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Cuadro 1. Efecto de la Administracién de Clorhidrato de Zilpaterol por 32
dias (dosis 0.15 mg/kg P.V.) sobre la Duracién del Ciclo Estral, del Diestro,
Didmetro del Foliculo Ovulatorio y Area Bajo la Curva de Progesterona en
Vaquillas Holstein-Friesian (media + error estandar).

Zilpaterol Control Sig.
(n=10) (n=10) (o)
Ciclo Estral (Dias) 21.2+0.8 21.1+0.9 p=0.936
Diestro (Dias) 16.1 £0.7 14.5+0.9 - p=0.195
Diametro del
Foliculo 17.3+0.3 16.8+0.3 p=0.183
Ovulatorio (mm)
Progesterona,
Area bajo la curva 46.9+2.9 38.6 + 4.6 p=0.138
| (ng/ml)

ESTA TESIS NO SALLE
DE LA BIBLIOTECA
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Cuadro 2. Intervalo entre la Aplicacion de D-Cloprostenol y el Estro,
Intervalo del Estro al Pico Preovulatorio de LH y Diadmetro del Foliculo
Preovulatorio en Vaquillas Holstein-Friesian en Fase Folicular, tratadas o no
con Clorhidrato de Zilpaterol durante 24 dias con una dosis de 0.15 mg/kg
P.V.

Zilpaterol Control Sig.

(n=4) (n=4) (@)

g;gzp(;":)‘e““' al 40.50 52 p<0.1
e
Frevalstoo ) 16 & PO

* En este caso la n=2, ya que el resto de las vaquillas del grupo zilpaterol presentaron celo antes del inicio del
muestreo para LH.
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Cuadro 3. Efecto de la Administraciéon de Clorhidrato de Zilpaterol (0.15
mg/kg P.V.) sobre el Peso Corporal y la Ganancia Diaria de Peso en Vaquillas
Holstein-Friesian (media + error estandar)

Zilpaterol Control Sig.
(n=15) (n=15) (a)
Peso Inicio (Kg) 352.7+8.6 3442+ 84 p=0.48
Peso Final (Kg) 397.5+£90 376.6 £ 7.3 p=0.03
Ganancia de .
Peso (Kg) 448 +4.9 324+3.7 p=0.03
Ganancia Diaria _
de Peso (Kg) 1.6+ 0.2 1.2+0.1 p=0.02
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Cuadro 4. Efecto de la Administracion de Clorhidrato de Zilpaterol (0.15
mg/kg P.V.) en Grasa Dorsal y Profundidad del Musculo Largo Dorsal en
Vaquillas Holstein-Friesian (media + error estandar).

Zilpaterol Control Sig
(n=15) (n=15) (o)

tensst Dosal 6.9+0.3 5.8+0.2 p=0.002
Inicial (mm)
Grasa Dorsal _
Final (mm) 51202 6.1+0.3 p=0.008
Cambio en
Grasa Dorsal -1.8+0.3 03+0.3 p<0.001
(mm)
Profundidad _
Muscular (mm) 533+1.6 45.8+1.2 p=0.001
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Cuadro 2. Intervalo entre la Aplicacion de D-Cloprostenol y el Estro,
Intervalo del Estro al Pico Preovulatorio de LH y Diadmetro del Foliculo
Preovulatorio en Vaquillas Holstein-Friesian en Fase Folicular, tratadas o no
con Clorhidrato de Zilpaterol durante 24 dias con una dosis de 0.15 mg/kg
P.V.

Zilpaterol Control Sig.

(n=4) (n=4) (@)

g;gzp(;":)‘e““' al 40.50 52 p<0.1
e
Frevalstoo ) 16 & PO

* En este caso la n=2, ya que el resto de las vaquillas del grupo zilpaterol presentaron celo antes del inicio del
muestreo para LH.
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue conocer el efecto del zilpaterol (agonista beta-
adrenérgico) sobre el ciclo estral en vaquillas. Se emplearon 30 vaquillas Holstein-
Friesian, sincronizadas con D-Cloprostenol y divididas en dos grupos: control y zilpaterol.
Las ultimas fueron suplementadas con zilpaterol por 32 dias. Se hicieron dos estudios
donde se evalué el efecto del zilpaterol en: 1) La fase lutea y dindmica folicular durante el
ciclo estral, asi como las concentraciones de progesterona, IGF-I e insulina, y 2) la
lutedlisis y la ovulacién. El zilpaterol adelanté la presentacion del estro (Zilpaterol, 40.5
hrs vs. Control, 52 hrs, p=0.07) sin afectar la fertilidad. Las concentraciones de
progesterona antes y después de la aplicaciéon de D-cloprostenol fueron similares (p>0.05)
entre grupos. La duracidn del ciclo estral (Zilpaterol, 21.2+0.8 dias vs. Control, 21.1+0.9
dias), el diestro (Zilpaterol, 16.1+0.7 dias vs. Control, 14.5+0.9 dias) y diametro del
foliculo preovulatorio (Zilpaterol, 17.3+0.3mm vs. Control 16.8+0.3mm) fueron similares
(p>0.05). Las concentraciones de progesterona y el area bajo la curva no difirieron entre
grupos (p>0.05). En animales suplementados con zilpaterol la grasa dorsal disminuyé en
26% y la profundidad muscular aumenté (Zilpaterol, 53.33£1.6mm vs. Control,
45.80+1.2mm). La ganancia diaria de peso en ambos grupos difirié (p<0.05) en 0.5 kg, lo
que se refleja en el peso final: Zilpaterol= 397.5+9 kg vs. Control= 376.6+7.3 kg. La
condicién corporal al final fue medio punto mas alta para los animales tratados. Las
concentraciones de insulina durante la suplementaciéon fueron menores (p<0.05) en los
animales tratados con zilpaterol mientras que las de IGF-I no difirieron. En conclusién, el
zilpaterol adelant6 la presentacion del estro y la ovulaciéon en las hembras sin afectar
negativamente la fertilidad, la duracion del ciclo estral o la dindmica folicular, pero
mejorando la ganancia diaria de peso, el peso final y masa muscular.

Palabras Clave: Zilpaterol; B-Agonistas; Ciclo Estral; Dinamica Folicular; Ovulacidn;
Lutedlisis.
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ABSTRACT

The aim of this study was to establish the effect of zilpaterol chloride (beta-adrenergic
agonist) on the oestrous cycle in heifers. Thirty Holstein-Friesian heifers were divided in
two groups (treated and control) and supplemented with zilpaterol for 32 days. Oestrus was
synchronized with D-cloprostenol. The study was divided in two experiments in order to
evaluate the effect of zilpaterol on: 1) luteal phase, follicular dynamics during the oestrous
cycle and the serum concentrations of progesterone, insulin and IGF-I, 2) luteolysis and
ovulation. In the zilpaterol-treated heifers, oestrus occurred earlier than in control heifers
(p<0.1) and fertility was not affected. Plasmatic progesterone concentrations before and
after D-cloprostenol were similar between groups (p>0.05). Oestrous cycle length
(zilpaterol, 21.2+0.8 days vs. control, 21.1+0.9 days), diestrous length (zilpaterol, 16.1+0.7
days vs. control 14.5+0.9 days) and preovulatory follicle diameter (zilpaterol, 17.3+0.3mm
vs. control, 16.8+0.3mm) were similar between groups (p>0.05). Dorsal fat was reduced
26% in zilpaterol-treated heifers (p<0.05) while longissimus dorsal muscle depth increased
(zilpaterol, 53.33+£1.6 mm vs. control, 45.80+1.2 mm, p<0.05). Average daily weight gain
was 0.5 kg greater in zilpaterol-treated heifers than in controls (p<0.05). In addition, final
weight was greater in zilpaterol-treated heifers (zilpaterol, 397.5+9 kg vs. control,
376.6+7.3 kg, p<0.05), which also had a better body condition score (p<0.05). Insulin
serum concentrations during zilpaterol supplementation were lower in treated heifers
(p<0.05) while IGF-I serum concentrations were not altered by treatment (p>0.05). In
conclusion, zilpaterol caused an earlier oestrus presentation and ovulation in treated heifers
than in controls; however it did not affect fertility, oestrous cycle length or follicular
dynamics. In addition, zilpaterol enhanced average daily weight gain, final weight and
muscular accretion.

Key Words: Zilpaterol; Beta-Adrenergic Agonists; Oestrous Cycle; Follicular Dynamics;
Ovulation; Luteolysis.
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1.  INTRODUCCION

Los compuestos agonistas B-adrenérgicos (ABA) son analogos sintéticos de las
catecolaminas (adrenalina y noradrenalina), y al unirse a su receptor provocan la liberacién
de AMPc y la activacién de proteina cinasa A (Smith, 1998). En medicina humana, los
ABA son empleados como farmacos broncodilatadores y tocoliticos. E n v eterinaria, 10s
ABA se emplean como promotores de crecimiento por su efecto anabdlico en el musculo
esquelético y catabdlico en el tejido adiposo. En el musculo esquelético favorece la
deposicién de proteina a través de un incremento en la sintesis y una disminucion en la
protedlisis y oxidacién de aminoacidos. Mientras que en el tejido adiposo provoca un
incremento en la lipdlisis y disminucién en la lipogénesis (Mersmann, 1998). Ademas, los
APBA pueden provocar la disminucion en el consumo diario al hacer mas eficiente el uso de
los nutrientes (NRC, 1994). Debido a lo anterior, a estos compuestos se les conoce como
agentes repartidores de nutrientes (NRC, 1994). Sin embargo, poco se conoce acerca de los

efectos de los ABA sobre la reproduccidn.

En estudios realizados con ratas (Illera et al., 2003) y cerdos (Biolatti e al., 1994)
se encontrd que la administracién cronica de un ABPA provoca la formacién de quistes
foliculares. Se sabe que en vacas con quistes foliculares los niveles de LH son elevados
pero no ocurre el pico preovulatorio, lo que puede deberse a una falla en la
retroalimentacién positiva entre estrogenos y LH (Webb ef al., 1998). Sin embargo, no se
conoce el mecanismo mediante el cual los APA provocan la formacién de quistes

foliculares, pero se sabe que los niveles séricos de progesterona y oxitocina se elevan.

En el cuerpo luteo bovino, in vivo e in vitro, los farmacos ABA ocasionan un
incremento en la liberacion de progesterona y oxitocina (Kotwica et al., 2002). Los ABA
incrementan la liberacién de progesterona estimulando a las enzimas esteroidogénicas
(P450scc y 3BHSD), y estimulando directamente a las células liteas grandes provocan la
liberacion de oxitocina (Miszkiel y Kotwica, 2001). Debido a los efectos reportados de los
ABA sobre la produccion de oxitocina se podria pensar que estos compuestos son capaces

de acortar el ciclo estral en las vacas.



El zilpaterol es un compuesto ABA que ha sido aprobado en México para su uso en
animales. En bovinos aumenta la ganancia de peso mediante una ganancia neta de
musculo, sin afectar la cantidad de grasa en la canal y disminuye el consumo alimenticio
(Plascencia et al., 1999). Sin embargo, la informacién acerca de los efectos de este

compuesto en el ciclo estral no existe.

1.1  HIPOTESIS
Los compuestos ABA alteran la dinamica folicular, los patrones de secrecion de

progesterona y la duracién del ciclo estral.

1.2  OBJETIVO GENERAL
Evaluar los efectos del zilpaterol sobre la dinamica folicular, la duracién del ciclo

estral y los patrones de secrecion de progesterona y LH en vaquillas Holstein.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Evaluar los efectos del zilpaterol sobre:
La dinamica folicular y patrones de secrecion de la progesterona.

La fase folicular del ciclo estral: lutedlisis y pico preovulatorio de LH.
La fertilidad.

B W b=

La condicién y composicidn corporales.



2. REVISION DE LITERATURA.

2.1.1 CICLO ESTRAL

El ciclo estral (CE) es la serie de eventos ovaricos, endocrinos y conductuales
recurrentes que tienen como objeto la ovulacion, el apareamiento y la gestacién. En los
bovinos la duracién varia de 17 a 25 dias, y comprende al periodo ocurrido entre estro y
estro (Bearden y Fuquay, 2000). Se ha dividido al ciclo estral en 4 etapas: a) Estro, etapa
de receptividad sexual (inicio del ciclo (dia 0)), con una duracién de 12 a 18 horas en
bovinos. b) Metaestro: etapa de desarrollo temprano del cuerpo liteo (CL), en bovinos
ocurre la ovulacién (10-12 horas del final d el estro) y un leve sangrado c onocido como
sangrado de metaestro. c) Diestro: etapa caracterizada por la funcionalidad total del CL, en
la vaca comienza el dia 5 cuando se puede detectar el incremento en los niveles sanguineos
de progesterona (> Ing/ml) y termina con la regresion del CL, dia 16-17. d) Proestro:

ocurre la regresion del CL y la maduracién final del foliculo ovulatorio (Aréchiga, 1999).

El ciclo de acuerdo al ambiente hormonal y las estructuras ovaricas presentes ha
sido dividido en 2 fases: a) fase folicular: predominan estrégenos producidos por los
foliculos ovaricos; en ella inicia la regresién del CL y finaliza con la ovulacién (3-6 dias), y
b) fase ldtea: con concentraciones elevadas de progesterona de origen luteo (16-17 dias)

(Bearden y Fuquay, 2000).

2.1.2 ENDOCRINOLOGIA DEL CICLO ESTRAL
El control del CE requiere de comunicacion entre el hipotdlamo, la hipéfisis y los
ovarios. Adicionalmente debe existir una interaccion entre el utero y los ovarios, ya que la

prostaglandina F4 (PGF2), €s importante en la regresion del CL.

Los niveles sanguineos de progesterona son elevados en el diestro y su disminucién
(< Ing/ml) indica el inicio del proestro. Conjuntamente comienza un incremento ligero en
la pulsatilidad de LH y estradiol, cercanos al inicio del estro. En el metaestro y la mitad del

diestro, se presentan pequefios incrementos séricos de FSH y estrégenos (Aréchiga, 1999).



Durante el diestro, las altas concentraciones de progesterona disminuyen la
liberacién de FSH y LH a través de retroalimentacion negativa hacia el hipotdlamo y la
hipofisis e inhibe la manifestacion de estro. Los pulsos de LH presentes en el diestro
mantienen la funcién del CL y el crecimiento del foliculo dominante. Cuando no hay
gestacion, la PGFy, se libera del utero y es transportada hacia el ovario por un mecanismo
de contracorriente entre la vena utero-ovarica y la arteria ovarica. La PGF,, provoca la
regresion del CL entre 10 y 14 dias posteriores a su formacion (Aréchiga, 1999; Bearden y

Fuquay, 2000).

Al disminuir la progesterona circulante, la inhibicién sobre el hipotdlamo
desaparece, con lo que comienza la liberacion pulsatil creciente, en amplitud y frecuencia,
de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y LH. La elevacién en los niveles de
FSH estimula el crecimiento folicular y el incremento en los niveles de estradiol. Los
incrementos de FSH y estradiol que ocurren durante el metaestro y la mitad del diestro
favorecen la seleccion y el crecimiento folicular (Aréchiga, 1999; Bearden y Fuquay,

2000).

La sensibilidad de la hipdfisis se incrementa por efecto de la GnRH sobre sus
propios receptores incrementando la frecuencia de los pulsos. El incremento en los niveles

de estradiol, favorece la formacion de receptores ovaricos para FSH y LH (Bearden y

Fuquay, 2000).

Dos o tres dias después de la caida de progesterona, el estradiol alcanza su
concentracion mas alta y mediante retroalimentacion positiva hacia el hipotalamo estimula
la secrecién del pico preovulatorio de GnRH y LH. El pico preovulatorio de LH reinicia la
meiosis en el ovocito y estimula la ovulacién. Este pico ocurre en el estro temprano con
duracién de 6 a 10 horas. La ovulacién ocurre de 24 a 30 horas después del pico

preovulatorio de LH (Aréchiga, 1999).



Después de la ovulacién ocurre la formacién del CL. Dos a cuatro dias después de
la ovulacién los niveles de progesterona se incrementan (> 1ng/ml) indicando el inicio del
diestro. La LH i ncrementa el flujo sanguineo hacia el CL estimulando la formacién y

funcién del CL, junto con otras hormonas (Aréchiga, 1999).

2.13 DINAMICA FOLICULAR

El crecimiento folicular en los bovinos tiene un patrén de oleada. Por cada ciclo
estral se presentan de dos a tres oleadas foliculares (Ginther, 2000; Sartori et al., 2004).
Cada oleada se caracteriza por la emergencia de un grupo de foliculos de 4 mm, el
crecimiento de algunos de éstos por pocos dias, y la seleccién de un foliculo dominante que

continia creciendo hasta alcanzar el didmetro preovulatorio, mientras los demds sufren

atresia (Ginther, 2000).

El crecimiento de los foliculos antrales desde 300 pm hasta 3-5 mm toma hasta 30
dias. Este crecimiento folicular temprano es considerado independiente de gonadotropinas
(Webb et al., 2003). El crecimiento folicular siguiente es rapido con tasas de hasta 2 mm
diarios, detectado en foliculos dominantes (Mihm et al., 2002; Webb et al., 2003), fase
dependiente de gonadotropinas (FSH).

Después de la ovulacion, ocurre un aumento peri-ovulatorio de FSH que estimula el
crecimiento de varios foliculos pequefios (emergencia: 1°-3° dia del ciclo estral) (Mihm et
al., 2002). La concentracion de FSH llega a su pico cuando el foliculo mas grande alcanza
un didmetro cercano a los 4-5 mm (Ginther, 2000). Cuando la FSH comienza a descender
(2-3 dias después de la emergencia), el numero de foliculos disminuyen, siendo pocos los
que continuan creciendo y sélo uno de ellos es seleccionado (foliculo dominante). Los
demas se vuelven estaticos y sufren atresia via apoptosis (foliculos subordinados) (Austin et
al., 2001). El foliculo dominante aumenta la secrecién de estradiol atn cuando la FSH esté
en concentracidn decreciente, y continua su crecimiento hasta alcanzar 12-20 mm (Austin
et al., 2001; Mihm et al, 2002). La liberacién de estradiol e inhibina ocasiona la

disminucién en la concentraciéon de FSH junto con factores liberados por los foliculos



(Ginther, 2000), pero concentraciones bajas de FSH se requieren para los foliculos en

crecimiento (Mihm ef al., 2002; Ginther, 2000).

El crecimiento del foliculo dominante vy la alta sintesis de estradiol dura 3-4 dias,
tiempo en el que el CL madura y la progesterona disminuye la secrecion pulsatil de LH. El
foliculo dominante cambia su dependencia hacia LH o sufre atresia (Mihm et al., 2002). El
foliculo dominante deja de crecer, pierde su dominancia, y disminuye la secrecion de
estradiol e inhibina, ocasionando otro aumento transitorio en la secrecién de FSH que
ocasiona el reclutamiento de una nueva oleada folicular y la seleccién de otro foliculo
dominante (Sunderland et al., 1994). Si ocurre la lutedlisis cuando el segundo foliculo
alcanza su dominancia este ovulard, en caso contrario sufrira atresia y surgira una nueva
oleada (Mihm et al., 2002). Con la lutedlisis, desaparece la inhibiciéon sobre GnRH
ocasionando un incremento en la frecuencia de pulsos de LH que favorecen el crecimiento
y la diferenciacion final del foliculo dominante, estimulando el pulso preovulatorio de LH,

la ovulacién y la luteinizacion (Mihm et al., 2002).

La produccidn de estradiol es un indicador del estado de los foliculos. Los foliculos
dominantes producen mayor cantidad de estrégenos que los subordinados, ademas de
mostrar mayor expresién de los genes para la aromatasa, 3f-hidroxi-esteroide
deshidrogenasa (3B-HSD), y receptores de FSH, y la sintesis de receptores para LH en las
células de la granulosa (Bao, 1997). Después de la seleccion y el incremento en las
concentraciones de FSH, el foliculo dominante incrementa la secrecién de inhibina y

activina, y bajan los niveles de folistatina (Austin et al., 2001).

Se ha determinado que existe un sistema intraovarico de componentes de la familia
de IGF’s. En bovinos se han detectado IGF-I, IGF-II, el receptor para IGF, cuatro proteinas
que se unen a los IGF’s (IGFBP) y una proteasa especifica para IGFBP4 (Webb et al.,
2003). El IGF libre estimula la proliferacion de las células de la granulosa, la sintesis de
estradiol, inhibina y activina, in vitro, con efectos dependientes de las concentraciones de

FSH (Gutiérrez et al., 1997, Mihm et al., 2002). Cuando el foliculo dominante es



seleccionado, los niveles de las IGFBP-2, -3, -4 y -5 se mantienen bajos, con
biodisponibilidad alta de IGF-1 y —II (Austin et al., 2001; Mihm et al., 2002; Armstrong ef
al., 2002; Webb et al., 2003). Mihm et al. (2000), encontraron que los niveles bajos de
IGFBP4 y altos de IGF’s son esenciales para la seleccién del foliculo dominante, ademas
de permitir la sobrevivencia en concentraciones bajas de FSH y evitar la presentacion de

apoptosis.

En foliculos preovulatorios, las concentraciones de IGF-I incrementan con la
actividad estrogénica, mientras las concentraciones intrafoliculares de IGFBP-2, -4 y -5 se
reducen. Incrementos en IGFBP-2 y -5 se han reportado en foliculos preovulatorios
después del pico de gonadotropinas y antes de la ovulacién cuando la progesterona
intrafolicular se incrementa mientras que el estradiol y los andrégenos disminuyen (Funston

et al., 1996; Mihm et al., 2002; Armstrong et al., 2002).

2.1.4 OVULACION

Es la liberacién del ovocito secundario hacia la cavidad peritoneal, cerca del
infundibulo, por la ruptura de la pared folicular. Cuando la oleada preovulatoria de LH
estimula al foliculo dominante maduro, se inicia el proceso de luteinizacién de las células
dela granulosa ydela tecainterna. La ovulacion esuna p arte integral del proceso de
luteinizacion (Espey y Lipner, 1994). La ovulacién ocurre 30 horas después del pico

preovulatorio de LH.

Cuando se forma el complejo ligando (LH)-receptor, se produce AMP ciclico
(AMPc) como segundo mensajero. La transduccion de la sefial ocasiona un incremento en
la enzima citocromo P450scc, que promueve la sintesis de progesterona. La elevacién de la
concentracion de progesterona ocasiona una caida en las enzimas citocromo P450;74 y
P450aromatasa, y de los androgenos y estrogenos ovaricos (Espey y Lipner, 1994). Una
vez expresado el RNAm para la enzima P450scc €l proceso de luteinizacion y la sintesis de

progesterona son irreversibles. La luteinizaciéon no depende de la ovulacion, ya que si el




foliculo no se rompe no impide que se luteinice (Espey y Lipner, 1994; Richards et al.,

1998).

Con el pico de gonadotropinas, la progesterona en el liquido folicular comienza a
elevarse, poco tiempo después comienza la elevacion de prostaglandinas (PGF,, y PGE,).
Las prostaglandinas estimulan la contraccién de la pared folicular y contribuyen a la
ruptura del foliculo y a la expulsién del ovocito. Estas contracciones van incrementando

conforme se acerca la ovulacion (Bearden y Fuquay, 2000).

El pico de gonadotropinas estimula la expresiéon de genes importantes para la
ovulaciéon en las células de la granulosa: receptor de progesterona y prostaglandin-

endoperoxido-sintetasa-2 (Richards ef al., 1998).

La ovulacién involucra cambios en la matriz extracelular por la activacion de
cascadas proteoliticas, como la de la colagenasa. Las hormonas que activan las vias de
protein-cinasa A y C, inducen la expresion de los genes para colagenasa ‘“verdadera”,
encargada de degradar al colageno tipo I. Ademas en ovarios de ratén y rata, existen dos
colagenasas involucradas en la lisis de la membrana basal: colagenasa tipo IV y colagenasa
tipo V. En ratas, la LH induce la sintesis de colagenasa tipo V (Richards et al., 1998).
Ademas, la ovulacion inducida por LH activa a las calicreinas, que son sintetizadas como
proenzimas, y controladas por otras cascadas p roteoliticas. Las c alicreinas actian sobre
sustratos especificos (cininégenos) para liberar cininas bioactivas como la calidina y la
bradicinina. Estas sustancias son responsables de la vasodilatacién y el aumento en la
permeabilidad vascular ocurrido durante la ovulacién (Bhoola et al., 1992; Espey y Lipner,
1994). Momentos previos a la ovulacién se presenta el reclutamiento e invasion de células
inflamatorias: leucocitos (p.e. neutrofilos) y macréfagos, reguladas por citocinas secretadas

por las células inmunes y ovaricas (Norman et al., 1994).

En la ovulacion ocurre la desintegracién y ruptura de un area en la porcion apical

del foliculo, el estigma (Espey y Lipner, 1994; Richards et al., 1998). Simultaneamente,



ocurre una reorganizacion y remodelacion del foliculo y tejido adyacente conforme las
células de la granulosa y de la teca se luteinizan (Richards ef al., 1998). La capa de células
de la granulosa se disocia sdlo en la porcién apical y finalmente desaparece, mientras que
las células de la teca pierden cohesién por el aumento en el liquido folicular que ocasiona
un edema local, y por la destruccion de las fibras de colageno de la membrana basal (Hafez

y Hafez, 2002).

Las prostaglandinas estimulan la contracciéon del ovario y contribuyen a la ruptura
del foliculo y a la expulsiéon del ovocito. Estas concentraciones van incrementando
conforme se acerca la ovulacién. La ovulacion puede ocurrir en cualquier parte de la

superficie ovarica y en cualquiera de los ovarios (Beraden y Fuquay, 2000).

2.1.5 REGRESION DEL CUERPO LUTEO (LUTEOLISIS)

La lutedlisis se presenta en forma funcional y estructural. Primero ocurre una
pérdida en la capacidad para sintetizar y secretar progesterona, seguido de una pérdida de
las células que forman al CL. En los bovinos la regresion del cuerpo liteo depende de la
presencia del dtero (Niswender ef al., 1994). La lutedlisis es causada por una liberacion
pulsatil de PGF,, del ttero hacia el ovario, por un intercambio de contracorriente entre la

vena uterina y la arteria ovarica (Niswender ef al., 1994).

La progesterona regula el periodo de vida del CL. La exposicién a progesterona
durante el diestro temprano y medio controla la liberacion de PGF,, por parte del
endometrio (Schams y B erisha, 2004). En condiciones in vitro se ha encontrado que el
endometrio es capaz de liberar P GF,, después del dia 12 del ciclo estral, cuando pierde
sensibilidad hacia la progesterona. Esta sensibilidad esta relacionada con la regulacion de
los receptores para estrogenos, oxitocina y progesterona en el endometrio uterino. Asi, la
ciclicidad en la sensibilidad a progesterona y en la regulacién de los receptores para

estrogenos y oxitocina en el endometrio, son importantes para la regresion del CL (Schams

y Berisha, 2004).



Se postula que el inicio de la lutedlisis es debido a la accion de los estrogenos
liberados por el foliculo que provocan la liberacion de oxitocina hipofisiaria y que
estimulan la liberacién de una pequefia cantidad de PGF,, uterina. Después comienza una
retroalimentacion positiva entre oxitocina y PGF,, provenientes del CL y el tero,

respectivamente (Niswender et al., 2000).

Una de las principales acciones de la PGFy4 es la disminucion del flujo sanguineo
hacia el CL, ocasionando la lutedlisis debido a una disminucién de nutrientes, de sustratos
para la esteroidogénesis y del soporte luteotropico (Acosta et al., 2004; Schams y Berisha,
2004). La disminucidn en el flujo sanguineo se debe a que la PGFy, provoca degeneracion
de las células endoteliales en el CL generando una disminucion en la densidad capilar
(Niswender et al., 2000). En un estudio realizado por Acosta et al. (2002) en el que
evaluaron los cambios vasculares en el CL después de la aplicacion de PGF,, encontraron
que durante las primeras 0.5 — 2 hrs de la aplicacion, el flujo sanguineo se eleva; disminuye
a las 4 hrs al nivel observado al momento de la aplicacion y luego comienza a decrecer
paulatinamente entre las 8 a 48hrs siguientes. Las concentraciones de progesterona

disminuyeron de 4.7 ng/ml (Ohrs) a 0.6 ng/ml en 24 hrs.

Se ha involucrado a la Endotelina-1 (ET-I) y Angiotensina II (Ang II) como
mediadores de los efectos de la PGF,, en los cambios en el flujo sanguineo. La ET-I se ha
encontrado en €l CL d e b ovinos m ostrando ¢ oncentraciones b ajas durante 1a etapa l1utea
temprana, y altas durante la lutedlisis (Girsh et al, 1996). Estos agentes vasoactivos
pueden ocasionar la disminucidn en el flujo sanguineo e iniciar la cascada de eventos
luteoliticos. La ET-1 y la Ang II pueden actuar como agentes vasoconstrictores durante la
lutedlisis funcional, e incluso induciendo apoptosis durante la lutedlisis estructural.

(Niswender et al., 2000; Schams y Berisha, 2003).
Los receptores de alta afinidad para PGF,, se encuentran en las células luteas

grandes (Fitz et al., 1982). El receptor se encuentra unido a proteina Gg, por lo que la unién

ligando-receptor activa la enzima fosfolipasa C que libera inositol trifosfato (IP3) y
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diacilglicerol (DAG). El IP3 induce la liberacién de calcio (Ca®) por parte del reticulo
endoplasmico rugoso. Las altas concentraciones de Ca*' intracelular y el DAG (unido a la
membrana plasmatica) activan a la proteina-cinasa C (PKC) (Berridge e Irvine, 1989). La
activacion de PKC en las células luteas grandes ocasiona una modificacién en la sintesis de
las proteinas para la esteroidogénesis, en la disponibilidad de colesterol y en el

mantenimiento de la matriz extracelular (Wiltbank et al., 1991).

La PGF,, provoca la inhibicién de la sintesis de progesterona, aunque el mecanismo
no es claro. La PGF,, provoca una disminucién en el RNAm para el receptor de LH. Sin
embargo, en bovinos y ovinos, esta disminucion ocurre después de la caida de
progesterona. La PGF,, puede interferir en la transduccidn de la sefial de LH evitando la
activacion de la proteina-cinasa A, ya sea disminuyendo la actividad de la adenilato ciclasa
o incrementando la actividad de la fosfodiesterasa, que resulta en la disminucién en la

concentracion intracelular de AMPc (Niswender et al., 2000).

La PGF,, afecta el transporte intracelular de colesterol con lo que diminuye la
secrecion de progesterona. La PGF,4 provoca distorsion en el citoesqueleto, observandose
que c€lulas lateas de ovinos, después del tratamiento con PGF,, poseen menor
concentracion de tubulina (Murdoch et al., 1996). También el tratamiento con PGFq4
ocasiona una disminucién en la concentracion de la proteina StAR (proteina reguladora
esteroidogénica aguda), responsable del transporte de colesterol de la membrana
mitocondrial externa hacia la interna (citocromo P450s.), con lo que se disminuye la
liberacién de progesterona (Pescador, 1996). Este mecanismo de inhibicién parece ser el

principal para disminuir la sintesis de progesterona (Niswender et al., 2000).

Durante la lutedlisis ocurre infiltracién de células inflamatorias como linfocitos T y
macrdéfagos. La principal funcién de los macrofagos es la de fagocitar las células luteas en
degeneracion y la degradacion de la matriz extracelular (Niswender, 2000). Los
macréfagos y linfocitos liberan varias citocinas pro-inflamatorias: interferon gamma

(IFNy), interleucina 1 (IL-1B) y factor de necrosis tumoral o (TNFa) (Davis, 1996). Los
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tres tipos de citocinas estimulan la liberacion de PGF,, por parte del CL, ademas el TNFa.
es capaz de inhibir la secrecion de progesterona inducida por LH, in vitro (Fairchild et al.,
1992). La combinacion entre IFNy y TNFa, tiene un efecto altamente citotéxico (Fairchild
et al., 1992; Davis et al., 1996). Por tanto, se considera que las citocinas pro-inflamatorias
pueden estar involucradas en la lutedlisis funcional y estructural, ya que favorecen la

induccién de apoptosis en el tejido luteo (Neuvians ef al., 2004).

Durante la lutedlisis estructural, el nimero de células luteas disminuye a la mitad
dentro de las primeras 24 horas después de la aplicacion de PGF;, en ovinos en fase lutea
media. Ademas hay una disminucién en el tamafio de las células luteas grandes. Los
cambios provocados en células luteas grandes y células luteas pequefias se hacen evidentes
de 24 a 36 horas posteriores a la administracion de PGF,, (Niswender et al., 2000). Sawyer
et al. (1990), trabajando con células luteas ovinas encontraron que el numero de células con
cambios nucleares indicativos de apoptosis (p.e. condensaciéon nuclear y marginacion

nuclear) aument6 12 hrs después de la aplicacién de PGF,.
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2.2 SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO

2.2.1 DIVISION DEL SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO

El sistema nervioso auténomo (SNA) inerva y controla todos los 6rganos del cuerpo
regulando procesos vitales. El SNA esta dividido en sistema simpatico y parasimpatico y
en conjunto inervan al musculo liso de todos los o6rganos, musculo cardiaco, vasos
sanguineos y glandulas, exocrinas y endocrinas. La funcidén principal del SNA es el

mantenimiento de la homeostasis en el organismo (Cardinali y Dvorkin, 1999).

El SNA posee dos nervios periféricos: preganglionar, cuyo cuerpo celular esta
dentro del sistema nervioso central, y posganglionar, cuyo cuerpo neuronal se encuentra en

una estructura denominada ganglio (Cardinali y Dvorkin, 1999; Cunningham, 2002).

La comunicacion entre las neuronas del SNA esta mediada por 2 neurotransmisores
principales: acetilcolina (Ach) y noradrenalina (NA). Segun el neurotransmisor empleado,

las sinapsis se conocen como colinérgicas (Ach) o adrenérgicas (NA) (Cunningham, 2002).

La Ach es el neurotransmisor de la sinapsis neuromuscular del SN somatico y de
los ganglios auténomos. En el SNA las sinapsis posganglionares parasimpaticas emplean
Ach (colinérgicas), mientras que las simpaticas secretan NA (adrenérgicas). Sin embargo,
algunas sinapsis posganglionares simpaticas que inervan los vasos sanguineos del musculo
esquelético y las glandulas sudoriparas, emplean Ach como neurotransmisor (Cunningham,

2002).

En el SNA ocurre el fendmeno de co-transmision, ya que existen neurotransmisores
del mismo o diferente tipo en las terminales nerviosas: la Ach coexiste con el VIP (péptido
vasoactivo intestinal) en la mayoria de las sinapsis posganglionares parasimpéticas, y el
neuropéptido Y con la noradrenalina en las sinapsis posganglionares simpaticas (Cardinali
y Dvorkin, 1999). En los ganglios simpaticos la noradrenalina, dependiendo de las

neuronas, coexiste con neuropéptido Y, dinorfina, somatostatina o encefalina, mientras que
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en las terminales preganglionares se observa la coexistencia de Ach con CGRP
(Péptido Relacionado al Gen de la Calcitonina) o sustancia P (Cardinali y Dvorkin,

1999).

2.2.1.1 METABOLISMO DE LOS NEUROTRANSMISORES
Acetilcolina (Ach)

La sintesis de la Ach se lleva a cabo mediante la acetilacion de la colina
catalizada por la enzima colina-acetiltransferasa. El catabolismo de esta sustancia se
lleva a cabo en el espacio sinaptico mediante una reacciéon de hidrélisis a través de la
enzima acetilcolinesterasa (Cardinali y Dvorkin, 1999; Cunningham, 2002).
Noradrenalina (NA)

Sintesis

Las catecolaminas (noradrenalina (NA) y adrenalina (A)) son sintetizadas a
partir de la tirosina. Este proceso es llevado a cabo en el SNC, en las neuronas
posganglionares simpaticas y en las células cromafines de la médula adrenal
(MacHadley, 1988).

La tirosina es transformada en dihidroxifenilalanina (DOPA) por la enzima
tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante en el proceso de biosintesis de las
catecolaminas. La actividad de esta enzima es regulada mediante retroalimentacion
negativa a través de la concentracién citoplasmatica de catecolaminas, por lo que una
estimulacién cronica genera un incremento en los niveles celulares de la TH. El
siguiente paso es la descarboxilacion de la DOPA mediante la enzima DOPA-
descarboxilasa, liberando la dopamina (DA). Esta ultima es hidroxilada por la
dopamina B-hidroxilasa (DBH), y transformada en NA. Posteriormente la NA es
transformada en A mediante la enzima feniletanolamina-N-metiltransferasa (PNMT), en

la médula adrenal (MacHadley, 1988).

Catabolismo

La NA y la A son catabolizadas en el exterior de la célula por la enzima catecol-
o-metil transferasa (COMT) en normetanefrina y metanefrina, respectivamente. La
COMT se localiza en el citosol de las células blanco del sistema simpatico, en las

cercanias del
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receptor auténomo (MacHadley, 1988; Cardinali, 1999; Cunningham, 2002). La enzima
mono-amino o xidasa (MAO) se localiza en 1a superficie de 1a membrana externad e l as
mitocondrias y evita la acumulacidn de catecolaminas en el citoplasma. Debido a la accidon
secuenciada d e ambas e nzimas e p rincipal m etabolito e xcretado en orina es el acido 3 -
metoxi-S-hidroximandélico o acido vanilil-mandélico (VMA) (MacHadley, 1988; Cardinali
y Dvorkin, 1999).

El mecanismo principal para controlar el efecto de la NA en el espacio sinaptico es
mediante su recaptacion intacta por parte de la neurona presinaptica. La NA acumulada en
el espacio se une a un receptor a-adrenérgico en la membrana de la neurona presinaptica
con lo que se activa la absorcion e impide la sintesis. Cuando este mecanismo se satura,
inicia la actividad de las enzimas: COMT y MAO (MacHadley, 1988; Cardinali y Dvorkin,
1999).

2.2.1.2 RECEPTORES AUTONOMOS
Receptores Colinérgicos

Existen 2 tipos: muscarinicos y nicotinicos. Los receptores muscarinicos se
encuentran en las sinapsis posganglionares del musculo liso, corazén y glandulas, asi como
en el SNC y los ganglios autonomos. Se distinguen S tipos, asociados a proteina G
(Cardinali y Dvorkin, 1999):
- MI1: asociado a una disminucién en la conductancia del K+ (excitatorio) en la corteza
cerebral y ganglios auténomos.
- M2 y M4: asociados a un aumento de la conductancia del K+ (inhibitorio, por
fosforilacion del canal especifico por el AMPc), presente en el corazon y en varios tejidos
con neuronas presindpticas del parasimpatico.

- M3 y MS: son parecidos al M1, presentes en musculo liso y células glandulares.

Los receptores nicotinicos se localizan en los ganglios simpaticos, SNC y placa

muscular. Se asocian con la apertura de canales de Na”, lo que genera la despolarizacién de

15



las membranas neuronales. Se han identificado 4 subtipos de receptores: Muscular,

Ganglionar, Neuronal de]l SNC y a7 Neuronal (Cardinali y Dvorkin, 1999).

Receptores Adrenérgicos

Existen dos tipos de receptores adrenérgicos: o y B. Pertenecen a la superfamilia de
los receptores asociados a Proteina G. El efecto desencadenado por la estimulacién de cada
uno de estos receptores varia segin sea la sustancia que se une, por ejemplo, los receptores
a responden de la siguiente manera A > NA > isoproterenol (agonista B-adrenérgico),
mientras que los receptores B: isoproterenol > A > NA. En general se puede decir que la
estimulacién de receptores a promueve la contraccion de la musculatura lisa, mientras que

la de los receptores P ocasiona su relajacion (MacHadley, 1988).

Las células efectoras (células musculares lisas, cardiacas, y de glandulas)
auténomas pueden tener receptores adrenérgicos a y B, o unicamente 3. La contraccién de
la musculatura lisa, con excepcion del musculo liso intestinal, es regulada a través de los
receptores adrenérgicos a, mientras que la relajacion, con excepcion del musculo cardiaco,
es controlada por los receptores adrenérgicos B. En los tejidos donde predominan los
receptores adrenérgicos a, sus efectos enmascaran a los B. Algunos tejidos como los
bronquios s6lo poseen receptores f en el tejido muscular liso, por lo que siempre se relajan

en respuesta a las catecolaminas (McHadley, 1988).

2.2.1.3 TIPOS DE RECEPTORES ADRENERGICOS
Receptores Adrenérgicos a

Estos receptores se subdividen en o, (con subtipos: 1A, 1B y 1D), y los a3 (con
subtipos: a,A, 0;B y a,C). Los a; se han localizado en arterias (arteria renal en ratas), y en
corazon (Strosberg, 1993). Los receptores o, fueron localizados en la porcién presinéptica,
con un efecto autoinhibitorio de la liberacién de NA (MacHadley, 1988; Cardinali y
Dvorkin, 1999). También se han descrito receptores a, en el SNC con localizacion

postsinaptica.
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Receptores Adrenérgicos f3

Se subdividen en B, B, y B3. La principal diferencia entre los receptores B y B2 es
la sensibilidad a la A. Los B, responden a la A circulante o a la liberacion neural de NA.
El agonista natural de los receptores B, es la A. La sensibilidad a diversos p—agonistas es:
B1= isoproterenol > NA, B,= Clenbuterol, NA > isoproterenol y B;= isoproterenol > NA.
Estos receptores difieren en el largo de la cadena de aminoacidos: By, 477 aminoacidos, [3,,
413 aminoacidos y B3, 408 aminoacidos (Strosberg, 1993). La homologia de los tres
subtipos de receptores f-adrenérgicos entre especies es de 45- 60%, mientras la homologia
entre especies para cada subtipo es mayor al 70%. A pesar de la alta homologia, la
secuencia de aminoécidos varia, lo que genera variacién en la unién y/o la respuesta al

ligando (Mersmann, 2002).

La localizacion de estos receptores estd muy relacionada con los efectos que éstos
inducen. Se han encontrado que receptores [; son p ost-sindpticos, p ero pueden h allarse
pre-sinapticos y estan localizados en el corazén, en plaquetas y glandulas salivales. Su
activacion ocasiona incrementos en la fuerza de contraccidén y en la frecuencia c ardiaca,
agregacion plaquetaria y secrecion de amilasa de las glandulas salivales. Si se encuentra en
la porcion pre-sinaptica, al activarse ocasiona un incremento en la liberaciéon de

noradrenalina (Norman, 1997).

Los receptores P,, también son post-sinapticos y estdn localizados en vasos
sanguineos, bronquios, tracto gastro-intestinal, musculo esquelético, higado y células
cebadas; su activacion genera vasodilatacion, broncodilatacién, disminuciéon de la motilidad
y tono gastrico e intestinal, induce relajacidon de la vesicula y ductos biliares, provoca
relajacion del miometrio, induce glucogendlisis en higado, en pancreas induce la liberacién
de insulina y glucagon. En musculo provoca la glucogenolisis y la producciéon de lactato,
también se le ha asociado con la ganancia de tejido muscular (MacHadley, 1988; NRC,
1994).
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Los receptores B3 se han encontrado principalmente en ratas en el tejido adiposo y
se ha encontrado RNAm en el musculo esquelético, higado e ileon. En experimentos
recientes se ha encontrado RNAm de este receptor en cerebelo, hipocampo y cuerpo
estriado, asi mismo se ha reportado en el corazon, estomago, colon e ileon. Estos
receptores al ser activados ocasionan lipolisis y termogénesis, y reduce el consumo

voluntario e incluso puede tener efectos antidepresivos (Norman, 1997).

2.2.1.4 TRANSDUCCION DE LA SENAL
Receptores Adrenérgicos a

El mecanismo de accién del receptor o; es ocasionando un aumento en la
conductancia al Ca®* y la activacién de la proteina Gq, ocasionando produccién de inositol-
3P (IP3) y diacil-glicerol (DAG) por lo que su actividad es activar enzimas dependientes de
calcio: calpainas. Mientras que el mecanismo para el receptor o, es lainhibiciéndela
adenilato ciclasa, por lo que reduce el AMPc intracelular, evitando la actividad de enzimas

dependientes de este.

Receptores Adrenérgicos

Estos receptores poseen mas de 400 aminoéacidos en cadena lineal, con 7 sitios
hidrofébicos transmembranales que unen al receptor a la membrana plasmatica. Hay 4
porciones (asas) extracelulares y 4 intracelulares. El sitio de unién del ligando esta
formado por los 7 sitios transmembranales. Mediante fluorescencia se encontré que un
antagonista B2 (corazolol) fue introducido 10.9 A—en la porcion central hidrofobica del
receptor. El aminodcido mas importante es el aspartato localizado en la tercera porcion
transmembranal, conservado en todos los tipos de receptores adrenérgicos (Strosberg,
1993). Este tipo de receptores se encuentran unidos a proteinas Gs con el sitio de

interaccidn con el receptor en las asas intracelulares (Mersmann, 1998).
Al unirse las catecolaminas al receptor se inician 2 procesos, uno resulta en la

activacion de la cascada de eventos que generan la respuesta celular, e inician los procesos

de desensibilizacién del receptor (MacHadley, 1988). Para inactivar al receptor el agonista
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puede ser degradado, o bien el receptor es inactivado a través una enzima cinasa de
receptores B-adrenérgicos (B-adrenergic receptor kinase, BARK, por sus siglas en inglés)
que fosforila sitios especificos localizados en la cuarta asa intracelular. Esta enzima
ocasiona un desacoplamiento de la proteina G y el receptor a través dela union de una
molécula llamada B-arrestina (MacHadley, 1988; Mersmann, 1998). La pB-arrestina
funciona como una proteina adaptadora que promueve la internalizacion de los receptores

mediante pozos cubiertos de clatrina (Norman, 1997).

2.2.2 INERVACION OVARICA

Ademaés del control endocrino, €l ovario es controlado por el sistema nervioso a
través de Inervacién simpatica, parasimpatica y sensorial que se originan del SN periférico,
con conexiones multisinapticas hacia el SNC (D’Albora et al, 2002). La inervacién
predominante es la simpatica (Aguado et al., 2002). Sin embargo se ha reportado que el

nervio vago (SN parasimpatico) también participa en el control ovarico (Gerendai et al.,
2000).

La distribucion de las fibras nerviosas adrenérgicas en el ovario es similar entre
especies (roedores, bovinos, primates y humanos), con pequefias diferencias en localizacién
y densidad (D’Albora et al., 2002; Lara et al., 2002). La inervacién ovarica, en la rata,
tiene dos fuentes: el Nervio Superior Ovarico (NSO) y el Plexo Ovarico (PO). El NSO
alcanza el ovario a través del ligamento suspensorio, ingresa por el ilio y llega hasta €l polo
superior del ovario (Kotwica et al., 2002; Aguado et al., 2002). Las fibras nerviosas de esta
via inervan a los componentes secretores del ovario (foliculos y CL), localizandose en la
capa tecal perifolicular, relacionadas a las células de la teca interna (Lara et al., 2002). Las
células de la granulosa, las células luteas y las células de la teca externa no reciben
inervacion alguna (Aguado et al, 2002). Las fibras del PO son de localizacién

perivascular, y viajan a junto con la arteria ovarica (Lara et al., 2002; Aguado et al., 2002).
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Tanto el NSO como el PO, tienen su origen en neuronas posganglionares
localizadas en el complejo ganglionar celiaco-mesentérico, y tienen componentes

neuronales aferentes en la cadena ganglionar dorsal (Aguado et al., 2002).

La mayoria de las fibras del NSO que llegan al ovario provienen del ganglio celiaco
y una pequefia proporcion de ellas, de los ganglios paravertebrales (Aguado et al., 2002).
Mientras que las fibras del PO, provienen principalmente del plexo celiaco. Ambos ovarios
se encuentran comunicados a través de fibras nerviosas que se originan en el ganglio
celiaco ipsilateral. El NSO es considerado como regulador del proceso de esteroidogénesis

ya que su estimulo genera la liberacion de P4 y androstenediona (Aguado et al., 2002).

Existe conexién entre los ovarios y el SNC demostrada mediante ensayos de
marcaje viral (virus de la enfermedad de Aujeski), y por electroestimulaciéon del hipotdlamo
ventromedial y el area prequiasmatica medio-basal. Los ensayos de marcaje viral
realizados por Gerendai et al. (2000) demostraron que la inervacién simpatica predomina
sobre la parasimpatica ya que las fibras nerviosas marcadas se localizan en la cadena
ganglionar paravertebral y las astas intermedio-laterales de la médula espinal. Sin
embargo, en este mismo estudio se demostrd la existencia del control que ejerce el nervio
vago (parasimpatico), ya que areas relacionadas con éste (nicleo vagal, area postrema,

locus coerulus, hipotdlamo dorsal) fueron marcadas por el virus (Aguado et al., 2002).

2.2.2.1 INERVACION INTRINSECA DEL OVARIO

El ovario posee un sistema de neuronas intrinsecas que ha sido identificado en
varias especies: ratas, primates y humanos. En primates y ratas se ha demostrado una red
de neuronas, la mayor parte adrenérgicas (Dees et al., 1995; D’Albora et al., 2002). Estas
especies poseen cumulos neuronales, principalmente en el mesovario € hilio, mientras que
en la corteza y en la médula se encuentran neuronas aisladas. Algunas neuronas se
encuentran en el tejido intersticial que rodea a los foliculos ovéricos, con procesos

asociados a los vasos sanguineos o la pared folicular (D’ Albora et al., 2002).
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En algunos estudios con ratas, se ha encontrado que este sistema de inervacidon
intrinseco aparece el primer dia de vida (48-72 horas después del nacimiento) (Malamed et
al., 1992; D’ Albora et al., 2002) por lo que estas neuronas aparecen en el ovario antes que

la inervacion ovarica y antes que los ovarios respondan a las gonadotropinas (D’Albora et

al., 2002).

Unicamente el 20% de las neuronas del sistema de inervacion intrinseco del ovario
son adrenérgicas, y se han encontrado asociadas a neuronas que producen otro

neurotransmisor, como el neuropéptido Y (NPY) (D’ Albora et al., 2000).

2222 NEUROTROFINAS (FACTORES DE CRECIMIENTO)

Al realizar un transplante ectopico de un ovario, éste vuelve a inervarse en 28 dias
post-transplante (Lara er al., 2002), lo que indica que existen sustancias que favorecen la
reinervacion a partir de nervios extrinsecos. Estas sustancias han sido identificadas como
neurotrofinas, factores de crecimiento y diferenciacion en tejido nervioso y otros tejidos
no-nerviosos (pancreas, timo, corazon, adenohipéfisis) (Dissen et al., 2002). El Factor de
Crecimiento Neural (FCN), el mas importante de las neurotrofinas, estd relacionado con la
inervacién ovarica y facilita el crecimiento antral folicular, junto con la inervacién
simpatica del ovario (Dissen et al., 2002). Cuando se inhibe al FCN en etapa postnatal
temprana, en ratas, se ocasiona una disminucion en el diametro folicular, el retraso del

inicio de la pubertad y se altera la ciclicidad (Dissen ef al., 2001).

2223 ORIGEN DE LAS CATECOLAMINAS EN EL OVARIO
Las c atecolaminas q ue llegan al o vario pueden tener v arios origenes: neuronal, a
partir del PO o el NSO, circulacién general, provenientes de la médula adrenal, y las

producidas en el ovario por la inervacién intrinseca (Mayerhofer et al., 1999; Aguado et al.,

2002).

Se han encontrado catecolaminas en el tejido ovarico y en el liquido folicular en rata

y cerdo (Aguado ef al., 2002). En cerdos, la concentraciéon de NA en foliculos grandes es
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menor que en los pequefios, pero sucede un incremento en los preovulatorios (Lara et al.,
2002).

En el liquido folicular, en humanos y primates, se han encontrado concentraciones
altas de DA. En estudios realizados por Mayerhofer et al. (1998), encontraron que los
ovocitos poseen la enzima capaz de transformar a la DA en NA (la DBH), ademas de
contar con el transportador de membrana para la DA. Por tanto, los ovocitos son capaces

de sintetizar NA, misma que ejerce su efecto sobre las células de granulosa (Mayerhofer et

al., 1999).

En el estudio realizado por Ferruz, et al. (1991), in vitro, se encontré que en el
ovario la menor liberacion de NA ocurria en el diestro, seguida de un incremento durante el
proestro y el estro, con una disminucion durante el metaestro. Ademas, encontraron que la
liberacién de NA cambia de manera opuesta al mimero de receptores beta-adrenérgicos

presentes en el tejido.

2.2.24 RECEPTORES ADRENERGICOS EN EL OVARIO

Para que las catecolaminas puedan actuar sobre el ovario se requieren estructuras
que lleven a cabo la transduccion de la sefial: receptores adrenérgicos. Estos receptores han
sido encontrados en las membranas celulares del ovario de ratas prepuberes y adultas. En
ratas prepuberes los receptores adrenérgicos encontrados en las células de la granulosa e
intersticiales fueron B, casi en un 100% (Jordan et al., 1981). El numero de receptores B-
adrenérgicos varia segun la etapa del ciclo estral, siendo bajo durante el anestro; el nimero
aumenta en el proestro, alcanzando los niveles mas altos durante el proestro tardio, con una
caida rapida previa al pico preovulatorio de gonadotropinas. Los niveles se mantienen
bajos, y hay un incremento alcanzando el maximo durante el diestro (Aguado ef al., 1982).
Las células de la granulosa y las liteas poseen receptores adrenérgicos, ain cuando no son
inervadas directamente. El nimero de receptores B-adrenérgicos en la membrana
plasmatica estd regulado por las catecolaminas que llegan via inervaciéon ovarica

(Mayerhofer et al., 1999; Aguado et al., 2002).
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En bovinos se han encontrado receptores B;- y Ps-adrenérgicos presentes en tejido
luteo ovarico, considerandose las cantidades mas altas durante la mitad de la fase lutea
(Pesta et al., 1994). Sin embargo, al igual que en ratas, la cantidad de receptores varia con
la etapa del ciclo estral. Payne et al. (1991), encontraron que en ovinos, el CL joven posee

una mezcla de receptores B, y B,, mientras que uno tardio los que predominan son los f3;.

2.2.25 EFECTOS INDUCIDOS POR LOS RECEPTORES BETA
ADRENERGICOS EN OVARIO

Se ha demostrado que la estimulacién de los receptores B-adrenérgicos ocasiona un
incremento en la liberacién de hormonas esteroides en diversas especies (Wheeler et al.,
1988; Kotwica et al., 1991; Aguado et al., 2002). En experimentos realizados con CL, in
vivo ¢ in vitro, se ha encontrado que la aplicacion de agonistas B-adrenérgicos ocasiona un
incremento en la liberacion de progesterona (Wheeler et al., 1988; Kotwica et al., 1991) y
oxitocina (Kotwica et al, 1994), de manera dependiente de la dosis empleada. La
liberacién basal de progesterona puede estar influenciada por una estimulacidn constante de
receptores B en el CL (Kotwica et al., 2002). En el experimento realizado por Miszkiel y
Kotwica (2001), con CL bovinos, encontraron que la dobutamina (agonista B) y salbutamol
(agonista ;) incrementaban la liberacién de progesterona, mientras que el segundo ademas

incrementaba la liberacidon de oxitocina.

Un posible mecanismo a través del cual la NA o los agonistas P-adrenérgicos
provocan incrementos en la liberacién de progesterona, es su accién sobre las enzimas
esteroidogénicas. En sistemas in vitro adicionados con 25-hidroxicolesterol + NA, la
produccién de pregnenolona y progesterona es mayor que cuando se adiciona sélo el 25-
hidroxicolesterol, por lo que la NA podria actuar sobre la enzima P450scc (Miszkiel y
Kotwica, 2001). También se ha encontrado que la activacién de los receptores P-
adrenérgicos es capaz de incrementar la liberacién de progesterona por un efecto sobre la
enzima 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa, que transforma a la pregnenolona en

progesterona (Miszkiel y Kotwica, 2001; Kotwica et al., 2002).
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La estimulacién eléctrica del NSO, originé la liberacion de progesterona en un
estudio in vitro con ovarios de rata en diestro (Aguado et al., 2002). No existe evidencia
que los agonistas P-adrenérgicos o la estimulacion nerviosa del ovario ocasionen una
alteracion en la concentracion de estradiol, sin embargo si se secciona el NSO durante el
proestro, en ratas, provoca una disminucién en los niveles de progesterona (respecto a los

niveles previos a la seccidn) y estradiol, en la vena ovarica (Aguado ef al., 2002).

La inervacion adrenérgica en el ovario puede afectar el desarrollo folicular (Dissen
et al., 2002; Aguado et al., 2002), ya que estimulan la formacién de receptores a las
gonadotropinas y por tanto la respuesta a éstas. En un estudio realizado por Mayerhofer et
al. (1997), encontraron que la exposicién in vitro de ovarios de ratas neonatales, a
isoproterenol (agonista B-adrenérgico) y VIP (péptido vasoactivo intestinal, localizado en
los nervios sensitivos y auténomos), incrementaron el RNA mensajero (RNAm) para

receptores de FSH y para la enzima P450aromatasa.

La seccién del NSO en etapa neonatal en ratas, ocasiona una disminucién en el
numero de ovocitos en el ovario denervado, se retrasa la apertura vaginal y se modifican los
niveles circulantes de FSH, hormona del crecimiento y prolactina, con un incremento en los

niveles circulantes de estradiol (Aguado et al., 2002).

La informacion existente muestra que la innervacidn ovarica es importante en la
regulacién de la funcidén y desarrollo de las estructuras ovaricas. Sin embargo no existe
evidencia del efecto que la inervacién ovarica tiene sobre el ciclo estral en bovinos, la
mayoria de los estudios son realizados en sistemas in vitro sobre tejidos obtenidos post-
mortem, por lo que los resultados obtenidos no pueden ser transpolados directamente a
animales vivos. Ademas son pocos los estudios que muestran el efecto que un B-agonista
tiene sobre las estructuras ovéaricas y el ciclo estral en bovinos, ya que la mayoria de

estudios son realizados en roedores.
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23 COMPUESTOS AGONISTAS BETA-ADRENERGICOS (ABA)

2.3.1 FARMACOCINETICA
Los fArmacos ABA pertenecen a la familia de las fenetanolaminas que poseen una
estructura comun: anillo aromético, un grupo hidroxilo unido al carbono B, un nitrégeno

alifatico y una cadena R (Fig. 1) (Smith, 1998).

OH

Fig 1. Estructura General de los Compuestos ABA.
La actividad biologica de los ABA depende de la afinidad por el receptor f-
adrenérgico (rpA) y de su composicién quimica, caracteristicas que afectan la adsorcion,

distribucion, metabolismo y eliminacién de los compuestos (Smith, 1998).

Caracteristicas Quimicas

- Anillo Aromdtico: Es esencial para la actividad bioldgica de los ABA. En esta porcidn se
realizan las sustituciones con grupos hidroxilo, halégenos, aminas, grupos hidroximetilos,
clano-grupos, o combinaciones de estos. Estas sustituciones afectan el metabolismo de los
ABA ysu afinidad para unirse al receptor (Smith, 1998). E n el caso del clenbuterol 1a
sustitucion es por un compuesto halogenado que contiene cloro, lo que evita la degradacién
rapida y le confiere caracteristicas lipofilicas (Smith, 1998).

- Grupo Amino: En la sangre y los tejidos con pH de 7.4, este grupo se encuentra ionizado.
El compuesto no ionizado posee actividad bioldgica. Esta caracteristica le confiere
constantes de disociaciéon de 8.5-10, que provocan que el ABA no se dirija hacia el tejido
adiposo a menos que existan regiones dentro de la molécula que sean lipofilicas e

interactien con la grasa. Las bases puras de los ABA son lipofilicas (Smith, 1998).
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- Grupo Beta-Hidroxilo: El carbono B determina la presentacion de estereoisémeros
levégiros y dextrogiros. A nivel de receptor, para que el ABA tenga actividad bioldgica
debe presentar una conformacién levégira (clenbuterol, ractopamina, zilpaterol). Este

grupo le confiere especificidad por el receptor (Smith, 1998).

2.3.1.1 VIDA MEDIA

Los compuestos ABA tienen una vida media variable. En becerros, €l clenbuterol
posee una vida plasmatica media de 18 horas (Meyer et al., 1991). En vacas la vida media
esde 18 horas durante los primeros 3 dias, yentre eldia3 y 7 alcanzahasta 55 horas
(Stoffel y Meyer, 1993). En leche la vida media reportada es de 16 horas, con
concentraciones menores a 0.05 ng/ml en el dia 5 (Stoffel y Meyer, 1993). Para el
cimaterol, 1 a vida media en novillos fue de 1 hora (Byremetal,1992). Los ABA son
farmacos que pueden ser detectados en sangre rapidamente después de su administracion
oral y su excrecion a pesar de ser rapida permite que ocurra acumulacién del compuesto en

tratamientos cronicos.

Absorcion

Los ABA se absorben rapidamente a partir del tracto gastrointestinal, aunque no se
han reportado sitios especificos (Smith, 1998). El pH del tracto gastrointestinal influye la
absorcidén, un pH 4cido (abomaso) favorece la ionizacién del compuesto, mientras que un
pH neutro (duodeno, yeyuno e ileon) disminuye la ionizacién y favorece la absorcidon
pasiva a través de la mucosa intestinal. Los niveles plasméaticos més altos se alcanzan 1 y 3
horas después de la administracién oral (Smith, 1998; Sumano et al., 2002). En becerros
tratados con clenbuterol (Spug/kg, bid), éste se detectd en sangre entre 20 minutos y | hora
después de la aplicacion y 2 a 7 horas después la concentraciéon plasmatica alcanzo 0.5
ng/ml. Ademas se demostrd el efecto acumulativo del clenbuterol, para el dia 21 de
tratamiento la concentracion plasmatica fue de 1.1 ng/ml (Meyer ef al., 1991; Sumano et
al., 2002). Resultados similares han sido reportados en vacas en lactacién donde la
concentracion plasmatica de clenbuterol (dosis Sug/kg, bid) alcanzd 5 ng/ml entre los dias 5

y 7 del tratamiento (Stoffel y Meyer, 1993).
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En el caso del salbutamol, las concentraciones plasmaticas maximas alcanzadas en
ganado bovino 3 a 4 horas después de la administracion oral (dosis 78 pg/kg), fueron de 4.8
y 4 ng/ml en los dias 1y 10 del e xperimento, respectivamente (Pou et al., 1992). Con
zilpaterol las c oncentraciones p lasmaticas s e i ncrementan r pidamente en 1 os p rimeros 2

dias y las concentraciones maximas se alcanzan entre los 10 y 30 dias de tratamiento
(Birkelo, 2003).

Excrecion

Los compuestos ABA se eliminan dentro de las 48 horas siguientes a la
administracién (Smith, 1998). La via principal de eliminacidn es la urinaria (Smith, 1998).
Sin embargo, en estudios realizados en ratas tratadas con terbutaline, y en perros tratados
con salmeterol, se encontrd que la principal via de eliminacion es la biliar (Manchee ef al.,
1993). En becerros, el 50% del clenbuterol se excretd por orina y el 2% en heces (Smith,
1998). En novillos, la excrecién del cimaterol alcanzé un 90% a las 3 horas de la

aplicacion, sin embargo s6lo un 20% del cimaterol fue recuperado en la orina (Byrem et al.,
1992).

En un estudio realizado con clenbuterol (5 pg/kg, bid) en vacas, se encontrd que se
elimina a través de leche, alcanzando una concentracion maxima entre el dia S y 7 después
del inicio d el experimento, con niveles promedio de 12.5 ng/ml (rango: 5.5-22.5 n g/ml)
(Stoffel y Meyer, 1993).

A pesar de que los ABA comparten la estructura basica, la absorcion, la excrecion y
por tanto la vida media difieren entre compuestos debido a las propiedades quimicas

particulares de cada uno.

2.3.2 MECANISMO DE ACCION
Los ABA son moléculas que se unen a los rfA, receptores unidos a proteina Gs. Al
formarse el complejo ligando-receptor, la subunidad a de la proteina G activa a la enzima

adenilato-ciclasa para formar monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). Este mensajero,
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se une a la subunidad reguladora de la proteina cinasa A (PKA) que al activarse fosforila
proteinas intracelulares. Una de estas proteinas es la lipasa sensible a hormona (LSH)
encargada del catabolismo del tejido adiposo. Otras proteinas se inactivan, como la acetil-
CoA carboxilasa, encargada de sintetizar 4cidos grasos de cadena larga. El AMPc activa la
transcripcién de genes que poseen elementos de respuesta a este mensajero, a través de la

fosforilacion de la proteina ligadora del elemento de respuesta a AMPc (Mersmann, 1998).

Para evitar la activacién indefinida del rBA, éste debe ser inactivado. Una vez unido
el ABA a su receptor, éste ultimo puede ser fosforilado a través de la enzima cinasa de rfA
(BARK, por sus siglas en inglés) en sitios localizados en la 4 asa intracelular. Esta enzima
provoca la unién de una B-arrestina, la cual evita la activacion de la proteina Gs (Strosberg,
1993; Mersmann, 1998). Otra forma de desensibilizacién es a través de la PKA. Esta
enzima ocasiona una regulacion a la baja del RNAm del receptor (rfBA; y rpA;) (Strosberg,
1993; Mersmann, 1998). También se ha reportado que existe en la region carboxi-terminal
del rBA un sitio de fosforilaciéon por la enzima tirosina cinasa (Strosberg, 1993). La
inactivacion de los receptores es necesaria para evitar una respuesta indefinida, puede ser la

causa de la variacion en las respuestas presentadas en tratamientos cronicos.

2.3.3 EFECTOS EN TEJIDO MUSCULAR

El tratamiento con compuestos APA provoca hipertrofia muscular, pero cada
musculo responde de acuerdo a la proporcion de fibras musculares que posee (Mersmann,
1998; Beermann, 2002). La hipertrofia muscular es mas evidente en las fibras musculares
tipo II (contraccién rapida, o mixtas glicoliticas oxidativas) comparada con la ocurrida en
las fibras tipo I (contraccion lenta, oxidativas) (NRC, 1994). En corderos tratados con
cimaterol (10 ppm) se encontré que a las 12 semanas la proporcién de fibras musculares

tipo I fue menor que las del tipo II (Beermann et al., 1987; Miller et al., 1988).
La ganancia de masa muscular puede ser explicada por un incremento en la sintesis

proteica, o por una disminucién en la protedlisis. En estudios realizados mediante una

infusion arterial cerrada con cimaterol (Spg de cimaterol/minuto) en novillos, encontraron
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que la ganancia de proteina fue 65% mayor en el miembro tratado con cimaterol que en el
contralateral. El primero incorporé mayor cantidad de aminoécidos circulantes (Byrem et
al., 1998). En el estudio realizado por O’Connor et al. (1991) en ovinos alimentados con
cimaterol (10 ppm), observaron incrementos musculares de 25-30% a las 3 semanas de
tratamiento, con aumento de 24.8% en la concentracion de RNA, en el mismo periodo.
Koohmaraie et al. (1991), encontraron un aumento en la concentracion de RNAm para a-
actina en ovinos tratados con 1.644,969 (4ppm). Se han reportado incrementos en el RNA
y proteina muscular de 30-35% a las 7-12 semanas en ovinos tratados con cimaterol, sin
cambios en la concentracion de DNA muscular (Beermann ef al., 1987). Esto indica que la
hipertrofia muscular no ocurre por proliferacion e incorporacion de las células satélite hacia

la fibra muscular (Beermann, 2002).

La urea plasmatica disminuye posterior a la administracién crénica de cimaterol,
indicando incremento en la sintesis y el depdsito de proteina y disminucion en la oxidacién
de aminoacidos. La degradacién muscular de proteina puede reducirse o no estar afectada
cuando se administra un compuesto ABA (Beermann, 2002). Se ha reportado una
disminucién del 27% en la degradacion proteica y un incremento en la actividad de la
calpastatina (enzima encargada de bloquear la accién de las enzimas dependientes de
calcio, calpainas) (Koohmaraie et al., 1991). Se presenta una disminucién en la actividad
de enzimas proteoliticas y/o un incremento en la concentracién de factores inhibidores de

proteasas (Mersmann, 1998).

234 EFECTOS EN EL TEJIDO ADIPOSO

En el adiposito, los ABA activan el catabolismo de lipidos a través de la activacion
de la lipasa sensible a hormona, por la PKA, que degrada triacilglicéridos en glicerol y
acidos grasos libres (AGL). Ademas, los ABA inhiben la sintesis de acidos grasosy su
esterificacion en triacilglicéridos. El aumento en el catabolismo y disminucién en el

anabolismo ocasionan una baja deposicién de tejido graso (Mersmann, 2002; Birkelo,
2003).
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Existe evidencia del incremento en los niveles sanguineos de AGL posteriora la
aplicacion de clenbuterol, cimaterol o ractopamina, en bovinos, ovinos y cerdos, indicativo
de un mecanismo lipolitico agudo (Dunshea, 1993; Mersmann, 2002). Sin embargo este
efecto se pierde a los 8 dias del inicio del tratamiento con ractopamina, en cerdos (Dunshea,
1993). O’Connor et al. (1991) encontraron que el efecto lipolitico agudo (primeras 2 horas)
no es el principal mecanismo por el cual los ABA provocan la reduccién en el tejido
adiposo, sino es el mecanismo anti-lipogénico. En bovinos tratados con clenbuterol no se
observaron cambios en la tasa de degradacion de tejido adiposo (Schiavetta et al., 1990).
El diametro de las células presentes en el tejido adiposo subcutaneo, intramuscular (Miller
etal.,1988) yperirrenal (Schiavetta et a /., 1990) disminuyé d espués d el tratamiento d e
bovinos con clenbuterol. En bovinos los APA provocan una disminucién en la deposicién
grasa a través de una lip6lisis aguda y de una disminucion en la lipogénesis en tratamientos
crénicos, aunque este ultimo parece ser mas importante. Los efectos agudos de los ABA
parecen estar relacionados con la lipdlisis, mientras que los efectos cronicos estan

asociados a inhibicién de la lipogénesis (O’Connor et al., 1991).

Los cambios tanto en el tejido muscular como en el tejido adiposo han mostrado ser
transitorios, ya que en tratamientos crénicos (3 a 4 semanas) no muestran diferencias entre

los animales control y tratados (Birkelo, 2003).

2.3.5 EFECTOS ENDOCRINOS Y METABOLICOS
Debido a sus efectos de reparticion de nutrientes, los ABA afectan la concentracion

de diversas hormonas y metabolitos involucrados en el desarrollo muscular y adiposo.

La administracion aguda de compuestos APA en ovinos y bovinos incrementan los
niveles plasmaticos de insulina, glucosa y AGL (Beermann et al., 1987; O’Connor et al.,
1988; Zimmerli y Blum, 1989; Chikhou et al., 1991, Gojmerac et al., 2000). El incremento
agudo de los niveles de insulina y de glucosa en forma paralela parece indicar una
disminucidn transitoria en la sensibilidad de los tejidos hacia la insulina (O’Connor et al.,

1991). La hormona de crecimiento (ST) disminuye con la administracion aguda de

30



compuestos ABA (Zimmerli y Blum, 1989; Chikhou ef al., 1991). Las concentraciones de
IGF-I no se alteraran con la administracién aguda de un ABA (Chikhou ef al.,, 1991). Al
parecer el efecto agudo de los ABA es regulado por sus caracteristicas simpético-miméticas,

favoreciendo la liberacion de metabolitos destinados a la formacion de energia.

En tratamientos cronicos la insulina y la glucosa regresan a niveles basales
(Zimmerli y Blum, 1989; Mersmann, 2002). Mas aun los niveles de insulina pueden ser
menores comparados con los previos al tratamiento (Beermann et al., 1987; O’Connor et
al., 1991). Esta disminucion cronica puede deberse a un aumento en la sensibilidad de los
tejidos hacia la insulina (O’Connor et al., 1991). En el experimento de Beermann et al.
(1987) la disminucién en la insulina fue explicada debido al periodo de retiro de alimento
previo al muestreo. Los niveles plasmaticos de ST se elevaron a las 6 semanas de la
aplicacién de un ABA pero a las 12 semanas no hubo diferencia con respecto a los controles
(Beermann et al., 1987). Zimmerli y Blum (1989) encontraron incrementos en la ST a los
14 y 28 dias de tratamiento con un APA, alcanzando niveles similares a los animales
control. En animales en crecimiento (ovinos y bovinos), los niveles de IGF-I no muestran
alteracion con la administracion crénica de ABA (6 semanas) (Zimmerli y Blum, 1989;
O’Connor et al., 1991). En los estudios de Beermann et al. (1987) y Chikhou ef al. (1991)
encontraron que la disminucién de los niveles de IGF-I se presenta paralelamente a la
disminucién de insulina. En general los efectos crénicos de los ABA se atenuan conforme

el tiempo de exposicion aumenta.

Los niveles plasmaticos de cortisol, prolactina, tiroxina (T4) y triyodotironina (T3)
no muestran variacion durante tratamientos agudos o cronicos (O’Connor et al, 1991).
Pero en el experimento realizado por Beermann et al. (1987) reportaron que los niveles de
T4y T3 aumentaron después de la administracion crénica de cimaterol. Sin embargo la
variacion puede deberse a la variedad de diseflo de experimentos y a la edad de los

animales, ya que algunos experimentos usan animales en crecimiento.
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Zimmerli y Blum (1989) encontraron que en becerros la administraciéon de
compuestos ABA (P-5369 y T-3660) increment6 la frecuencia cardiaca y respiratoria,
ademas, ocasiond tremor muscular, incrementando el consumo de oxigeno en el primer dia
del experimento. La frecuencia cardiaca y el tremor muscular no fueron diferentes que los

controles después de 2 semanas de tratamiento.

Uno de los efectos indirectos de la administracién de ABA es el incremento en el
flujo sanguineo hacia ciertas partes del cuerpo. Esto es evidente en el musculo, donde el
incremento en el flujo sanguineo lleva una mayor cantidad de nutrientes, y por tanto mas
sustratos para la sintesis proteica. Ademas, el incremento del flujo hacia el tejido adiposo
permite que los AGL sean removidos e incrementa la degradacién de este tejido

(Mersmann, 2002).

Existe informacién acerca de que el consumo diario disminuye en animales tratados
con APBA al inicio de los experimentos, pero al final no se encuentran diferencias con los

animales control (NRC, 1994).

En resumen, los efectos sobre hormonas metabdlicas y metabolitos ocurren de
manera aguda, y en tratamientos crénicos regresan a niveles basales o bien no difieren de
los animales control. Esto puede estar explicado por una disminucién en la sensibilidad de

los receptores hacia el compuesto APA empleado (Mersmann, 1998).

2.3.6 VARIACION EN LA RESPUESTA A LOS ABA

Los rBA se localizan en la mayoria de los tejidos y células del organismo. Sin
embargo existen variaciones entre especies con respecto a la proporciéon del tipo de rBA que
posee cada tejido. Los efectos tisulares mostrados por los ABA dependen de la unién con
su receptor, por lo que la variacién en los receptores ocasiona diversidad en las respuestas
entre especies (Mersmann, 1998). En tejido muscular y adiposo de bovinos y ovinos
predominan los receptores B, (Mersmann, 1998; Birkelo, 2003), contrario a lo reportado

para roedores donde el principal rBA en tejido adiposo es el B3 (Mersmann, 2002). Asi
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tenemos que la respuesta a los tratamientos con ABA seglin la especie, son: ovinos >
bovinos > pavos > cerdos > pollo de engorda (Mersmann, 1998). Adicionalmente existe
variacién dentro de la especie, por ejemplo, las aves que estan cerca de su maximo
potencial y por tanto no responden de igual manera que los ovinos que no han estado bajo
seleccion tan intensiva (Mersmann, 2002). La respuesta a los ABA es afectada por tipo y
dosis de APA, edad, sexo, raza, y dieta (Mersmann, 1998). La respuesta a los ABA esta
afectada por factores ambientales. En animales en crecimiento la respuesta es menor que
en los proximos al peso de mercado, esto puede deberse a una disminucién en la
sensibilidad a los ABA o bien a que existe un numero menor de receptores en el tejido

muscular (Bell et al., 1998).

La respuesta a los compuestos ABA depende de la naturaleza del compuesto y de la
dosis empleada. En cerdos alimentados con ractopamina en la dieta, se encontr6é que para
observar un efecto muscular fue necesaria una dosis de 1.5 mg/kg de peso, mientras que
para afectar la cantidad de grasa corporal, en la canal, fueron necesarios cerca de 10 mg/kg
de peso de ractopamina (Mersmann, 2002). Los efectos de la aplicacion de ABA se ven
influenciados por la cantidad de proteina y de energia de la dieta. El incremento en la
deposicion muscular requiere un aumento en el aporte de aminoacidos esenciales. En
cerdos, la retencidn de nitrégeno aumenta cuando se incluye un 18% de proteina en la dieta,
y disminuye cuando la dieta contiene 12% de proteina cruda, si se compara con la retencién

en una dieta de 14% de proteina cruda (NRC, 1994).

2.3.7 USOS DE LOS APA EN LA PRODUCCION ANIMAL

Por todos los e fectos revisados anteriormente los ABA han sido empleadosenla
produccién animal con la finalidad de incrementar el peso de los animales a través de la
ganancia de tejido muscular con una menor proporcién de grasa. Los compuestos ABA
para los que existe mas informacién son el clenbuterol, cimaterol, ractopamina e

isoproterenol.
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En varios estudios realizados para evaluar la calidad en canales de animales tratados
con ABA se ha encontrado que, en todos, el recubrimiento de grasa disminuye mientras la
cantidad de muisculo aumenta junto con el peso de la canal (O’Connor et al., 1991; Chikhou
et al,, 1993). Sin embargo la calidad de la carne, en cuanto a marmoleo y suavidad,

disminuyen (Geesink et al., 1993; Plascencia et al., 1999; Birkelo, 2003).

En un estudio realizado por Plascencia et al. (1999) con novillos alimentados con
zilpaterol encontraron que no influyd el consumo voluntario, pero aument6 la ganancia
diaria de peso y mejord la eficiencia alimenticia. Ademas, el zilpaterol no afecté la
acumulacién de grasa y el marmoleo, pero incrementd la cantidad de cortes primarios con

(1.7 %) y sin hueso (2.9 %).

En general los ABA son empleados como farmacos promotores de crecimiento en la
engorda de animales, principalmente bovinos, por sus efectos en la reparticiéon de nutrientes

y el aumento de la eficiencia de su uso.

En animales tratados con ABA se ha encontrado que estos compuestos inducen la
formacién de quistes foliculares en ratones (Illera et al., 2003). En cerdas, Biolatti et al.
(1994) encontraron que el tratamiento con clenbuterol ocasioné la formacién de quistes
foliculares pequefios de entre 3 y 5 mm y la ausencia de cuerpos luteos funcionales.
Ademas se redujo el peso del utero y el grosor de la pared uterina en animales tratados. En
terneras tratadas con clenbuterol se encontraron ovarios microquisticos con altas
concentraciones uterinas de estrogeno y progesterona (Re et al.,, 1991). En todos estos
estudios se ha encontrado que los patrones de las hormonas reproductivas se encuentran
alterados, por lo que se supone que puedan afectar la dindmica folicular y por tanto la

duracién del ciclo estral.

34




3 MATERIAL Y METODOS
El presente estudio se llevd a cabo durante los meses de mayo a julio de 2004, en
una explotacion comercial de ganado lechero, ubicada en el municipio de Pedro Escobedo,

Querétaro, México. Dicha region posee un clima templado semiseco.

Animales vy Alimentacién

Se emplearon 30 vaquillas de raza Holstein-Friesian entre 11 y 12 meses de edad,
vacias y con ciclos estrales normales. Los animales fueron alojados en un corral por cada
grupo e identificados mediante crayon para facilitar el manejo y la observacion continua.
Las v aquillas recibieron una dieta i ntegral c onstituida p or ensilado d e maiz, ensilado de
ryegrass y concentrado. La dieta integral contenia 48.77% de materia seca, 6.53 Mcal’kg
de energia neta de mantenimiento, 4.59 Mcal/kg de energia neta de ganancia, 14% de
proteina cruda, 29.1% de fibra detergente acida, 43.9% de fibra detergente neutra y 3.8% de
grasa. Las vaquillas fueron alimentadas 3 veces al dia: 0800 horas (20% de la racién total),

1200 horas (50%) y 1700 horas (30%).

Las vaquillas fueron separadas aleatoriamente en 2 grupos. El grupo tratado (ZIL)
recibié una mezcla de 0.500 kg de pasta de germen de maiz adicionada con clorhidrato de
zilpaterol ( Zilmax® al 4.8 %, Intervet M éxico) a una dosis de 52.5mg d e clorhidrato d e
zilpaterol equivalente a 1.1g de Zilmax®™ (dosis = 0.15mg/kg de peso), estimando un peso
promedio de los animales para el periodo del estudio de 350 Kg. El grupo control recibi6
0.500 kg de pasta de germen de maiz. La mezcla de pasta de germen de maiz y zilpaterol
fue elaborada en una mezcladora de microingredientes (Davis, 2.0 hp, U.S.A.) con un
tiempo de mezclado de 15 minutos, siguiendo las recomendaciones de etiqueta del producto
(“tiempo de mezclado no menor a 8 minutos”, Intervet México). Dicha mezcla fue ofrecida
diariamente por 32 dias entre las 0700 horas y las 0800 horas, antes de que se repartiera la

dieta integral.
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Evaluacién del Peso, Condicién y Composicién Corporal

El peso de las vaquillas fue estimado a través de la medicién de perimetro toracico
(Hoffman et al., 1997). La condicién corporal se midié de acuerdo a la escala descrita por
Ferguson, et al. (1994) (1=emaciada, 5=obesa). La composicion corporal se estimé
midiendo la profundidad del musculo largo dorsal (a nivel de la primera vértebra lumbar) y
de la grasa dorsal (a la altura del ultimo espacio intercostal) (Crews et al., 2002; Moorby et
al., 2002), utilizando un equipo de ultrasonidlo SONOVET 600 (Universal Medical
Systems, Inc, NY) con un transductor sectorial de 5 Mhz.

Anélisis Hormonales

Las concentraciones séricas de progesterona e insulina fueron determinadas
mediante RIA de fase s6lida. Para la medicién de progesterona se emple6 un estuche
comercial (Coat-A-Count® Progesterone, Diagnostic Product Corporation, Los Angeles,
CA., U.S.A)) con una sensibilidad de 0.02 ng/ml y coeficiente de variacion intra-ensayo de
8.97 %. En el caso de la medicién de insulina se empleo un estuche comercial (Coat-A-
Count® Insulin, Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA., U.S.A.) con una

sensibilidad de 0.052 ng/ml y coeficiente de variacion intra-ensayo de 14.52 %.

La medicién de las concentraciones séricas del Factor de Crecimiento parecido a la
Insulina-I (IGF-I) se realizé a través de un ensayo radioinmunométrico sin extraccion
(IRMA) con un estuche comercial (DSL-2800 A CTIVE® Non-Extraction I GF-I Coated-
Tube IRMA Kit, DSL Inc., Webster, Texas, U.S.A.). La sensibilidad del ensayo fue de

2.06 ng/ml, con un coeficiente de variacion intra-ensayo de 5.3%.
La cuantificacion de LH se realizé mediante RIA heterdlogo de fase liquida, segiin
la técnica descrita por Perera et al., 2004. La sensibilidad de la prueba fue de 0.10 ng/ml,

con coeficiente de variacion intra-ensayo de 7.13 %.

Los anélisis de las muestras se realizaron en el Laboratorio de Endocrinologia del

Departamento de Reproduccion de la FMVZ-UNAM.
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Fertilidad

Se registré el nimero de inseminaciones en las vaquillas que quedaron gestantes
después del retiro de la suplementaciéon. Las vaquillas fueron inseminadas por el técnico
del rancho de acuerdo a los parametros de altura, peso y edad establecidos. Las vaquillas
que mostraban celo durante la noche eran inseminadas a las 0700 horas del dia siguiente,

mientras que las que lo hacian durante el dia fueron inseminadas a las 5 p.m.

34 DISENO EXPERIMENTAL
Experimento 1

En este estudio se emplearon 20 vaquillas divididas en 2 grupos: ZIL1 (n=10) y
Control 1 (n=10). Las vaquillas fueron sincronizadas mediante un esquema de 2
aplicaciones de D-cloprostenol, analogo de prostaglandina Faa (Prosolvin®, Intervet, D-
cloprostenol 0.075mg, 2 m1/animal) con un intervalo de 13 dias entre inyecciones. Los
animales fueron suplementados durante 32 dias con la mezcla de pasta de germen de maiz
(Control 1) y zilpaterol (ZIL1), comenzando el dia de la segunda aplicacién del D-
cloprostenol. Después de la segunda aplicacién se detectaron celos (3 veces al dia: 0700
horas, 1200 horas y 1700 horas, durante 1 hora) para conocer el dia de inicio del ciclo (dia
O=dia del estro). La condicién y composicion corporal fue evaluada 3 dias antes del inicio

de la suplementacion y al finalizar ésta.

Ultrasonografia de Ovarios

Para dar un seguimiento preciso de la dinamica folicular se llevaron a cabo
evaluaciones ultrasonograficas de los ovarios, que fueron registradas en mapas ovaricos
para su posterior analisis. Las evaluaciones se llevaron a cabo cada tercer dia (lunes,
miércoles, viernes) en ambos grupos, iniciando el dia posterior al inicio de la
suplementacion (dia - 1) y finalizando el dia 34 (dia final del experimento I), abarcando
cuando menos un ciclo estral. El equipo de ultrasonido empleado fue un SONOVET 600

con un transductor lineal de 7.5 Mhz.
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Muestreos Sanguineos

Se tomaron muestras sanguineas para la determinacién de los niveles séricos de
progesterona, insulina e IGF-I. Las muestras se obtuvieron de la vena coccigea en tubos
Vacutainer de 9.5 mL, con gel activador y separador del coagulo. Dichos muestreos
comenzaron el dia de la primera aplicacién del D-cloprostenol (dia -15), el dia posterior al
inicio de la suplementacién, y cada 2 dias siguiendo el calendario de las evaluaciones
ultrasonograficas, mas el sabado (4 muestreos por semana) hasta finalizar el estudio (Figura
1). Las muestras fueron tomadas de 1 a 2 horas después del segundo ofrecimiento del
alimento (1200 horas). La insulina y el IGF-I se midieron una vez por semana durante el
periodo de suplementacién y un dia después del retiro de esta. La progesterona se midié de
las muestras tomadas cada tercer dia, pero para comparar las concentraciones entre grupos
se tomaron las muestras correspondientes al primer ciclo estral con un cuerpo luteo de

duracién normal.

Las muestras fueron colocadas en refrigeracion y transportadas al laboratorio.
Posteriormente se centrifugaban a 4 °C por 15 minutos a 2500 G (Beckman Centrifuge GS-
15R, Beckman, Inc). Una vez separado el coagulo, se cosechaba el suero colocandolo en
tubos de ensaye de plastico de 5 mL, que fueron identificados y congelados (-20 °C) para

su conservacion y posterior analisis.

Experimento 2

Se emplearon 10 vaquillas divididas en 2 grupos: ZIL2 (n=5) y Control 2 (n=5).
Las vaquillas fueron sincronizadas con 4 aplicaciones de D-cloprostenol con un intervalo
de 11 dias. Los animales del grupo ZIL2 fueron suplementados con zilpaterol por 24 dias
en una mezcla de pasta de germen de maiz. La condicién y composicién corporal se evalud

el dia anterior al inicio de la suplementacién y nuevamente al final del experimento.

38



Ultrasonografia de Ovarios
Para conocer el didmetro del foliculo preovulatorio se realizaron evaluaciones
ultrasonograficas transrectales el dia 9 del ciclo estral, dos dias después de la ultima

aplicacion de D-cloprostenol.

Muestreos Sanguineos

En el dia 7 del ciclo estral se realizo la cuarta aplicacién de D-cloprostenol. Del dia
7 al 9 se tomaron muestras sanguineas en tubos Vacutainer de 7.5 ml con EDTA, para
caracterizar la caida de las concentraciones p lasméticas d e progesterona. A partirde la
manifestacion de celo se tomaron muestras sanguineas a intervalos de 2 horas por un
periodo de 10 horas para caracterizar el pico preovulatorio de LH. Las muestras fueron
tomadas en tubos Vacutainer de SmL con EDTA y centrifugadas (Beckman Centrifuge GS-
15R, Beckman, Inc.). El plasma obtenido se colocé en tubos de ensaye de plastico de SmL

para su congelacion (-20 °C) y analisis posterior.

3.2 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé una prueba T de Student para la comparacién de medias para muestras
independientes para las variables: edad, peso inicial, grasa dorsal inicial, grasa dorsal final,
cambio en grasa dorsal, profundidad muscular, duracién del ciclo estral, didmetro del
foliculo ovulatorio y duracion del diestro. El analisis del cambio en el peso corporal
(ganancia diaria de peso) y peso corporal final se realiz6 con un andlisis de covarianza
(ANCOVA), usando al peso inicial como covariable. Se realiz6 una prueba de T de
Student para medias pareadas para analizar el cambio en la grasa dorsal (grasa dorsal inicial
vs. grasa dorsal final). Para el numero de oleadas foliculares y el numero de
inseminaciones s e empled 1a prueba d e C hi-cuadrada (X?. La condicién corporal entre
grupos, periodo entre la aplicacién de D-cloprostenol al estro y el periodo del estro al pico
preovulatorio de LH se analizaron mediante la prueba U de Mann-Whitney para

comparacion de muestras independientes.
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Las concentraciones hormonales se analizaron por ANOVA para mediciones
repetidas, en un modelo que incluyé como variables independientes al tratamiento, el
animal anidado dentro del tratamiento, el tiempo y la interaccién entre tratamiento y

tiempo.
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4. RESULTADOS
4.1 EXPERIMENTO 1. Efecto del Zilpaterol sobre el Ciclo Estral

Duracion del Estro y Dinamica Folicular

La duracion del ciclo estral fue de 21 dias para ambos grupos (Cuadro 1). La
duracion del diestro (p>0.05) y el didmetro del foliculo ovulatorio (p>0.05) no se afectaron
por el tratamiento (Cuadro 1). Los animales presentaron 2 6 3 oleadas de desarrollo
folicular. N ueve animales presentaron 2 oleadas (ZIL1,n =5 ycontrol1,n=4) y10
animales 3 oleadas (ZIL1, n=5 y control 1, n=5) sin diferencia entre grupos (p>0.05)
(Cuadro 2).

Concentraciones Séricas de Progesterona
Las concentraciones s éricas d e progesterona a lo largo del ciclo estral (Figura 2)
fueron similares entre animales tratados y controles (p>0.05). La produccion total de

progesterona (area bajo la curva) durante el diestro no difiri6 entre grupos (p>0.05) (Cuadro

1).

Concentraciones Séricas de Insulina

El dia siguiente del inicio de la suplementacion con zilpaterol los animales tratados
mostraron concentraciones séricas de insulina superiores (p<0.05) a los animales control.
En los dias siguientes se observé una reduccion en las concentraciones de insulina en los

animales tratados (p<0.05) que se mantuvo durante el tratamiento con zilpaterol (Figura 3).

Concentraciones Séricas de IGF-I
Las concentraciones séricas del Factor de Crecimiento parecido a la Insulina (IGF-I)
fueron similares (p>0.05) entre animales tratados y controles durante el periodo de la

suplementacion y 24 horas después de su retiro (dia 32) (Figura 4).
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4.2 EXPERIMENTO II. Efecto del Zilpaterol en la Fase Folicular del Ciclo Estral.

Debido a que 2 de las 10 vaquillas no respondieron adecuadamente al tratamiento

de sincronizacidn, no fueron incluidas dentro de los resultados finales.

Progesterona

Las concentraciones plasmaticas de progesterona el dia 7 del ciclo estral fueron
similares entre grupos (p>0.05, Figura 5). Veinticuatro horas después de la aplicaciéon de D-
cloprostenol las concentraciones de progesterona disminuyeron en ambos grupos sin diferir

entre ellos (ZIL= 0.6 + 0.1 ng/ml vs. control= 0.6 + 0.1 ng/ml, p>0.05).

Pico Preovulatorio de LH

El tiempo transcurrido entre la aplicacion del D-cloprostenol y la presentacion del
estro fue menor (p=0.07) para los animales tratados que para los controles (Zilpaterol,
mediana=40.50 horas y control, mediana=52 horas). Dos de las 4 vaquillas tratados con
zilpaterol mostraron celo dentro de las siguientes 36 horas posteriores a la aplicacion del D-
cloprostenol. El analisis para determinar el tiempo transcurrido entre la aplicacién de D-
cloprostenol y el pico de LH no pudo realizarse ya que en el grupo tratado las vaquillas
que presentaron c elo antes d e 1as 4 8 h oras tuvieron c oncentraciones de LH d ecrecientes
indicando que el pico preovulatorio de LH habia ocurrido y su tiempo exacto no fue
determinado. El didmetro del foliculo preovulatorio 48 horas después de la aplicacion de

D-cloprostenol fue similar (p>0.1) entre animales tratados y controles (Cuadro 2).

Las concentraciones plasmaticas de LH encontradas desde la presentacién del estro

hasta 12 horas después fueron similares (p>0.05) entre los animales tratados y controles.

4.3  Fertilidad

Todas las vaquillas fueron inseminadas dentro de los 15 dias posteriores al retiro de
la suplementacién. El 73% de las vaquillas tratadas con zilpaterol y el 47 % de las
vaquillas control quedaron gestantes al primer servicio, aunque no se encontré diferencia

estadistica (p>0.05). En el experimento 2, 6 de las 8 vaquillas fueron inseminadas el dia 12
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horas después del mostrar estro. Del grupo tratado 3 de 4 vaquillas quedaron gestantes en

la primera inseminacion, mientras que en el grupo control fueron 2 de 4 vaquillas (p>0.05).

4.4 Evaluacidon del Peso, Condicién v Composicién Corporal

Los resultados obtenidos en las variables corporales se muestran en los cuadros 3 y
4. El peso corporal al inicio del experimento fue similar (p>0.05) entre grupos. Los
animales tratados tuvieron mayor peso al final del experimento (p<0.05) que los controles.
Asimismo, la ganancia diaria de peso fue mayor (p<0.05) en el grupo tratado (Cuadro 3).
El zilpaterol ocasioné una reduccion del 26% (p<0.05) en la grasa dorsal y al final del
experimento el grupo tratado tuvo menos (p<0.05) grasa dorsal que el control. En los
animales control la grasa dorsal no sufrié cambios (p>0.05) entre el inicio y el final del
experimento. La profundidad muscular al final del experimento fue diferente entre grupos,
ya que el grupo tratado mostré mayor (p<0.05) profundidad del musculo largo dorsal que el
control (Cuadro 4). La condicién corporal (CC) al final del experimento fue mejor en los

animales tratados que en los controles, 3.0 vs. 2.5, respectivamente (p<0.05).
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5.  DISCUSION

El zilpaterol adelant la presentacion del estro y el pico preovulatorio de LH durante
la fase folicular del ciclo estral. El tratamiento no afect6 la fertilidad de las vaquillas. La
duracion del ciclo estral, la fase hitea y la concentracién de progesterona durante el diestro

no fueron afectadas por el zilpaterol.

En este estudio, el estro se presentd anticipadamente en las vaquillas tratadas con
zilpaterol. Mas atin, dos de las 4 vaquillas tratadas con zilpaterol mostraron celo antes de
48 horas y antes del comienzo del muestreo intensivo para caracterizar el pico
preovulatorio del LH. Por tanto el pico preovulatorio de LH también se adelantd, y aunque
no contamos con la hora exacta en la que ocurrid, en los animales en los que fue posible
medirlo ocurri6 4 horas después del celo. Lo anterior nos indica que Unicamente se esta
adelantando el estro probablemente debido a un efecto del zilpaterol sobre el desarrollo

folicular final o la reduccidn del foliculo ovulatorio.

No tenemos conocimiento de experimentos realizados con algin compuesto ABA en
el que se evaltie el tiempo de presentacion del estro y del pico preovulatorio de LH después
de la lutedlisis inducida con un analogo de prostaglandina F,, en bovinos, y si esto tiene
alguna relacion con la fertilidad. Sin embargo, en estudios realizados con ratas a las que se
les aplicéd fenoterol (compuesto AP,A especifico) por via intra-cerebro-ventricular, se
indujo la ovulacidn y se elevaron los niveles sanguineos de LH, cuando fue aplicado en el
periodo critico durante el proestro previo al pico preovulatorio de LH (Al-Hammood et al.,
1985). En otro estudio realizado en cultivos celulares de hipofisis de cerdas
ovariectomizadas, se encontré que los ABA son capaces de estimular la secrecion de LH,
pero solo en las cerdas tratadas previamente con estradiol o progesterona (Siawrys et al.,
2002). Ademas se ha reportado el incremento de receptores para IGF-I en células de la
granulosa de ratas, in vitro (Spicer y Echternkamp, 1995). Sin embargo, en ratas tratadas
con clenbuterol, éste bloqued la ovulacién ya que no se encontraron cuerpos liteos
funcionales durante el periodo de tratamiento, situacion que se revirtié 20 dias después del

retiro del ABA (Illera ef al., 2003). En este estudio una de las vaquillas presentaba un
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cuerpo hemorragico observado a través de ultrasonografia 48 horas después de la aplicacién
de D-cloprostenol.  Atin y cuando el zilpaterol parece adelantar el pico preovulatorio de
LH y por tanto la ovulacién, el hecho del bajo nimero de observaciones implica la
necesidad de caracterizar mejor este fenémeno, incluyendo la variabilidad de la respuesta

para posteriormente dilucidar el mecanismo involucrado.

A pesar de que los animales tratados mostraron celo en menor tiempo después de la
aplicacion de D-cloprostenol, la lutedlisis funcional inducida por este compuesto fue
similar entre ambos grupos. Incluso las vaquillas tratadas en las que se adelant6 el estro
mostraron concentraciones plasmaticas de progesterona correspondientes a un diestro
normal (pre-D-Cloprostenol, 5.65 y 3.28 ng/ml) y 24 horas después a una lutedlisis
funcional adecuada (post-D-cloprostenol, 0.90 y 0.50 ng/ml). En estudios realizados con
CL bovinos se ha encontrado que los ABA son capaces de inducir un incremento en la
liberacién de oxitocina lutea (Skarsynski y Kotwica, 1993), mas atn se ha encontrado que
esta liberacién estd mediada por receptores B, en las células luteas grandes (Miszkiel y
Kotwica, 2001). En cerdas tratadas con clenbuterol por 21 dias, no se encontré alteracién
de la lutedlisis hacia el final del ciclo, ya que los niveles de progesterona fueron menores en
animales tratados que en los controles pero no resultaron significativos (Gojmerac et al.,
2000) Los ABA podrian estar acelerando la lutedlisis a través del incremento directo de la

oxitocina lutea y acelerando la ovulacion por la estimulacion sobre la secrecion de LH.

El zilpaterol no afecté la duracion del ciclo estral ni el nimero de oleadas
foliculares. Estos resultados contrastan con los encontrados en cerdas (Biolatti ef al., 1994)
y en ratas (Illera et al., 2003) tratadas con clenbuterol en las que la administracion crénica
(48 dias y 45 dias, respectivamente) afect6 la dinamica folicular, ocasionando la formacién
de quistes foliculares, y por tanto alterando la ciclicidad en las hembras tratadas. Sin
embargo en cerdas tratadas con clenbuterol por 21 dias (Gojmerac et al., 2000), no se
observo ninguna de las lesiones o alteraciones reportadas en los estudios anteriores. La
variacién en la respuesta a los compuestos APA puede ser debida a su afinidad por

receptores Bl o B2, por su vida media o por el tiempo de exposicion al tratamiento, razén
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por la cual puede explicarse como el zilpaterol no ocasioné ninguna alteracién del ciclo
estral, ya que es un compuesto AB,A especifico.

A pesar del incremento en la sintesis y liberacion de progesterona reportado para los
ABA en estudios in vivo e in vitro en ovinos (Wheeler et al., 1988) y bovinos (Skarzynski y
Kotwica, 1993; Miszkiel y Kotwica, 2001), en el presente estudio las concentraciones
séricas de progesterona en los animales tratados con zilpaterol fueron ligeramente mayores
durante el diestro aunque estadisticamente no difirieron. La longitud del ciclo estral y del
diestro fueron similares lo que indica que la vida media del CL no se ve afectada por el
tratamiento. Se ha reportado que el efecto sobre la esteroidogénesis se obtiene al estimular
receptores tanto Bl como B2, lo que se demostré en CL bovinos in vitro (Miszkiel y
Kotwica, 2001). Ademas se ha reportado que la producciéon de progesterona es dosis
dependiente, ya que a mayor cantidad de ABA que se aplique se genera una respuesta
mayor (Kotwica, 2002). Por lo que en este estudio las concentraciones observadas pueden
deberse a que la cantidad de zilpaterol administrada no fue capaz de estimular una mayor
liberacién de progesterona y a que es un compuesto especifico de receptores adrenérgicos
B2 por lo que el estimulo directo pudo no ser suficiente para generar una respuesta mayor en
la produccién de progesterona. Alternativamente, es posible que no se haya detectado

diferencia debido al bajo nimero de animales en el estudio.

Los efectos del zilpaterol sobre las principales variables corporales fueron los
demostrados con anterioridad para el zilapterol y otros ABA. El zilpaterol mejord la
ganancia diaria de peso en un 30% similar al 27% reportado por Plascencia et al. (1999) en
novillos tratados con zilpaterol y superior al 20% reportado por Chikhou ez al. (1993) en
becerros tratados con cimaterol. Aun cuando no se habia reportado una disminucién del
tejido adiposo en animales tratados con zilpaterol (Plascencia et al., 1999; Garza, 2002), en
nuestro estudio se observo una disminucién del 26% de la grasa dorsal en las vaquillas
tratadas, lo que concuerda con lo encontrado por Chikhou ez al. (1993) en becerros tratados
con cimaterol. El aumento en 16% de la profundidad del musculo largo dorsal mostrado
por los animales tratados es menor al 28% reportado por Schiavetta et al. (1990) en novillos

tratados con clenbuterol y similar a lo encontrado por Miller et al. (1988) en vaquillas.
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Todos los resultados encontrados en este estudio corresponden a lo reportado para los
compuestos APA cuando son empleados como promotores de crecimiento, demostrando
sus e fectos d e reparticion d e nutrientes (Dunshea, 1993; NRC, 1994; M ersmann, 1998;
Beermann, 2002; Birkelo, 2003).

Los compuestos ABA ademas de ocasionar diferencias en peso y composicion
corporal en los animales tratados, también modifican las concentraciones sanguineas de
algunas hormonas metabdlicas, como la insulina. Las concentraciones plasmaticas de esta
hormona se elevaron de manera aguda en los animales tratados, comparadas con los
controles. El incremento agudo en las concentraciones de insulina ha sido reportado en
ovinos tratados con cimaterol (O’Connor et al., 1991) donde las concentraciones
plasmaticas de insulina fueron superiores en los animales tratados durante las primeras 12
horas. Asimismo en novillos tratados con cimaterol el incremento agudo en las
concentraciones de insulina fue de 600% dentro de las primeras 8 horas de tratamiento
(Chikhou et al., 1991). El efecto agudo mostrado por el zilpaterol en las concentraciones
séricas de insulina en este estudio fue similar al reportado para el cimaterol y otros ABA.
Se ha encontrado que los ABA son capaces de estimular directamente a las células 3
pancreaticas para liberar insulina (Philipson, 2002) por lo que el incremento agudo en los
tratamientos con APA puede ser debido, en parte, a esta estimulacién. También los ABA
son capaces de inducir glucogenoélisis muscular y hepatica junto con una lip6lisis de manera
aguda, eventos que pueden originar un incremento en las concentraciones sanguineas de

insulina (Chikhou ef al., 1991; Mersmann, 1998).

La suplementacion crénica con zilpaterol ocasiond que los niveles de insulina en los
animales tratados fueran inferiores a los de los animales control. En los estudios realizados
en ovinos tratados con cimaterol por 3 a 6 semanas (Beermann et al., 1987) o 6 a 12
semanas (O’Connor et al., 1991), los niveles de insulina encontrados en los animales
tratados fueron entre 30% y 50% menores que los encontrados en animales control. Sin
embargo en el estudio realizado por Zimmerli y Blum (1989) con becerros en crecimiento

tratados con 2 compuestos APA (P-5369 y T-3660) de forma crdnica, observaron que a los
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28 dias las concentraciones plasmaticas de insulina fueron similares entre animales tratados
y controles. Los efectos del tratamiento crénico con zilpaterol sobre las concentraciones
séricas de insulina pueden deberse a una desensibilizacion de los receptores P adrenérgicos
pancreaticos, fendmeno reportado en otros tejidos tratados de manera crénica con ABA
(Mersmann, 1998). A demaés, en ratas, se ha reportado un incremento en la s ensibilidad
hacia la insulina en el tejido muscular y adiposo en tratamientos crénicos con ABA
(O’Connor et al., 1991). Sin embargo, aunque ambos mecanismos podrian disminuir las
concentraciones sanguineas de insulina, no se conoce con exactitud cual es el que ocurre en

animales con tratamientos cronicos de ABA.

Contrariamente a lo encontrado para insulina, el zilpaterol no afect6 las
concentraciones séricas de IGF-I entre grupos. Esta observacion es similar a la reportada
por O’Connor et al. (1991) en ovinos tratados con cimaterol, donde no se afectaron las
concentraciones de I GF-I de manera aguda o crénica. En otros estudios han encontrado
que en tratamientos agudos los niveles de IGF-I no se alteran con ABA (Chikhou et al.,
1991), pero el tratamiento prolongado ocasioné una disminucién en los niveles de IGF-I
(Beermann et al., 1987; Chickhou et al., 1991). En estos estudios se observé que la caida
en las concentraciones de IGF-I era paralela a la caida en las concentraciones de insulina.

Sin embargo en el presente estudio esta tendencia no se observo.

51 CONCLUSION

En conclusidn, el zilpaterol parece adelantar la presentacion del estro y la ovulacion
en las vaquillas tratadas sin tener efectos sobre la fertilidad, la duracién del ciclo estral o la
dindamica folicular. Pero si muestra los efectos esperados de los compuestos ABA

mejorando la ganancia diaria de peso, el peso final y la composicién de la canal.
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Cuadro 1. Efecto de la Administracién de Clorhidrato de Zilpaterol por 32
dias (dosis 0.15 mg/kg P.V.) sobre la Duracién del Ciclo Estral, del Diestro,
Didmetro del Foliculo Ovulatorio y Area Bajo la Curva de Progesterona en
Vaquillas Holstein-Friesian (media + error estandar).

Zilpaterol Control Sig.
(n=10) (n=10) (o)
Ciclo Estral (Dias) 21.2+0.8 21.1+0.9 p=0.936
Diestro (Dias) 16.1 £0.7 14.5+0.9 - p=0.195
Diametro del
Foliculo 17.3+0.3 16.8+0.3 p=0.183
Ovulatorio (mm)
Progesterona,
Area bajo la curva 46.9+2.9 38.6 + 4.6 p=0.138
| (ng/ml)

ESTA TESIS NO SALLE
DE LA BIBLIOTECA
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Cuadro 2. Intervalo entre la Aplicacion de D-Cloprostenol y el Estro,
Intervalo del Estro al Pico Preovulatorio de LH y Diadmetro del Foliculo
Preovulatorio en Vaquillas Holstein-Friesian en Fase Folicular, tratadas o no
con Clorhidrato de Zilpaterol durante 24 dias con una dosis de 0.15 mg/kg
P.V.

Zilpaterol Control Sig.

(n=4) (n=4) (@)

g;gzp(;":)‘e““' al 40.50 52 p<0.1
e
Frevalstoo ) 16 & PO

* En este caso la n=2, ya que el resto de las vaquillas del grupo zilpaterol presentaron celo antes del inicio del
muestreo para LH.
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Cuadro 3. Efecto de la Administraciéon de Clorhidrato de Zilpaterol (0.15
mg/kg P.V.) sobre el Peso Corporal y la Ganancia Diaria de Peso en Vaquillas
Holstein-Friesian (media + error estandar)

Zilpaterol Control Sig.
(n=15) (n=15) (a)
Peso Inicio (Kg) 352.7+8.6 3442+ 84 p=0.48
Peso Final (Kg) 397.5+£90 376.6 £ 7.3 p=0.03
Ganancia de .
Peso (Kg) 448 +4.9 324+3.7 p=0.03
Ganancia Diaria _
de Peso (Kg) 1.6+ 0.2 1.2+0.1 p=0.02
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Cuadro 4. Efecto de la Administracion de Clorhidrato de Zilpaterol (0.15
mg/kg P.V.) en Grasa Dorsal y Profundidad del Musculo Largo Dorsal en
Vaquillas Holstein-Friesian (media + error estandar).

Zilpaterol Control Sig
(n=15) (n=15) (o)

tensst Dosal 6.9+0.3 5.8+0.2 p=0.002
Inicial (mm)
Grasa Dorsal _
Final (mm) 51202 6.1+0.3 p=0.008
Cambio en
Grasa Dorsal -1.8+0.3 03+0.3 p<0.001
(mm)
Profundidad _
Muscular (mm) 533+1.6 45.8+1.2 p=0.001
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Figura 1. Disefio del Experimento 1
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Figura 2. Concentraciones séricas promedio de Progesterona durante el ciclo
estral de vaquillas Holstein tratadas (e) o no (m) con 0.15 mg/kg P.V. de
Clorhidrato de Zilpaterol (Zilmax®, Intervet)
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Figura 3. Concentraciones séricas promedio de Insulina en vaquillas Holstein

tratadas (®) o no (m) con Clorhidrato de Zilpaterol (Zilmax®, Intervet) a una
dosis de 0.15 mg/kg P.V.
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Figura 4. Concentraciones séricas promedio de IGF-I en vaquillas Holstein

tratadas (@) o no (m) con Clorhidrato de Zilpaterol (Zilmax®, Intervet) a una
dosis de 0.15 mg/kg P.V.
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Figura 5. Concentraciones de progesterona en el dia 7 del ciclo estral y 24
horas después de la aplicacion de D-cloprostenol en vaquillas Holstein
tratadas o no con clorhidrato de zilpaterol (Zilmax®, Intervet) por 24 dias a
una dosis de 0.15mg/kg P.V.
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Literales distintas denotan diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
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