al cuerpo iiteo (Wlltbank 1994) Las
células liteas grandes y chicas poseen receptores para las lipoproteinas transportadoras de
colesterol, ,l‘o‘s cuales se increme'ntan.conforme aumenta la capacidad esteroidogénica de éstas
célulés. Las lipoproteinas se fijan a sus r'ecep'tores y son intemaliz_adas pbr un proi:_'es'o de
eridocitoé_is (Grummer y Carroll, 1988). Pdsterio__rMehte, él coles'térol es liberado por at:ci_én
enzimétida' el :colesté’rol libre puede ser utiliZadd inmediatamente .para la sintesis de
progesterona, o bien almacenarse en forma libre o esterifi cado en cuyo caso se almacena en
| pequenas gotas para ser utlllzado postenormente Las células Iuteas grandes almacenan muy
poca cantidad de colesterol esterificado en forma de gotas, y dependen mas del aporte |

continuo de coleéterol a traves de Ias_lipdproteinas (Grumimer y'.Carroll,‘ 1988; Hen‘r‘ic‘ks; 1991).
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La progesterona es el primer producto bioldgicamente activo en el proceso de sintesis de
las hormonas esteroides. La sintesis de esta hormona comienza cuando el colesterol es
transferido del citoplasma a la cara interna de ta membrana mitocondrial por medio de una
proteina transportadora; en este sitio el colesterol es transformado en pregnenolona mediante
la accion de la enzima 20, 22 desmolasa de colesterol. Posteriormente la pregnenolona es
transformada en progesterona en el reticulo endoplasmico liso por la enzirha 3 B
hidroxiesteroide deshidrogenasa isomerasa (Henricks, 1991). No obstante que las células
lGteas derivan de las células de la teca interna y de la granulosa, en el cuerpo lUteo el proceso
de esteroidogénesis termina con la sintesis de progesterona, ya que la progesterona no es
utilizada como sustrato para la produccion de andrégenos y estrogenos, como ocurre en el
foliculo (Vos y Fortune, 1993),

La progesterona es secretada después de sintetizada debido a que las células
esteroidogénicas carecen de la capaCidad de almacenamiehto '(Hansel et .al., 1991). La
secrecion de progesterona tiene un comportamiento pulsatil con una frécuencia de entre 1.6 a
3.2 pulsos en 8 horas, los cuales no coinciden con los.pulsosd'e LH (Alecozay et al., 1988;
McNeilly etval.. 1992a). Lo anterior ¢0ntrasta con lo que ocurre con los pulso_s de estrédiol
~durante el ciclo estral, donde se observa que cada pico de estradiol es precedido por Lm pico
de LH (Baird et al., 1991). | |

El proceso de sintesis de progesterona es 'simila_r' en los dos tipos‘célula‘res’ dél cuerpo lUteo,
ho_ obstante los mecanismos de control son diferentes. De esta forma, las bélula_é 'grandes
. tienen‘ una produc'cién basal de progesterona independiente del estimulo de la LH, .y cerca del
80 % de Ia pr_ogeéterona es.producida por estas células (Wiltbank, 1994), en co_ntraste Ia_'
p'roducc'ién de progesterona por las células chicas es dépendiente'de'la LH (Hansel et al.,
1991). | - |

La LH es la hormbha.rriés importante qUe regula la funcién del cuétpo;luteo (Baird, 1992).
Se ha observado, mediante la hipofisectomia_o fa utilizacién de un antagoﬁiéta de LH, que la |

falta de ésta hormona ocasiona una disminucion de la secrecion de progesterona, aunque no
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termina con la funcién del cuerpo liteo (Farin et al,, 1990; Baird, 1992). Por otra parte, Ia
administracion de LH alarga la vida del cuerpo luteo y estimula la secrecion de progesterona in
vivo e in vitro (Karsch et al., 1971, Baird, 1992). Ademas, existe una correlacion positiva entre
el numero de receptores para L.H en el cuerpo lGteo y la produccion de progesterona (Diekman
et al., 1978).

Las células chicas tienen receptores para LH y son dependientes de esta hormona en la
produccion de progesterona (Harrison et al., 1987). En éstas células la LH estimula la sintesis
de proteinas, incluyendo enzimas esteroidogenicas y la proteina ligadora de colesterol.
También activa la esterasa de colesterol, regula el transporte del colesterol a tfavés de las
paredes de las mitocondrias y regula la internalizacion del colesterol a partir del medio
extracelular . Todos estos efectos son mediados por la activacién del AMP-ciclico y la proteina
cinasa A (Henricks, 1991).

Las células Iateas grandes también poseen receptores para la LH. Sih embargo, la
produccion de progesierona en estas celulas es independiente de la'regulacién de la LH y del
AMP-ciclico (Harrison et 'al., 1987; Hansel et al.,, 1991). Por ésta razon, la inhibicion de. la
“secrecion de LH. durante la fase litea no suprime la secrecion de progesterona debido a que

cerca del 80 % de la progesterona es .producida por las células grandes dei cuerpo liteo
(Hansel ef al,, 1991; MoNeilly et al,, 1992a). o ”

Durante la‘fése litea la secrecfén de LH se encuentra en su nivel mas bajo, observéhdbse |
una COrrelacién' _neg.ativa entre. las conceﬁtraciohes de ésta horm_oha y la progestérbné. En'e#te |
momento.los pulsos de LH son poco frecuentes y de gran a.mplitud en relacién ’a Ids
_Observa_dos durante la fase folicular del ciclo. Ademas, el efecto inhibitorio de la progesterona
'sobre la secrecion de LH sé potencializa por la présencia de estradiol (Karsc:h et'al_., 1987). A
oesar de esto, durante este pérlodo las concentraciones de progeStér01'ta alcanZan'su's niveles
mas altos, Vlov -qUe. indica que _la' progesterbna esta Siendb feguvlada ._-b'or ,mecanismds
independientes de la LH, y que por lo tanto existe una’contri’b'ucién baja de |as- células ldtelas. B

chicas, las cuales son dépendientes de la LH (_Hans_el et al., 1991). Bajo estas ci_'rcunst'alnCia's,
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es evidente que la LH no tiene un efecto agudo sobre la secrecién de progesterona,
posiblemente las concentraciones basales son suficientes para permitir la funcién del cuerpo
liteo y particularmente la de las células chicas (Wiltbank, 1994).

Los mecanismos de regulacion de las células grandes no se conocen todavia. En la vaca se
ha demostrado que las células grandes poseen receptores para la hormona de crecimiento, y
que ésta hormona incrementa la produccion de progesterona (Lucy et al, 1993, 1994).
Asimismo, la insulina estimula la secrecion de progesterona (Sauerwein et al., 1992). Existe
evidencia que la funcion Iitea puede ser regulada no solamente por hormonas hipéfisiarias
sino también por otras hormonas o factores producidos en el mismo ovario. En el cuerpo lGteo
se producen la PGE2, PGI2 y PGF2a, las dos primeras estimulan | la produccion de
progesterona, mientras que la PGF2a inhibe su secrecion (Fitz et al., 1_984). También el ‘fac‘tor‘
de crecimiento parecido a la insulina (IGF-1) (Einspanier et al, 1990) vy el féctor de
crecimiento de los fibloblastos (FGF) (Stirling ei al., 1991), producidos en el c_uerpb IL’ateo’.
participan en la regulacién de la esteroidogénesis;

En el foliculo existe interaccion entre Iés celulas de la granulosa y las células de la .teca |
interna para la produccion de estradfOl. En contraste, no ,'sé ha dembstrado en forrﬁé]
concluyente que haya una intera.ccién entre las céllulas grandes y chibas dgl cuerpb j-hlltr.s‘zc). Por
~ un lado, algunos ihvestigédores.(Harrison et al., 1987’; Hanse! et al., _1_‘991) hén ehcontrado qué
existe un Sinergi_smcl en la produccién de progestérona entre estos dos tipos éelulares,
h‘aientras dtros '(Rodgers et al., 1985) no han_ observa’do ésta interaccidn. N |

Ademas de 'ptdgestétona las células grandes dél.cuerpo liteo sintetizan oxitocina| mientras
que.las"icélulas‘ chicas carecen de esta funci‘én._’L‘a sintesis de oxitociﬁavcomienza_en las
| células de !é granulosé del follculé preovulatorio y se manﬁehe en las cétulaé l&tea_s grandes.
Uha vez sintetizada la oxitocina se almacena en granulos secretorios hasta ser liberados por
' e’xocitos:is (Séw’yefét al., 1986). DespUés de la ovulacion la secrecién de oxitocina. se
incrementa y llega a su nivel méximo en Ia fase Iixtea.t‘émpran'a (dia 4 del ciclo), sé_ mantiene

- durante la ‘fése mtea media (dia 10) y despues decrece gradualmente antes de la lutedlisis



(Wathes y Denning-Kendall, 1992). La oxitocina de origen ovarico tiene acciones endocrinas y
paracrinas; puede participar en las contracciones del oviducto que favorecen el transporte de
los gametos (Luck, 1989). Durante la lutedlisis la oxitocina participa en el establecimiento dei
patron de secrecion pulsatil de la PGF2o necesario para ocasionar la regresion del cuerpo
luteo (Silvia et al., 1991). Por otra parte, la oxitocina estimula la secrecién de progesterona en
condiciones in vitro, sin embargo, su papel en la regulacién de la funcion del cuerpo lliteo se

desconoce (Wathes y Denning-Kendall, 1992).

2.3 REGRESION DEL CUERPO LUTEO

La vida del cuerpo luteo determina la longitud de los ciclos estrales, de tal forma que la
variacion en la duracion de los ciclos que existe entre individuos obedece al momento en que
ocurre la regresion del cuerpo ititeo ocasionada por la fiberacién 'uterina de la prostaglandina
F2a (McCracken et al., 1981, Zarco et al., 1988a).

Una vez que la hembra comienza su actividad ovarica 'e.n la pubertad, época repfoductiva 0
en el posp:arto los ciclos continuan presentandose regularmente hasta que la hembra quede'
gestante o hasta el término de la época reproductiva. Esta ventaja_evdlutiva permite a las
hembras tener yafias oportunidades para queda'r' gestahtes, p.ero' tambien las obliga a
desarrollar un mecanismo que evite la 'regrési_é'n del cuerpo liteo para que se establezca la

gestacion (Zarco et al., 1988b). | | | | | o
| ‘ElAcuerpb liteo es de los pocos 6'rganos que tienen uh_a fa‘_sede crecimiento, des'arrollo'y
regrésién. La regreSién'Iutea es 6casionada por la liberacién pulsatil de PGF2a, la cual actua
sobre .él CL ocasionando cambios qU_é conducen a su degeneracién (Silvia et al., 1991). La
PGF2a actua directamente en las células grandeé, ya que solo ellas poseen feceptores_ para |
esta ‘hormona; las células chicés cafecen de receptores para la PGF20, a pesar de lo cua|
- degeneran como consecdencia de los cambios_provocadds por Ia' PGF2a en las células

grandes (Wiltbank y NisWender, 1992),
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2.3.1 Biosintesis de la Prostaglandina F2«

Las prostaglandinas se sintetizan a partir del acido araquidénico, el cual es un acido graso
esencial polinsaturado (Leaver y Poyser, 1981). El acido araquidonico forma parte de la
fraccion de fosfolipidos que se encuentra constituyendo la membrana plasmatica de todas las
células del organismo; por ésta razén, cualquier célula tienen el potencial para producir
prostaglandinas (Granstrém, 1981),

Un paso limitante en la sintesis de prostaglandinas es la disponibilidad del écido
araquiddnico libre. Este acido graso se encuentra formando parte de los fasfolipidos y el primer
paso de la sintesis de prostaglandinas consiste en su liberacion, lo que es promovido por la
enzima fosfolipasa A (Leaver y Poyser, 1981). La activacion de la fosfolipasa A depende de
estimulos hormonales, nerviosos, quimicos, famacologicos y mecahicos (Granstrém, 1981). El
siguiente paso consiste en una reaccidon de oxigenacion- donde  participa la enzima
ciclooxigenasa, o sintetasa de prostaglandinas. la cual cétaliza la conversion del acido
araquidénico en los endoperdxidos PGG2 (prostaglandina G2) y PGH2 (prostaglandina .H2);
estos compuestos intermedios poseen una actividad bioldgica importante. ya que dcasionén
agregacion Vplaquetaria, vaSo_constricéién Y vasodilétacién'en el maéculo liso dei aparato
respiratorio. Los endoperox'idos pueden ser convertidos en las prostaglandinas E2 (?GE2). |
F2a (PGan) PGD2, lo cual depende del complemento enzima'tico de cada ‘tejido y dé las
condiciones en las cuales se producen Cada uno de estos t!pos de prostaglandlnas tiene
dlferentes funcnones bloléglcas algunas participan en eventos reproductivos, msentras otras
estan lnvolucradas en situaciones patolégicas, siendo mediadoras de la fiebre, dolor e
snflamacuon (Granstrdm 1081). | | | | |

La PGE2 y la PGF2a. son las prostaglandmas més |mportantes desde el punto de vista
'reproductwo La PGE2 partlmpa en la re_gulac:on de las contracc:onvesv,del Utero y ovud_ucto :
(Bygdeman 1981 Sllvia et al 1984) La PGF2a 'intérviéne en la ovulacién y enla regu!ac'iéns

de Ias contraccmnes del Utero, pero su principal func:on con5|ste en provocar la regres:én del

cuerpo liteo (Bygdeman, 1981).
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Después de cumplir con su funcién bialdgica la PGF2a es rapidamente metabolizada en los
pulmones y es transformada en los metabolitos 15-ceto-13,14 dihidro PGF2a y 11 cetotetranor
PGF2a, los cuales pueden ser medidos en sangre y orina por radioinmunocanalisis (Kindahl,

1981).

2.3.2 Control de la secrecion de la PGF2«

El mecanismo por el cual se inicia la sintesis y secrecion de la PGF2a depende de una
interaccidn entre el cuerpo liteo, los foliculos ovaricos y el Utero (McCracken et al., 1984).

Los estrégenos ovaricos desempefian un papel importante en el inicio de la secrecién de
PGF2a (Silvia et al., 1991). La administracion de estradiol exégeno en el diestro tardio puede
provocar la lutedlisis (Hixon y Flint, 1987). Sin embargo, ésta hormona no actua directamente
sobre el cuerpo liteo, sino que lo hace indirectamente a traves de su papel permi_sivo para que
la oxitocina estimule en el endometrio la secrecion de PGF2a. Esto se debe a que el estradiol
estimula la sintesis de receptores péra oxitocina (Sheldrick y Flinf, 1985; Beard y Lammi'ng.
1994). Por otra parte, el estradiol estimula en el endometrio la produccién de enzimas como la.
fosfolipasa A y la ciclodxigenasa. que son indispensables_ para la sintesis de PGF2a (Hixon y
Flint, 1987; Silvia et al., 1991). |

| Es posible retrasar la lutedlisis eliminando la fuente de estradiol en ovejas (Ginther, 1971‘) y
en vacas (Villa-Godoy et al., 1985), lo cual se logra mediante la destruccién de los foliculos
ovaricos duranfe’ la fase Iitea tardia. Ademas, el tratamient_o con un antagonista dé estrogenos
suprime ia secrecion de PGF2a en vaquillas (Jacqbs et al., 1988).

Durante un ci@:lo’ normal, después de un periodo de 10 dias de expaosicion 'a progeéterona el
estradiol desencadena el mecanismo de secrécién'de la PGFZcx (‘B'eard y Lamming, 1'994). La
| progesteroné ejerce un efecto inhibitorio sabre la secrecion de PGan, este efecto es debido a
q.ue la progesterona inhibe la formacién de receptores pafa éstradiol en el enddmetrio.', y porlo
tanto el estradiol no puede estimu'lar_ la slntesi's.de. receptores a oxitocina (McCracken et al.,

1984). Este efecto de la progesterona depende del tiempo de exposicion y de las
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concentraciones de esta hormona, siendo mas efeclivo a concentraciones mas altas (Beard v
Lamming, 1994; Lamming y Mann, 1985). Eventualmente el Gtero se vuelve refractario al
estimulo de la progesterona, esto ocurre normalmente después de 10 dias de exposicién a
ésta hormona, ya que este tiempo es suficiente para que se agoten sus propios receptores
(down regulation) (Vallet et al., 1990). Cuando esto ocurre, la progesterona ya no es capaz de
inhibir la sintesis de receptores para estradiol, entonces el estradiol producido por los foliculos
ovaricos estimulara la formacidn de receptores para oxitocina. Asi, la oxitocina producida por el
cuerpo luteo estimulara la secrecion de PGF2a (Beard y Lamming, 1994).

Por otra parte, se ha observado que durante el periodo en que el Gtero es expuesto a
progesterona se acumulan gotas de lipidos en las células del epitelio, o que aumenta la
disponibilidad de precursores para la sintesis de la PGF2a (Brinsfield y Hawk, 1973).
Asimismo, se ha visto que la progesterona provoca un incremento en las concentraciones de la
enzima ciclooxige.nasa (Raw et al., 1988). Lo anterior indica que existen canibios dependientes
de prdgesterona que estan relacionados directamente con la c_apacidad del endometrio para
secretar PGF2a. | |

La oxitoc_ina es una de las tres principales hormonas implicadas en el .c'o_ntrol de la secrecion
de PGF2a. La administracion de oxitocina en el dia 14 del ciclo ocasiona una liberacion de
PGF2a (Fai‘rclough et al, 1984), mientras que la inmunizacién éontra oxit‘dcina retrésa la
lutedlisis (SheldriCk et al., 1980)'. La secrecion de la PGF2a depénde de la unién de la oxitocina
‘a sus receptores en el endometrio. A partir' del dia 13 del ciclo estral.auménta el numero de
receptores de oxitocina en el endometrio, y este evento determina el momento en que inicia la
lutedlisis, (Silvia et al., 1991). Por otra parte, si Io_s recepioreé aparécen demasiado temprano
la regreéién del cuerpo luteo se adelanta, como ocu_rre. en las '_ovejas_-q'ue desarrollan cué.rpo. |
Iutéosde vida corta en la primera ovulaciéon de la epdca réprdductiva, del posparto y en la
vpubeftad"(Hunter. 1991). | | o | |

El incrémento del numero de receptores de oxitocina es una COhdiciéh que _determ__iha la

secuencia de eventos que conducen a la secrecion de prostaglandina F2a, y el incremento en



el niumero de estos depende de la interaccion del estradiol con la progesterona y también

obedece a la presencia o no de una gestacion (Silvia et al., 1984).

2.3.3 Establecimiento de la secrecion pulsatil de PGF2«.

Para que la PGF2a. ocasione la regresion del cuerpo luteo debe secretarse en un patron
pulsatil, donde los puisos deben ocurrir a intervalos de 6 a 8 horas, si esta secrecion pulsatil
frecuente no se llega a establecer el cuerpo liteo no se desfruye (Zarco et al., 1984; Zarco et
al., 1988a).

Zarco et al., (1988a) encontraron que durante la lutedlisis de la oveja se presentaron en
promedio 8 pulsos de PGF2a,; 2 de estos pulsos ocurrieron antes de la lutedlisis funcional, con
un intervalo entre pulsos de 16 horas, mientras que 6 pulsos estuvieron asociados con la
lutedlisis, y se presentaron a intervalos de 8 horas. El nimero de pulsos y la frecuencia con
que se presentan es determinante para ocasionar la regresion lutea, Schramm ef al., (1983)
encontraron que la administracién de 4 pulsos de PGF2a en dosis bajas no fué suficiente para
ocasionar lutedlisis, mientras que 5 pulsos con las mismas céracteristicas si destruyeron el
cuerpo luteo. Por otra parte, Zarco et al. (1984) observaron que las ovejas que présentaron
persistencia espontanea de cuerpo lGteo tuvieron un patrén de secreciéh pulsatil de PGF2a
con intervalos de 18 horas. De la misma forma, cuando la secrecién de PGF2a cambia de un
patrén pulsatil a uno continuo no se produce la regresivén Iitea, condicion que se ha observado
durante el reconocimiento materno de la gestacion en la oveja (Zarco et al.;.19885). |

Un pulso de PGF2a consiste en Una'_etapa activa de zsintesis y liberacién, seguida 'después
de algunas horas por otra etapa donde cesa la Iibéracié’n abruptamente (Kindahl, 1994). El
_estabIeCimiento del patron pulsatil de secrecion de PGFZor. dépende: béSicam_ente de .Ia
'interact:ién entre la PGF20 y la oxitocina proveniente del cuerpo liteo. Existe un
comporta'miento sincrénico entre los pulsos de PGF2a. y los pulsos de oxitocina; y es evidente
el establecimiento de una retrqalimentaciénl positiva entre estas doé hormonas_. (Flint et al...

1990).



Al inicio de la secrecion pulsatii de PGF2a se observa primero un pulso de PGF2q sin que le
preceda un pulso de oxitocina; el mecanismo por el cual se produce el primer puiso de PGF 2.
se desconoce, sin embargc se ha asociado con la secrecién de oxitocina de origen
neurchipofisiario (McCracken ef al., 1991).

McCraken et al. (1984), propusieron un modelo que explica el mecanismo por el cual se
establece la secrecion pulsatil de PGF2a: La neurohipdfisis libera oxitocina en forma pulsatil, y
uno de estos pulsos estimula la liberacion de PGF2a. Este primer pulso de PGF2q, €l cual es
de baja magnitud, estimula la liberacion de oxitocina de origen liteo. Asi, se establece un
mecanismo de retroalimentacion positivo entre éstas dos hormonas. La oxitocina puede tener
dos efectos; en primer lugar puede estimular una mayor liberacién de PGF2u y en segundo
lugar la alta concentracion de oxitocina provoca la pérdida de la sensibilidad del endometrio. El
intervalo entre pulsos de PGF2a esta determinado por la pérdida de la sensibilidad del
endometrio a la oxitocina y por el tiempo que tarda en recuperarla. El mecanismo de
retroalimentacién positiva se interrumpe y se vuelve a establecer hasta que pasan 6 horas,
tiempo suficiente para que el endometrio recupere la sensibilidad a la oxitocina; por este moti_vo
los pulsos de PGF2a se presentan con un intérvalo de 6 a 8 horas. En éste mecanismo el
papel del estradiol es importante, ya que promueve la sintesis de receptores a oxitoCina. Este
concepto es apoyado por los resultados_ obtenidos por Zhang et al. (1991) quienes encontraron
que la supresion de estradiol mediante la destruccién de los folidulos ovaricos en ell diestro
“tardio alargé el intervalé entfe Ios pulsos de PGF2a y evitd la regresion del cuerpo lUteo. La

secrecidn pulsatil de PGF2a continua hasta que se completa la regresion del cuerpo liteo.

2.3.4 Mecanismo de accién de la PGF2a |

Después de llegar al ovario por un mecanismo Iocal. sin pasar por la ci'rcu'lacic'm general
(Ginther, 1981), l]a PGF2a. ejerce su funcion luteolitica a través de la unién con sus receptores
| en el cvuerpo' h]te_o (Pate, 1994). Las células grandes poseen receptores para la PGFZa, -

mientras que' las células chicas carecen de ellos _(Fitz et al, 19'82).



Existen diversas teorias acerca del mecanismo de accion de {a PGF2a. Por un lado, se ha
propuesto que la PGF2a ocasiona una disminucion del flujo sanguineo hacia el cuerpo luteo;
sin embargo esta teoria carece de consistencia, ya que si bien se observa una reduccion del
flujo sanguineo durante la jutedlisis, éste flujo continua siendo hasta 20 veces mayor en el
cuerpo liteo que en el resto del tejido ovarico. Ademas, es dificil demostrar si esa reduccién de
la circulacion sanguinea es causa o efecto de la regresion litea (Wiltbank y Niswender, 1992).
Por otra parte, se propone que la PGF2a actua directamente sobre las células liteas,
modificando su capacidad para [a sintesis de progesterona mediante la reduccion del nimero
de receptores para LH y afectando la utilizacion del colesterol (Alila y Dowd, 1991).

La PGF2a ocasiona degeneracion y muerte de las células del cuerpo IGteo. El primer blanco
de la PGF2a son las células grandes. Wiltbank y Niswender (1992) propusieron un modelo del
mecanismo de accion de la PGF2a sobre las células grandes: La PGF?.d se fija a sus
receptores en las células grandes, donde activa a la fosfolipasa C, la cual promueve un
incremento del calcio intracelular. Debido a esto se activa la proteina cinasa C. Eéta Gltima
proteina inhibe la produccion de progesterona. Posteriormente._debido al incremento de l_a
proiei.na cinasa C y del calcio intracelular se provoca la degeneracion y muerte celular. Las
células chicas no poseen receptores para la PGF2q, pdr lo ténto no ‘degenerah por un 'e'_fecio.
:directo de la PGF2q, sino que mﬁeren_ como consecuencia'de la pfoduccién'de_sustancias

citotdxicas durante la degeneracion de las células grandes (Pate, 1994).

2.4 REGRESION PREMATURA DEL CUERPO LUTEO
Enla 'oveja exié_ten varias co’ndidiones fisiolégicas en las cuales se pr_oducen (:.'iclos estrales
".-de corta duracién debido a la regresion pren_iat'ura del c_u'érpo liteo. De ésta forma, se
desarrollan cuérpos Idteos de vida corta en la ‘p'rimer'a_ oyulacién qUe se presehta al__llegér a Ié
pubértad (Rddriguez, 1991), al iniciarse Ia-esta_Cién réproduct'wa (Oldham y Martin, 1979), en la
primerabvulac’ién posparto (Sharpe et al. 1986; Braden et alfa 1989a,b), asi ‘como'e:n las

ovulaciones inducidas durante la época de anestro con la hormona'_libéradora de
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gonadotropinas, o con la gonadotropina coridnica humana (Mcleod et al., 1982a, 1982b:
Balcazar, 1995).

Los cuerpos luteos de vida corta se caracterizan por generar elevaciones transitorias de
progesterona que rara vez llegan a ser mayores de 1 ng/ml, y porque la regresién lutea ocurre
entre el dia 4 a 5 despues de la ovulacion (Beard y Hunter, 1994; Balcazar, 1995). La
importancia de esta pequefia fase lutea dentro del control neuroenddcrino del ciclo estral se
desconoce, sin embargo Legan ef al. (1985) mencionan que esta elevacién transitoria de
progesterona es importante para el establecimiento de la sincronizacion que se debe dar entre
el desarrolio folicular y el pico preovulatorio de LH.

El estudio de la etiologia de los cuerpos luteos de vida corta se ha dirigido hacia dos lineas
bien definidas, la primera sefiala que estos cuerpos liteos son consecuencia de la ovulacién de
un foliculo inmaduro que se desarrollc’a. en un ambiente hormonal inadecuado; y la segunda
menciona que los cuerpos liteos de vida corta son intrinsecamente normales y que su

regresion prematura obedece a una liberacién anticipada de.la_prdstaglandina F2a.

2.4.1 Desarrollo folicular inadecuado

Garverick et al., (1992) mencionan que la fase lutea es una cdntinuaci‘én‘ de la m‘aduraciéh
folicular, por tal motivo las caracteristicas funcionales: del cuerpo luteo seran consecuencia de
las condiciones en que se desarrollé el foliculo ovulatorib. Partiendo de es_té concepio es
posible que las'fases'lljteas _de" corta duracion sean consecuencia de la ovulacion de un foliculd
anormal o inmad_Uro. | |

"En las ovejés anéstricas existe una dinamica folicular similarjla la de las oVejas- que éstén

ciclando (Souza et al., 1995). Durante ésta etapa el desarrollo _folicular es estimulado por la
secre‘cic‘mf de FSH, sin embargo, 'n_inguno de los foliculos llega a ovular deb.ido a.la carencia de
un estim'ulo apropiado de la-LH (McNatty et al, 1984). En .ovejas existe evidencia que iridica |
que Vlos folfculos "que'dieron origen a cuerpos liteos de vida c'q'rta presentan menor'capacidéd_ o

esteroidogénica y menor ntimero de receptores para LH que los foliculos que dieron origen a
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cuerpos luteos normales (Hunter et al., 1986, White et al., 1987). Asimismo, en vacas también
se ha observado que los foliculos que dan origen a cuerpos liteos de vida corta producen
menos estradiol y tienen una menor concentraciéon de receptores de LH (Braden et al., 1989b;
Inskeep et al., 1988).

Ramirez-Godinez et al. (1982) encontraron que las vacas que desarrollaron cuerpos luteos
de vida corta presentaron menores concentraciones de FSH 4 dias antes de la ovulacion.
Asimismo, Garcia-Winder et al,, (1986) e Inskeep et al, (1988) observaron en vacas en
anestro posparto tratadas con norgestomet, que tuvieron un incremento de la secrecion
preovulatoria de LH y desarrollaron cuerpos liteos de vida normal comparativamente con las
vacas no tratadas con progestagenos. Estos investigadores proponen que esta diferencia en la
secrecion de LH y FSH es la responsable de la formacion de cuerpos luteos de vida corta en
vacas. Sin embargo, Garverick et al., (1988) en un trabajo similar no encontraron diferencias en
la secrecion de gonadotropinas en vacas que desarrollaron cuerpos luteos de vida corta y vida
normal. |

La induccién de la ovulacién en ovejas anéstricas con una sola administracién de GnRH o
hCG provoca el desarrolio de cuerpos liteos de vida corta (Hunter 1991) sin embargo cuando
el tratamiento con GnRH se aplicé a ovejas con un esquema snmnlar al que ocurre bajo
condiciones fisiolégicas durante la etapa de transicion entre la fase Iutea‘y la follcular de un
ciclo normal, es decir admmlstrando un pulso cada 3 h por 24 h, segundo de 1 pulso cada 2h
por 24 h y finalmente un pulso cada hora por 24 h; el 100% de los anlmales tuweron fases
Iuteas normales (Baird, 1992). Por otra parte, el pretratamlento con norgestomet en ovejas que
_se inducen a ov_ular con GnRH ocasiona que los cuerpos liteos que se formen sean de vida
: nofmal;-este.efec_to se ha asociado con la capacidad esteroidogénica del fOIicuI.o_preovulatorib
ya que los foliculos que-'se' desarrollan bajo ese ambiente hc_)rm'ohal tienen mayor prodUcci'én
de éstradiol (Hunter, 1991).._ Los trabajos anteriores indican que el ambiente hprmon_él antes de

que ocurra la ovulacién tiene una asociacion con |a regresion prematura del cuerpo liteo.

29



Como ya se sefald en el parrafo anterior la LH posiblemente esta relacionada con el
desarrollo de cuerpos IlUteos de corta duracién pero éste efecto probablemente lo ejercen
durante el crecimiento folicular y no durante el desarrolio del cuerpo liteo. Garverick et al.,
(1988) observaron que la frecuencia, amplitud y duracion de los pulsos de LH fue similar en las
vacas que presentaron cuerpos luteos de vida corta que en las que tuvieron cuerpos luteos de
vida normal. Asimismo, Braden et al., (1989a) en ovejas no encontraron diferencias en el
numero de receptores de la LH en los cuerpos liteos de vida corta y los cuerpos luteos
normales, o que indica que la regresiéon prematura no ocurre por una falta de estimulo

luteotrépico.

2.4.3 Liberacion prematura de PGF2a

Braden et al. (1989a) observaron en la oveja que los cuerpos liteos de corta _duracién'tienen
las mismas caracteristicas morfofisiolégicas que los _cuerp'os l0teos de un ciclo normal; de tal
forma que el numero de receptores para LH y para PGF2a, asi como la pfoporcién y capacidad
eSteroidogéhica de las células grandes y chica_s es similar,

Existe informacion en ovejas (Hunter et al., 1989) y en vacas (Petér et al., 1989) donde es
evidente que la regresién prematura del cuerpo liteo obedéce a uha liberacién ‘a‘ntic'.ipadé'de |
PGF2q, presenténdose la lutedlisis en ‘forma‘ Similar é la que ocurre al final de,uné fase lutea
normal. | | B

El empleo de inhibidores de la s'intesis de PGF2o en vacas pospérto'(T_roxel y Kesler,
11984), asi como la histerectomia en ovejas prepuiberes o anéstricas inducidas a ovular y a
desa'rrollar un cuerpo liteo de corta duracién, prolongan la fase litea (Keisler et al, 1983;
Southee et al., 1988). | |

El utéro de los animales con .fasés luteas cortas secreta pre_matUraménte PGF2a; la causa
de eSté liberacién no se conoce totalrﬁente, sin embargo sé ha obser\}ado 'q,ue las ovejas que
presentan ¢uerpos-|0teos de Vida'_corta tienen en el endometriovu.na'al‘ta ‘concwentr‘ac'ibn de." .'

receptores a oxitocina en el dia 5 después de la ovulacién, y durante la lutedlisis es evidente
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una asociacién entre los picos maximos de oxitocina y la secrecién de PGF2a, tal y como
ocurre en una lutedlisis de un ciclo normal (Hunter et al., 1989; Silvia et al.,, 1991). Asimismo,
Zollers et al., (1989) demostraron que las vacas posparto con cuerpos liteos de vida corta
liberaron PGF2a. cuando fueron estimuladas mediante la administracion de oxitocina en el dia
5, lo que confirma la aparicion temprana de receptores para oxitocina en este tipo animales.

En ovejas inducidas a ovular durante el anestro y que son tratadas previamente con
progestagenos, el cuerpo luteo que se desarrolla es de vida normal (McLeod y Haresign, 1984
Hunter, 1991). Por otra parte, cuando en ovejas ciclando se suspende la ciclicidad mediante la
administracién cronica de un agonista de GnRH, el reinicio de la actividad ovérica se
caracteriza por la formaciéon de cuerpos luteos de vida corta (Legan et al.,, 1991). Es evidénte
entonces que el utero que no ha sido expuesto previamente a progesterona secreta
prematuramente PGF2a en la primera fase litea; a este respecto Hunter, (1991) menciona que
las ovejas anestricas inducidas a ovular y que son pretratadas con progestdgenos no
desarrollan receptores a la oxitocina en el dla 3, lo qUe evita la lutedlisis prematura. N

La ‘progesteroha desempefia un papel importante en ia progra‘maéyién del inicio _de_’ la
liberacién pulsatil .de PGF2a. En.el endometrio inhibe la formacidn de receptOrespara estradiol
y solo después del 10 dias de exposibién los receptores,de’progesterona desaparecen, Io-'que
permite la sintesis de reCeptOres par‘a estradiol. Posteriormente el 'estradioi‘ estimulara én el
endometrio la formacuén de receptones para oxitocina, y asl !a oxstocma produclda por el cuerpo
l(teo iniciara la secrecién pulsatil de PGFZa (Sllv:a et al., 1991)

‘Garverick et al., (1992) mencionan que Ia |nﬂuen0|a de la progesterona prewa ala ovulacrén
| mduc;da es a través de un incremento de la producclén de estradiol de los fol:culos'
preovulato_rlos. Este aumento en las concentraciones de es_tradlo_l _esttmula en el endo_metrlo la
sintesis de.receptores a 'progeste_rona. Asf, la prbgésteroné del Cuerpo..luteo- inhibifé el

desarrollo prematuro de receptores para estradiol y por cOnsiguiente de la oxitocina, y de esta

’forma la Itberacm’)n de prostaglandma ocurrira como en cualquuer ciclo normal En caso

, contrano cuando no hay mfluencra de progesterona como ocurre en condicnones naturales el'f
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foliculo preovulatorio produce poco estradiol y no se forman suficientes receptores a
progesterona, lo cual permite que aparezcan prematuramente receptores de estradiol y luego
de oxitocina, ocasionandc que se libere la PGF2a.

Existe evidencia que apoya lo propuesto por Garverick et al., (1992). Recientemente Beard
y Hunter, (1994) utilizando liquido folicular bovino, y Balcazar, (1995) utilizando liquido folicular
equino, lograron suprimir la producciéon de estradiol en ovejas anéstricas inducidas a ovular, y
de ésta forma evitaron la regresion prematura de los cuerpos liteos. Asimismo, Beard y Hunter
(1994) observaron que las ovejas tratadas con liquido folicular y que recibieron estradiol
exdgeno tuvieron lutedlisis prematura, mientras que en las que solo recibieron liquido folicular
una alta proporcion de elias tuvieron fases liteas normales. Lo anterior apoya el concepto de
que en las ovejas con lutedlisis prematura aparecen tempranamente receptores a estradiol y
esta hormona estimula la sintesis de receptores para la oxitocina, lo que permite el inicio de la
secrecion de PGF2a.

Por otra parte, existe informacion que indica que la produccién de estradiol durante los 6
dias poéteriores a la ovulacion en ovejas y cabras superovuladas esta relacionada con la
régresién prematura de los cuerpos Niteos (Battye et al., 1988; Rosas et al., 1995). Saharrea et |
al., (1995) trabajando con cabras superovuladas con gonadOtrbpina coriénica equina,
‘administraron hCH o GnRH '84 ‘h después del estro, logrando ‘eliminar los fo_iiculos
estrogéhicos. y de ésté forma evitaron la regresion lutea prematura en una elevada proporcién

de los animales superovulados.

2.4.4 Cuerpos liteos de vida corta y fertiidad

La regresién prematura del cuerpo liteo limita la posibilidad deAutiI_i»zar.ese' cidl_o con fines
reprodu’ctix_ios, En Io's animales d_e_stinados a tener una fase lutea cqfta .la_ fei'ti_lizacién_ no se
afec_ta; sin embargo Ia gestacién‘no se es'tabléce._B'reUel et aI;,' (1_9‘93)'vt_rabajando con vacas
pcsparto, colectaron los embriones en _el.dié 6 después de la ovulacién y obServar’on que lds

animales con fases liteas cortas tuvieron un porcentaje de fertilizacion (68%) y de



recuperacion del ovulo/embridon (79%) similar al de las vacas que desarrollaron fases liteas
normales, lo que indica que la fertilizacién ocurre normalmente. Sin embargo, la gestacion no
puede establecerse debido a que cuando ocurre la lutedlisis el embridn todavia no es capaz de
proporcionar €l mensaje para el reconocimiento materno de la gestacion, lo que normalmente
ocurre en el dia 13 en la oveja y en el dia 16 en la vaca. Dicho mensaje consiste en la
produccion embrionaria de la proteina trofoblastica (oTP-1) (Bazer et al, 1991), cuya
presencia provoca que la secreciéon de PGF2a cambie de un patron pulsatil, necesario para
ocasionar la lisis del cuerpo luteo, a un patrén continuo de secrecidn, el cual no ocasiona
lutedlisis (Zarco et al., 1988b).

Evitar la regresion prematura en ovejas en las cuales se sabe que presentaran fases luteas
cortas (posparto, p&bertad, primera ovulacion de la época reproductiva y ovulacién inducida en
ovejas anéstricas y prepuberes) ofreceria la posibilidad de utilizar este ciclo para gestar a esos
animales. Por otra parte, la manipulacidn de la longitud de la fase litea no solo tendria utilidad
en los animales con cuerpos liteos de vida corta sino también en aquellos a los cuales se les |
transfiere un embridn retrasado en su desarrollo (Mejia 1995). Ademas, se verian favorecidas
las hembras. en las que bajo Ciertas circunstancias, como loes el estres caldrico en Ié vaca, los
embriones se retrasan en su crecimiento y no les da tiempo de establecer oportunamente el
reconocimiento materno de la gestacién (Putney et al., 1988).

Es posible alargar la vida del cuerpo ltteo mediante la administracién de inhibidores de la
slnteSis de prostaglandinas, tales como indometacina y el flunixin-meglumine (Troxel y Kesler,
1984, Aiumlémai et al, 1990); sin embérgo.' estas drogaé pueden' :intérferir' con. él

‘establecimiento de la gestacion debi'do a que inhiben la ‘sintésis de prostaglandinas
ine'spedficamente (Aiumlamai et al., 1990), y Ias.prostaglandinas_ son indispensables para la
i_mplantacién (Gandolfi et al., 1992). | | |

Otra fotma'de evitar la regresic')n.'prematur_a del cuerpo luteo pbdria ser Ia_'adminis’tracién- de

la proteiné.trdfobléstica oviria que" avita la.luteélisis durénte' el reconocimiento de la gestécién; -

esta protelna pertenece a la misma familia del interferén-a, de tal forma que cuando este se ha
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administrado exdgenamente durante el diestro tardio se prolonga la vida del cuerpo lateo
(Parkinson et al., 1992). La oTP-1 (o el interferén-a) no se ha utilizado para inhibir la regresion
prematura del cuerpo liteo, sin embargo es posible que sea efectivo ya que su mecanismo de
accién es sobre la sintesis de la PGF2a. Sin embargo, se deben administrar antes de que
aparezcan los receptores para oxitocina, ya que una vez que estan presentes la oTP-1 es
incapaz de inhibir la secrecion de PGF2a (Bazer et al., 1991). Por otra parte, es probable que
la administracion del interferon-a no tenga ningun efecto sobre el mejoramiento de 1a fertilidad,
ya que su administracion provoca un incremento de la temperatura corporal que pone en
riesgo la viabilidad del embrién (Newton et al., 1920).

Una tercera posibilidad para alargar la vida del cuerpo ltiteo es la eliminacion de la fuente de
estradiol en los dias en que esta horm'ona es necesaria para el establecimiento de la secrecién
pulsatil de PGF2a. Asli, Villa-Godoy et al. (1985) trabajando con vacas, y Ginther (1971) y
Karsch et al. (1970) en ovejas, cauterizaron los foliculos ovériéos en el diestro ta'rdio, logrando
alargar la fase lGtea.

Existen formas no invasivas para eliminar los follculos estrbgénibos. una de ellas es la
utilizacion de GnRH o hCG, con lo cual se ocasiona luteinizacién y oVulacién de los foliculos
(Beck et al., 1995; Saharrea et al., 1995). Cuan_dq, el tratamfento se aplica éh el diestro‘tardio

de la vaca se ha observado que se retrasa la lutedlisis (Macmilién y Thatcher, 199_1).‘ No
:obstante, esta alternativa no se ha utilizado para evitar la regresién prematura del cuefpo liteo
de la oveja. | |

- Otra posibilidad ¢onsisté-én la supresion del desarrollo folicular mediante la administracion
" de una fuente rica en inhibina; el liquido folicular bovino es rico _‘en inhibina, por lo qu_éla
administracion de este fluido, _previaménte tratado para re_mbver hormonas-eSteroides, resulta
en una_supreSién de la secrecion de FSH' Y del desarrallo folicular (Miller et al. 1979b; McNeilly, | |
1984). Beardvy‘ Hunter, (1994) utilizando quﬂido folicular bovino Ii:brvevde esteroides Iograro_n- B
suprimir la Vproduc‘cién.,de estradiol en _ovejaé anestricas inducidas a ovular y de ésta forma,

evitaron la regresion prematura de los cuerpos liteos. Asi'mis_mo,' Balcazar (1995), trabajando



con ovejas con cuerpos liteos de vida corta utilizé liquido folicular equino, previamente tratado
para remover la fraccion de esteroides, y logro retrasar la lutedlisis hasta en un 76% de los
animales, lo que posteriormente fue confirmado por Zarate (1996). Estos estudios demostraron
la factibilidad de inhibir la regresién prematura del cuerpo liteo y de utilizar este ciclo con

propédsitos reproductivos.
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CAPITULO Il

EFECTO DEL LIQUIDO FOLICULAR EQUINO LIBRE DE ESTEROIDES SOBRE LA
SECRECION DE FSH EN OVEJAS EN ANESTRO ESTACIONAL Y LA PRESENTACION
DEL ESTRO INDUCIDO CON PGF2a EN OVEJAS CICLANDO

Resumen

Con el propésito de conocer si la administracion de liquido folicular equino libre de
esteroides (LFE) suprime la secrecion de FSH en ovejas en anestro estacional y retrasa la
presentacion del estro inducido con prostaglandina F2a se realizaron dos experimentos. En el
primer experimento se utilizaron 19 ovejas en anestro estacional divididas en dos grupos. El
grupo tratado (n=10) recibié por via intravenosa 3 ml de LFE cada 8 h durante 5 dias. El grupo
testigo (n=9) recibié solucidn salina fisioldgica (SSF) en lugar de LFE. El LFE fue tratédo
previamente con carbon-dextran para remover la fraccion de hormonas esteroides. En ambos
grupos se obtuvieron muestras de sangre cada 4 h durante el periodo de aplicacion del LFE
para la determinacion de FSH mediante radioinmunoanalisis en fase liquida. Se compararon
las concentraciones de FSH mediante un andlisis de varianza, utilizando como variables.
independientes el tratamiento y la hora en que se tom¢é la muestra, con el efecto del animal
anidado dentro del tratamiento. Las concentraciones de FSH fueron significétivamente
menores (P <_0.05).en las ovejas tratadas con LFE, En el ségundo experimento se uti!izaron 22
ovejas adultas ciclando. A todas las ovejas se les insert6 una esponja inti’avaginal im‘pr‘egnada
con 45 mg de Acetato de Fluorogestona (Chronogest, Intewet,’ MéxicO) para 'l‘a sincronizacién
del estro. En el dia 11 del ciclo subsec_uen.te al estro sinéronizado (dia 0‘:—“: dia del estro) todas
las ovejas fueron tratadas con 15 mg de PGF2a (Lutalysé, UpJ_Ohn, México) para proﬁocar I_a
regresiéh del »cuerpo luteo. Las ovejas asl tratadas se dividieron en 2 gru_pos...EI grupo.trat’ado' |
(n=11) _recibié_ por via intravenosa 3 ml de LFE cada 8 horas por ?2 horas a 'p_artir_ de la
aplicacién de la P_GFZa. El _grUpo testigo (n=11) recibio SSF en'lugar"dé LFE. Se det_ét:taroh

estros 3 veces al dia utilizando un macho con mandil, y se considero el inicio del estro cuando
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la hembra aceptd la monta por primera vez. El intervalo de la administracion de PGF2q a la
presentacion del estro fue significativamente mayor en las ovejas que recibieron LFE (131 9.9
h) que en las del grupo testigo (44 £3.9 h). Se concluye que el tratamiento con LFE suprime las
concentraciones de FSH en ovejas en anestro estacional y retrasa la presentacion del estro

sincronizado con PGF2a en ovejas ciclicas, lo que indica que el LFE es una fuente rica en

inhibina que tiene actividad bicldgica en ovejas.

Introduccion

La inhibina es una hormona glicoproteica que es producida por las células de la granulosa y
esta presente en el liquido folicular de la vaca (Knight et al., 1987), oveja (Leversha et al.,
1987), cerda (Taya et al., 1991) y yegua (Roser et al., 1994). La administraéién de inhibina
purificada a ovejas ovariectomizadas suprime la secrecion de FSH a nivel hipofisiario sin
modificar la secrecion de LH (Findlay et al., 1987). La inhibina tiene una elevada homologia
entre especies (Knight, 1991), dé tal forma que la supresion de la FSH en la oveja 'también se
ha demostrado administrando quuido folicular bovino (LFB) previémente iratado péra remover
la fraccion de hormonas este_roides_(Knight y Castillo, 1988; McNei{ly 1984, Larson et all.-,' 1991;
McLeod y .M‘cNeilly, 1987). En estos animales se ha observado‘ ‘que “después‘ de la
administracion de LFB se presenta una supresion del desarrollo fb‘liculAar y de la prddu_ccién de
estradiol, yA cuando se administra durante el proestro se retrasa ia presentacion del estro (Millef
et al., ‘1979b; McNeilly, 1984; McNeilly, 1985; Hunter et al, 1988b). | |

La uti_liiacién .de LFB con Ia_ﬁhalidad de suprimir ell de'Sarr_ollo' folicular, y de esta forma |
~ manipular la vida del cuérpo liteo ofrece buenas posibilidades. A este respecto, Beard y
H_unter: (1994) admini_str’arcin LFB a ovejas con cuerpos liteos de vida corta y Iogré_fon inhibir la
| luteélvisis prematura. Asimismo, Miquelajauregui (1993), adminis'{ré LFB durante Ibs dias 10 a
16 del ciclo Iogrando' retrasar la fegresi_én_' del .cuerpo liteo y alargér el ciclo estrél. con lo 'que_
Se'abr'ié' la Apo‘sibilidad,d‘e desa‘rr_oilér un nié_todo’ péra el con'»tro,l de la longitud dé la vida"del

cuerpo ldteo. Sin embargo.._ no existe mucha disponibilidad de liquido folicular bovino, ya que el
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foliculo de la vaca es relativamente pequerio (15 a 20 mm como maéximo), por lo que se
necesita una buena cantidad de foliculos para poder contar con suficiente liquido, ademas de
que la mayoria de las vacas que llegan al rastro presentan poco desarrollo folicular.

El liquido folicular equino también representa una fuente rica en inhibina (Roser ef al.,
1994), ademas los foliculos ovaricos de las yeguas son grandes (hasta 50 mm) y casi todas las
yeguas presentan desarrollo folicular, atin durante el diestroy la gestacion (Ginther, 1990).
En la yegua la administracion de liquido folicular equino libre de hormonas esteroides (LFE)
suprime la secrecion de FSH, inhibe el desarrollo folicular y retrasa la presentacion del estro
(Miller et al., 1979a; Bergfelt y Ginther, 1985; Gremmes, 1990). Sin embargo, no se ha
evaluado si el LFE puede provocar estos efectos en la oveja. Por tal razon el objetivo del
presente trabajo fue conocer el efecto de la administracion de LFE sobre la secrecion de FSH
de ovejas en anestro estagional y determinar el intervalo a la presentacion del estro inducido

con PGF2a en ovejas ciclicas tratadas con LFE.,

Material y Métodos

El trabajo se realizd en el Centro de Ensefanza Practica, Investigacién y Extension en
Rumiantes (CEPIER) de la Facultad de Medicina Veterinaria y ZoOtecnia dé la Universidad
Nacional Auténoma de México, localizado en el km 29 de la carretera federal México-
Cuerhavaca. El clima de la regién es tipo cw) (Wb (ij), ’qLae correspohde a éemifrlo-

semihtimedo, con lluvias en verano y precipitacion pluvial de 800 a 1200 mm (Garcia, 1980).

Preparactén del liquido folicular equino |
El LFE fue colectado de yeguas sacnﬁcadas en un rastro local. Inmedlatamente después del |
| sacnf cuo se succzono el liquido de los foliculos vusubles y se conservé en refrugeracuén hasta su -

| traslado al Iaboratorlo El LFE se centrlfugb a 1500 g durante 15 mmutos a4 °C para la

o separacmn de detritos. Con el fin de remover las hormonas esterondes se le adlc:onaron 10' |

| vmglml de carbon activado y 0.1 mg/ml de dextran, p_ermaneclendo en agltaclén magnét__tca
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durante 1 hora. Posteriormente, el liquido se centrifugd a 1500 g durante 30 minutos a 4 °C
para la separacién de las particulas de carbén y de_xtrén. Este procedimiento se repitio 4
veces, y finalmente el sobrenadante se filtrd a través de papel filtro del nimero 1. Al liquido
obtenido de esta forma se le adicionaron 100 Ul/ml de penicilina G y se conservé en
congelacion a -20 °C hasta su utilizacidn (McNeilly, 1984).

La concentracion de estradiol y progesterona en el liquido folicular equino antes del
tratamiento con carbon-dextran fue de 760 ng/ml y 124 ng/ml, y después del tratamiento fue de
0.4 ng/ml y 0.02 ng/ml respectivamente, encontrandose que la técnica utilizada permitié

remover mas del 99 % de ambas hormonas esteroides.

Experimento 1

El trabajo se realizd en los meses de abril y mayo, que corresponden a la época de anestro.
Se seléccionaron 19 hembras adultas de las razas Hampshire y Suffolk. Para comprobar su
estado de anestro se obtuvieron 3 muestras de sangre. con intervalo de 4 dias para Ia
déterminacién de prbgesterona por radicinmunoanalisis en fase séiida (Pulido et al., 1991)
presentvavn'do todas las ovejas' niveles basales de_progesteroné. | |

| Se formaron al azar 2 grupos: Grupd tratédo (n=10) y gfupo testigo (n=9). EI_qupd tratado

recibié por via intravehosa 3 mi de LFE cada 8 h duravnte 5 dvias. El- gr'u‘p'o" tesﬁgd reCibié -
solucién salina fisioldgica e'n lugar de LFE.I Se tom_aron muestras de sangre cada 4 h dUta'nte: el
periodo de aplicacién de LFE. Las mu'estr'as se obtuvieron por,Venopuncién yugular ut‘il—i'zando
tubos al f\zacio_heparinizados. Inmediatamente de’spués de la obte‘ncic‘:n' las hn_ues_tfa_s se
| centfifugaroh a 3000 rpm durante 10 minutos para la separacion del plasma, el cUél se
cthewé a -20 °C hasta su analisis. . -
- Se détérminaron las concentraciones.de FSH utilizando un radioi’r_imu:noéh.éli_sis hetérélogp
en faée qudida (Cheminéau, 1982). Para el desarrollo del sistemé se radioyodiho el estandar
USDA-bFSH-I"."Z con el método de lodo-geh; Se utilizo la hormonaUSbAi—QFSH como esténdar
y el primer anticuefpo (NIDDK.'anti'-oFSH) se préparé auna dilucién de tfébajo de '1“::80‘00. La
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separacion del complejo antigeno-anticuerpo se realizd por centrifugacién a 1500 g a 4 °C
durante 30 minutos con la adicion previa de una suspension celular de Staphilococcus aureus
(Pansorbin cells. Calbiochem, USA) a una concentracion de 45 mg/ml (Ruch y Knight, 1980).
Bajo estas condiciones el sistema presentd una sensibilidad de 0.25 ng/mil, los coeficientes de
variacion intra é interensayo para la dosis baja (0.397 ng/mi) fueron de 4.41 %y 12.02 %
respectivamente. En el caso de la dosis alta (14.3 ng/ml) los coeficientes de variacion intra e
interensayo fueron de 3.73 % y 7.13 % respectivamente.

Las concentraciones de FSH se compararon entre grupos mediante analisis de varianza
utilizando como variabfes independientes el tratamiento y la hora en que se tomé la. muestra,

con el efecto del animal anidado dentro del tratamiento (Steel y Torrie, 1985).

Experimento 2

El experiment6 se realiz6 en los meses de septiembre 'y octubre, que corresponden a los de
plena época__reproductiva (Quispe et al. 1994). Se utilizaron 22 ovejas adu__ltas que hablan
presentado 2 estros previos al inicio del-expérimento. A todas las ovejas se les inserté una
esponja | intravagihal impregnada con 45 mg de Acetato de Fluorogestona (Chronogest.
Intervet, México) para la sinc_ro_nizacién del estro. Las esponjas' se retiraroni12 dias después de
la irisercién; 2 dias antes de remover las esponjas se administrd a las §vejas- 15 mg de PGF2a
| (Lutalyse, UpJohn, Méxicd) por_vié ihframuscular. La det'e_ccién'de'es,tros se realizé 2“;v‘ec‘:és al
dbia u»tilizand‘o un macho Con_mandil. El inicio del estro se consibderé conﬁo el dia 0 del ciclo. En
el dfa 11 del ciCIo subsecuente al retiro de la esponja, todas Ié c’wejés SeA traiaro_n-cdn 1'5.m"g de.

PGF20. para provocar la reg_r_esién del cuerpo lateo y permitir el de__sarrdlld folic_u"lér

preovulat:or:i_o. Las ovejas asi tratadas se dividieron en 2 grupos: Grupo tratado '(_n==1 1) y Grupo |
testig'o (n=11). El grupo tratado recibié"S mi de LFE por via intravenosa cada 8 h durante 72 ha
partir de" la 'apvvlicac'ién de la PGF2a y el grupo testigo recibié 3 mi de solucion salina fisiol_c')g'ica |

en lugar de LFE. A partir de la aplicacién de PGFZd-se'de_tectaron estros 3 veces al dia (8,14 y

18 h). El inicio del e_Stro fue considerado cuando la hembra acepté por primera vez la monta.



Asimismo, se obtuvieron muestras de sangre diariamente a parir del momento de la
administracion de PGF2a y en los siguientes 2 dias para la determinacion de las
concentraciones de progesterona mediante radioinmunoanalisis en fase solida. Se compard el

intervalo entre la administracién de PGF2a v la presentacion del estro mediante una prueba de

t-Student (Steel y Torrie 1985).

Resultados

Experimento 1

Las concentracicnes de FSH fueron significativamente menores en las ovejas que fueron
tratadas con LFE que en las que recibieron solucion salina fisiolégica (figura 1). Esta diferencia

fue mas marcada durante las primeras 48 horas posteriores a la administraciéon de LFE.
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Figura 1. Concen_traci_ones de FSH dé ovejas en anestro e’stacionél tratadas con 3 mi de LFE
cada 8 hy testigos. Los valores se presentan como media terror estandar; P <0.05.

 Experimento 2

El 100 % de la ovejas tuvieron un cuerpo liteo funcional al momento de la administraci_én de

la PGF2a y sufrieron lutedlisis. La concentracion promedio de progesterona antes de aplicar la- |
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PGF2a fue de 2.9 +£0.3 ng/ml, mientras que 24 y 48 horas después el promedio fue de 0.38
+0.05 y 0.12 £0.02 ng/ml, respectivamente. El intervalo de la administracion de la PGF2q a la
presentacion del estro fue significativamente mayor (P< 0.05) en las ovejas que recibieron LFE
(131 £9.9 h) que en las ovejas del grupo testigo (44 +3.91 h) (media terror estandar). En la
figura 2 se muestra la distribucion de los estros en ambos grupos, observandose que en el
grupo testigo todas las ovejas presentaron estro antes de transcurridas 72 horas desde la

administracién de la PGF2a, mientras que en el grupo tratado con LFE la mayoria de las

ovejas presentaron estro después de las 96 horas (P< 0.05).
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Figura 2. Porcentaje acumulado de ovejas en estro inducido con PGF2a tratadas con 3mi de
LFE cada 8h, durante 72 h a partir de la administracion de la PGF2a y testigos.

Disc'usidn |
Las cohcentr’acion_es de FSH fueron Signiﬁcativamente menores en las vove.jas que recibieron
'I'.FE durénte el anestro que én.laé testigo; Est_os resulltados coinciden'co'vn Ios_obt_e.ni'do's con la.
"administravcién' de LFB a ovéjas durante el proes.trd. (McNeilly, 5984; MbNeiHy, 1985), diestro
('Wallaceﬁy_ McN'eiII'y'. ‘1'985; Larson et al., 1991) y en anestro estacional (MclLeod y McNaeilly |
1987). | o
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El intervalo de la aplicacion de la PGF2q a la presentacion del estro fue significativamente
(P <0.05) mas largo en las ovejas tratadas con LFE que en las testigo (131 £9.9 h y 44 +3.91
respectivamente). Estos resultados son similares a los obtenidos por Miller et al. (1979b),
McNeilly (1984) y MacNeilly (1985), quienes administraron LFB y también observaron un
retraso en |a presentacion del estro en ovejas tratadas con PGF2a. Miler et al. (1979b),
demostraron que la prolongacion del proestro en estos animales obedece al efecto del LFB
sobre el desarrollo folicular. Ellos realizaron laparoscopias en las ovejas tratadas con LFB y
observaron una inhibicidn del desarrollo folicular asociado con el retraso en la presentacion del
estro.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo utilizando LFE son similares a los conocidos
efectos del LFB en ovejas. Ademas, los resultados obtenidos al tratar ovejas con LFE son
similares a los observados en yeguas, en las cuales la administraciéri de LFE retrasa la
presentacidn de estro inducido con PGF2a (Bergfelt y Ginther, 1985) y suprime la secrecion de
FSH en yeguas ovariectomizadas (Gremmes, 1990). Esto indibaria que el LFE es una fuente
~ apropiada de actividad de inhibina para reélizar investigacién en la oveja, lo Que confirma la
alta homologia que tiene la inhibina en las diferentes especies (Knight,v1991). |

Por otra parte, existe informaciéon que indica' que el efecto subreéor del LFB sobre el
crecimiento folicular no sblo es m.ediado por la FSH yé qu’é en.dvejas tfatadas con llquido
folictjlar ovino, al cual previamente se le ha _retvir'ado la fracciéh d’e inhibina, continua in_hibién_do
el desarrollo folicular (Campbell et él. 1991¢). De Ié misma forma Baxtér et al. (_1'995), en
condiciones in vitro, encontraron que el LFB sin inhibina inhibe la proliferacién de las células de
la granulbsa y la p:roducc'ién de estradioi, y propcnen' que el efecto del L_FB en el retraso del
estro obedece a un mecanismo a nivel ovérico. |
| Por otra parte, Law et al. (1992) sefialan que el .LFB sin. ihh'ibiria' suprime el desarrollo
foIicular y retrasa la presentécién del _éstr_d en vaquillas. Lbs anteriorés reSUltados indibén_ que'
en el Iquido' fdlicu_laf eXisten otros factores, adé_m_és de la inhvib‘ina‘, que participan en la

dinamica folicular y particularmente en los mecanismos de dominancia. En el caso del LFE no

43



existe informacién sobre factores diferentes a la inhibina presentes en el LFE que puedan
afectar el desarrollo folicular.
Se concluye que el tratamiento con LFE suprime las concentraciones de FSH en ovejas en

anestro estacional y retrasa la presentacion del estro inducido con prostaglandina F2a..
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CAPITULO IV

EFECTO DEL LIQUIDO FOLICULAR EQUINO LIBRE DE ESTEROIDES SOBRE LA
SECRECION DE FSH, DESARROLLO FOLICULAR, PRODUCCION DE ESTRADIOL,
SECRECION DE PGF2o. Y DURACION DE LA FASE LUTEA EN OVEJAS EN DIESTRO

Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la administracién de liquido folicular
equino libre de esteroides (L.FE) durante el diestro tardio sobre el desarrollo y funcién folicular,
asf como sobre la secrecién de PGF2a. y la duracion de la fase lUtea en ovejas. Para tal fin se
utilizaron 41 ovejas adultas que se encontraban ciclando. A todas ellas se les insertdé una
esponja intravaginal impregnada con 45 mg de Acetato de Fluorogestona (Chronogest,
Intervet, México) para la sincronizacion del estro. En el dia 11 del ciclo subsecuente al estro
sincron‘izad'o (dia O=dia del estro) se forniaron 2 grupos. El grUpo tratado (n=24) recibié 3 mi de
LFE por via intravenosa cada 8 h durante 10 dias o hasta Ia preséntaéiéh del estro. El grupo
testigo (n=17) recibié solucion salina fisiologica. El LFE se traté previamente c.on .'ca_rbén'.' :
dextran para remoVer la fraccion de hormonas esteroides, lo que pefmitié remover 'mé.s.del 99
% del estrvadiol‘y la prbgesiérona presentes.originalmente.v A partir dei vdia 0 y hasta la
presentaciéh del siguiente éstro se tomaron muestras de sangre diariamen‘te‘ para la
| determinacién de ‘progesferona en todas las ovejas A '5 ovejas de cada grupo sé les tomaron
muestras de sangre para la determinacion de FSH cada 2 h a partir del dia 12 y hasta la |
presentacaén del estro. Se determlnaron las concentrac:ones del metabohto de la PGF2a (15-
c_eto-13-14.-d|h|dro-PG_F2a) en dos ovejas del grupo tratado en Ias que se r_etraso, la regresion |
‘del cuerpo liteo, y en dcjs del grupo testigo con regresién normal del cuerpo ltteo. En el dia 14
ldel cnclo 8 ovejas del grupo tratado y 7 del testlgo fueron ovanectomuzadas se mldleron Ios
'_folfculos visibles y se asplro el llquudo fol:cular de los foliculos mas grandes para la
determmamén de estradlol Tanto la Iongltud de la fase Iutea como Ia Iongltud del cuclo estral |

fueron mayores (P <0.05) en las ovejas del grupo tratado (13.5 ;t0.53 y 19.5 iO.GG ‘dlas |
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respectivamente) que en las del grupo testigo (12.2 +0.32 y 17.7 10.26 dias). El diametro de
los foliculos y la concentracién de estradiol en el liquido folicular fueron significativamente
menores (P <0.05) en el grupo tratado (2.6210.14 mm; 4.35 2.3 ng/mi), que en el testigo
(3.4230.20 mm; 34.8 £12.15 ng/ml). En las cuatro ovejas se observo un patrén de secrecion
pulsatil de la PGF2a entre los dias 15 y 16 del ciclo, sin embargo en las ovejas en las que se
alargé la fase lutea la frecuencia promedio de los pulsos fue de 14.6 £1.08 h, mientras que en
las ovejas con regresién normal los pulsos ocurrieron cada 8 £1.06 h en promedio (los
resultados se presentan como media terror estandar). Se concluye que el tratamiento con LFE
durante el diestro suprimid la secrecién de FSH, lo que resulté en inhibicidn del crecimiento
folicular y la produccion de estradiol, o que provoco un retraso en la regresion del cuerpo liteo

posiblemente debido a una modificacion del patron de secrecidén de PGF2a.,

Introduccion
La longitud del ciclo estral en la oveja esta estréchamente relacion_ada con la duracién de la
fase Iutea,' y particularmente con el momento en que se establec_é Un_’patrén de secre’cién
pulsatil de Prostaglandina F2a (PGF2a) que provoca la'regreéién del cuerpo liteo (Zarco et al.,
19883). La secrecion de PGF2a es regulada por complejas interacciones entre el '.cuerp_o Idteo.
los foliculos ovaricos y el utero. Inicialmehte es necesaria una expo'sit:ién" a 'proge?ster‘bna
durante 10 a 12 dias paré que apar_ezcan receptores para estradiol en ‘elAendome‘trio (Lamming
ot al., 1991‘; Silvia et al., 1991). Una vez ocurrido esto, el estradiol produ,c‘ido _p_or.lds follculos
a_ntrales,y particularmente por el o los foliculos dominantes, QStimuia en el endometrio la |
| pfbduc_éibn de enzimas necesérias para la sintesis de _PGFZd (Hixon yA:Fli:nt, 1987, S_ilvi_.é. ot al.,
1991)..Adéméé, .'el esfradiol estimula la sintes_is'de' .receptdfes para c.J"xivto'cilna. con lo cual la
| oxitocina .pr'odur':ida por el cuerpb lGteo puede actuar en el Utero dese_hcadenando.lé secr'_e'cién '_
de PGF20. (Fiint et al., 1990). N | |
| La vmanipdl_aci_én de los event.os que conduICen'a la Iibéraciénvde la PGFZa puedé p‘ermitir

controlar la longitud de la fase litea. En este’sentido.’el lograr retrasar la regresion del cuerpo
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liteo tiene implicaciones practicas, particularmente en los ciclos qhe se caracterizan por la
formaciéon de cuerpos luteos de vida corta, como sucede en la primera ovulaciéon posparto,
puberal y de la época reproductiva (Hunter, 1991; Bettencourt et al., 1993). También podria
tener aplicacion en aquellias ovejas a las cuales se les transfiere un embrion de menor edad en
relacion a la receptora (Mejia, 1995), 0 en casos de infertilidad en los que el embridn tiene
disminuida su capacidad para promover oportunamente el reconocimiento materno de la
gestacion (Putney et al., 1988, Bazer et al., 1991). Bajo éstas circunstancias, el retraso de la
lutedlisis proporcionaria mas tiempo a los embriones para establecer los mecanismos
tendientes a rescatar el cuerpo lateo, y consecuentemente el porcentaje de gestaciones se
favoreceria.

La administracién de estradiol durante el diestro tardio ocasiona la secrecién de PGF2a y la
lutedlisis (Hixon y Flint, 1987), mientras que la supresion de la fuente de estradiol mediante la
eliminacidn fisica de los foliculos ovdricos permite retrasar la regresion del cuerpo liteo tanto
en ovejas (Ginther, 1971; Karsch et al., 1970) como en vacas (Villa-Godoy et al., 1985). Una
alternativa mas practica para retrasar el inicio de la lutedlisis en rumiantes podria ser la
supre.siévn del desarrollo folicular mediante la administracion dé una fuente rica en _inh'ibiné
(Beard y Hunter., 1994). Esta hormdna.inhibe la secrecion dé la hormona foliculo éstinﬁulante
(FSH) a: niVel‘hipoﬁsiario (McNeilly, 1984; Baird et al. 1991), resultando en la supresion del
'crecimiento foliculéry Ia‘producci'én de estradiol (Wallace y MacNeilly, 1986; Mcleod vy
McNeiIIy, 1987, Huht_er et al., 19883).' Partiendo de estos conCepfos, Miquelajaurégui (1993)
logro retrasar la regresion del cuerpo liteo en ovéjas mediante la administ'rac_iéh de lfquido
fo.li'cular_ boviho= libre de hormonas esteroides (LFB), el cual es unafuente rica'._éﬁ inhibina
'(Knight Iy_Castill'o,' 1988). Sin embargo, en _di_chb trabajo_n_o se determinaron los efectos del LFB |
 sobre el desarrollo folicular, produccién de estradiol ni secrecién de PGF2a.

La i_nhibiha:'también se encuentra en concentracipnes elevadas _é‘n_evlli:qvuidb foli'cul.ar_ equiho
.(I_.F_E) (Rosér ot al., 1994), y eh_yéguas se ha lagrado supﬁmir la se_crecién_dé FSH y el

crecimiento folicular al administrar LFE previamente tratado para remover las hormohaS'
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esteroides (Bergfelt y Ginther, 1985; Gremmes, 1990). Sin embargo, el LFE no se ha utilizado
en rumiantes para provocar el mismo efecto, aunque existe evidencia de que la inhibina tiene
accion inespecifica (Knight, 1991), El objetivo de éste trabajo fue el de evaluar el efecto de la
administracion de liquido folicular equino libre de esteroides durante el diestro tardio sobre la
secrecion de FSH el desarrolio folicular, las concentraciones de estradiol, la secrecion de

PGF2a y la longitud de la fase lutea de ovejas.

Material y Métodos

El trabajo se realizd en el Centro de Ensefianza Practica, Investigacion y Extensiéon en
Rumiantes de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
Auténoma de Mexico, localizado en el km 29 de la carretera federal México-Cuernavaca. El
clima de la regién es tipo c(w) (w)b (i}), que corresponde a semifrio-semihimedo, con lluvias en
veranoy pret:ipi_tacic’:n pluvial de 800 a 1200 mm (Garcla 1980).

El experimento se realizd en los meses de septiembre y octubre que corresponden a los de

‘plena época reproductiva en ovinos (Quispe et al., 1994).

Preparacion del liquido fohcular equmo |

El LFE fue colectado de yeguas sacrificadas en un rastro !ocal lnmedlatamente después del
sacrificio se succiond en forma ‘estéril el liquido de los foliculos vns:bles, y se cons_ervé e_n"
refﬁgeracién hasta llegar al laboratorio. EI LFE se centrifugd a 1»5»001 g durante 15 minutos a 4
°C p_'arajla separacion de detritos. Con el fin de Ir_em'_over las hormonas esteroides, se le
'adi_cionar__on 1»’0 mg/ml de carbén attivado y 0.1 m'glm'l' de deXtrén', pérméheciéndb en angita'cién
| magnética'duranté 1 hora. Pdsteriormeh{e se c'entri'fugb' a 1500 g duran'te 30 minufoé a4°C
para la separac:én de las particulas de ‘carbén y dextran Este procedlm:ento se repltsé 4
veces, y fi nalmente el sobrenadante se filtré con papel filtro del numero 1. AI quuudo obtemdo -

| 'de esta forma se le aducuonaron 100 Ullml de pemcmna Gyse conservé en congelacuon a -20 )

°C hasta su utuhzacrén (McNe:IIy, 1984)
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La concentracion de estradiol y progesterona en el liquido folicular equino antes del
tratamiento con carbdn-dextran fue de 760 ng/ml y 124 ng/ml, y después del tratamiento fue de
0.4 ng/ml y 0.02 ng/ml respectivamente, encontrandose que (a tecnica utilizada permitio

remover mas del 99 % de ambas hormonas esteroides.

Diseno experimental

Se utilizaron 41 ovejas adultas de las razas Hampshire y Suffolk que habian presentado 2
estros previos al inicio del experimento. Las ovejas se sincronizaron mediante la insercion de
una esponja intravaginal impregnada con 45 mg de Acetato de Fluorogestona (Chronogest,
Intervet, México). Las esponjas se retiraron 12 dias después de la insercidn; 2 dias antes de
remover las esponjas se inyectd a las ovejas 15 mg de PGF2a (Lutalyse, UpJohn, México) por
via intramuscular. La deteccion de estros se realizd 2 veces al dia utilizando un macho con
mandil. El inicio del estro se consideré como él dia O del ciclo; en el dia 11 subsecuente al
estro sincronizado se formaron 2 grupos: Grupo tratado (n=24) y Grupo tes»tigo (n=17). |

A partir del dia 11 (diestro tardio), las ovejas del grupo tratado recibieron 3 mi de LFE por
via ihtravenosa cada 8 horas durante 10 dias o hasta la presentacion del estro. El grupo tesiigo
recibilé solucion saliné fisiologica en lugar de LFE. o

Se tomaron muestras de sangre péra la determinacién de progesterona en todas las ovejas
diariamente desde el dia 0 y hasta la presentaCién del siguiente es:tro..La ‘prdgesterona se
determiné mediante radioinmunoané!i_éis en fase solida (Pﬁlido et al., A199‘1). Ademas, en 5
ovéjas de cada grupo se obtuviefon rhuestras de sangre cada 2 h a partir del dia 12 y hasta lé
presentacién del estro. En dichas muestras_ se determinaron Ias_‘ cohcentfaci'ones de FSH-
utilizando un radidinmunoanélisis hetérélogo en fase quuida' (C_h:e_m'ineau, 1982). Para el
desarrollo del sistema se radioyodine el estandar USDA-bFSH-12 con el método de ledo-gen;
N Se utilizo la h'ormbna USDA-oFSH como estandar 'y el primer anticut—zrﬁo'(NIDDK-.a’nti—oFSH) se
| p'r.eparé a ljnav'vdilucién' d_e trabajo de 1:8000. La se'pa_racién.del complejo.ant[geno-ahticuerpo

se realizd por ”centrifugacién a 1500 g a 4 °C durante 30 minutos con a adiCiéh_ previa de una
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suspension celular de Staphilococcus aureus (Pansorbin cells. Calbiochem, USA) a una
concentracién de 45 mg/m! (Ruch y Knight, 1980). Bajo estas condiciones el sistema presentd
una sensibilidad de 0.25 ng/ml, los coeficientes de variacion intra e interensayo para la dosis
baja (0.397 ng/ml) fueron de 4.41 % y 12.02 % respectivamente. En el caso de la dosis alta
(14.3 ng/ml) los coeficientes de variacién intra e interensayo fueron de 3.73 % y 7.13 %
respectivamente.

En las muestras de 2 ovejas del grupo tratado en las que fue evidente un retraso en la
lutedlisis, y en dos ovejas del grupo testigo donde se observé una fase litea de duracién
normal se determinaron las concentraciones del metabolito de la PGF2a (15-ceto-13,14 dihidro
PGF2a; Granstrém y Kindahi 1982). Todas las muestras se obtuvieron de la vena yugular,
utilizando tubos heparinizados al vacio, Después de $u obtencion las muestras se
centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos para la separacion del plasma, el cual se
conservo a -20 °C hasta su analisis.

En el dia 14 del ciclo, 8 ovejas del grupo tratado y 7 del testigo fueron'ovariectomizad_as. En
los ovarios asl obtenidos se contaron y midieron los foliculos Visibles, y posteriprmente se
aspiré el liquido de los foliculos mas gfandes. El liquido de los fdiiculos_aspirados se diluyd
(1:50) con solucién saliha buferada fos"fatada'.(PBS) para la determinacién de la concentrac'ién
de estradiol por radioinmunoanélisis en fase solida. | | |

Se consideré el inicio de‘ Ia‘fa‘se litea cuando las ,concentraciénés‘ de‘progestérona_
superaron 1 hg/ml,'y el final de' la misma cuando se _rédujeron a menos de 1 ng/ml (Zafco etal,
| 1988a). Se dalculé el nimero de pulsos de PGFZa y él intervalo en‘tre cada .u'n_o: de ellos de
| acuerdo al rhétodo descrito por Zarco et al., (1984).

Las concentraciones de progéstérona y FSH._fueron con.iparadas"me_diantee' anéliSis de
Varianz:a,ﬁt,ili'zandd e‘l tratamiento y el dia del ciclo 6 la hora en que fue tomada la muestra
como"variabl:es indepeﬁdientés, 'con el efecto del animal anidado dentro del _trét_amientb. La_ |
duravciévn dé la -fase litea, la concentr_acién de estradiol y. él ta.mav,ﬁo folicular fuer’bn compara_dos

" a tra\'/és. de una prueba de‘ t-St'udent‘ (Steel y Torrie, 1985).
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Resultados

Concentraciones de FSH, estradiol y desarrollo folicular

Las concentraciones de FSH fueron significativamente menores (P <0.05) en las ovejas |
tratadas con LFE que en las testigos (figura 1). Tanto el diametro promedio de los foliculos
ovaricos como la concentracion de estradiol en e} liquido folicular, fueron significativamente
menores (P <0.05) en las ovejas del grupo tratado (2.62+0.14 mm; 4.35 £2.3 ng/ml), que en las

del testigo (3.424£0.20 mm; 34.8 12,15 ng/ml; media terror estandar).
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Figura 1. COncéntraCiones de FSH de ovejas en diestro tratadas con 3 ml de LFE cada 8h y
testigos. Los valores se presentan como media zerror estandar; P <0.05. |

'_Conc:eﬁtraciones de progesterona y Iongifud. de la fase litea

| Tantd la fase litea bomd el ciclo estral fueron mas largds(P 40.05)~ér§vlas _ovejas_.del'grupo"
tratado (13.5 io;ss'y' 19.5 _:1:0.66 dias) que en Ias'del_gfupb testigo (12.2 0.32 y '1-7._7'&9;26 N

dias). Al comparar |a ‘concentréciéih de proges'teroina entre los do‘é grUpds‘dufénte élrpéfiodo .

de’tratamienio. se observo que las o_vejas que recibieron LFE tuvieron niveles mas elevados

51



que las testigo; sin embargo esta diferencia sdélo fue significativa (P <0.05) en el dia 15 del

ciclo (cuadro 1 y figura 2).

Cuadro 1.
tratadas
testigos.

Concentracién de progesterona plasmiatica (ng/ml) de
a partir del dia 11 del ciclo con liquido folicular equino y

ovejas

Dia del ciclo

Grupos

Tratado (n=16)

Testigo (n=10)

0
4
7
11
12
13
14

% 15
16
17
18

Media+EE

0.01+0.18

1.2740.18

2.3330.18
2.67+0.18
2.6240.18
3.53+0.18
3.49+0.18
2.62+0.18
1.7810.18
1.03:0.18
0.68+0.18

Media+EE

0.01+0.23
1.12+0.23
2.1810.23
3.25%0.23

2.76+0.23
2.9440.23
3.04+0.23
1.88:0.23
1.2440.23
0.40£0.23

0.26+0.23

* No s8e

 encontraron

| | A diferenclas estadisticas entre
'excepto en el dia 15 del ciclo estral. S |
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PROGESTERONA (ng/mi)

4 7 1 12 13 14 15 18 17 18
Dias del cicio

—a— Testigo - Tratado

Figura 2. Concentraciones de progesterona de ovejas tratadas con 3 mi de LFE cada 8 h
durante el diestro tardio (el tratamiento comenzé el dia 11 y se continud hasta que las ovejas
fueron observadas en estro). Los valores se presentan como media terror esténdar Las
dlferenmas solo fueron significativas en el dia 15 (P <0.05).

En las cuatro 6vejas en las qué se.determinaron. las concentraciones del_ metabolito de 'Ia
PGF2q ste' observé un pafrén de éecrecién pulsatil. En las ovejas d'evl arupo testigo en las que
ocurrié la regresion normal del cuerpo lliteo se presentéron 5 pulsos de PGF2a dufante los
dias 15 y 16 del ciclo, con un intervalo e.ntre pulsos de 8 £1.06 h (ﬁéura 3)‘.‘ En contraste,
durante Alos mismos dias Ias_ 6vejas tratadas con LFE que 9xperimentatén 'pro_lpngacién- de la
~ fase litea presentaron 2.5 pu.l.sos de PGF2q, secretandose a 'inteirvalos»dé 146 +1,08 h (figura
4). Sin embargo posteriormente en ambas ovejas se éceleré la secrecion de PGF2a, lo que |
comcidlé con la regreauén del.cuerpo luteo en el dIa 20 en una de las ovejas (oveja 1231) yen

el dfa 18 en la otra (oveja 57)
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Oveja 56
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Oveja 57

‘ b 4

2 . 8 00 N o mrmr—n b, ‘ o — 5

2.600 N
= 2.400 Y
E 2.200 * 4
s 2000 : ? $ o
& 1.800 . \ &
% 1.600 =
E 1.400 . ;?i
3 1.200 \ , a
5 1.000 \5\ . 3
& 800 . *
¥ 600 x
- 400 * |

200 N ‘ ,J,
0
12 13 14 15 16 17
Dias del ciclo
“#- 15.ceto-13-14-dihidro-PGF2alfa B Progesterona
Oveja 1231

§ -
g &
g 3
3 3
‘B V =3
3 &
o 2
E

1213 14 15 186 17 18 19 20 21 22
Dias del ciclo '
“# 15.ceto-13-14-dhidro-PGF2alfa BProgesterona

~ Figura 4. Concentracmnes de progesterona y 15 ceto-13- 14- dlhadro-PGFZa de ovejas tratadas
~con 3ml de LFE cada 8 h durante el diestro tardio. Los valores sefialados con asteriscos
| tndlcan la presentacnon de pulsos signifi cativo del metabohto de Ia PGan .
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Discusidn

El tratamiento con LFE suprimié significativamente la secrecién de FSH (figura 1) y el
desarrollo folicular, Esto provocd que la concentracion de estradiol fuera significativamente
menor en los foliculos de las ovejas tratadas (4.35 +2.3 ng/ml) que en las testigo (34.8 £12.15
ng/ml). Estos résultados utilizando LFE coinciden con lo observado por Miller ef al., (1979b),
McNeilly (1984), McLeod y McNeilly (1987) y Hunter et al. (1988a), quienes lograron inhibir la
secrecion de FSH y suprimir el crecimiento folicular y la capacidad estrogénica de los foliculos
utilizando LFB como fuente de inhibina.

Evidentemente en este trabajo existe una asociacion entre la supresion de la secrecion de
FSH y la reduccién del crecimiento folicular y las concentraciones de estradiol. Ademas, esta
ampliamente demostrado que la FSH estimula el desarrollo folicular y la c¢apacidad
aromatizante del foliculo y que en su ausencia se inhiben estos eVentos (McNeilly et al,, 1992b;
Campbell et al., .1995). Sin embargo, no es posible asegutar que los efectos del LFE se hayan
debido exclusivamente a su contenido de inhibina, ya que las ovejas fueron tratadas con la
fraccion proteica del LFE, la cual ademds de inhibina contiene ot‘ros'factores‘ con actividad
bioldgica (Findlay, 1993), los cuales pueden regular' el desarrollo folicular directamente en el
“ovario (Campbell et al., 1991'0). A esie respecto, Baxter ef al, (1995) encontraron que el LFB
~libre de 'in'h»ibina' mantiene su capacidad inhibitoria de la prolifevr‘a,ciéh de ‘laé celulas de la
granulosa y de la producciéh_ de estradiol; Es posible entonces que el efeéto del LFE sobre la
dinamica folicular sea mediado por un mecanismo sistémico, a través de la inhibicién de la
se'c_recién'de FSH por inhibina, y también por Lm m.ecanismo lo'cal,régulando el crecimiento
folicular a nivel ovarico. | | | |

Las ovejas tratédas _coh LFE tuvieron uné fase ltitea de mayor duracion que las ovejas
testigos (13.5 £0.53 y 12.2 +0.32 respectivamenté) lo que indica que vlav supresion del desarrollo
fdlvicular meﬁdia_n_te el tratamiento con LFE si permite retrasar la luieé!isis,.Es.tos' résultados |
coinciden con lo observado por -MiqUelajauregui (1993), quien utilizé LFB para provocar el |

mismd efecto. Ademas, se ha Iogrado evitar la regresion prematura del cuerpo liteo mediante
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la administracion de LFB (Beard y Hunter, 1994) o LFE (Balcazar, 1995; Zarate, 1996) en
ovejas inducidas a ciclar durante la época de anestro. Beard y Hunter (1994) propusieron que
este efecto se debe a la supresién de las concentraciones circulantes de estradiol, lo que es
apoyado por los trabajos en los que se eliminan fisicamente los foliculos ovaricos en ovejas
(Karsch et al., 1‘970; Ginther, 1971), y también con los llevados a cabo con vacas en las cuales
se eliminan los foliculos mediante electrocauterizacion (Villa-Godoy et al, 1985) o
luteinizandolos con GNRH (Macmillan y Thatcher, 1991).

No obstante que las ovejas tratadas tuvieron una fase litea mas larga, ésta prolongacion
fue apenas de un poco mas de un dia en promedio. Lo mismo ocurrié cuando Miquelajauregui
(1993) utilizé LFB durante él diestro. Esta situacion resulta particularmente interesante, ya que
el mismo tratamiento en ovejas con fases lGteas cortas evita la regresion prematura (Balcazar,
1995), prolongando la fase Iatea'durante 7 u 8 dias mas que en las ovejas no tratadas con
LFE. Esta diferencia puede obedecer al tiempo de exposicion a progesterona, ya que después
de 10 a 12 dias de exposicion a ésta hormona comienza a secretarée PGF2a aun en ovejas
ovariectomizadas (Beard y Lamming, 1994). Entonces, es p_osible que a pesar de la supresién
de la concentracion de estradiol lograda ¢on' el tratamiento con LFE, fa dur’aci_c’:n délla.
exposicion a progesterona determind finalmente el inicio de la secrecion de PGF2q, ya que fue
evidente que en el dia 14 del ciclo tanto las ovejas tratadas con LF'E‘ como las testigo
»ccjmenzarqn a Iibérar bulsos de PGF2a. Témbién enn los trébajos de Balcézar (1995) ia
regresion del cuerpo Iliteo ﬂnélmenté ocurrio en el dia 14 o 15 del ¢iclo, a pesar de que los

ahimales cohtinu_aba_n recibiendo LFE en ese momento.
| Otra posibilidad es que los animales se hayan hécho ref_ract'arios_ AaI'LFE despues de algu_nos
dias de adminisfradién de LFE, yé que McNeilly .'(1_984) encbntré que d.es.p.u'és de 40 h de
tratamiento con I.Iquido folicular bovino desaparecia el efecto suprésor sobre la FSH. Sin .
embargo, en éste trabajo se observo qué el LFE-'Iogré 'redUCif las ébhcentracion‘es de FSH
durante las 90 h 'en-.las_ cuales se midi6 esta __h.drmona. Ademds, tanto el desarrolio folicular

como su contenido de’ estradiol se encontraban suprimidos en el dla 14 del ciclo, cuando los
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animales ya estaban comenzando a liberar PGF2a. Lo anterior sugeriria que la ausencia de
estradiol puede retrasar el inicio de la secrecion de PGF2a o el establecimiento de un patrén
luteolitico de secrecién de esta hormona, pero después de una exposicién por mas de 10 dias
a concentraciones elevadas de progesterona la secrecion luteolitica de PGF2a puede iniciarse
aGn en ausencia de estradiol.

Tanto en las ovejas tratadas con LFE como en las testigo se observé que la PGF2a
comenzd a secretarse en un patrdn pulsatil a partir del dia 14, sin embargo en las ovejas
tratadas con LFE la frecuencia de los pulsos fue de 14.6 £1.08 h entre los dias 15 y 16,
mientras que en las ovejas testigos los pulsos ocurrieron con un intervalo de 8 +1.06 h durante
ese mismo periodo, lo que se asocié con la ocurrencia de la lutedlisis. Estos resultados
coinciden con lo encontrado por Zarco et al. (1988a) quienes observaron que para que se lleve
a cabb la lutedlisis se necesita que los pulsos ocurran con una frecuencia de un pulso cada 8
h. En contraste una disminucion en la frecuencia de secrecion de PGF2a provoca falla en la
lutedlisis, como sucede en las ovejas que presenta'n persistencia espontanea del cuerpo lteo,
donde se observa un pulso cada 16 h (Zarco et al., 1984).

La modificacic'm de la frecuencia de los pulsos observada .en esté trabajo es similar a la
encontrada por' Zhang et al. (1991), quienes suprimieron las concentracionés” de ‘estra_.diol
mediante irradiacién de los follculos ovéricos y vieron que la secreciéh de PGF2a no se
eliminaba, pero el intervalo entre pulsos se alargé, retrasando de esta forma la regrés_ién del
cuerpoz liteo. Lo _.anterior confirma que el papel del 'estradibl en la sintesis de receptores a
oxitoc:ina:durante el establecimiento de la secrecion pulsatit de. PGF2a (Flint et a. 1990) puede
- ser un papel facilitaddr del reciclaje de receptores de oxitocina mas qué un requérimiento
absol_u_tt_: pata la sintesis de los mismos (Zh.ang e_t al. 199_1). N |

En las dos ovejas tratadas con LFE en las que se midic':_ PGF2a la frecuenc_ia de secrecion’
de PGF20 eventualmente se acelers, coincidiendo con la regresion itea. Esto coincide po'r_'l.o_
observado por Zarcb et al. (1988a) en ovejas con ciclos estrales largos (18 6 19 dias), en las

que comienza a secretarse PGF2a en forma poco frecuente en el dia 14 o 15 sin resultaren la .
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regresion del cuerpo luteo, lo que solo ocurre cuando finalmente se acelera la secrecion de
esta hormona.

Se concluye que el tratamiento con LFE durante el diestro redujo las concentraciones de
FSH, suprimié el crecimiento folicular y la produccion de estradiol, y retrasé la regresién del

cuerpo luteo, posiblemente debido a la modificacion del patrén de secrecion pulsatil de PGF2a.
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CAPITULO V

SECRECION DE LA PROSTAGLANDINA F2 o EN OVEJAS CON FASES LUTEAS
CORTAS TRATADAS CON LIQUIDO FOLICULAR EQUINO LIBRE DE ESTEROIDES

Resumen

El objetivo de este trabajo fue determinar si el liquido folicular equino libre de esteroides
(LFE) evita la regresién prematura del cuerpo liteo mediante la modificacion de la secrecion de
prostaglandina F2a. Para ello, se provocd la ovulacion en 12 ovejas en anestro estacional
mediante la administracién intramuscular de 1000 Ul de hCG. A 5 de las ovejas se les
administraron 3 ml de LFE por via intravenosa cada 8 horas durante diez dias, comenzando 3
dias después de la aplicacion de hCG. Las 7 ovejas restantes formaron el grupo testigo y
recibieron solucién salina fisiolégica. A partir del dia 4 se obtuvieron muestras de sangre de
todas las ovejas cada 2 horas durante 5 dias para la determinacién de las concentraciones del
metabolito de la PGF2a (15-céto-13_,14 dihidro PGF2a). Se calculé el nimero promedio de
pulsos de PGF2a y el intervalo entre cada uno de ellos durante los dias 4 y 5 del ciclo'inducido.
En 5 ovejas de cada grupo se determinaron las concent.racione.s de FSH_ dél dia 3 al 6 en
muestras tomadas cada 4 horas. Ademas, en 3 muéstras al dia se déterminaron las
concentraciones de progesterona. Las 5 ovejas del gr_ufpo tratado con LFE tuvierdn "cuerpos |
lOteos de duracion nOrmal (11.8 0.9 'd.las) y las 7 ovejas del grupo testigo presentarcin cUérp_Os. B
liteos de corta duracién (3.4 £0.2 di'as). Las.c'oncéntraciones de FSH fueron s_igniﬁéati\}amente
menores (P <0.05) én_ las ovejas que recibieroh LFE en comparacion a las del"gr'upo testigo. |
No.se encontraron diféren_cias (P >0'.05) en el numero de pLilsos dé PGF2a_'entre la o'vejas
tratadas con LFE y aquellas con regresion prematura dél cuer_pd Iatéd (3.8 £0.4 ..y 4.7 10.5,
| reépeCtiva'mehte)_, sin embargd, si _exis_tieron difef_ericias (P '<0.05)‘en el intervalo entre los
pulsos; Iasv ove'jas' trétadas-con LFE t'uvieron un intervalo_ehtre puléos’ de. 16.2 :£1 .2' horas.
' mientras que en las ovejas con ré__;gkesién prematura-el.in_tervallo"er de 8.0 £0.9 horas. Se

concluye que la regresién prematura de los cuerpos liteos de ovejas inducidas a ovular
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durante la época de anestro estacional es provocada por la secrecion pulsatil de PGF2q, y el
tratamiento con liquido folicular equino libre de esteroides altera la frecuencia de secrecién de

la PGF2q, lo que puede evitar la regresion prematura del cuerpo luteo.

Introduccién

En la oveja se desarrollan cuerpos llteos de vida corta en la primera ovulacién que se
presenta al llegar a la pubertad (Rodriguez, 1991), al iniciarse la estacidn reproductiva (Oldham
y Martin, 1979), en la pfimera ovulacién posparto (Braden et al.,, 1989a), asl como en las
ovulaciones inducidas durante la época de anestro con la hormona liberadora de
gonadotropinas o con la gonadotropina coriénica humana (McLeod et al., 1982a; Hunter et al.,
1989). EStos cuerpos lateos se caracterizan por generar elevaciones transitorias de
progesterona que rara vez llegan a ser mayores de 1 nglml. y porque la regresion lutea ocurre
entre el dia 4 y 5 después de la ovulacién (Beard y Hunter, 1994; Balcazar, 1995).

Los cuerpos liteos de vida corta tienen las mismas caracteristicas morfofisioldgicas que los
cuerpos ltteos normales, de tal forma que el .numero de recepto‘fes para la hormona |
luteinizante y para Ié prostaglandina F2a, asi como la proporcion y'cépacidad est_eroidogénica
de las células liteas grandes y chiéas es similar'eh ambos tipos de cuerpo liteo (Braden et al.,
19889a). Existe evidencia de qué la regresion p’rema,tt'.zra’ obedece a una llib'eracién anticipada de
PGF2a, .présenténdose la lutedlisis por secrécién de PGFZa-en forma similar a la que oéurré al
finallde‘uné fase lutea normal (Hunter et al., 1989; Silvia et al., .1991_). |

La c.ausa de la liberacién 'pre.matura de PGF20. no se conoce .totalmente. sin embargo en
estas ovejas se ha observado que aparece‘_’n' prematuramente receptore_s'paré estradiol eh_ el
endometrio (Garve’rick et al., 1992).' Ademas, las ovejas con c__u_erpos 'Iu_te'ch_de corta duracién_
tienen en el dia 5 después de la ovulacion una a_l'ta cohcentr_acién de receptpres pafa oxitocina
en comparacion a Ias  oveja__s que desarrollan cuérpos luteos normales (Hunter, 1'991).‘ | |

La supresion de las concentraciones de estrédiol en lqs’, dias en que éstal hormona es: |

necesaria para qu e se establezca la secrecion de PGF2u permite retrasar la lutedlisis ‘(Zhahg
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et al., 1991), de tal forma que la eliminacién de los foliculos ovaricos en el diestro tardio alarga
la fase lutea (Karsch et al., 1970; Ginther, 1971). Beard y Hunter (1994) utilizaron una fuente
rica en inhibina, como lo es el liquido folicular bovino libre de esteroides (LFB), para suprimir la
secrecion de FSH y consecuentemente inhibir el desarrollo folicular y reducir las
concentraciones de estradiol en ovejas anéstricas inducidas a ovular, y de esta forma evitaron
la regresidn litea prematura. Asimismo, observaron que las ovejas tratadas con LFB y que
ademas recibieron estradiol exdégeno tuvieron lutedlisis prematura, lo que confirma que el
estradiol desencadena los eventos que conducen a la liberacién prematura de PGF2a. De la
misma forma, Balcazar (1995) administré liquido folicular equino libre de esteroides (LFE), el
cual también es una fuente rica en inhibina (Roser et al., 1994), a ovejas anéstricas inducidas a
ovular con hCG, y evito la regresion prematura del cuerpo luteo hasta en un 76% de ellas.

Si bien existe evidencia de que la supresion de las concentraciones de estradiol mediante la
administracion de liquido folicular equino evita la regresion prematura, se desconoce la forma
en que se modifica la secrecién de PGF2a, por tal motivo el objetivo de este trabajo fue el de

conocer las caracteristicas de la secrecion de PGF2a en ovejas anéstricas inducidas a ovular

con hCG y que fueron tratadas con liquido folicular equino libre de esteroides.

Material y Métodos

El trabajo se realizd en el Centro de Ensefianza .PrécfiCa, 'Iﬁvestigacién y Zootecnia
perteneciente a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de Ia Universidad Nacional
Auténonia de México, localizado en el km 29 de la carretera federal Méxic‘ofCuer:naVaca. El
cli'ma de la regién es tipd c(w) (w)b (ij), que corresponde a se'mifrib?Semihﬂmedo,' con Iluvias_en
| v'erano,y' precipitacién pluvial de 800 a 1200 mm (Gércié, 1980). E) experimento se realizo én |
los meses de mafzo a abril, que correspdnden a lé épo'ca de'ane_sfro'(Qui'spe. et al., 199 4), 3

| Obvtvevnclén yf.procesamiehto' del LFE | - |
El ‘LFE se colecté de yeguas sacrificadas en un raStfo local. lhmédiétame_nte _después' del

 sacrificio se succion6 el liquido de los foliculos visibles y se conservé en refrigeracion hasta su
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traslado al laboratorio donde se centrifugé a 1500 g durante 15 minutos a 4 °C para la
separacion de detritos. Con el fin de remover las hormonas esteroides, se adicionaron 10
mg/ml de carbén activado y 0.1 mg/m} de dextran, manteniéndose en agitacién magnética
durante 1 hora. Posteriormente, se centrifugé a 1500 g durante 30 minutos a 4 °C para la
separacion de las particulas de carbdn y dextran, Este procedimiento se repitid 4 veces, y
finalmente el sobrenadante se filtré con un filtro de papel del numero 1. Al liquido obtenido de
esta forma se le adicionaron 100 Ul/ml de penicilina G y se conservé en congelacién a -20 °C
hasta su utilizacion (McNeilly, 1984).

La concentracion de estradiol y progesterona en el liquido folicular equino antes del
tratamiento con carbdn-dextran fue de 760 ng/mly 124 ng/ml, y después del tratamiento fue de
0.4 ng/ml y 0.02 ng/ml respectivamente, encontrandose que la técnica utilizada permitié

remover mas del 99 % de ambas hormonas esteroides.

- Disefio experimental

Se utilizaron 12 ovejas en anestro estacional, de diferente nimero de parto y de las razas
Hampshire y Suffolk. Se.provocé la oQuIacién mediante la adm_ihistraciéh de 1000 Ul de hCG
en una sola aplicacién por.via intramuscular (dia 0) (Balcazar, 1995). A5 de las ovejas (Grupo
tratado) se les administraron 3 ml de LFE por via intravenosa cada 8 'hofas dufénte diez dias,
comenzando 3 dias después de la aplicacién de la hCG (Balcdzar, 1995). Las 7 ovejas
restantes (Grupo testigo) recibieron solucion salina ﬁsiolégica en lugar de LFE. - |

A todas las ovejas se les tomaron muestras de sangre 3 vecés‘"alldia comenzando un dia
después de la administracion de la hCG. A partir del dia_.4 se les comenza_ron a tomar muestras
de sangre cada 2 horas durante 5 dias. La.s muéstras se obtuvieron hdr ve’nopuhcibns yugular
utiIizando tubos al vacio heparihizados, Inmediatamente Idespués de la Obtenéién las muestras
se centr_ifugarOn a 3000 revoluciones por rhinuto dUrante_10 'mi.'nuvtos bva”ra, la separacion del_

plasma, el cual fue conservado en congelacion hasta su analisis.
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Determinaciones hormonales

En todas las muestras obtenidas cada 2 h se determinaron las concentraciones del
metabolito de la PGF2a (15-ceto-13,14 dihidro PGF2a) por radiocinmunoanalisis, de acuerdo al
método descrito por Granstrom y Kindahl (1982). Ademas, en 5 ovejas de cada grupo se
cuantificaron las concentraciones de FSH mediante un radioinmunoanalisis heterélogo en fase
liquida (Chemineau, 1982), en muestras tomadas cada 4 horas desde el dia 3 al dia 6.

Finalmente, en 3 muestras al dia se determinaron las concentraciones de progesterona

(Pulido, et al., 1991).

Variables evaluadas y analisis estadistico

Se calculd la duracion de la fase litea y se considerd que un cuerpo liteo tuvo vida normal
si las concentraciones de progesterdna se mantuvieron por encima de 1 ng/ml por mas de 9
dias, y de vida corta si las concentraciones de progesterona se elevaron a mas de 0.5 ng/mi
pero no llegaron a rebasar 1 ng/mi, o sdlo lo hicieron durante periodd_s de 8 dias 0 menos.

Se calcularon el nimero de pulsos de PGF2a y el intervalo entre cada uno de ellos durante
los dia's 4y 5 (cuando ocurrié la regresién de los cuerpos lﬂteo_s_ de_lés ovejas no trata_das con
LFE) de acuerdo al metodo descrito por.Zarco et al. '(1984). El niimero dé‘ pul'sds yla duracion
de la fase lutea sé cdm_parar'on entre grupos mediante una prueba de t-Student. Ell intervalo
entre pulsos se -‘compéré'mediante andlisis de varianza, utiliZando como Variable‘iindepgnd.iénté |
el tratamiento, Ay el ‘efecto del ahimai anidado dentro del tratamiento. Las‘conc‘:.éhtraciones' de |
FSH se compararon mediante anélisis de varianza utilizando como variablés_ indepéndie_ntes el
tratamiento y lé 'hora en que se tomrS la mue_stra, con el efecto '_del ahima'l anidado' dentro del

tratamiento (Stell y Torrie, 1985).
Resultados

Las fc;oncén_traciones de FSH fueron significativamente menores (P< 0.05) en las ovejas __qUe |

recibieron LFE en comparacion a _Ia_s__ del grupo testigo (figura 1).
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» Admumstracuonde 3 ml de LFE cada -

FSH ng/mi

0 5 10 15 20 25 30
Nimero de muestra

—— Testigo —o— Tratado

Figura 1. Concentraciones de FSH de ovejas en anestro estacional tratadas con 3 ml de LFE
cada 8 h y testigos. Los valores se presentan como media terror estandar; P <0.05.

Las 5 c}Vejas del grupo tratado cdn LFE tuvieron cuerpos liteos normales y las 7 d_el.grup_o
testigo presehtaron cuerpos Iuteds de vida corta. La duracién de la fase litea en las 6vejas '_
tratadas con LFE fue de 11.8 0.9 dias y para el grupo testlgo de 3.4 :tO2 (medla i- error |
'estandar P<0.05). | |

El nimero de pulsos de PGFZa fue snmilar en la ovejas tratadas con LFE y en aquellas con'
fegresuén prematura del cuerpo Iuteo (3 8 +0.4 y 4.7 10 5 respectrvamente. P >0.05). Sm'_
| embargo se encontraron dlferenmas estadlstlcas (P <0 05) en el lntervalo entre Ios pulsos las |
ovejas tratadas con LFE tuweron un intervalo entre pulsos de 16. 2 +1.2 h m:entras que en lasi

'ovej_as_con regresuén_ prematura el intervalo fue de _8.0 0.9 h (medla :ter_ror- esténdar)._ |
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Cuadro 1, Caracteristicas de la secrecidn de la PGF2a y duracidn de la
fage lidtea de ovejas en anestro estacional inducidas a ovular con hCG

tratadas con LFE y testigos ab.

Secrecidn de PGr2a

Grupos Nidmero de Intervalo entre Duracién de 1la
pulsos pulsos fase ldtea
Tratado 3.8£0.4a 16.24+1.2a 11.840.9a
(n=5)
Testigo 4.7+0,5a 8+0.9b 3.4+0.2b
(n=7)

a) Los datos se presentan como media + error estandar
b) Valores con diferente literal en fa misma columna indica que existen diferencias estadistlcas

(P< 0.05).

En las figuras 2 a 6 se observa que en las ovejas tratadas con LFE las co‘ncentra'ci_ones de
progesterona se elevan continuamente a partir de la administracién de hCG, superando una

concentracnén de 1 ng/ml entre el dia 3 y 5 post—myeccuén Yy mantemendo elevadas Ias"'

concentraciones de progesterona Los pulsos de PGFZa en estas ovejas estén presentes pero | ‘

‘a mtervalos muy largos. En camblo en las ovejas no tratadas con LFE (t” guras 7 a 13) las
concentramones de progesterona se elevan hasta el dia 3, después de [o] cual ocurre la
regresuén del cuerpo luteo, por Io que las concentracwnes de progesterona bajan a mveles |

basales permanemendo bajas (fi iguras 7.9, 13) 0 volvuendose a elevar en el dia 60 7 como

resultado de una nueva ovulacion (f guras 8 10,11 12) En las ovejas de este grupo exlste una -

frecuente secremén pulsétll de PG}-Za asocsada conla regresuén del cuerpo Iuteo
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Figura 5. Oveja 87

1000 5
900
800 4

700

" ﬁ /ﬁ s
0 / 2

300
* * *
200
100 \/N ‘\"%M‘/"m,’wd'
0 ¥ ' 1}
023 4 5 8 7
Dias del ciclo

* 15-calo-13-14-dihidro-PGF 2aifa & Progosterona (ng/ml)

{ru/Bu) suoasebaly

15-ceto-13-14-diviiro-PGF2alta (pmoiT)

Figura 6. Oveja 108

1000 5

700 |

500

15-ceto-13-14-dihidro-PGF2alta (prmoll
g
E
2
{iu/Bu) vunumsolod

400 2
100 3
200 ‘ A/U 1
100 ".M\’A & .‘r
0 g

0 2 3 4 5 :
Dtasddelclo |

* {5-colo-13-14-dihidro. PGFZaIla @ progestarona

Figuras 2 a 6. Concentraciones de progesterona y 15-ceto-13-14-dihidro-PGF2a de ovejas en
anestro estacional inducidas a ovular con hCG, tratadas con 3 mi de LFE cada 8 h durante 10
dias. Los valores seﬁalados con asteriscos |nd|can la presentaclbn de pulsos sugmf icativos- del
| metabolato de Ia PGF2a. S
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Figura 13. Oveja 116
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Figuras 7 a 13. Concentraciones de progesterona y 15-ceto-13-14-dihidro-PGF20 de ovejas
en anestro estacional inducidas a ovular con hCG, no tratadas con LFE. Los valores sefialados
con asteriscos indican la presentacion del pulsos significativos del metabolito de la PGF2a.,

Discusioén
La édmihistr’acién de LFE resuité en una supresion significativa de las concentraciones de
" FSH similar a la que ocurre c_uan_do se administra LFB .'(McNeill'y, 1984). Esta observacion
demuestra que el LFE es una fuente fica en inhibiha susCeptible de ser utilizada en la b’v:eja,v y
confirma lo seﬁalado por Knight'(1991) acerca de la alta horﬁologia‘ de=‘la inhibina en las
diferentes especies domésticas. - |

En el presente trabajo, las ovejas que fueron inducidas a ’ovular con hCG durante la época
de anestro sUfrieron regresién premaiura del cuerpo" luteo, tal comb ha sido descrito |
prevnamente (Beard y Hunter 1994, Balcazar 1995) La secrecién de la PGFZa en las ovejas
que tuweron fases lGteas cortas tuvo un patrén pulsatil con intervalos entre pulsos de 8.0%0.9
h, sim|lar al que ocurre durante la Iuteéhsue normal en ovejas cicllcas (Zarco et al 1984
| 1988a) Estos resultados counciden con lo encontrado por Hunter et al. (1989) y cont~ rman que
la regresién prematura obedece ala Ilberamén antaclpada de PGFZa
El tratamiento con LFE evuté la regre5|én prematura del cuerpo ltteo, Io que comc:lde éon lo

encontrado por Balcézar (1995) y por Zérate (1996) qunenes tamblén admmlstraron LFE
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Ademas, los resultados son comparables a o observado por Beard y Hunter (1994), quienes
utilizaron LFB. La administracién de LFE no suprimio la secrecién de PGF2a pero si modifico
su patrédn de secrecion. El niumero de pulsos fue similar en los dos grupos, sin embargo fue
evidente un cambio en la frecuencia, de tal forma que las ovejas tratadas tuvieron un intervalo
entre pulsos de 16.2 £1.2 h, mientras que en ios animales del grupo testigo el intervalo fue de
8.0 £0.9 h. Posiblemente el cambio en la frecuencia de los pulsos evitd la regresién del cuerpo
liteo, ya que el patrén de secrecion de la PGF2a esta asociadd con la regresidn del cuerpo
lUteo; Zarco et al. (1988a) encontraron que para que ocurra la lutedlisis en ovejas ciclando se
necesitan 6 pulsos secretados a intervalos de 8 h, y sefalan que una modificacion de este
patron previene la regresiéon (utea. Los mismos autores encontraron que en ovejas con
persistencia espontanea del cuerpo liteo la PGF2a se libera en forma pulsatil, pero los pulsos
ocurren con un intervalo de 16 h, lo que evita que la lutedlisis se lleve a cabo (Zarco et al.,
1984). Llama la atencién que el intervalo entre pulsos asociado con ia persis_ten_cia espontanea
de cuerpo ltteo en ovejas es similar al provocado en el.presente trabajo mediante la 'supresién
del desarrollo folicular. Esto podria sugerir que la persistencia espontanea dei c_uer’po lﬂteo
descrita por Zarco et al. (1984) podria ser provocada por déﬁciencias_ en el desarrolio y/o
funcién folicular. |
Zhang et él. (1991) suprimieron la secrecion de esfradiol mediante la deStruccibn de los
folibulos ovéricc)s poco antes d‘el moménio esperado 'd.e_ !Va luteéliéis en"c;iclo's, eéirales
| 'normales. enContrando que se alargd el inte_rvalo eﬁtre_ pulsos de PG‘FZq yconéecuenterﬁente
se retraso la regrésién 'lﬂte'a; ésimismo,. menc'ionan’que Alésonej‘as a las cuales se les
* eliminaron los foliculos y recibieron un implante de estradiol vplvie‘ro'n a secretar P'GFZd'en__ un
patrén-luteélitit:o. Esto es similar a lo observado en efst,e.‘tra.ba]o. dondé" se su_primié_ _.'|a
secrecion de FSH mediante el tratamiento con LFE, lo q_ué prdvocé_'que_' '_sé alargara el inte.rvalo_'_ |
'_enﬁfe pulsos de PGF2a. Aunque en este estudio no se m,id,id’el .'grado._dé:-ihhibicién del

desarrollo folicular ni las concentraciones de es'tradiol. en un estudio previo se =dr:e'r'nostrcfrque; el
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tratamiento con LFE suprime el desarrolio folicular y reduce la concentracion de estradiol a
nivel folicular (Capitulo 1V del presente trabajo).

Si bien la evidencia indica que el LFE evita la regresion prematura del cuerpo luteo
mediante la modificacion de la secrecion de PGF2a, no se debe descartar el efecto directo que
tiene el LFE sobre la funciéon lGtea, ya que se ha bbservado que ovejas tratadas con LFE
durante Ia fase lutea de un ciclo normal producen mas progesterona que las ovejas testigo, de
tal forma que el efecto antilutedlitico del LFE pudiera estar asociado con un efecto lutedtropico
(Mejia, 1995). Sin embargo, Beard y Hunter (1994) también evitaron la regresion lutea
prematura mediante el tratamiento con LFB a pesar de que el LFB, no tiene efecto directo
sobre la funcion del cuerpo lateo (Larson et al,, 1991).

Por otra parte, se desconoce si la inhibina es la tnica sustancia presente en el LFE capaz |
de suprimir el desarrollo:folicular, en el caso del LFB existe evidencia de que aun despu_és de |
retirarle la fraccion de inhibina retiene su capacidad inhibitoria sobre desarrollo folicular y la
| producc:on de estradlol (Baxter ot al,, 1995),

Se concluye que la regresuén prematura de los cuerpas luteos de ovejas inducidas a ovular
durante la época de anestro estacnonal esta asocnada con la secrectén pulsét:l de PGFZa y el
tratamlentq con quundo folicular equmo libre de esteroides altera la frecuencia de secreclén de

la PGF2q, lo que evita la regresion del cuerpo luteo,
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CAPITULO VI

DISCUSION GENERAL

Diversos estudios en los que se ha administrado liquido folicular equino libre de esteroides a
yeguas han demostrado que dicho liquido tiene actividad de inhibina, ya que suprime la
secrecion de FSH (Miller et al., 1979a; Bergfelt y Ginther, 1985; Roser et al, 1994). Esto,
aunado a la poca disponibilidad de liquido folicular bovino, que ha sido tradicionalmente
utilizado como fuente de inhibina para estudios en ovejas, sugirid la posibilidad de utilizar el
liquido folicular equino como fuente de inhibina en investigacion con ovinos. Sin embargo,
nunca se habla evaluado si la actividad de la inhibina del LFE se manifestaba en la oveja.

Los resultados de los experiméntos realizados en el presente trabajo demostraron que la
actividad de inhibina del LFE se manifiesta plenamente en la oveja, ya que logré suprimir las
concentraciones de FSH en ovejas en anestro estacional inducidas a ovular co.n hCG, vy
durante el diestro tardio de ovejas ciclicas. Los resultados obtenidos por nosotros con LFE son
similares a los obtenidos cuando se ha administrédo LFB a ovejaé en a'nestro' estacional
(Hunter et al..,_ 1988a; MclLeod y McNeilly, 1987), en el proestrovv(McNeilly, 1984, 1985) o
durante el diestro (Lérson ot al., 1991), en las cualés-tambié'n se suprimen-las concentraciones
de FSH. Los résultados confirman lo sefialado por Knight, (1991) acerca de la alta ‘h'omo.lo.gia |
que existe entre |a inhibina'd_e Ias_diferentes'especiesdoméstibas. lo que permite utilizar quuido‘
folicular de Adive_rsas especies como fuente dé inhibina. | .

Las‘,ovejas tra.tadas con LFE durante el diestro tuvieron un ihter‘véldde.la aplicacion de
PGF'2‘oc a la presentacién del e'stro mas largo que las'ovejas. no tratadas bon LFE' Este efeéto |
es sumllar aI observado en yeguas tratadas con LFE (Bergfelt y Gmther 1985), y al encontrado
“en ovejas que recubleron LFB (McNeilly, 1984 1985) En dwersos estudsos se ha demostrado
- lque el retraso en la presentacmn-del estro provocado por la admumstracnén-de IIqundo fohcular
obedece a una supresion del desarrollo folicular yauna inhibicién de la produccnén de estradlol |

(Miller et al., 19?9b Wallace y McNellly, 1986; McLeod Y McNellly, 1987; Hunter et al 19883)
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En el presente trabajo se demostré que este también es el caso cuando se administra LFE a
ovejas, ya que tanto el diametro folicular como la concentracién de estradiol en el liquido del
foliculo fueron significativamente menores en el dia 14 del diestro cuando las ovejas fueron
previamente tratadas durante 3 dias con LFE.

En este trabajo el efecto inhibitorio del tratamiento con LFE sobre el desarrollo folicular y la
produccion de estradiol esta asociado con la supresion de las concentraciones de FSH, por lo
que el efecto de inhibina es evidente. Sin embargo, los resultados no permiten asegurar que el
efecto del LFE se haya debido unicamente a la supresion de las concentraciones de FSH
como consécuencia de su contenido de inhibina, ya que se administrd la fraccion proteica del
liquido folicular equino, la cual contiene otros componentes que pueden regular el desarrolio
folicular localmente. A este respecto, Campbell et al., (1991¢) administraron a ovejas liquido
folicular ovino libre de.esteroides y de inhibina, y observaron que esté liquido continuaba
inhibiendo el desarrollo folicutar y Ia produccidn de estradiol. Por otra parte, Law et al., (1992)
encontrarpn que el efectp del LFB sobre el retraso en la presentacion del estro en véquillas
tratadas con PGF2a no es dependiente del contenidc_) de inhibina, ya que los animales tratados
con LFB, al cual previamente se le habia retirado la fracciéon de inhibiha, presentaron un
retraso sighificativo del estro. | | |

En el presen‘te estudio se logrd demostrar la hipétesis de que la inhibicion del desarrollo
foliculér pro'vocada por la administ_raéién de LFE re'sdltarla en un retraso de la Iutéélisis tanto |
~ durante el dies_tro’ normal como durante el diéstro-subsecu_ente a la induccion de ovulacién
durante la época de anestro, lo que normalmente resulta en lutedlisis pre_niatura.- En él_-prinief
caso, ,'ia s_upresién del desarrolio folicular provbca_da por el LFE durante el diestro tardio
permitié retrasar la regresién dé_l cuerpo liteo, confirmando lo ObSENado. Miquélajauregui.
(1993) quien utilizé LFB. Esta inhibicién de_la..luteél_i'sis pkovocadé' por una 'inhibicién hormonall |
del .desarvroll‘o folicular coincide con lo observado cuando se eliminan fisicamente los foliculos
en la OVéja (Karsch et al., 1970; Ginther, 1971), y en la .vavc':a (Villa-Godoy et al., 1985_)._:Sir_|

vembargo, tanto en el caso de Miquelajauregui (1993) como en este estudio el alargamiento ‘dé |
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la fase lutea fue menor al logrado cuando los foliculos se eliminan completamente por métodos
fisicos. Esta diferencia posiblemente esta asociado al grado en que se suprime la fuente de
estradiol. En los casos en los cuales se electrocauterizan los foliculos se destruyen todos los
foliculos visibles, mientras que en las ovejas tratadas con LFB o LFE se reduce su crecimiento
y la produccién de estradiol, pero los foliculos no desaparecen. Asi, en las ovejas tratadas es
posible que las concentraciones de estradiol, aunque bajas, eventua!ménte fueron suficientes
para el establecimiento de una secrecidn pulsatil con caracteristicas lutedliticas (Zhang et al.
1991).

En las ovejas a las cuales se les determinaron las concentraciones del metabolito de la
PGF2a durante el diestro tardio se observo un patron pulsatil a partir del dia 14, sin embargo
solo en las ovejas testigo se establecié una frecuencia de pulsos de caracteristicas luteoliticas
(1 pulso cada 8 +1.06 h) en los dias 15 y 16 del ciclo, mientras que en las ovejas tratadas con
LFE la frecuencia de pulsos en ese mismo periodo fue muy baja, detectandose un pulso cada
14.6 +1.08 h, el cual no ocasiond la lutedlisis. Esta baja frecuencia es similar a la encontrada
por Zarco et al., (1984) en ovejas que tuvieron persistencia éSponténea de cuerpo luteo, las
cuales presentaron un patrén pulsatil de secrecion de PGF2a, sin embargo el intervalo entre
pulsos fue de 16 h, lo que fue insuficiente para provocar la r'egrésibn del cuerpo lateo a pesar
de que la cantidad total de PGF2a secretada fue similar en dvejasvnormales‘y en aquellas con
persistencia espontanea del cuerpo liteo. Zarco et al. (1984) poStt)laron que una modificacion
en el patron de secrecién de PGF2a podria se sufici_ente para impedir !a"luteélisis. lo cual -
-cdnfirmaron posteriofmenté al démostrar que duranté el reconocimiénto materno' de la |
gestacion la 6veja gestante produce cantidades de PGF20 Similarés a las de.lés ovejaé que
estan sufriendo r_e'gresién del cuerpo ltiteo, sin embargo, la supresién de uh patrén'.pulsétil se
| | secrecion [ el-ala'rgamientcj del intervalo entre pulsos evita la regres.ié_n del cuerpo --Idteo én el
animal gestante (Zarco et al., _1988b). o | |
| La modificacién en la frecuencia de los pulsos de PGFZa'también:fue. observada en las

ovejas que se indujeron a ovular en la época de anestro y que fueron tratadas con LFE. En
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estas hembras se encontré que el tratamiento no suprimid la secrecién de PGF2a sino sélo
modificéd su patron de secrecion, alargando el intervalo entre los pulsos. Las ovejas tratadas
con LFE tuvieron un intervalo de 16.2 +1.2 h mientras que en las testigo fue de 8 +0.9 h. Este
alargamiento del intervalo entre pulsos de PGF2o fue suficiente para evitar |a regresion
prematura del cuerpo luteo.

En las ovejas en anestro a las cuales se les alargo la fase lutea mediante el tratamiento con
LFE la regresion del cuerpo liteo ocurrio después de 10 a 12 dias de exposicién a
progesterona aun cuando todavia se encontraban recibiendo LFE, asimismo fue evidente que
en el dla 14 o 15 del ciclo tanto las ovejas ciclicas tratadas con LFE como las testigo
comenzaron a liberar pulsos de PGF2a. Es posible que a pesar de la supresién de la
~concentracion de estradiol lograda con el tratamiento con LFE, la duracion de la exposicién a
progesterona determind finalmente el inicio de la secrecion de PGF2a. Estos resultados son
similares a lo encontrado por Zhang et al., (1991) quienes eliminaron los foliculos ovaricos
antes de la lutedlisis esperada y observaron que no se suprimi() la secrecién de PGF2a ya que
comenzé a secretarse al mismo tiempo en los animales intactos que en aquellos en los cuales
se eliminaron los foliculoé, sin embargo, en estos uUltimos no se establecié ia frecuencia'
necesaria para provocar Iuteélisis. Lo anterior pefmit_e pensar que despﬂés de 10 a 12 dias de
exposicion a progesterona el endometrio puede comenzar a secretar PGF2a en ausencia de
estradiol, y que esta hormona es mas impo_rtahte para el estableci‘miento del patrén 'd.e.
secrecion pulsatil con caracteristicas lutedliticas, que para que de inicio la secrecidon de
PGF2a. | |

Beard y Hunter (1994) previamente sugirieron que la ausencia de estradiol provocada por_lé |
administracion de LFB ocasionaba una supresién fu.ncional de los rece'pto_res para bxitocina en
‘el utero. Los reSul_tados del presente ekpeﬁmento sugieren qUe la falta de eétradibl provoca un |
retraso en él reciclaje de feceptores para oxitocina, mas que su inactivacion total.

Ei tratamiento con LFE en o_vejas en ahestro estacional que Se'indujefon a ovular inh'ibié Ia

regresién.prematura del cuerpo luteo lo que confirma lo se'ﬁalado por Hunter ét al., (1989)
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quienes mencionan que los cuerpos luteos de vida corta son intrinsecamente normales y que
la regresién prematura obedece a un adelanto en la secrecion de PGF2a. En este trabajo fue
evidente que cuando se inhibe la lutedlisis prematura estos cuerpos liteos se desarrollan
normalmente, secretan progesterona en concentraciones normales, y regresan en el momento
en que lo hacen las ovejas que estan ciclando. Estos permite especular acerca de las
posibilidades de la utilizacién de las ovulaciones inducidas con una sola inyeccién de hCG en la
época de anestro para gestar a estos animales, ya que, si es posible provocar una fase litea
de duracién normal administrando LFE, tal vez se pueda fertilizar al ovocito y establecer una
gestacion,.

Los experimentos realizados establecen que el tratamiento con el LFE suprimio la secrecion
de FSH, inhibié6 el desarrollo folicular y redujo la produccidn de estradiol. Esta deficiente
secrecion de estradiol resultd en la modificacion del patrén de secrecion pulsatil de PGF2a, ya
que el intervalo entre pulsos aumenté hasta el punto de ser incapaz de provocar la lutedlisis.
Debido a estos efectos la administracién de LFE provecd un alargamiento de la fase litea
~normal y evitd la regr'esién'prematura del cuerpo luteo de ‘oVejas én anestro es_tacion'al

inducidas a ovular con hCG.
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