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RESUMEN

Se realizaron tres experimentos para determinar si existe variabilidad en la sensibilidad del cuerpo
luteo a la administracion de cloprostenol en distintas etapas de la fase IUtea, y si las concentraciones
de progesterona presentes al momento de la administracion de cloprostenol afectan la respuesta lutea
a dicha administracion. El primer experimento (capitulo 2) fue un estudio piloto para determinar las
dosis a ser utilizadas en experimentos posteriores. Se trataron ovejas con una dosis alta (252 pg/mL),
media (126 pg/mL) o baja (42 pg/mL) de cloprostenol en diversas etapas de la fase lutea. Todas las
dosis evaluadas fueron efectivas para sincronizar el estro en diversas etapas de la fase lutea, por lo
que se determind que en experimentos posteriores encaminados a evaluar las causas de falla en la
respuesta al cloprostenol se tendrian que evaluar dosis menores a las empleadas en el estudio piloto.
En el segundo experimento (capitulo 3) se administraron dosis de 7.5, 12, 25 0 50 pg de cloprostenol
en el dia 6 o 9 del ciclo estral y se determinaron las concentraciones de progesterona antes del
tratamiento y a las 12, 24, 48'y 72 horas post-tratamiento. No hubo un efecto del dia de administracion
sobre la eficiencia luteolitica de los tratamientos. En ambos dias evaluados se encontrd que con las
dosis bajas la mayoria de las ovejas experimentaron una respuesta minima al cloprostenol, con
alteraciones menores en las concentraciones de progesterona. Con las dosis intermedias una
proporcidn significativa de los animales sufrié una disminucién marcada en las concentraciones de
progesterona, que sin embargo fue seguida por recuperacién de la funcién latea, mientras que con la
dosis de 50 g la mayoria de las ovejas experimentaron lutedlisis completa. La dosis de 25 ug tuvo
cerca del 50 % de eficiencia luteolitica, por lo que en las ovejas tratadas con esa dosis se compararon
las concentraciones iniciales de progesterona de las ovejas que experimentaron lutedlisis completa
con las de aquellas que sufrieron falla en la lutedlisis, concluyéndose que la presencia de elevadas
concentraciones de progesterona antes de aplicar el tratamiento con cloprostenol se asocia con una
reduccion en la sensibilidad Iutea a la administracion de dosis reducidas del compuesto. En el tercer
experimento (capitulo 4) se realizaron determinaciones de progesterona en muestras obtenidas cada
dos horas después de la administracion de dosis reducidas de cloprostenol con el objeto de determinar
el periodo critico en el que se define el destino final del cuerpo lateo (lutedlisis completa o
recuperacion de la funcion), encontrandose que dicha definicion ocurre entre 12 y 18 horas después

de la administracion del cloprostenol.

En esta tesis se concluye que las concentraciones elevadas de progesterona antes del tratamiento con

cloprostenol estan asociadas con una disminucion en la sensibilidad del cuerpo luteo a dosis reducidas



de cloprostenol, y que la definicién del destino final del cuerpo IGteo ocurre entre 12 y 18 horas
después de la administracion del andlogo de PGF2a. Se discute la posibilidad de que las dosis
reducidas de cloprostenol inicien un mecanismo de auto-amplificacién mediante el cual la produccion
enddgena de PGF2a colaboraria para completar la lutedlisis. La presencia de concentraciones
elevadas de progesterona podria interferir con este mecanismo, lo que explicaria la mayor proporcién
de fallas luteoliticas en los animales con concentraciones de progesterona mas elevadas al momento

de ser tratadas con dosis reducidas de cloprostenol.



ABSTRACT

Three experiments were conducted in order to assess if there is variability in luteal sensitivity to
exogenous administration of cloprostenol at different stages of the luteal phase, and if the
concentrations of progesterone at the time of treatment affect the luteal response to cloprostenol. The
first experiment (chapter 2) was a pilot study aimed to determine the doses to be used in posterior
experiments. Ewes were treated with either a high dose (252 pg/mL), a medium dose (126 pg/mL) or
alow dose (42 pg/mL) of cloprostenol at different luteal stages. All the doses evaluated were effective
to synchronize estrus at different stages of the luteal phase. Thus, it was determined that future
experiments aiming to characterize cases of luteolytic failure would have to be done with smaller
doses that those employed in the pilot study. In the second experiment (Chapter 3) 7.5, 12, 25 or 50
ug of cloprostenol were administered on either day 6 or day 9 of the estrous cycle, and progesterone
concentrations were determined before the treatment and at 12, 24, 48 and 72 h after treatment. There
was not an effect of day of treatment on the luteolytic efficiency of cloprostenol. After administration
of the smallest dose most ewes only experienced a minimal response with minor alterations in
progesterone concentrations. With intermediate doses a significant proportion of ewes showed a
marked, but transient, depression in progesterone concentrations, which was followed by recovery of
luteal function. Administration of 50 pg of cloprostenol caused complete luteolysis in most ewes. The
luteolytic efficiency of 25 ug of cloprostenol was close to 50 %. Thus, the pre-treatment progesterone
concentrations were compared between the ewes treated with 25 pg that experienced complete
luteolysis and the ewes that suffered luteolytic failure after receiving the same dose, and it was found
that the presence of high progesterone concentrations before the administration of small doses of
cloprostenol was associated with reduced luteal sensitivity to such treatment. In the third experiment
(chapter 4) progesterone concentrations were measured in blood samples obtained every 2 h after
treatment with small doses of cloprostenol in order to determine the critical period during which the
final luteal fate (complete luteolysis or function recovery) is defined. It was found that such definition

occurs between 12 and 18 h after the administration of cloprostenol.

It is concluded that high progesterone concentrations are associated with a reduction in luteal
sensitivity to low doses of cloprostenol, and that the final fate of the CL is defined between 12 and
18 h after administration of the PGF2a analogue. The possibility that reduced doses of cloprostenol
initiate a self-amplification mechanism involving endogenous PGF2a production to complete

luteolysis is discussed. The presence of high progesterone concentrations could interfere with this



mechanism, and this could explain the higher proportion of luteolytic failure in the ewes with higher

progesterone concentrations at the time of treatment with reduced doses of cloprostenol.
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“La ciencia no solo es compatible con la espiritualidad; es una profunda fuente de espiritualidad

Carl Sagan

INTRODUCCION

El descubrimiento de la prostaglandina F2o (PGF2a) durante el siglo pasado generd un gran interés
en la comunidad cientifica. En un principio, esta hormona se estudié debido a su importancia
biolégica y posteriormente por sus efectos sobre el cuerpo luteo (McCracken et al. 1970; Goding,
1974). La disminucion en las concentraciones de la progesterona y la regresion estructural del cuerpo
lateo después de la administracion de la PGF2a permitio explorar su uso para la sincronizacion del
ciclo estral en los rumiantes (revisiones de Abecia et al. 2012, Amiridis y Cseh, 2012; Fierro et al.
2011). En los afios 1970°s se probaron varias vias de administracion de la PGF2a, incluyendo la
arteria uterina y la vena Utero-ovarica (Thorburn y Nicol, 1971; Stacy et al. 1976). También se
compard la eficacia de la administracion intramuscular con la infusion de la PGF2a dentro del lumen
uterino (Douglas y Ginther, 1973). Pronto se comprobd que a pesar de que las vias de administracion
local permitian lograr la luteolisis con una dosis reducida de la PGF2a, éstas no eran practicas. En
consecuencia, comenzo a predominar la via de administracion intramuscular (Hackett y Robertson,
1980; Hoppe y Styler, 1989) y, a partir de entonces, se ha utilizado tanto para la PGF2a natural como
para sus analogos sintéticos (Baird y Scaramuzzi, 1975; Hughes et al. 1976), lo que ha permitido un
rapido avance en el desarrollo de métodos para la sincronizacion del estro.

El cloprostenol es un analogo sintético de la PGF2a que fue utilizado en la oveja a partir de 1975
(Baird y Scaramuzzi, 1975; Haresign y Acritopoulou, 1978; Acritopoulou y Haresign, 1980), y que
es en la actualidad el analogo mas empleado en esta especie (Abecia et al. 2011; Amiridis y Cseh,
2012; Fierro et al. 2013).

Mas adelante, se demostré que tanto la PGF2a natural como el cloprostenol tienen efectos
antiesteroidogénicos (McGuire et al. 1994; Juengel et al. 2000) y anti-angiogénicos directos en el
cuerpo luteo (Atli et al. 2012). Asi, todas las ovejas que son tratadas con PGF2o. 0 con sus analogos,
aun en dosis reducidas, sufren una disminucion en la produccion de progesterona por el cuerpo liteo,
y por lo tanto en las concentraciones circulantes de dicha hormona. No obstante, en ocasiones esta
disminucién es transitoria, ya que el cuerpo luteo se recupera y continla produciendo progesterona
(Trevisol et al. 2015).

La recuperacion de la funcion lutea es mas comun cuando se utilizan dosis reducidas de la PGF2a o

de sus analogos. Sin embargo, también se ha observado una variacion individual en la eficiencia
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luteolitica y en la respuesta estral de los animales después de la administracién de una dosis estandar
de la PGF2a (Barrett et al. 2002; Abecia et al. 2012; Fierro et al. 2013). Algo de esta variacidn podria
deberse a la etapa de la fase Iutea en la cual se aplica el tratamiento, ya que se han observado
variaciones en la respuesta a la utilizacion de una dosis determinada de PGF2a o de sus andlogos en
diferentes momentos del diestro (Acritopoulou y Haresign, 1980; Hackett y Robertson, 1980).
Herrera et al. (1990) y Hernandez-Cerén et al. (2001) estudiaron en ovinos el efecto de la PGF2a
administrada ya sea entre los dias 7 y 10 o entre los dias 5 y 6 post ovulacién, respectivamente. En
ambos trabajos se encontr6 que aquellas ovejas que no completaron la luteolisis tenian
concentraciones elevadas de progesterona antes de iniciar el tratamiento con PGF2a, sugiriendo un
posible efecto antiluteolitico o luteoprotector de la progesterona.

Diversos autores han descrito acciones antiluteoliticas y luteoprotectivas de la progesterona, que se
manifiestan tanto por vias genémicas como no gendmicas (Bishop y Stormshak, 2006; 2008; Grazzini
et al. 1998). Estos efectos se han descrito en el ovino (Davis et al. 2010), el bovino (Bogacki et al.
2002; Okuda et al. 2004), el roedor (Goyeneche et al. 2003) y en el porcino (Diaz et al. 2011). Sin
embargo, no existen trabajos publicados en los que se haya evaluado especificamente si las
concentraciones elevadas de progesterona al comienzo del tratamiento con prostaglandinas afectan
de manera negativa la presentacién de la luteolisis completa.

Por otra parte, se han observado variaciones individuales en la respuesta a dosis pequefas
(subluteoliticas) de la PGF2a (Juengel et al. 2000; Trevisol et al. 2015). En algunos animales no hay
una alteracion aparente en las concentraciones de progesterona después de la administracién de una
dosis reducida, lo que pudiera indicar una baja sensibilidad del cuerpo liteo a esas dosis de la
hormona. Hay también individuos, cuya sensibilidad del cuerpo luteo a la PGF2a se considera como
moderada, que muestran una marcada, aungue transitoria, disminucion en las concentraciones de
progesterona después del tratamiento. Finalmente, otros animales, cuya sensibilidad es alta, presentan
una lutedlisis completa a pesar de que la dosis sea pequefia.

Los diferentes estados de maduracién y sensibilidad l0teos tras la administracion de prostaglandinas
pudieran estar asociados también a las concentraciones de progesterona al momento del tratamiento.
Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue el de caracterizar la sensibilidad del cuerpo luteo
ovino a la administracion de cloprostenol, asi como el conocer la posible influencia de la etapa de la
fase lGtea y de las concentraciones de progesterona presentes antes de iniciar el tratamiento.

Para cumplir este objetivo se realizaron tres experimentos en el Centro de Ensefianza, Investigacion
y Extension en Produccion Ovina (CEIEPO) de la Universidad Nacional Autonoma de México
(UNAM), ubicado en el Estado de Morelos.
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Debido a la variabilidad en las dosis y en los esquemas de administracion de la PGF2a o de sus
analogos que se han utilizado en la gran cantidad de trabajos publicados sobre sincronizacion de estros
en ovinos, se planted un primer trabajo (Capitulo 2) como un estudio piloto encaminado a determinar
las dosis mas apropiadas para la realizacion de los trabajos siguientes. En el estudio piloto se evaluo
la respuesta estral de ovejas Suffolk después de la administracion de diferentes dosis de cloprostenol
en diferentes etapas del ciclo estral. Para ello, las ovejas fueron tratadas con una dosis alta (252
pg/oveja), media (126 pgloveja) o baja (42 pg/oveja) de cloprostenol sédico, administrada en las
etapas temprana, media o tardia de la fase lutea (5-7, 8-10, 11-13 d). Los resultados del primer
experimento demostraron que ain con la dosis mas baja de cloprostenol se producia una alta respuesta
estral al ser aplicada en las tres distintas etapas de la fase IGtea, lo cual permitié determinar que en los
siguientes experimentos deberian incluirse dosis ain mas bajas del analogo, con el objeto de obtener
una mayor frecuencia de falla en el tratamiento.

Adicionalmente, la elevada respuesta obtenida en el experimento piloto ante una dosis (42 Q)
tradicionalmente considerada como baja, sugirio la posibilidad de que una dosis reducida de este
analogo podria inducir la secrecion de la PGF2a endogena, lo que puede haber ayudado a completar
la luteolisis.

El segundo experimento (Capitulo 3, “La eficiencia luteolitica de dosis reducidas de cloprostenol en
la oveja. efecto de las concentraciones de progesterona al momento del tratamiento™) tuvo como
objetivo comparar la eficiencia luteolitica del cloprostenol administrado en los dias 6 0 9 de la fase
latea, incluyendo dosis mucho mas bajas que las utilizadas en el experimento piloto (7.5 pg, 12.5 ug,
25 ug y 50 pg), con el objeto de caracterizar la variabilidad en la respuesta a cada dosis e identificar
una dosis gue resultara en una eficiencia luteolitica cercana al 50 %, para poder evaluar si la respuesta
a dicha dosis en términos de la eficiencia luteolitica se ve afectada por las concentraciones de

progesterona presentes en el animal antes de aplicar el tratamiento.

Los resultados del segundo experimento demostraron que tanto en los animales en los que no se
completa la lutedlisis como en los sufren lutedlisis completa se produce una importante disminucion
en las concentraciones de progesterona en las primeras 12 horas después de la administracion de
cloprostenol. Esto ocurre independientemente de la dosis aplicada, de la etapa de la fase lutea en la
que se administra el tratamiento o de las concentraciones iniciales de progesterona. Esta disminucion
se produce tanto en animales que posteriormente completardn la luteolisis como en aquellos en los
que las concentraciones de progesterona se recuperaran después de una disminucion transitoria.

Durante la luteolisis natural, se conoce que después de los primeros pulsos de secrecion de la PGF2a
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generalmente se induce una disminucidn en las concentraciones de progesterona. No obstante, son la
frecuencia y el nimero de pulsos posteriores (durante las siguientes 30 horas) lo que determina el
momento en el que se completara la luteolisis (Zarco et al. 1988) o si el cuerpo lteo se recuperard y
se producira una persistencia lutea (Zarco et al. 1984). Lo anterior sugiere que es posible que exista
un periodo critico en el cual se decide si un cuerpo lUteo estd destinado a recuperarse o a sufrir
luteolisis completa. Dicho periodo debe encontrarse en algin momento entre las 12 y las 30 horas a
partir de la primera exposicion del cuerpo luteo a la PGF2a o sus analogos. Para probar esto ultimo,
se planted el tercer experimento (Capitulo 4), el cual tuvo como objetivo evaluar la respuesta inicial
del cuerpo lteo durante las primeras 24 horas posteriores a la administracion de una dosis elevada
con alta efectividad luteolitica (250 pg) o una dosis reducida con muy baja efectividad (10 pg) de
cloprostenol. Un segundo objetivo del tercer experimento fue caracterizar el periodo critico (definido
como el momento en el que se produce una diferencia en las concentraciones de progesterona entre
los grupos); y determinar la velocidad con la que se produce la reduccién inicial en las
concentraciones de progesterona de acuerdo con la dosis administrada.
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“La ciencia no es perfecta, con frecuencia se utiliza mal, no es mas que una herramienta, pero es la mejor
herramienta que tenemos, se corrige a si misma, esta siempre evolucionando y se puede aplicar a todo. Con

»»

esta herramienta conquistamos lo imposible

Carl Sagan

CAPITULO 1

REVISION DE LITERATURA

Imagine que estd jugando un partido de ajedrez. Es un hecho que dependiendo de la pieza que se
mueva, se generardn posibles movimientos de respuesta. Este hecho aparentemente obvio, podria
compararse con la lutedlisis. S6lo el 1% de la PGF2a sintetizada y secretada por el endometrio llegara
al cuerpo luteo (McCracken et al. 1999) y se unira a su receptor, a partir de lo cual se generaran un
numero de posibles pasos posteriores.

Durante afos se penso que después de la administracion de una dosis luteolitica de la PGF2a el cuerpo
lateo inevitablemente sufriria regresion. Con el tiempo se hizo patente que, si bien puede observarse
una disminucién en las concentraciones de progesterona, algunas veces éstas se recuperan sin que se
complete la lutedlisis (Ginther et al. 2007; Shrestha et al. 2010; Ginther y Beg, 2012 a y b; Trevisol
et al. 2015). Mas aln, Kobayashi et al. (2001a) reportaron que la inyeccion de una dosis luteolitica
de la PGF2a antes del dia 5 después del estro no induce lutedlisis. Sin embargo, algunos afios después
se demostrd que la administracion de la PGF2a puede ser efectiva desde el dia 3 del ciclo estral
(Rubianes et al. 2003; Pope y Cardenas 2004). Por lo tanto, se pueden obtener diferentes resultados
después de un tratamiento con PGF2a natural o alguno de sus andlogos, como la ausencia de la
respuesta del cuerpo luteo, la disminucién transitoria en las concentraciones de progesterona o bien,
la lutedlisis completa que culmina con la destruccion definitiva del cuerpo Iuteo.

A partir de estos hechos se generan varias preguntas, ¢Por qué esta variabilidad en la respuesta del
cuerpo lateo a la PGF2a? ;De qué depende que se complete la accion de la PGF2a en el cuerpo luteo?
¢Existe “resistencia” intrinseca o “proteccion” del cuerpo liteo contra la lutedlisis? ¢Qué
caracteristicas tiene el cuerpo Iuteo que es resistente a la PGF2a?

Para intentar comprender las diferentes respuestas que el cuerpo lGteo es capaz de emprender ante la
presencia de la PGF2a, se debe estudiar desde sus muchas facetas. La primera es entender que, a
pesar de su naturaleza efimera, el cuerpo luteo domina el periodo mas largo del ciclo estral, la “fase
lutea”. Durante toda la vida del cuerpo luteo se producen cambios enddcrinos, asi como

reorganizaciones en su estructura. Estos cambios son los que definen cada etapa de su desarrollo:
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formacion, mantenimiento y regresion. Ademas, se debe considerar la presencia o ausencia de
factores anti-luteoliticos y pro-luteoliticos que residen en el mismo cuerpo lateo bajo un delicado y
perfecto equilibrio. Es notable que los factores generados en esta pequefia glandula sean capaces no
solo de transformarla funcional y estructuralmente, sino también de impactar de manera autocrina,

paracrina y enddcrina a otros tipos celulares.

1 EL CUERPO LUTEO

1.1. Breve historia de la investigacion acerca del cuerpo IUteo

A pesar de que Vesalious, en 1561, describié los ovarios, oviducto y cuerpo liteo (Kleine y
Rossmanith 2016); Fabrizzi, Girolamo fue el primero en realizar, en el afio 1600, una comparacion
anatomica ilustrada en sus publicaciones ‘“De formato foetu” y “De formatione ovi et pulli” (Stouffer,
2006). El nombre de “cuerpo luteo” fue usado posteriormente por Marcello Malpighi, posterior a las
observaciones de Regnier de Graff (Meidan, 2017). quien lo 1lam¢ “globular body” (Stouffer, 2006).
El mismo autor hace mencion de Allen y Wintersteiner en 1934, en su articulo “Crystalline
progestin”, en el que dichos investigadores mostraron que la proliferacion de la mucosa uterina era
inducida por una hormona producida por el cuerpo liteo. La llamaron “progestina”, por depender de
ella la implantacion y desarrollo del embrion. En 1933, Fevold et al. (1933), reportaron que el
desarrollo de los foliculos y del cuerpo Iuteo de los ovarios de las ratas y conejos se debe a la accion
de dos principios separados. Uno de los ellos causa crecimiento de los foliculos, y el segundo,
transforma a los foliculos en cuerpos luteos. En 1934, diferentes laboratorios indicaron el aislamiento
de 3 diferentes compuestos a partir del cuerpo luteo, siendo la progestina la hormona principal. Desde
entonces, el estudio del cuerpo l0teo se ha incrementado. La importancia fisiologica de esta glandula
se refleja en la intensidad con la cual ha sido investigada a lo largo de los afios. Por ejemplo, la base
de datos de la Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados Unidos de Norteamérica (PubMed),
arroja al menos 14,805 articulos relacionados con el cuerpo lateo desde 1920 a 2017

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), mientras que Google académico arroja 56,100 resultados en

el mismo periodo:
(https://scholar.google.es/scholar?g=corpus+luteum&hl=es&as_sdt=0%2C5&as_ylo=1920&as_yhi
=2017). Stouffer (2006) encontrdé 3,000 articulos sobre el cuerpo luteo por década desde 1970. Si

acortamos el tiempo de busqueda desde 1970, existen 13,258 resultados en PubMed y 38,200
resultados en Google académico. Esto indica que a partir de esta década el estudio acerca del cuerpo

luteo ha aumentado extraordinariamente. Esto tiene mucho que ver, probablemente, con el uso de

18


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
https://scholar.google.es/scholar?q=corpus+luteum&hl=es&as_sdt=0%2C5&as_ylo=1920&as_yhi=2017
https://scholar.google.es/scholar?q=corpus+luteum&hl=es&as_sdt=0%2C5&as_ylo=1920&as_yhi=2017

distintas técnicas de biologia molecular que permitieron ahondar mas en el conocimiento de esta

glandula.

1.2. Importancia del foliculo que precede al cuerpo luteo para su futura funcionalidad

El cuerpo lGteo, la fuente principal de progesterona durante el ciclo estral, se desarrolla
principalmente a partir de la luteinizacion de células foliculares bajo el estimulo de la LH (Niswender
et al.2000). El cuerpo liteo es uno de los tejidos mas irrigados del organismo, por lo que su formacion,
gue ocurre en unos cuantos dias, requiere de una bien regulada angiogénesis.

La transicion de foliculo a cuerpo lUteo representa un periodo de intensa angiogéenesis, cuyo resultado
final es una eficiente perfusion (Laird et al. 2013). Este periodo de intensa angiogénesis se inicia con
la ovulacion del foliculo y perdura hasta que el cuerpo alcanza su maximo nivel de funcionamiento.
Es posible entonces que la calidad de la vascularidad que se desarrolle en el foliculo pueda afectar el
flujo sanguineo del cuerpo luteo y, como consecuencia, la produccion de progesterona. De hecho, en
cualquier momento del ciclo, el ovario posee muchos foliculos en diferente estado de desarrollo y
algunos en atresia. El indice de crecimiento de los foliculos, asi como su habilidad para convertirse
en foliculos dominantes, dependen del incremento en el flujo sanguineo (Acosta et al. 2005).
Recientemente, se confirmé que las dimensiones del foliculo preovulatorio y del cuerpo luteo se
correlacionan con el flujo sanguineo y con las concentraciones sistémicas de progesterona producidas
por el cuerpo luteo resultante (de Tarso et al. 2017). También existe una correlacion positiva entre el
peso del cuerpo luteo y las concentraciones de progesterona periféricas en vacas ciclicas (Bartol et
al. 1981). Esto indica que el foliculo es la base del futuro cuerpo liteo y de la produccién de la
progesterona. Es importante considerar que el crecimiento folicular depende de la irrigacion
sanguinea, pero también supone condiciones de hipoxia. La estimulacion gonadotrdpica permite el
crecimiento folicular, sin embargo, en el estrato mural granuloso, por ejemplo, no hay presencia de
vasculatura, por lo que se puede crear un ambiente local hipoxico dentro del foliculo preovulatorio
(Kim et al. 2009). De hecho, antes del pico de la LH solamente se detecta flujo sanguineo en una
pequefa area en la base del foliculo (Acosta et al. 2003). A partir del pico de la LH se inicia la
creacion de una red vascular que proporcionara el flujo de nutrientes y hormonas que promoveran el
crecimiento y la formacion del cuerpo luteo. Aquellos foliculos que estan bien vascularizados ovulan
y se desarrollan hasta convertirse en un cuerpo lteo (Acosta et al. 2003), mientras que los foliculos
atrésicos se caracterizan por una disminucién en la vascularidad, ausencia de flujo sanguineo

detectable, y una disminucién progresiva de su diametro (Acosta et al. 2005).
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1.3. Sistema vascular

El sistema vascular en general se desarrolla a través de dos procesos: vasculogénesis y angiogénesis.
El primero se refiere a la diferenciacion in situ (Patan, 2000) del plexo vascular, formado desde el
mesodermo por diferenciacion de células progenitoras endoteliales (angioblastos) (Risau et al. 1988),
generando vasos sanguineos primitivos durante el desarrollo embrionario (Risau, 1997). Es a partir
de la formacidn de este plexo primario vascular que se forman nuevos vasos sanguineos (Amselgruber
et al. 1999; Gerhardt y Betsholtz 2003), durante el segundo proceso conocido como angiogénesis.
La angiogénesis es responsable de la remodelacion y de la expansion de las redes vasculares (Patan,
2000) y transita por los siguientes pasos: 1) La fragmentacion de la ldmina basal de los vasos
existentes, 2) la migracion de células endoteliales desde los vasos existentes hacia el estimulo
angiogénico y 3) la proliferacion de células endoteliales (Folkman y Klagsbrun, 1987).

Pepper (2001) describe el proceso de la angiogénesis en dos fases: Activacion y resolucién. La fase
de activacion se basa en la proliferacion y migracion de células endoteliales, las cuales revisten
internamente a la vasculatura y estan asociadas con células murales, como los pericitos y células del
musculo liso vascular. Esta activacion depende de la matriz extracelular, la cual modula la
proliferacion, diferenciacion y funcion celular (Smith et al. 2002). La matriz extracelular esta
constituida por macromoléculas que pertenecen a uno de cuatro grandes sistemas: colageno, elastico,
proteoglicanos y glucoproteinas de adhesion (Silvera y Barrios 2012), y representa una barrera para
la migracion celular (Smith et al. 1999). La matriz extracelular también tiene utilidad como reservorio
para factores de crecimiento (Smith et al. 2002). Como durante esta primera fase se requiere la
proliferacion y migracion de las células endoteliales, asi como la formacion del lumen del nuevo vaso
sanguineo, la membrana basal debe disolverse (Kalebic et al. 1983; Vu'y Werb 2000; Hughes, 2008).
La degradacion de la matriz extracelular se lleva a cabo por unas enzimas dependientes de Ca?"y
Zinc (Vuy Werb, 2000) llamadas metaloproteinasas (MMP) (Smith et al. 2002). La familia de MMP
tiene al menos 20 miembros, incluyendo las colagenasas-1 (MMP-1, -8, -13 y -18), las gelatinasas A
(MMP-2) y B (MMP-9), y las estromelisinas 1 (MMP-3), -2 (MMP-10) (Smith et al. 1999). Los
factores de crecimiento se liberan al degradarse la matriz extracelular por la accion de las
metaloproteinasas (Smith et al. 1999), o por la actividad de alguna proteina acarreadora (Powers et
al. 2000). Una vez fragmentada la matriz extracelular, las células endoteliales migran, proliferan vy,
una vez conectadas y alineadas, forman el lumen del vaso sanguineo.

Una vez que inicia la fase de resolucion se inhibe la proliferacion de las células endoteliales y cesa la
migracion celular, por lo que se restituye la membrana basal y se ensambla la pared del vaso. Durante

esta segunda fase, los vasos formados se estabilizan por el reclutamiento de los pericitos, permitiendo
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la maduracion funcional del endotelio (Risau, 1997; Pepper, 2001). Los pericitos son células
perivasculares que tienen la capacidad de diferenciarse en otros tipos de células mesenquimales,
incluyendo células del musculo liso, fibroblastos y osteoblastos (Gerhardt y Betsholtz, 2003).
Ademas, rodean los microvasos de nueva formacion (Amselgruber et al. 1999), haciendo contacto
intimo con las células endoteliales. Es posible que este tipo celular pueda tener una funcion como
estructuras de guia, ayudando a la proliferacién de las células endoteliales en el cuerpo liteo bovino
(Amselgruber et al. 1999).

1.4 Factores importantes para la vascularizacion folicular

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés) es producido por el
endodermo durante el desarrollo de los vasos sanguineos y tanto el VEGF como su receptor se
expresan en los angioblastos. En los foliculos pequefios, la produccién del VEGF y de sus isoformas
(VEGF120 y 164) (Shimizu y Miyamoto, 2007), comienza en las células de la granulosa antes de la
formacion del antro. EI VEGF mejora la permeabilidad vascular y crea las condiciones para el
desarrollo del mismo y para los eventos futuros de ovulacion (Tamanini y De Ambrogi, 2004). La
expresion y accion del VEGF es necesaria en todos los estados de desarrollo folicular, debido a que
inicia la angiogénesis (Robinson et al. 2009). EI VEGF actia como morfogen para las células
endoteliales y es un quimio-atrayente de fibroblastos y de las células endoteliales circulantes (Hughes,
2008). Ademas, el VEGF es un mitdgeno especifico para las células del endotelio vascular y capaz
de estimular la angiogénesis in vivo (Houck et al. 1991), ya que induce el brote de capilares (Koblizek
et al. 1998). EI VEGF realiza su funcion a través de la interaccion con sus receptores de alta afinidad
de tipo tirosina cinasa (flk-1 y flt-1) (Matthews et al. 1991; de Vries et al. 1992; Millauer et al. 1993).
Sin embargo, aungue la expresion del VEGF, flk-1 y tlt-1 se ha relacionado con la angiogénesis, no
parecen ser suficientes para iniciarla (Li et al. 1996).

Otros factores de crecimiento importantes en este proceso son los factores de crecimiento de los
fibroblastos (FGF), tanto el acido (FGF-1a) como el basico (FGF-2b). Ambos son miembros de una
gran familia de 25 proteinas (Berisha et al. 2016). Se trata de pequefios polipéptidos que comparten
caracteristicas estructurales y que son secretados dentro de la matriz extracelular, donde se unen a
glicosaminoglicanos semejantes a la heparina (Powers et al. 2000). EI FGF-2 tienen cuatro isoformas
que se localizan en el nucleo o en el nucléolo (Arese et al. 1999). Los efectos bioldgicos del FGF son
mediados por receptores de alta afinidad de tipo tirosina cinasa (FGFR-1 al -4) ((Schams y Berisha
2002; Berisha et al. 2016). Los fibroblastos se activan en respuesta a una herida, o bien debido al

crecimiento de un tumor (Powers et al. 2000; Hughes, 2008). Una vez liberados por la degradacion
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de la matriz extracelular, los FGF pueden actuar directamente sobre las células vasculares endoteliales
regulando su activacion y proliferacion de las mismas (Folkman y Klagsbrun, 1987; Arese et al. 1999)
a través de la expresion de sindecanas (Hughes, 2008). Estas son componentes de la membrana cuya
actividad se requiere para la adhesion focal (Woods et al. 2000). Asimismo, el FGF-2 acelera el
proceso de transicion de las células endoteliales no desarrolladas hacia la formacion de redes
organizadas de multiples ramas (Laird et al. 2013). Aungue los varios miembros de la familia de
factores de crecimiento del fibroblasto son generalmente mit6ticos, un miembro en particular, el FGF-
18, es pro-apoptotico en las células de la granulosa in vivo (Portela et al. 2015).

Ingman y Robertson (2002) describieron a la superfamilia del factor de crecimiento transformante
beta (TGFp), la cual consiste en mas de 30 proteinas con 30-80% de homologia en su secuencia. Los
miembros mejor caracterizados son las cinco isoformas del TGF, de los cuales los TGFB-1, -2y -3
se expresan en mamiferos (Ingman y Robertson, 2002). Los TGFp se activan y envian sefiales para
bloguear la proliferacion de las células endoteliales y pericitos (Hughes, 2008). En general, el TGFp
es un factor de crecimiento capaz de estimular o inhibir la angiogénesis (Pardali y ten Dijke, 2009).
El factor de necrosis tumoral alfa (por sus siglas en inglés, TNFa) puede estimular la secrecion de
VEGF (Schams et al. 2001). El TGFB puede bloquear la proliferacion de células endoteliales y
pericitos (Hughes, 2008).

Por otro lado, la angiopoietina-1 estd implicada en los procesos de desarrollo de las células
endoteliales y en los mecanismos de vascularizacién. La angiopoietina-1 se une a su ligando: TIE2,
un receptor de tipo tirosina cinasa que se expresa en células endoteliales y en células hematopoyéticas.
La angiopoietina-1 se requiere para el desarrollo de las estructuras vasculares durante la
embriogénesis (Davis et al. 1996). Mientras la angiopoietina-1 obligadamente activa su receptor e
induce la fosforilacion del Tie2, la angiopoietina-2 puede activar Tie2 en algunas células endoteliales
cultivadas y bloquear su activacién en otras (Gale et al. 2002). La angiopoietina-2 es débilmente
mitogénica para las células endoteliales (Koblizek et al. 1998), pero es un requisito para la
angiogénesis (Gale et al. 2002). Tanto el VEGF como el sistema de péptidos vasoactivos Ang-Tie
(Ang-1y -2, Tie-1y -2), se expresan en células de la granulosa y en células de la teca. Sin embargo,
se observan mayores niveles de expresion en células de la teca, los cuales se relacionan con el estado
del ciclo estral y el tamafio del foliculo (Chowdhury et al. 2010).

En el mamifero, los eventos ciclicos de foliculo a cuerpo luteo pueden ser regulados por comunicacion
célula-célula. El sistema de proteinas Notch esta involucrado en la sefializacion juxtacrina y es
importante para los procesos de desarrollo, incluyendo la vasculogénesis y la produccion de

esteroides (Vanormy y Mayo, 2017). Igualmente, las Notch podrian regular el crecimiento y la
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produccién de estradiol de las células de la granulosa in vitro (Jing et al. 2017), asi como la
proliferacion de las células de la granulosa (Zhang et al. 2011). La via de sefalizacion de las Notch
regula decisiones de destino celular, modulando la diferenciacion y la supervivencia de las células
(Vorontchikhina et al. 2005). Los componentes de las Notch se expresan diferencialmente en la matriz
extracelular durante el desarrollo del foliculo y del cuerpo lateo (Murta et al. 2015). Durante el
desarrollo folicular, las Notch se expresan en células de la granulosa del ratén (Johnson et al. 2001),
en células de la teca de foliculos pre-antrales (Murta et al. 2015), en foliculos antrales en el ovino
(Jing et al. 2017) y en ovocitos de los foliculos en cualquier estado de desarrollo.

El 6xido nitrico (ON) es una molécula sintetizada por la accion de la enzima 6xido nitrico sintasa
(NOS, por sus siglas en inglés) en las células endoteliales a partir del aminoécido L-Arginina, que
acttia como donador de nitrégeno (Moncada et al. 1991). A partir de una comunicacién parécrina, el
ON estimula la produccion perivascular del VEGF, el cual, a su vez, estimula la expresion endotelial
de la eNOS (Reynolds et al. (2000). Ademas, el ON regula la disponibilidad del O2. En el caso de
hipoxia, éste actia como un estimulo para la produccion del VEGF, el cual ampliara la densidad y la
permeabilidad de los vasos sanguineos que rodean al foliculo preovulatorio, favoreciendo la llegada
del estimulo hormonal cuando se produzca el pico de la LH. La NOS existe en tres isoformas:
neuronal (NNOS), inducible (iNOS) y endotelial (eNOS). Las NOS son responsables de la liberacion
basal continua del ON (Rosselli et al. 1998). Entre las funciones del ON se pueden mencionar la
inhibicién de la agregacion plaguetaria, la proliferacion de las células del masculo liso, la regulacion
de la muerte celular programada y el mantenimiento de la funcion de las células endoteliales como
barrera. La activacion y sintesis del ON se produce por un incremento en Ca?" intracelular, sin
embargo, la iINOS es independiente de este i6n (Rosselli et al. 1998). EI ON se induce después de la
activacién de los macrofagos, en las células endoteliales y en otras células por intermediacion de las

citocinas (Moncada et al. 1991).

1.5. Angiogénesis folicular

Durante la fase lGtea, el desarrollo folicular se mejora por la secrecién basal de pulsos de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) (Rawlings et al. 2003), la cual provoca la secrecion de las
gonadotropinas (Smith, 2009). Dichas hormonas acttan como factores angiogénicos especificos al
tejido blanco y pueden modular el sistema vascular de los 6rganos reproductivos.

La angiogénesis es un proceso clave para el crecimiento folicular y para el desarrollo liteo. La
seleccion de un foliculo dominante depende del adecuado desarrollo de una red vascular en dicho

foliculo, probablemente controlada por una mayor expresion del VEGF y de laeNOS. El VEGF actta
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para inducir la proliferacion de células de la granulosa del bovino en foliculos de 4-8 mm y para
mejorar el efecto de la hormona foliculo estimulante (FSH) sobre esta proliferacion celular (Doyle et
al. 2010). Ademas, el flujo sanguineo aumenta aproximadamente 55 % durante la fase folicular
debido, al menos en parte, a la produccién de novo del ON (Gibson et al. 2004).

Por otro lado, el 17B-estradiol puede regular los procesos angiogénicos, ya que un foliculo que
produce dicho esteroide es “activo” y potencialmente dominante y es diferente de un foliculo inactivo
(potencialmente no dominante) en la expresion del VEGF, la eNOS, y en el indice de proliferacion
de las células de la granulosa y de la teca (Grazul-Bilska et al. 2007). Asimismo, el ON muestra una
correlacion positiva con los estrégenos, ya que incrementan concomitantemente con el didmetro del

foliculo ovulatorio y alcanzan un méximo nivel al momento de la ovulacion (EI-Sherry et al. 2013).

En los foliculos atresicos, en cambio, la expresidn de la eNOS esta ausente o reducida (Grazul-Bilska
et al. 2006). Por otro lado, a pesar de que el tamafio del foliculo no afecta la cantidad de ARN
mensajero (ARNm) para el VEGF, se observd una disminucidn en las concentraciones de dicho factor

en los foliculos atrésicos (Rosales-Torres et al. 2010).

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, es posible suponer que tanto el VEGF, como el FGF y el
sistema Notch, estan involucrados en regular tanto a las células foliculares como a las luteas, por lo
que se podria asumir que son factores importantes para el proceso de transicion de foliculo a cuerpo

lGteo.

1.6. Influencia de los esteroides sobre angiogénesis folicular

Los patrones de expresion de las isoformas del VEGF durante el desarrollo folicular son dependientes
de hormonas como la progesterona, que puede estimular la expresién del VEGF 120 en células de la
granulosa del bovino (Laird et al. 2013; Shimizu y Miyamoto, 2007).

En el caso de los estrogenos, el 17pB-estradiol puede tener un papel en la regulacion de la expresion
del gen ET-1y su produccion en las células endoteliales (Bilsel et al. 2000), y lo hace inhibiendo la
expresion del gen y la secrecion del péptido de ET-1 (Akishita et al. 1998), e incrementando ON
(Bilsel et al. 2000).

1.7. Formacion del cuerpo lateo
La longitud del ciclo estral de la oveja es de 15 a 18 dias (d), (Ortman, 2000; Roberts et al. 1985;

Zarco et al. 1988a), lo que depende principalmente del momento en el cual se inicia la lutedlisis
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(Zarco et al. 1988a). Después de la ovulacion, y en respuesta a la estimulacion por hormonas
luteotrépicas como la hormona luteinizante (LH), las células foliculares se transforman en células
luteas, las cuales empiezan a sintetizar progesterona. Las concentraciones circulantes de esta ultima
hormona se comienzan a incrementar de manera gradual al mismo tiempo que estd ocurriendo el
desarrollo estructural del cuerpo lateo. En el ovino es posible dividir la fase IGtea en tres etapas: Fase
lutea temprana (dias 3 a 6), fase lutea media (dias 7 a 10) y fase lutea tardia (dias 11 a 15). La division
de la fase lUtea en estas etapas se basa en el grado de madurez y funcionalidad del cuerpo l0teo. La
primera etapa corresponde al periodo durante el cual se desarrolla el CL, la segunda representa la
funcionalidad plena del CL (concentraciones plasmaticas de P4 mayores a 1 ng/ml) y la Gltima
coincide con el inicio y desarrollo de la lutedlisis. Los eventos referidos se representan en la figura 1.

1.8. Papel de la hormona luteinizante en los procesos vasculares de la luteinizacion

La LH es la hormona que inicia el proceso de formacion del cuerpo luteo, incluyendo la activacion
de los mecanismos de vascularizacion y la modulacion del flujo sanguineo. La administracion de LH
a foliculos preovulatorios en el bovino provoc6 un incremento en la secrecion de estradiol-17p,
androstenediona, progesterona, prostaglandinas y endotelina 1 (ET-1) por las células de la teca de
foliculos maduros (Acosta et al. 1998). De la misma manera, se ha reportado un efecto sobre el flujo
sanguineo. Niswender et al. (1976) reportaron en ovejas que el flujo sanguineo se elevo en forma
significativa en respuesta a la LH. Acosta et al. (2003) observaron un agudo incremento en la
velocidad del flujo sanguineo en el foliculo preovulatorio 0.5 horas después de la inyeccion de la
GnRH, en sincronia con el inicio del pico preovulatorio de la LH. Dicho aumento en las
concentraciones de la LH provocé un incremento en las concentraciones de estradiol (Acosta et al.
2003).. Ademas, de manera indirecta, la LH puede regular el flujo sanguineo. EI ARNm para laeNOS
se observo en células de granulosa a las 12 y 24 horas, y en las células de la teca a las 48 horas después
de la inyeccién de hCG en ovinos (Grazul-Bilska et al. 2006).

La LH estimula a los factores angiogénicos, como el VEGF, en las células foliculares y células luteas
del bovino (Schams et al. 2001). Segun Laird et al. (2013), el VEGF y el FGF trabajan de manera
sinérgica, pero con papeles diferentes. Por un lado, el VEGFR2 promueve la proliferacion de las
células endoteliales, estimulando el nimero y el tamafio de las mismas. EI FGFR, sin embargo, induce
la ramificacion y la elongacion de las células endoteliales (el brote). Asimismo, la LH estimula la
acumulacién de ARNm para MMP-1, MMP-9 y para el inhibidor de MMP: TIMP-1; que se
encuentran e incrementan Unicamente después de la ovulacion (Berisha et al. 2008). Las

metaloproteinas y sus inhibidores son importantes por su accién en la remodelacion de tejidos, lo cual
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Figura 1. Crecimiento folicular y desarrollo del cuerpo lateo. En el ovario del ovino durante el diestro, se llevan a cabo dos procesos simultaneos. Por un
lado, el crecimiento folicular y, por el otro, el desarrollo del cuerpo liteo (CL). Durante el ciclo estral se presentan entre 3 y 4 ondas de crecimiento folicular,
con variacion en el namero y tamafio de los foliculos. Cada onda se caracteriza por 1-4 foliculos alcanzando un estado final de desarrollo, de los cuales los
foliculos antrales ya sea de la penultima onda o de la onda final del ciclo ovulan (C: crecimiento, E: estatico, R: regresién). Las flechas indican el incremento
de la hormona foliculo estimulante (FSH), (ng/ml) que es un incremento transitorio que se presenta al inicio de la emergencia de cada onda folicular, y del
estradiol (E2), (pg/ml). El dia de la ovulacidn es representado por el dia cero. Se representan las concentraciones promedio de progesterona (P4), (ng/ml),
hormona foliculo estimulante (FSH), hormona luteinizante (LH), (ng/ml) y prostaglandina F2a (PGF2a), (ng/ml) a lo largo del ciclo estral. El tamafio (mm),
volumen (mmd) y el peso (mg) del cuerpo liteo cambia a lo largo del ciclo estral de la oveja. Basado en Bartlewski et al.1999a; 1999b; Juengel et al. 2000;
Hernandez-Cerdn et al. 2004; Uribe-Vazquez et al. 2010; Baby y Bartlewski, 2011; Zarco, et al. 1988a,b.
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es importante para el proceso de ovulacion estimulado por LH. Debido a que el colageno en el estrato
tecal, asi como en la membrana basal del foliculo, contribuye a la resistencia de la pared folicular, se
observa una maxima actividad colagenolitica durante el tiempo de la ruptura folicular en el ovino
(Murdoch et al. 1986). La region del &pice de la pared folicular estd compuesta de células de la
granulosa, membrana basal, células de la teca, tunica albuginea y el epitelio superficial, con su
membrana basal subyacente (Smith et al. 1999). La degradacién proteolitica de la matriz extracelular
se produce debido a que la membrana basal se disuelve. Cuando la matriz extracelular se destruye
inicia el proceso de angiogénesis a partir de la vasculatura tecal preexistente (Acosta et al. 2003).
Recapitulando, la LH produce, por un lado, la ovulacion y por el otro, estimula la angiogénesis a
través de la estimulacion del VEGF, asi como la pérdida de la membrana basal por la accion de las
MMP’s. Para el momento de la ovulacion, las concentraciones de estrdgenos y el ON incrementan
concomitantemente con el didmetro del foliculo ovulatorio, alcanzando su méaximo nivel (El-Sherry
et al. 2013). Sin embargo, es la ET-2 la sustancia que finalmente provoca la ruptura folicular por
constriccion de los vasos de los foliculos periovulatorios (Ko et al. 2006).

1.9. Modelo de vascularizacion del cuerpo luteo

Después de la ovulacién, el cuerpo llteo crece y se vasculariza en forma extremadamente rapida
conforme se forma a partir de las células que constituyen la pared del foliculo. En efecto, los indices
de crecimiento tisular y de angiogénesis en el cuerpo lGteo rivalizan con los de los tumores de
crecimiento mas rapido (Reynolds et al. 2000), capaces de crecer a un ritmo de hasta 1 mm por dia
(Folkman, 1971).

El proceso de vascularizacion que se inicia antes de completarse la ovulacién continda durante la
etapa lutea. En el cuadro 1 se observa el cambio en la intensidad de expresion de diversos factores
angiogénicos y vasoconstrictores, en distintas etapas de la fase lGtea. La vascularidad lutea incrementa
gradualmente desde la etapa IGtea temprana a la media, mientras que disminuye durante la fase litea
tardia (Zheng et al. 1993).

Durante el periodo post-ovulatorio inmediato, dos procesos relativos a la formacion de los vasos
sanguineos ocurren de manera simultanea: la comunicacion celular se realiza mediante uniones gap
entre las células del parénquima y las células endoteliales, lo que hace posible coordinar su
crecimiento y desarrollo (Redmer y Reynolds, 1996). Muy poco tiempo después de la ovulacion, los
pericitos derivados del compartimento tecal son las primeras células vasculares que invaden el
parénquima lateo en desarrollo. Posteriormente, la vascularizacion lGtea contina en aumento,

siguiendo el modelo propuesto por Reynolds et al. (2000), en el que se postula que las células
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vasculares endoteliales producen el ON vy las células peri-endoteliales (musculo liso vascular y
pericitos) producen el VEGF, con lo que se garantiza una regulacién coordinada de la vasodilatacion

lutea y la angiogénesis.

1.10. Flujo sanguineo

Funcionalmente, en rumiantes, los vasos arteriovenosos y las vénulas permiten el paso del flujo
sanguineo hacia el cuerpo luteo (Shirasuna et al. 2012b). Este flujo se incrementa en la fase lutea
media, por lo que tanto la cantidad de LH, como la de otras substancias (oxigeno, glucosa, colesterol
etc.) que llegan al cuerpo luteo se incrementan en consecuencia (Niswender et al. 1975).

Las células endoteliales vasculares pueden constituir mas del 50% de todas las células del cuerpo
luteo (Shirasuna 2010a), lo que garantiza el flujo sanguineo hacia dicha glandula. EI ON regula el
flujo sanguineo en el cuerpo luteo (Shirasuna et al. 2008), asi como la secrecion de progesterona a
través de la regulacion de la la esteroidogénesis y la apoptosis de las células luteas y de las células
endoteliales (Shirasuna, 2010a). Durante esta etapa también se encuentra mayor expresion del ARNm
para el VEGFA en el cuerpo luteo (Berisha et al. 2016) en células luteinizadas de granulosa y en las
células endoteliales (Schams et al. 2001). EI hecho de que laeNOS y el VEGF sean detectados en el
cuerpo ldteo, sugiere que se encuentran ambos en los vasos sanguineos del cuerpo liteo. Sin embargo,
conforme el cuerpo luteo madura, la expresion de la NOS disminuye, permaneciendo bajos en los
dias 16 a 18 del ciclo estral del bovino (Rosiansky-Sultan et al. 2006).

En el bovino, existen varios indicadores del cuerpo liteo normal, relacionados con el flujo sanguineo
(Acosta et al. 2003): 1) El flujo sanguineo y la velocidad maxima del flujo se asociaron con el
incremento en las concentraciones de estradiol y el pico de la LH durante el periodo periovulatorio.
2) Después de la ovulacion, el flujo sanguineo por area y el volumen del cuerpo lGteo incrementan
dos a tres veces. 3) En el cuerpo lGteo temprano, el flujo sanguineo incrementa gradualmente en
paralelo con el incremento en el volumen del cuerpo IGteo y con la concentracién de progesterona
desde el dia 2 al dia 5.
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Cuadro 1 Cambios en la intensidad de la expresion de factores agiogénicos y vasoconstrictores que

impactan al flujo sanguineo de acuerdo con las etapas de la fase lUtea.

Factor FL temprana | FL media FL tardia Luteolisis | Autores

FGF-1 1T ARNm/ " ™1 Berisha et al. 2006;

Bovino proteina Zheng et al. 1993;
Neuvians et al. 2004

FGF-2 ™" ! 1 Berisha y Schams, 2005

Bovino

FGFR-1 " Doraiswamy et al.

ovino 1998.

ET-1 péptido 1 1 ™ "M Miyamoto et al. 2009,

ET-1 ARNm ™ 1 " ™1 Meidan y Levy, 2002

ECE-1, ARNm 1 1 ™M

Ang Il " 1 Kobayashi et al. 2001b

Flujo sanguineo | 111 " Acosta et al. 2003

FL: Fase lutea, FGF-1y -2: Factor de crecimiento del fibroblasto-1 y -2, FGFR-1 y -2: Receptor para el Factor
de crecimiento del fibroblasto-1 y -2, ET-1: endotelina-1, ECE: enzima convertidora de endotelina-1, Angll:
Angiotensina Il. Las flechas indican niveles altos (1), mayor concentracion (11) y maximos niveles 111), bajos
niveles (|). El flujo sanguineo incrementa gradualmente en paralelo con el aumento en el volumen del cuerpo
luteo y la concentracién de progesterona en el plasma desde el dia 2 al 5 en bovinos (Acosta et al. 2003).
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El crecimiento y desarrollo del foliculo y del cuerpo lGteo dependen del establecimiento y
permanencia de una red vascular, la cual permite el suministro de nutrientes al foliculo y futuro cuerpo
lateo. Ambas estructuras también contribuyen a formar el ambiente endécrino que los rodea. Al
estimular o inhibir factores, se proporciona un equilibrio entre la supervivencia y la atresia del
foliculo, o entre la supervivencia y regresion del cuerpo luteo. Este equilibrio se altera y se instaura

nuevamente, favoreciendo uno u otro desenlace, de acuerdo con la etapa del ciclo estral.

2. MODELO DE LUTEOPROTECCION DEL CUERPO LUTEO BASADO EN LA
PROGESTERONA

2.1. Generalidades de la sintesis de la progesterona

La biosintesis de progesterona y su estimulacion por la LH se ilustra en la figura 2. El segundo
mensajero de la LH es el AMPc, el cual activa a la PKA, que fosforila diversas proteinas y factores
de transcripcidn, todo lo cual resulta en un incremento en la secrecion de progesterona (Needle et al.
2007). La LH no afecta el numero total de células luteas, pero si incrementa el namero de células
positivas a 33-HSD en todos los estados de desarrollo luteo (Grazul-Bilska et al. 1995). Al afiadir
LH al medio de cultivo de tejido lateo se induce un incremento en la produccién de progesterona
(Laird et al. 2013). Ademas, en células de la granulosa cultivadas, la adicién de IGF-1 y de LH
estimularon la produccion de progesterona y del VEGF (Schams et al. 2001).

Ciertas condiciones intrafoliculares pueden contribuir al incremento en las concentraciones de
progesterona. La condicion hipdxica presente después de la ovulacion contribuye al establecimiento
de la vascularizacion lutea en el bovino (Nishimura y Okuda, 2010). En rumiantes, los dias 1 al 5 del
ciclo se encuetran dentro del periodo angiogénico (Schams y Berisha 2002; Berisha et al. 2016). Los
estudios de Nishimura y Okuda (2010) en el bovino, indican que el factor inducible por hipoxia -1
alfa (HIF-1a) fue més abundante durante la fase Iutea temprana. Conforme avanza la fase lutea y el
cuerpo luteo se vasculariza, disminuye el ARNm para HIF-1a. La disminucion en dicho factor
promueve la sintesis de progesterona durante la luteinizacién (Yoshioka et al. 2017). Este incremento
en las concentraciones de progesterona es mediado principalmente por un incremento en los niveles
de expresion de la proteina de regulacion aguda de la esteroidogénesis (StAR, por sus siglas en
inglés), y en menor medida por un incremento en la actividad de la 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (por sus siglas en inglés, 3-HSD) en células de la granulosa luteinizadas (Fadhillah
et al. 2014; Yoshioka et al. 2017).

A esta elevacion de las concentraciones de progesterona se le suma la gran capacidad de las células

en proceso de luteinizacidn para proliferar y o incrementar su secrecion de progesterona en respuesta
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al FGF-1, al FGF-2 y a la LH (Grazul-Bilska et al. 1995). Igualmente, el FGF-2 esta relacionado con

el desarrollo vascular luteo (Zheng et al. 1993).

2.2 ¢ De que dependen las concentraciones de progesterona?

Las concentraciones de progesterona dependen del volumen de tejido lUteo y de la maduracion del
cuerpo lateo. El tejido luteo y la concentracion de progesterona incrementan en un indice similar
durante el crecimiento del cuerpo lateo, pero durante la regresion el tejido lGteo disminuye mas
lentamente que la concentracién de progesterona (Kastelic et al. 1990). La disminucién de la
funcionalidad del cuerpo lateo se muestra por la disminucion en su peso y en la concentracion de
progesterona, las cuales se modifican de acuerdo con la etapa de maduracion del cuerpo liteo (Mares
et al. 1962). La variacion en el peso total de tejido liteo en ovejas se debe a que el tamafio de las
células grandes, el namero de células luteas pequefias (Farin et al. 1986) y el niumero de células
endoteliales (en Niswender et al. 2000) se modulan conforme transcurre el ciclo. Las concentraciones
circulantes de progesterona se correlacionan con el area de tejido Iiteo medida por ultrasonografia
entre los dias 2 al 11 en vaquillas (0.73, Kastelic et al.1990). Ademas, las concentraciones de
progesterona en suero se correlacionan con las concentraciones liteas de ARNm para StAR, P450scc
y 3B-HSD (Juengel et al. 2000).

2.3. Acciones de la progesterona

La progesterona es una hormona esteroide que se secreta principalmente por el cuerpo lteo y por la
placenta, aunque también se produce en pequefias cantidades en las glandulas adrenales, en las células
foliculares, y en los testiculos en el macho. Las acciones de la progesterona son diversas y no
necesariamente tienen que ver con la reproduccién, por lo que sus receptores se encuentran también
distribuidos en el sistema nervioso (Petersen et al. 2013). Sin embargo, se acepta universalmente que
la principal funcion de la progesterona es el mantenimiento de la gestacion. La progesterona es uno
de los factores antiluteoliticos que se producen en respuesta a la estimulacién gonadotrdpica de las
células ldteas grandes y pequefias. Esta es la hormona maestra, la cual orquesta sus acciones a través
de sus receptores de membrana y nucleares, modulando el inicio o la sucesion de un ciclo estral.

Las acciones de la progesterona son mediadas a través de la union de la hormona con sus receptores,
que varian dependiendo del tipo de respuesta a regular. Las acciones transcripcionales lentas son
llevadas a cabo por la via gendmica, actuando en el receptor nuclear de progesterona (PRn). Los

eventos de sefializacion répidos se llevan a cabo por receptores membranales de progesterona (PRm).
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Figura 2. Sintesis de esteroides. La biosintesis de todos los esteroides adrenales y gonadales comienza con el transporte del colesterol (derivado de las
lipoproteinas de baja y alta densidad (LDL y HDL). El proceso de transporte de colesterol a la membrana mitocondrial externa y su translocacion a la
membrana mitocondrial interna es llevado a cabo por la proteina de regulacion aguda de la esteroidogénesis (StAR, por sus siglas en inglés). Para iniciar la
sintesis de esteroides es indispensable que el colesterol sea translocado a la membrana mitocondrial interna, porque en ella se localiza la enzima Citocromo
P450scc (scc= side-chain cleavage, corte de la cadena lateral), que como su nombre lo indica, escinde la cadena lateral del colesterol para formar
pregnenolona (P5), que es la molécula precusora de todos los esteroides, incluyendo la progesterona. La teoria “dos células, dos gonadotropinas” indica que
la LH actta en receptores de las células de la teca interna para estimular la sintesis de androgenos. La FSH actla en receptores de las células de granulosa
para estimular la aromatizacion de androgenos a estrogenos. Siglas: C27: Colesterol, P5: Pregnenolona, P4: Progesterona, 170H-P5: 17a-
hidroxipregnenolona, 170H-P4: 17a-hidroxiprogesterona: DHEA: Dehidroepiandrosterona, A4: androstenediona, P450arom: P450aromatasa, T4:
testosterona, 17p-HSD: 17 hidroxiesteroide deshidrogenasa, 3p-HSD: 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, E2: Estradiol-17f. Basado en: Stocco y Clark,

1997, Conley y Bird, 1997, Drummond y Findlay, 1999, Stocco et al.2000.
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2.3.1. El mecanismo clasico de accion de la progesterona

Clasicamente se ha considerado que las acciones de la progesterona son mediadas por receptores
nucleares, de los que existen dos tipos (PRn — Ay PRn - B). Su interaccidn con la progesterona induce
a coactivadores o corepresores que modulan la maquinaria transcripcional (Chabbert-Buffet et al.
(2000). Estos receptores contienen tres dominios funcionales, el dominio amino terminal, el dominio
de union para el ADN (DUA) y el dominio de unién al ligando (LUB). EI DUA esté altamente
conservado y dentro de su secuencia estan codificados dos “dedos de zinc” para la unién con ADN
(Graham y Clarke 1997). EI LUB ademas de interactuar con el ligando tiene sitios de interaccion con
proteinas de choque térmico (Gadkar-Sable et al. 2005). Los receptores nucleares de la progesterona
reconocen elementos de respuesta especificos localizados en la regidon promotora de los genes blanco.
El ARNm del PR se expresa en las células luteas grandes y pequefias del cuerpo lGteo del bovino
durante la etapa media de la fase litea (Rueda et al. 2000).

2.3.2. Acciones clasicas de la progesterona

Los PRn juegan un papel importante en la ovulacion y en la induccion de genes asociados con la
diferenciacion de las células IGteas. Este tipo de receptores median efectos que no son rapidos, ya que
se requiere de horas (Bishop y Stormshak, 2008) para inducir la transcripcion de los genes y producir
las proteinas correspondientes (Singh et al. 2013). Las concentraciones del PRn en las células
endometriales se incrementan durante el proestro, cuando las secreciones de los estrégenos son
generalmente maximas, mientras que la secrecién de progesterona incrementa durante el diestro y se
asocia con una reduccién significativa en la concentracion del PRn en dichas células (Zelinski et al.
1982). En la oveja, la progesterona inhibe la frecuencia de los pulsos de la LH (Whisnant y Goodman,
1994). El mecanismo por el cual la progesterona puede realizar esta accion es mediado por receptores
nucleares de progesterona (Chabert-Buffet et al. 2000). No obstante, los receptores para progesterona
no se expresan en las neuronas productoras de la GnRH en la oveja (Chabbert-Buffet et al. 2000), por
lo que el efecto de la progesterona sobre la secrecion de este polipéptido debera ser de manera
indirecta. En efecto, la actividad de la progesterona en el nlcleo arcuato esta mediada a través de la
dinorfina A (Goodman et al. 2011). Dicho péptido, es un péptido opiode inhibitorio que se colocaliza
con los receptores alfa para los estrégenos en diversas areas del hipotalamo ovino (Nestor et al. 2013).
La dinorfina A inhibe las conexiones de las neuronas KNDy (kisspeptina, neurocinina y dinorfina A)

en el ndcleo arcuato para controlar la secrecion episodica de la GnRH en la oveja (Goodman et al.
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2013). Por otro lado, es probable que los efectos antiapoptoticos de la progesterona en el cuerpo lGteo

sean mediados por el receptor de progesterona (Rueda et al. 2000).

2.3.3. La via no clésica

Los receptores membranales de progesterona pertenecen a la familia de receptores de progesterona
tipo Il y adiponectina (PAQR), que incluye al receptor de membrana PRm (PQR7), al PQR alfa-
épsilon (PAQR?7, 8, 5, 6 y 9) y una proteina de la familia parecida al b5 heme/esteroide, el cual incluye
al Componente 1 del Receptor de Membrana de Progesterona (PGRMCL1y 2, por sus siglas en inglés),
también llamado neuferricina (Petersen et al. 2013). Los PRm tienen 7 dominios transmembranales
y se han detectado en el hipotalamo, hip6fisis, ovario y cuerpo luteo (Bishop y Stormshak 2008). En
el ovino se ha sugerido que la progesterona puede estimular el incremento en los niveles de Ca?*
intracelular a través de PRm (Ashley et al. 2006). La otra clase de receptores son de la familia de
proteinas de unién con grupo heme/esteroides, que incluyen un receptor de membrana, el componente
1 (PGRMC1, -2, neurodesina y neuferricina (Petersen et al. 2013). EIl PGRMCL1 tiene un dominio
transmembranal y un dominio citoplasmatico, con secuencias que se unen a tirosina cinasa. Los
receptores para progesterona de la familia de adipoQ/progestina (PAQR), el PGRMC1 y su inhibidor
serpin peptidasa y la proteina 1 de union al ARNm (SERBP1), median las acciones rapidas de la
progesterona. El PGRMC1 y el SERBP1 se expresan en las neuronas productoras de GnRH, por lo
gue debe haber una accién directa de la progesterona sobre las neuronas de la GnRH a través del
receptor PGRMC1 para inhibir la actividad neuronal (Bashour y Wray, 2012).

El PGRMCI1 activa directamente las vias de sefializacién de cinasa extracelular (ERK) (Singh et al.
2013), el AMPc/PKA e IP3, lo que resulta en la la activacion del Ca?* (Bishop y Stormshak, 2008).
Al parecer, por esta via la progesterona o sus metabolitos pueden actuar sobre el receptor del GABA

para regular la funcion celular (Deutsch et al. 1992, citado por Singh et al. 2013).

2.3.4. Acciones no cléasicas de la progesterona

Se han usado diferentes términos para referirse al mecanismo no clasico de accion la progesterona, el
término mas propio seria “no transcripcional” ya que no se requiere la union del receptor con el ADN
ni la sintesis de ARN (Simoncini y Genazzani, 2003). Los efectos de la progesterona actuando por
esta via son tan rapidos que no pueden involucrar la transcripcién y la sintesis de proteinas (Simoncini

y Genazzani, 2003). Las acciones estimuladas por esta via se pueden detectar en segundos 0 minutos
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(Bishop y Stormshak, 2008), ya que pueden activar rapidamente la via de sefializacién intracelular a
través de segundos mensajeros (Singh et al. 2013).

Una de las acciones no gendmicas de la progesterona es inhibir la union de la oxitocina con su receptor
endometrial (Bishop y Stormshak, 2008). Grazzini et al. (1998) fueron, desde los alcances de esta
revisién, los primeros en sugerir que la disminucion en la sensibilidad uterina a la oxitocina esta dada
por una accion no gendémica de la progesterona, especificamente sobre su receptor. Ademas, en
ovinos, la presencia de progesterona intraluteal inhibe la capacidad de la oxitocina para incrementar
el Ca® intracelular en células liteas pequefias, y la habilidad de la PGF2a para incrementar el Ca?*
intracelular en células luteas grandes (Davis et al. 2010). Los mismos autores mencionan que ademas
las altas concentraciones de progesterona alteran el contenido de colesterol en las membranas de las
células ldteas. La progesterona también puede actuar suprimiendo la union de los receptores de
oxitocina en la membrana plasmética de las células endometriales (Dunlap y Stormshak, 2004) y
bloqueando la via de sefalizacion del receptor de oxitocina en el endometrio (Bishop, 2013). La
progesterona intraluteal suprime la apoptosis inhibiendo las acciones de la oxitocina tales como la
induccion del ARNm para Fas y la activacion para caspasa-3 en el bovino (Okuda et al. 2004). En la
rata. la presencia de progesterona en el medio de cultivo no sélo revierte el incremento de las caspasa-
3, sino también disminuye su actividad (Accialini et al. 2015). EI PGRMC1 suprime la expresién de
Harakiri, un miembro de la familia Bcl-2 en células de granulosa (Will et al. 2017). Ademas, Dunlap
y Stormshak, (2004) demostraron que la administracion de progesterona es capaz de suprimir la unién
de la oxitocina con su receptor endometrial en la oveja, de manera dependiente de la dosis (Bishop y
Stormshak, 2006).

La progesterona disminuye la absorcion de calcio extracelular que se requiere para la contraccion de
las células miometriales, regulando a la baja la expresion de los genes que codifican los canales
dependientes de voltaje (Batra, 1986, citado por Niswender et al. (2000).

La progesterona ejerce efectos antiluteoliticos durante el diestro y durante la prefiez temprana, y
ejerce sus acciones a través de la via transcripcional (regulacion negativa hacia receptores
estrogénicos en el endometrio) y la via no transcripcional (disminuir la sensibilidad del utero a la

oxitocina).

2.4. La PGEZ2, en apoyo a la luteoproteccion
A la par de los eventos relatados anteriormente, en el cuerpo liteo se manifiesta otro mecanismo
luteoprotector, también utilizado durante la gestacion temprana. La PGE2 se origina tanto en el Gtero

como en el conceptus (Silvia et al. 1984), asi como en los astrocitos y tanicitos hipotalamicos
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(Clasadonte et al. 2011). La PGE2 es parte del mecanismo luteoprotector durante la lutedlisis
estructural, ya que tanto la PGE2 como la PGF2a suprimen la apoptosis de células liteas grandes y
atentian la expresion del ARNm para caspasa 3 y 8 y la actividad de la caspasa 3 en células tratadas
con TNF/INFY (Bowolaksono et al. 2008). La PGE puede prevenir la lutedlisis mediante la
prevencion de la pérdida del ARNm para los LHR, asi como de la pérdida de los LHR ocupados y no
ocupados en el tejido luteal (Weems et al. 2011). De hecho, en bovinos, la PGE2 puede por ella sola

retrasar la lutedlisis (Weems et al. 2011).

3. CARACTERIZANDO A LA PGF2a

3.1. Linea de tiempo de la historia de la PGF2a

En las décadas pasadas se ha estudiado a profundidad a la PGF2a, tanto por su importancia biologica
como por su utilizacion en la sincronizacién de estros en rumiantes. Los investigadores de aquel
entonces pusieron sobre la mesa varias hipotesis que han sido comprobadas posteriormente, dando
como resultando nuevas tecnologias reproductivas. A la par, se fué creando nueva terminologia. La
“capacidad luteolitica”, “mecanismos de auto-amplificacion”, “resistencia del cuerpo luteo a la
PGF20” o “lutedlisis parcial” son parte de dicha terminologia. Estos conceptos permiten entender
algunos de los mecanismos menos comprendidos de la lutedlisis, y tratan de explicar la falta de
respuesta estral de algunos animales después de un tratamiento con PGF2a.

La historia de estos eventos comienza en un laboratorio de la Universidad de Minnesota en 1929.
Burr y Burr (1929) reportaron que la deficiencia de grasas en la dieta producia una nueva enfermedad
relacionada con la cantidad de grasa en el cuerpo. Un afio después, los mismos autores (1930)
descubrieron que los &cidos linoléico y linolénico son esenciales e importantes para la reproduccion
en hembras y machos. En 1931, Euler y Gaddum (1931) extrajeron de la préstata una sustancia de
naturaleza vasodilatadora que estimulaba la contraccion del Gtero del cobayo. Bergstrom y sus
colaboradores (1964), establecieron una via bioguimica para la sintesis de prostaglandina E a partir
de acidos grasos esenciales, explicando los requerimientos dietarios que afios antes se habian
reportado. No obstante, la importancia de la lutedlisis en el control del ciclo estral comenzé a ser
aparente en la década de los 20°s, cuando se report6 que la remocién del CL del ovario de la vaca o
de la oveja apresura el inicio del estro (Willliams y Williams, 1921 citado por Dutt y Casida, 1948).
Los mismos autores empezaron a utilizar el término “sincronizar”, refiriéndose a la alteracion del
ciclo estral en la oveja usando progesterona. En 1969, los estudios pioneros de Pharriss y Wyngarden

(1969) mostraron un cambio en la naturaleza de los esteroides en ratas pseudoprefiadas tras la
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administracion de la PGF2a por via subcutanea. La década de los 70°s enmarco los descubrimientos
que enlazaron los caminos del cuerpo luteo y la prostaglandina F2a en diversas especies. La principal
pregunta por responder se enfocaba en los mecanismos que provocaban la liberacion de
prostaglandinas desde el Gtero. En ovinos, los estudios del grupo de McCracken et al. (1970;
McCracken, 1971; McCracken et al.1972), asi como el trabajo de Thorburn y Nicol (1971), fueron
un referente para Inskeep (1973) y para Douglas y Ginther (1973). Estos Gltimos autores determinaron
que la administracion sistémica de prostaglandina F2a es efectiva para sincronizar el estro en bovinos,
con lo que imaginaron un uso potencial en el control del ciclo reproductivo en los animales
domésticos. En 1973, Rowson, Tervit y Brand (citados por Dobson et al. 1975), habian demostrado
gue la administracion intrauterina de la PGF2a es capaz de provocar la regresion del cuerpo lGteo
bovino. Poco antes se reportd que la sintesis de progesterona puede ser inhibida in vitro por PGF2a
(O'Grady et al. 1972). Durante ese afio también se adelantaba el conocimiento relacionado con el
desarrollo de técnicas para medir el metabolito de la PGF2a (Granstrom y Samuelson, 1972), asi
como el conocimiento en la sintesis de la PGF2a en diferentes especies (Samuelsson y Green, 1974).
Debido al creciente interés en el estudio de esta hormona y sus maltiples acciones, en investigaciones
independientes, Roche (1974) y Lauderdale et al. (1974) evaluaron la administracién de diferentes
dosis de esta hormona en dias diferentes del ciclo estral. El afio 1974, se public6é una demostracién
de todas las evidencias que demostraban que la PGF2a es la luteolisina de origen uterino en la oveja,
em honor a James R. Goding. En esa revision se debatieron las evidencias a favor y en contra de la
existencia de una luteolisina uterina, la cual era la PGF20, y que su secrecion uterina era suficiente
para llevar a cabo la lutedlisis. Sin embargo, ain faltaban muchas preguntas por responder. ;Cual era
el mecanismo por el cual la PGF2a causaba luteolisis en la oveja? jera necesaria alguna accion directa
del estradiol sobre el ovario? También se debatia si la prostaglandina y sus analogos podrian ser
usados para manipular el ciclo reproductivo de varias especies. En la oveja, Corteel (1975), fue un
pionero en la comparacion de la lutedlisis natural con la lutedlisis inducida. Ese mismo afio, Umo
(1975) pudo identificar las células luteas grandes y pequefias del cuerpo luteo. Los autores sugirieron
que la PGF2a disminuye la actividad secretora de estas células, aunque su habilidad para sintetizar
lipidos y convertirlos en hormonas esteroides no se pierde.

El término “sincronizacion del estro” adquirié importancia durante la primera mitad de la década de
los 1970°s. Las investigaciones en esta area se hicieron tanto con PGF2a natural como con diversos
analogos sintéticos (Tervit et al. 1973, Baird y Scaramuzzi, 1975). También en esa época, los

descubrimientos de Baird (1974) establecieron la relacion de la PGF2a con el flujo sanguineo del
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ovino. En 1977, Pratt et al. (1977) fueron de los primeros investigadores en proponer que la PGE2
tenia una actividad antiluteolitica en ovejas. A partir de entonces los estudios sobre la prostaglandina
centraban su interés en conocer mas sobre sobre sus efectos sobre la regresion del cuerpo liteo o la
terminacion de la prefiez y la induccién del parto en diversas especies.

Durante afios se trabajo bajo el supuesto de que después de la administracion de una dosis suficiente
de la PGF2aq, el cuerpo luteo irremediablemente sufrira lute6lisis. Pero con el tiempo se hizo patente
un hecho que, si bien se habia reportado, no se habia estudiado o demostrado a profundidad. Schram
et al. (1983) reportaron la recuperacion de las concentraciones de progesterona después de una caida
inicial provocada por la PGF2a. Ese mismo afio se mostré que la PGF2a podia efectuar grandes
cambios a nivel celular. Heath et al. (1983), después de la inyeccion de la PGF2a, observaron una
disminucién en los porcentajes de granulos en el citoplasma de las células lGteas grandes y una mayor
sensibilidad de dichas células a los efectos de la luteolisina. Asimismo, mostraron una elevacion
transitoria de progesterona y su subsecuente declinacién después de ser tratadas con PGF2a. Los
ochentas estuvieron marcados por los descubrimientos acerca de los pulsos de la PGF2a. McCracken
et al. (1984), propusieron una hipotesis sobre la importancia de los pulsos de la PGF2a. liberados
desde el Utero. Zarco et al. (1988a) determinaron por primera vez el nimero de pulsos y el intervalo
inter-pulsos que ocurren durante la lutedlisis natural. También se demostré que la ausencia de pulsos
frecuentes podria resultar en la persistencia espontanea del cuerpo luteo (Zarco et al. 1984), y que en
los animales gestantes se suprime el patron pulsatil de secrecion de la PGF2a, lo que evita la regresion
del cuerpo luteo (Zarco et al. 1988b) en la oveja. De esta forma, durante el siglo pasado se sentaron

las bases para los conceptos que hoy en dia se manejan.

3.2. Sintesis de la PGF2a

En la figura 3 se ilustra la sintesis de la PGF2a. Esta hormona se sintetiza a partir del acido
araquidénico liberado de los fosfolipidos de la membrana plasmatica, por lo que la disponibilidad de
acido araquiddnico libre es el paso limitante para la sintesis de la PGF2a. La liberacion de acido
araquidénico a partir de fosfolipidos de la membrana celular es realizada por la fosfolipasa A2
citosdlica (PLAZ2c) (Gijony Leslie, 1999). El &cido araquidonico o acido eicosa-5,8,11,14 tetraendico
es un acido graso polinsaturado de 20 carbonos de la serie omega-6, que puede obtenerse directamente
de la dieta o de manera enddgena a partir de acido linoléico. Su liberacion a partir de fosfolipidos de
la membrana es catalizada por la enzima PLA2c. Esta enzima se regula por un incremento en el Ca?*
intracelular. En el endometrio la unién de la oxitocina a su receptor puede estimular este incremento.

El calcio se une al dominio terminal amino C2 de la PLA2 e induce su translocacion a la envoltura
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nuclear y al reticulo endoplasmico (Gijon y Leslie 1999). Una vez liberado hacia el citoplasma, el
acido araquidonico puede ser transformado en otros compuestos por las ciclooxigenasas (COX) y las
lipoxigenasas que se localizan en la envoltura nuclear y en el reticulo endoplasmico. Existen diversas
isoformas de la enzima COX: las COX-1 predominan en el reticulo endoplasmico, mientras que las
COX-2 pueden existir en el reticulo, pero también en la envoltura nuclear (Morita et al. 1995). La
COX-1 es una enzima constitutiva, mientras que la COX-2 es inducible (Smith et al. 2000).
Estructuralmente, la COX-1 y la COX-2 son similares, pero el sitio de unién para el acido
araquidonico es diferente. La COX-2 presenta un canal mas amplio en su estructura (Meijide y
Gomez-Reino, 2000). Tanto la PLA2c como la COX estan en proximidad subcelular, y cuando se
libera el acido araquidonico por la PLA2c (Tithof et al. 2007) es utilizado en seguida por la COX-2.
Dicha enzima utiliza preferentemente &cido araquidonico endégeno, mientras que la COX-1 utiliza
el &cido araquiddnico exdgeno (Chulada et al. 1996). El &cido araquiddnico que ha sido liberado por
la PLAZ2c es presentado a la COX, también llamada prostaglandina H sintasa (PGHS, Funk, 2001), la
cual lleva a cabo un proceso de ciclo-oxigenacion para formar la prostaglandina H (PGH).
Posteriormente, la PGH puede ser procesada por diversas enzimas que la transforman en diferentes
tipos de prostaglandina. La enzima PGF sintasa pertenece a la familia de las aldo-ceto-reductasas
(AKR, por sus siglas en inglés), la PGF2a sintasa de protozoarios es miembro de la familia AKR5A,
mientras que en mamiferos la actividad de PGF2a sintasa se ha encontrado en miembros de la familia
AKR1B y AKR1C. La AKR1BS5 se expresa en el endometrio bovino con fuerte actividad de PGF2a
sintasa (Watanabe, 2011). Aparte de esta via de sintesis, como se observa en la figura 4, la PGE y la
PGD sintasa, pueden sintetizar a la PGF2a a través de 9-ketoreductasa y 11-ketoreductasa,

respectivamente (Madore et al. 2003).

3.3. ¢ Qué factores y eventos estimulan la sintesis de la PGF2a?
La regulacion de la sintesis de la PGF2a en el endometrio de los rumiantes involucra principalmente

a la progesterona, al estradiol y a la oxitocina.

3.3.1. Con respecto a la progesterona...

La secrecion de la progesterona y su accién durante 10 a 12 dias en las células epiteliales del
endometrio se conoce como “priming” (preparador). Durante este periodo de exposicion a la
progesterona, que se presenta durante la fase lUtea, el endometrio prepara la secrecion de la PGF2a
que llevara a cabo la regresion del cuerpo luteo (Caraty y Skinner, 1999). También durante ese

periodo de tiempo la progesterona modula la direccion de la produccion de prostaglandinas

39



especificas, a través de su efecto sobre la disponibilidad del acido araquidonico disponible para la
prostaglandina sintasa (Dey et al. 1982). Al mismo tiempo, durante este periodo, la progesterona es
capaz de regular a la baja la expresion de los receptores para estradiol y la oxitocina en el endometrio
de los rumiantes (Bishop, 2013). Por lo anterior, uno de los principales estimulos que llevan a la
sintesis de la PGF2a, es la desensibilizacion de los receptores para progesterona en las células
endometriales (Davis et al. 2010), lo que permitira la expresidn de receptores para oxitocina. Aunque
la progesterona prepara el endometrio para la sintesis de la PGF2a, se requiere de las acciones
conjuntas de estradiol y oxitocina para su liberacion episédica (dos Santos et al. 2009). Sin embargo,
el efecto preparador de la progesterona puede ser la razon por la cual, las vacas que tuvieron
concentraciones mayores de progesterona durante la fase litea liberaron mas PGF2a y su metabolito

en respuesta a la oxitocina y estradiol (dos Santos et al. 2009).

3.3.2 El estradiol...

La exposicién de las células epiteliales del endometrio a progesterona durante mas de 10 dias, lleva
a la pérdida de los receptores gendmicos de la progesterona, lo cual conduce a un incremento en los
receptores para estrégenos (Bishop 2013). Esto es importante ya que los estrogenos son incapaces de
activar a la PLA2 cuando el Utero esta bajo la dominancia de progesterona (Dey et al. 1982). Una vez
que pueden actuar, los estrdgenos estimulan a la COX-2, ademas de la acumulacion de Ca?* en las
caveolas. Por otro lado, los estrégenos mejoran las acciones de la oxitocina ya que el receptor beta
estrogénico incrementa la cantidad de péptido producido, mientras que el receptor alfa incrementa la
expresion del receptor (Rissman, 2008). Ademas, estimulan la produccion de la PGF2a uterina (Dey
et al. 1982).

Durante los dias 1-3 del ciclo estral, el nimero de receptores de progesterona fueron mas altos en las
células del estroma que en las células epiteliales, mientras que el nimero de receptores para estradiol
estuvieron mas altos en las células epiteliales (Xiao y Goff, 1999). La progesterona estimula la
secrecion de la PGF2a por el endometrio y el estradiol lo amplifica (Skarzynski et al. 1999). El
estradiol regula su propio receptor e incrementa el nimero de receptores de progesterona y estradiol
in vitro, mientras que la progesterona inhibe el incremento inducido por el estradiol sobre los

receptores de progesterona en ambos tipos celulares (Xiao y Goff, 1999).
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Figura 3. Sintesis de prostaglandinas y tromboxanos. El acido araquiddnico (AA) puede ser metabolizado por las vias lipoxigenasa o ciclooxigenasa para
formar eicosanoides, incluyendo a los leucotrienos, las prostaglandinas y los tromboxanos. La PGF2a es sintetizada a partir del AA liberado de los
fosfolipidos de la membrana plasmatica por la fosfolipasa A2 (PLAZ2). El &cido araquidénico es transformado por la ciclooxigenasa-2 en prostaglandina G2
(PGG2) y de inmediato en prostaglandina H2 (PGHZ2), la cual se transforma a prostaglandina F2 a (PGF2a) por la enzima prostaglandina sintasa (PGFS).
También puede haber interconversion entre de a PGE2 y PGF2a por medio de la enzima PGE2-9-ceto reductasa y por la PGD-11-cetoreductasa. Siglas: PGE
sintasa: prostaglandina E sintasa, PGEZ2: prostaglandina E2, EP2, EP4, EP3 : receptores de la prostaglandina E, AC: adenil ciclasa, P4: progesterona, DAG:
diacilglicerol, IP3: inositol tri fosfato, PLCJ: fosfolipasa Cp, Gs: proteina G, PGT: proteina trasnportadora de prostaglandina, AKR1B5: aldo-ceto-reductasa
1 B5, PGD: prostaglandina D2, PGI: prostaglandina 12, TXA2: tromboxanos, DP2: receptor de PGD2, IP: receptor de PGI2, TPp: receptor de tromboxanos.

Basado en Okuda et al. 2002; McCracken et al. 1999; Gijon y Leslie 1999; Davis et al. 1996; Arosh et al. 2004; Clasadonte et al. 2011; Madore et al. 2003;
Diaz et al. 2002.
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Narumiya et al. 1999, Bos et al. 2004.
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3.3.3. En el caso de la oxitocina...

Ya desde mediados del siglo pasado, Armstrong y Hansel reportaron los efectos de la oxitocina sobre
la regresion Iutea de la vaca (Sheldrick y Flint, 1984). A mediados de los 70°s y principios de los
ochenta, Sharma y Fitzpatrick, asi como Mitchell y McCracken (citados por Sheldrick y Flint, 1984),
reportaron un posible papel de la oxitocina en el control de la lutedlisis. El papel de la oxitocina en la
lutedlisis se investigd en animales inmunizados contra oxitocina, en los que la longitud del ciclo se
extendio entre 3y 7 dias. Ademas, se reportd que la accion luteolitica del estradiol 17 en la oveja,
puede ser mediada a través de la estimulacion sobre la concentracion de receptores endometriales de
la oxitocina. Flint y Sheldrick, (1982) mostraron que la la secrecion de la oxitocina de origen luteo
puede ser estimulada por cloprostenol. Un afio mas tarde, Sheldrick y Flint (1983) reportaron que,
cuando se administraba cloprostenol a ovejas histerectomizadas, los animales presentaban lutedlisis.
Ellos sospechaban que la oxitocina pudiera ser sintetizada en el cuerpo liteo pero que estaba
influenciada por un factor uterino. Ese mismo afio, Flint y Sheldrick (1983) identificaron al cuerpo
lateo como el origen de la oxitocina, sugiriendo que el 98% de la oxitocina luteal estuvo disponible
para la secrecion en respuesta a la estimulacion con cloprostenol. También describieron los episodios
simultaneos de secrecion de oxitocina y PGF2a durante la luteolisis. En cambio, los principales
episodios de liberacion de la PGF2a ocurren después de la lutedlisis y no son acompafiados por la
secrecion de oxitocina. En afiadidura a la informacién generada para la oxitocina, se mencion6 que
cada episodio de la oxitocina se termina por el agotamiento de los almacenamientos de la oxitocina.
Uno de los principales analisis del papel de la oxitocina luteal fue realizado por el equipo de Flint et
al. (1990). En este documento ponen claro que la oxitocina estimula la secrecion uterina de la PGF2a,
que la oxitocina es sintetizada y secretada por el cuerpo luteo del rumiante y que junto con la
progesteronay el estradiol 17 es uno de los factores involucrados en la lutedlisis. Describe de manera
clara los episodios de secrecion sincronicos entre oxitocina y PGF2a, haciendo énfasis en que también

pueden presentar episodios por separado.

Las concentraciones de receptores endometriales de la oxitocina incrementan rapidamente desde el
dia 13 del ciclo hasta alcanzar un maximo en los dias 15 al 16 en la oveja. Este incremento se debe
primariamente al retiro de la influencia inhibitoria de progesterona (Fairclough y Lau, 1992).
Ademas, coincide con la liberacion de la PGF2a enddgena endometrial durante la lutedlisis y la
maxima respuesta uterina hacia el estimulo de la oxitocina. Un par de afios mas tarde, Beard y
Lamming (1994) ovariectomizaron a ovejas que previamente habian sido tratadas con progesterona

durante los dias 11 y 12 del ciclo. Ellos mostraron que las concentraciones del estradiol se
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relacionaron positivamente con la respuesta de 13, 14-dihidro-15-ceto PGF2a (PGFM), asi como la
magnitud y los patrones de la respuesta de la PGF2a a la oxitocina en ovejas. Las concentraciones
altas del estradiol causaron un rapido incremento en la concentracién de PGFM después de la
administracion de la oxitocina, por lo que el estradiol puede estar asociado con un inicio temprano de

luteolisis.

La figura 5 ilustra el mecanismo de accion de la oxitocina. Una vez que la oxitocina se une a su
receptor en la membrana de la célula endometrial, activa a la proteina Gaq/11 (Zingg y Laporte,
2003), llevando a la sintesis de la PGF2a (Bishop, 2013). Este efecto se produce en 30 minutos,
asociado con un incremento espontaneo en la actividad de PLC in vitro (Burns et al. 1997). Las altas
concentraciones de receptores para oxitocina endometriales coinciden con la liberacién de PGF2a
uterina durante la regresion luteal y la respuesta maxima de la PGF2a al estimulo de la oxitocina
(Fairclough y Lau, 1992). Esto origina un incremento en la secrecion de PGFa de manera gradual
(Wade y Lewis, 1996) y la desaparicion de la regulacion a la baja que ejercia la progesterona sobre
los receptores de estrégenos.

Sin embargo, mientras el endometrio esta bajo la influencia de la progesterona, la oxitocina no afecta
la secrecion de la PGF2a (Skarzynski et al. 1999). Por lo que también se requiere de la supresion de
la progesterona, para que se pueda evocar un incremento significativo en el porcentaje de células
lateas pequefias que responden a oxitocina (Davis et al. 2010). Esta teoria también se apoya debido a
gue los receptores de la oxitocina pueden ser desensibilizados por la presencia de la progesterona por

10-12 dias en la oveja (Wathes y Lamming, 1995).

Para completar la lutedlisis se requiere del incremento en la sintesis endometrial de PGF2a y el
incremento en el ndmero de receptores para la oxitocina (Goff, 2004). Sin embargo, existen otros
factores que podrian estar involucrados en este proceso de sintesis de prostaglandinas. Por ejemplo,
la NOS inducible y endotelial estan ambas presentes en las células del estroma (Woclawek-Potocka
etal. 2004). EI ON es estimulado por la oxitocina en células vasculares endoteliales, bajo la influencia
de los estrdgenos (Jankowski et al. 2000). Ademas, el ON puede inhibir la esteroidogénesis durante
la lutedlisis funcional (Skarzynski et al. 2000). El TNFa actua parcialmente en las células del estroma
endometrial y aumenta la sintesis de la PGF2a, a través de la induccion del NOS. Ambos, el ON y el
TNFa, estimulan directamente a las células del estroma endometrial para producir PGF2a

(Woclawek-Potocka et al. 2004). De la misma manera, la administracion por medio de infusion de
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PREMISA PARA
LUTEOLISIS

Figura 5-Mecanismo de accidn de la oxitocina. Para que se lleve a cabo las acciones de la oxitocina es necesario que disminuya la sensibilidad endometrial
a la progesterona. La oxitocina es liberada de la neurohipdfisis y estimula la liberacion de la PGF2a en el Gtero. La oxitocina se une a su receptor de
membrana en células endometriales, e induce, por un lado, un rapido y transitorio incremento en las concentraciones intracelulares de Ca?* en células Ittea
pequefias (CLP). Por otro lado, los receptores de la oxitocina en el miometrio son acoplados a proteinas Gag/11(Gs) que estimulan la actividad de la
fosfolipasa CB (PLPCP), y la generacion de inositol trifosfato (IP3) con la liberacion de Ca?* desde los almacenes intracelulares. Asi como del diacilglicerol
(DAG) el cual, a su vez activa a la fosfolipasa A 2 (PLPAZ2), la cual libera al &cido araquidénico (AA) de la membrana con la subsecuente produccion de la
PGF2a. La PGF2a llega al endometrio por medio de un mecanismo de a contracorriente y estimula la liberacion de oxitocina a partir de las células luteas
grandes (CLG) la oxitocina de origen lUteo a su vez causa que mas PGF2a sea liberada del Gtero. Sin embargo, pocas células liteas grandes responden al
pulso inicial de la PGF2a liberada desde el Gtero. Siglas: P4: progesterona, E2: estrogenos, RE: reticulo sarcoplasmico, MAPKK: proteina mitdgeno activada
cinasa cinasa, ERK-1: cinasa extracelular, PGG2: prostaglandina G2, PGH2: prostaglandina H2, ciclooxigenasa-2 (COX-2). PGF2a: prostaglandina F2 a.
Stm: estimula. Flechas rojas: incremento en sus concentracoones o disminucion. Basado en Dey et al. 1982; Woodwar y Lawrence, 1994; Graves et al. 1995;
Chen et al. 1998; McCracken et al.1999; Mann et al. 2001; Diaz et al. 2002; Madore et al. 2003; Davis et al. 2010.
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dosis altas del TNF dentro del lumen uterino es luteotrpica, mientras que en bajas dosis induce

luteolisis prematura, siendo la PGF20 un mediador de estas acciones (Skarzynski et al. 2007).

3.4. El mecanismo a contracorriente de la PGF2a

La PGF2a es sintetizada y se secreta de manera pulsatil desde las células epiteliales del endometrio
hacia la vena uterina, la que se une a la vena ovarica para formar la vena Utero-ovarica. La arteria
ovarica esta en contacto intimo con la vena Utero-ovarica, alrededor de la cual se enrosca formando
el plexo utero-ovarico. LaPGF2a presente en la sangre de la vena utero-ovarica es transportado hacia
la arteria uterina a traves de las paredes de la venay la arteria, pasando por alto la circulacion sistémica
(Lee et al. 2010; 2012). Este mecanismo es conocido como de a contracorriente porque la sustancia
de interés (PGF2a) que esta presente en altas concentraciones en la sangre de la vena, es transferido
a la sangre de la arteria, que fluye en la direccion contraria a la de la sangre de la vena (Senger et al.
2003). El mecanismo a contracorriente de la PGF2a se presenta en la figura 6. Fue descrito por
McCracken et al. (1971 y 1972) en la oveja. La arteria ovarica corre sobre la superficie de la vena
Utero-ovarica antes de entrar al hilio del ovario, para posteriormente entrar a la circulacién sistémica.
Durante la lutedlisis, el Gtero secreta 25 ug de la PGF2a/h, y un pequefio porcentaje de ella (alrededor
del 1 %) se transfiere a través de la pared de la vena uterina hacia la circulacion de la arteria ovérica.
Esto permite que la hormona llegue al cuerpo luteo antes de pasar por los pulmones, donde seria
rdpidamente degradada a 15-ceto-13-14-dihidro PGF2a. Por esta razon, si se administra la PGF2a
natural por via sistémica, es necesario emplear una dosis elevada que sature a la enzima pulmonar, la

cual tiene una capacidad limitada.

Quimicamente, las prostaglandinas son aniones que pueden atravesar la membrana celular por
difusion simple, posiblemente manejado por el pH y el potencial de membrana. Sin embargo, solo el
20% del transporte se debe a la difusién simple en las células epiteliales endometriales del ovino
(Banu et al. 2008). por lo que se requieren de proteinas transportadoras de aniones organicos. Las
proteinas transportadoras de prostaglandinas tienen alta afinidad por los prostanoides y se expresan
en diversos tejidos. Las proteinas transportadoras de prostaglandinas son ampliamente expresadas en
el epitelio luminal y glandular del endometrio (Schuster, 2002; Banu et al. 2008), asi como en la
thnica intima, media y adventicia de la vena Gtero-ovarica y de la arteria ovarica del plexo Gtero-
ovarico (Lee et al. 2010). Su expresion es particularmente fuerte en los pulmones, un sitio de paso

forzoso para la limpieza metabdlica de prostaglandina (Nomura et al. 2004).
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Figura 6. Mecanismo de a contracorriente de la PGF2a. Referirse al texto. Siglas: PGT: proteina transportadora
de prostaglandinas, CLG: células luteas grandes, PGF2a: Prostaglandina F2a, FP: receptor de la PGF2a.
Adaptado de Senger (2003).

47



Al tener las prostaglandinas carga anidnica, estas proteinas transportadoras de prostaglandinas las
reconocen como substratos, existiendo una atraccidn electrostatica entre los cationes de las proteinas
transportadoras y los aniones de las prostaglandinas (Lee et al. 2013). EI mecanismo de transporte
parece ser el intercambio de aniones (Banu et al. 2008). La proteina transportadora de aniones media
el eflujo e influjo de la PGF2a, de manera dependiente de la dosis (Banu et al. 2008). La afinidad de
las proteinas transportadoras para la prostaglandina es verdaderamente alta para PGE1, PGE2 y
PGF20 (Nomura et al. 2004). Tanto los mediadores luteoliticos (PGF2a) como los luteoprotectivos
(PGE), necesitan ser transportados localmente desde la vena Utero-ovérica a la arteria ovarica a través
del plexo Gtero-ovarico en rumiantes (Arosh et al. 2004; Lee et al. 2012). Es por esta raz6n que si se
inhiben las proteinas transportadoras de prostaglandinas durante el periodo de lutedlisis, se suprime
la liberacion de los pulsos de oxitocina inducidos por PGF2a y se mantiene el cuerpo Iuteo. Si se
inhibe la PGT intrauterina se inhibe la liberacion pulsatil de la PGF2a desde el endometrio bovino
(Lee et al. 2013).

3.5. Modelo del mecanismo de accion de la PGF2a

La figura 7 ilustra el mecanismo de accion de la PGF2a. La via de sefalizacion de las prostaglandinas
comienza con la unién de la hormona con sus receptores de superficie acoplados a proteina G para
incrementar las concentraciones de fosfolipasa C para producir inositol trifosfato (Helliwell et al.
2004). Kennedy et al. (1982), propusieron la nomenclatura para los receptores de prostanoides. Cada
receptor se designa con una letra “P”, precedida por una letra significativa del agonista natural mas
potente. Los receptores de cada una de las prostaglandinas se han clasificado como DP, EP (1-4), FP,
IP y TP para la PGD2, PGE2, PGF2a, PGI2 y TXA2, respectivamente. Las acciones de la PGF2a
dependen de su interaccion con los receptores de superficie celular. El receptor FP consiste en siete
dominios transmembranales y es miembro de la familia de receptores acoplados a la proteina G
(Graves, et al. 1995). Contiene 362 residuos de amino 4cidos y el receptor FP bovino comparte al
menos 98% de homologia con el FP ovino (revisado por Anderson et al. 2001).

El 6rgano que expresa mas abundantemente el ARNm para FP es el cuerpo lGteo. Las concentraciones
de ARNm para el FP son extremadamente bajas en células foliculares esteroidogénicas (teca o
granulosa). Sin embargo, después de la ovulacion, las células luteas grandes comienzan a expresar
ARNm para el FP, cuya presencia continla incrementandose hasta que las células luteas

experimentan apoptosis (Wiltbank et al. 1995; Narumiya, et al. 1999; Anderson et al. 2001).
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Figura 7. Mecanismo de accion de la PGF20. La PGF2a se une a su receptor de membrana (FP) acoplados a las proteinas Gag/11(Gq), la que estimula la
actividad de la fosfolipasa C (PLPC), y la generacion del inositol trifosfato (IP3) que provoca la liberacion del Ca?* desde el reticulo endoplasmico (RE).
También se produce diacilglicerol (DAG) el cual activa a la proteina cinasa C (PKC), que a su vez activa la via de las proteinas cinasas Raf-1, que resulta
en la fosforilacion de la proteina cinasa cinasa mitdégeno activada (MEPK), activando a la p42 y p44 mapk. La fosforilacion de la fosfolipasa A2 (PLA2)
permite liberar més acido araquidénico (AA). Por otro lado, la via de p44 y p42 activan la via extracelular de sefiales a través de su translocacion al nucleo
y la fosforilacion de varios factores de transcripcion (c-fos, c-jun: AP-1: Proteina activante 1, ERK: Cinasa regulada por la sefial extracelular). Estos llevan
a la activacion de la via de apoptosis Fas y Fas ligando (FasL) que, a su vez, activan las caspasas 8 y 3 (Cp8 y Cp3). Por otro lado, el calcio liberado por IP3
induce a cinasa de miosina de cadena ligera uterina que activa la via de MAPK en células endometriales. Basado en Cohen 1997; Ohmichi et al. 1997; Rueda
et al.1999; Chen et al.1998; Wu y Wiltbank, 2001; Davis y Rueda, 2002; Yadav et al. 2005; Mao et al.2013; Talbot et al. 2017.
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Los estados de alta o baja afinidad del FP en el cuerpo luteo ovino se basan en la afinidad de la unién
a la membrana celular (Custer et al. 1995). A pesar de que las prostaglandinas pueden unirse a
receptores para otras prostaglandinas, la afinidad es diferente. El FP lateo se une a la PGF20>PGD2
(DP, con alta afnidad) >PGE2 (EP1 u EP3, con moderada afinidad) (Woodward y Lawrence 1994;
Breyer et al. 2001). En los rumiantes, la membrana plasmatica de las células del cuerpo lUteo contiene
el FP de alta afinidad. La unién de la PGF2a con su receptor resulta en la activacién de la proteina
GPy (Guo et al. 2015). La PGF2a estimula la actividad de la fosfolipasa C (PLPC) en las células
luteas grandes y en las células luteas pequefias, a pesar de que sélo las células lUteas grandes parecen
ser susceptibles a la accion luteolitica de la PGF2a (Davis et al. 1988). Como resultado de la
activacion de la PLCP, La PGF2a. provoca un rapido y sostenido incremento en los niveles de inositol
mono, di y trifosfato (IP, IP2, IP3, respectivamente) en las células lUteas pequefas (Davis et al. 1987;
1988). En células endometriales, a partir de la proteina Gq, la via de sefializacion se dirige a PLC,
PKC y movilizacion de calcio intracelular, activacion de la cinasa de calmodulina/Ca?*. Mientras que
la subunidad Gi esté asociada con la activacion de Ras-Raf-1-MEPK-MAP (Ohmichi et al. 1997).

La activacion de la fosfolipasa C resulta en la division de fosfolipidos conteniendo inositol en dos
segundos mensajeros: el inositol trifosfato y el diacilglicerol. EI primero libera Ca?" a partir del
reticulo endoplasmico y el segundo activa a la proteina cinasa C. Esta proteina activa a la MAP kinasa
a través del Raf (MAP cinasa cinasa cinasa) y de la MEK1 (MAP cinasa cinasa), via conocida como
“cascada de sefializacion Raf/MEK/MAP cinasa” (revisado por Bos et al. 2004). Los eventos iniciales
llevan a la activacion de la cascada de sefializacién de la MAPK, que incluye al ERK, p38 MAPK
(p38) y el JNK. La activacion del ERKs fue esencial para la funcién de supervivencia y del JNKs
para la muerte celular. Es responsable de la fosforilacion y activacion de c-jun, que junto con c-fos,
forman parte del factor de transcripcion de la AP1 (Guo et al. 2015). La PGF2a también puede activar
otros miembros de la familia MAP cinasa y la proteina cinasa activada por estrés (SAPKs, por sus

siglas en inglés) (Bos et al. 2004).

El tratamiento con PGF2a induce la activacion de la sefalizacion con la MAPK y el incremento en
la activacion del ERK y el JNK precede el incremento en la expresion del factor de transcripcion
activante 3 (ATF3) en el nlcleo de las células luteas grandes dentro del cuerpo lGteo bovino (Mao et
al. 2013). De igual manera, el tratamiento con PGF2a induce un incremento en la fosforilacion del
ERK, el cual se correlaciona con el incremento en la expresion de la ATF3 y la disminucion en las
concentraciones de progesterona en la rata (Ohmichi et al. 1997). Por otro lado, la PGF2a induce la

expresion del Nurr77, el cual activa a la enzima 20a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (20a-HSD). De
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la misma manera, la accion de la PGF20 incrementa el Ca®*, el cual a su vez activa al ERK1/2, lo que

lleva a la activacion del JunD (Stocco et al. 2002).

3.6. Sistema de autoamplificacion

La administracion de PGF2a provoca una rapida disminucidn en la secrecién de progesterona por el
cuerpo lateo, asi como un incremento en la secrecion de oxitocinay en los niveles de COX-2 (Hayashi
et al. 2003). La figura 8 muestra el sistema de amplificacion de la PGF2a. Dicho sistema de
autoamplificacion tiene como caracteristica que cantidades muy pequefias de la PGF2a son
suficientes para iniciar el proceso de lutedlisis (Tsai y Wiltbank, 1997). Wade y Lewis (1996)
indicaron que después de la administracion de PGF2a exdgena se estimula la produccion endogena
de la misma hormona mediante un mecanismo dependiente de la dosis. En ovejas, el mecanismo de
autoamplificacion se lleva a cabo en conjunto con la oxitocina, la cual estimula la secrecion uterina
de PGF2a. Sin embargo, también existe retroalimentacion positiva en las células luteas grandes del
ovino, en las que la PGF2a induce la produccion intraluteal de la PGF2a como resultado de la
induccioén de la COX-2 (Tsai y Wiltbank, 1997; Wu y Wiltbank, 2001).

Durante la lutedlisis natural, la sintesis de PGF2a uterina Se incrementa por la retroalimentacion
positiva entre la PGF2a uterina y la oxitocina luteal, mecanismo que se refuerza por la estimulacion
de la PGF2a hacia oxitocina. Duong et al. (2012) encontraron que la inyeccion de cloprostenol
incrementa los niveles de PGF2a de manera transitoria en la vena uterina, pero no en la vena ovarica,
por lo que sugieren que seria el Utero, mas que el ovario, el que incrementa la produccion de la PGF2a
en respuesta a la inyeccion de PGF2a exogena. Durante la luteolisis natural de la oveja cada cuerno
uterino secreta 25 pg/min/h de PGF2a hacia la vena uterina, cantidad que al infusionarse directamente
dentro en la arteria ovarica ocasiono lutedlisis (McCracken et al. 1972). La infusion de 10 pg/min/h
disminuy6 en un 20% las concentraciones de progesterona (McCracken et al. 2012). La infusién de
20 pg/min/h dentro de la circulacion sistémica, permite que suficiente PGF2a escape de la
degracacion pulmonar, y permite una declinacién transitoria de las concentraciones de progesterona
semejante a la que ocurre al inicio de la lutedlisis natural en la oveja (McCracken et al. 2012). Esta
disminucién inicial en las concentraciones de progesterona induce el primer pulso endégeno de
PGF2a. La dosis minima infusionada que ocasioné lutedlisis fue de 1 ug/h por 6 horas (McCracken,
1971).
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Figura 8. Mecanismo de autoamplificacion de la PGF2a. stm: Estimula. Flechas azules: aumento. Siglas: COX-
2: Ciclooxigenasa-2, CLG: Células luteas grandes, OT: Oxitocina, CLP: Células luteas pequefias. Basado en
Tsai y Wiltbank, 1997; 1998.
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El mecanismo de autoamplificacion también se ha documentado en otras especies. En yeguas la
PGF20 incrementa la expresion de la COX-2 (Kozai et al. 2016). En la cerda también se ha
documentado (Diaz et al. 2002).

El mecanismo de autoamplificacion es dependiente de la dosis. Si la PGF2a causa lutedlisis
directamente, la dosis mayor podria ser méas eficaz que la menor (Wade y Lewis, 1996).

Por otro lado, los efectos de la PGF2a son rapidos y transitorios en activar la via de sefializacién
Raf/MEK/MAPK (Chen et al. 1998).

3.7 Metabolismo de 1a PGF2a

Debido al metabolismo pulmonar, la vida media de la PGF2a en vaquillas es de 29 seg (Shrestha et
al. 2012) a un minuto (Oliw et al. 1983; Wade y Lewis, 1996). Existen tres enzimas que metabolizan
a la PGF2a: 15-hidroxiprostaglandina deshidrogenasa dependiente de NAD+ (PGDH), carbonil
reductasa dependiente de NADPH vy el citocromo P450-dependiente de prostagladnina Q o 20-
hidroxilasa (Okita y Okita, 1996). Debido a que el catabolismo de las prostaglandinas en los pulmones
es muy réapido y eficiente (Shrestha et al. 2012), el mecanismo a contracorriente le permite a la PGF2a.
llegar de manera directa al ovario sin pasar por la circulacion general (Senger et al. 2003). De hecho,
el 99% de la PGF2a secretada por el endometrio es catabolizada después del primer pasaje por la
circulacion pulmonar (Davis et al. 1980, citado por McCracken et al. 1999). En efecto, la fuerte
expresion de las PGT en el pulmén sugiere que puede jugar un papel en la remocién de la
prostaglandina a través del lecho vascular. EI metabolismo de las prostaglandinas es mediado por 15-
hidroxiprostaglandina deshidrogenasa (PGDH), la cual cataliza la conversion de la prostaglandina a
su metabolito inactivo 15-ceto,13-14-dihidro-PGF2o0 (PGFM) (Silva et al. 2000). La rapida
depuracion de la PGF2q, indica un metabolismo rapido después de un tratamiento con PGF2a, lo cual
se expresa en un incremento en las concentraciones de PGFM en tan solo 2 minutos (Shrestha et al.
2012). Posteriormente, las concentraciones del PGFM disminuyen rapidamente a niveles basales una
hora después de la inyeccion de PGF2a, cuando se elevan las concentraciones de un segundo
metabolito, el 11-ketotetranor-PGF2a, que se forma a partir del PGFM (Granstrom y Kindahl, 1982).
La PGDH y la PGT se requieren para la oxidacion de la prostaglandina (Nomura et al. 2004). Dicha
proteina transportadora de prostaglandina puede ser regulada por las proteinas cinasa (PK) Ay C, las
cuales regulan el influjo de la PGF2a (Banu et al. 2008). Schuster (2002) explica que el influjo de
prostaglandinas en las células podria ser menor que el eflujo. Debido a que los metabolitos no son

sustratos, presumiblemente efluyen desde el citoplasma por difusion simple. Ademaés, las
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prostaglandinas se reabsorben en las células que las sintetizan, evento mediado por las PGT (Schuster,
2002).

4. EFECTOS DE LA PGF2a: LUTEOLISIS

El siguiente analisis fue realizado con estudios en los cuales se indujo la luteolisis. Ginther (2013)
menciona en una interesante revision que generalmente se usa el control artificial del ciclo estral o de
la ovulacion con el objetivo de estudiar eventos naturales. Esto conlleva a un potencial error, ya que
la demostracidn estadistica de que la sincronizacion no afecta eventos subsecuentes no garantiza que
las diferencias no ocurran. Debido a que la mayoria de la informacién disponible esta basada en
resultados de la lutedlisis inducida, se puede asumir que los eventos relatados a continuacion ocurren
también de manera natural, a pesar de que “la naturaleza guarda sus secretos” (Ginther, 2013). De
todas maneras, en lo posible, se detallara cuando los efectos que se reporten sean de naturaleza
inducida.

Después de la ovulacion el cuerpo lUteo es capaz de presentar un crecimiento exponencial, durante el
cual produce tanto factores luteotr6ficos como luteoliticos. Meidan y sus colabores (2005) hacen
mencidn del balance entre estos factores del cuerpo lateo como “el yin y yang,” en referencia a las
células endoteliales, sin embargo, las células luteas grandes y pequefias no estan ajenas a este término.
Dependiendo del desarrollo del cuerpo liteo, los factores pro y anti luteoliticos producidos por las
células lateas son capaces de realizar cambios tanto en la morfologia como en el funcionamiento
celular. Los factores generados desde una pequefia glandula transitoria son capaces de propagar sus
efectos de manera autocrina, paracrina y endodcrina a otras células y/o glandulas, y pueden
transformarlas funcional y estructuralmente.

4.1. Lutedlisis funcional y estructural

La regresion del CL es definida como el proceso mediante el cual el cuerpo IGteo reduce su funcion,
disminuye su volumen, y desaparece del ovario. La regresion del cuerpo luteo estd compuesta por dos
tipos de regresion: funcional y estructural. La primera se caracteriza por una reduccion rapida en los
niveles de progesterona tanto en el tejido lGteo como en la circulacion. La lutedlisis estructural ocurre

como consecuencia de la muerte celular apoptoética (Yadav et al. 2005; Sugino, 2006).

4.1.1 Efectos de la PGF2o. que llevan a la lutedlisis funcional
Schams y Berisha (2004) describieron la cronologia de la cascada luteolitica, dividiéndola en dos

fases, funcional (aparentemente ocurre en menos de 12 horas) y estructural (que ocurre posterior a
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las 12 horas del inicio de la lutedlisis). La lutedlisis funcional se caracteriza por una rapida caida en
las concentraciones de progesterona, mientras que la estructural se refiere a la disminucion del tamafio
y la capacidad esteroidogénica de las células luteas grandes y pequefias (Hayashi et al. 2003). La
lutedlisis funcional comienza en el ovino en promedio en el dia 13 del ciclo estral en respuesta a los
primeros pulsos de secrecion de la PGF2a. (Zarco et al. 1988a). Los pulsos de PGF20 que se secretan
en forma frecuente entre el dia 14 y 16 del ciclo (Zarco et al. 1988a), inducen la lutedlisis estructural.
Para que pueda llevarse a cabo la lutedlisis se requiere de la disminucidn en las concentraciones de
progesterona (Madore et al. 2003). El estudio de Hayashi et al. (2003) comprueba este efecto, ya que
la inyeccion de cloprostenol genera, dentro de las primeras 4 horas, la disminucion de las
concentraciones de progesterona y un incremento agudo en la liberacién de oxitocina y PGF2a.
Dichos autores sugieren la posibilidad de que el incremento en la produccién litea de PGF2a puede
indicar el comienzo de la lutedlisis estructural, mas que de la funcional. Las concentraciones de
progesterona disminuyen significativamente a las 4 horas después de la inyeccion con PGF2a,
mientras que a las 24 horas la progesterona se redujo a niveles basales pero el peso del cuerpo luteo
no cambi6 todavia (Vonnahme et al. 2006).

Una de las acciones de la PGF2a es la inhibicion de la esteroidogénesis. Sus acciones pueden ser de
manera directa ya que al administrar una dosis de PGF2a el ARNm para 33-HSD disminuye
significativamente a las 12 h (durante el desarrollo de la lutedlisis funcional), sin embargo, la
actividad de la enzima no declina hasta 24 horas después del tratamiento (Rodgers et al. 1995). Para
las 24 h post-inyeccidn, cuando ya esta iniciando la lutedlisis estructural, los niveles de la enzima
disminuyen al 10 y el 20% (Levy et al. 2000), por lo que la sintesis de progesterona intraluteal
disminuye al 20% después de 20 horas (Hayashi et al. 2003), mientras que las concentraciones de
progesterona en suero disminuyan a niveles basales a las 24 h después del tratamiento (Turzillo et al.
1995). La disminucion en las concentraciones de progesterona intraluteal se correlaciona con la
lutedlisis funcional (Hayashi et al. 2003). La disminucion gradual y temprana de las concentraciones
de progesterona (Berisha et al. 2010) coincide con el incremento en el indice de Bax-Bcl-2 y caspasas,
dentro del periodo de lutedlisis funcional (Yadav et al. 2005). Sin embargo, aunque las
concentraciones del ARNm que codifica a estas enzimas pueden disminuir en respuesta a PGF2a, no
lleva a una reduccion rapida en las concentraciones de las enzimas, que es lo que realmente causara
una disminucién en las concentraciones de progesterona (Rodgers et al. 1995). A la par, la
esteroidogénesis se mantiene parcialmente, ya que el tratamiento con PGF2a inhibe la produccion de
progesterona por las células lGteas grandes, pero no por células luteas pequefias (Diaz et al. 2002) por

lo que en este periodo sigue habiendo la presencia de ciertos niveles de progesterona. Tres horas
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después de haberse reducido significativamente la progesterona, el porcentaje de células luteas
grandes que responden a PGF2a incrementa (Davis et al. 2010).

En ovinos, el efecto indirecto de la PGF2a rapidamente estimula la expresion de la ET-1 en el cuerpo
lateo (Levy et al. 2000; Hinckley y Milvae, 2001). Se ha reportado que el receptor de la ET-1, la
ETA, media las acciones antiesteroidogénicas de la ET-1 como mediador de la PGF2a (Doerr et al.
2008). Cabe recalcar que el cuerpo luteo solo responde a la PGF2a cuando se sintetiza la ET-1 de
manera ininterrumpida (Meidan y Levy, 2002). Weems et al. (2009) abordé este tema, e indico que
la ET- incrementa el indice de PGE: PGF2a. Las células endoteliales son el principal sitio para la
sintesis de la ET-1y el ON en el cuerpo luteo. Por otro lado, la administracion de un anélogo de la
PGF20 reduce el ARNm de NOS en un 15% de sus concentraciones anteriores, lo que permite un
incremento en la ET-1 durante la lutedlisis (Rosiansky-Sultan et al. 2006).

Por otro lado, la PGF2a tiene otra via indirecta para disminuir las concentraciones de progesterona.
Madore et al. (2003) proponen un papel para una enzima, la AKR1B5 que se expresa en el endometrio
durante la lutedlisis. La AKR1B5 incrementa justo cuando las concentraciones de progesterona estan
al maximo, por lo que Madore et al. (2003) suponen un nexo entre los dos. Al mismo tiempo, la
AKRIBS5 inactivard a la progesterona transformandola en 20a-hidroxiprogesterona, por lo que
disminuye la concentracién local de progesterona. La habilidad de combinar dos funciones de
transformacion (PGH2 a PGF2a) asi como la inactivacion de la progesterona, hace a la enzima
AKR1BS5, una enzima multifuncional (Madore et al. 2003). En contraste, Arosh et al. (2004) reportan
gue el incremento en la concentracion intraluteal de progesterona podria bloquear la actividad de la
AKRIBS. Es posible que cuando la PGF2a de origen endometrial inicia la lutedlisis funcional, la
disminucién en las concentraciones de progesterona podria permitir que la AKR1B5, a su vez,
disminuya mas los niveles de la progesterona. Con esto la oxitocina se podria unir a su receptor y
provocar un incremento en la produccion de la PGF2a de origen lUteo. Por otro lado, la PGF2a mejora
la actividad de la enzima 20a-hidroxiesteroide deshidrogenasa, la cual cataboliza la progesterona a
200-hidroxiprogesterona (Kato et al.1997). Ademas, induce la expresion de Nur77, el cual estimula
de manera transcripcional a la enzima 20a-hidroxiesteroide deshidrogenasa, provocando la
disminucién de la progesterona en suero (Stocco et al. 2000). Es posible que las altas concentraciones

de progesterona entonces, puedan ser un mecanismo de proteccion para el cuerpo luteo.

4.1.2. Efectos de la PGF2a que llevan a la lutedlisis estructural
La PGF2a induce factores que llevan a la apoptosis celular en pocas horas, tanto durante la lutedlisis

espontanea como en la inducida mediante la administracion exdégena de la hormona. La figura 9

56



muestra dos vias para llevar a cabo la apoptosis. Los cambios especificos que se generan en las células
luteas después de la lutedlisis natural o inducida se puede revisar en Corteel (1975). La via extrinseca
0 de receptores de muerte es la que inicia tempranamente luego de una dosis de PGF2a. Los niveles
de las proteinas Fas, Bax y caspasa-3 estan elevados durante el diestro, mientras que FasL y Bcl-2
fueron mayores durante la fase litea temprana y disminuye posteriormente (Slot et al. 2006). El
ARNM para caspasas-3 en el cuerpo llteo de los dias 12 o 14 del ciclo estral incrementa después de
la PGF20 (Rueda et al. 1999). La expresion de Fas no se observa en las células luteas pequefias
durante la fase litea temprana, pero su receptor en evidente en la fase Iutea media (Davis y Rueda,
2002).

Una vez que se secreta PGF2o endogena o se administra de manera exdgena, se produce un
incremento transitorio en en las concentraciones de COX2 (Tsai et al. 2001).

La PGF2a provoca un incremento en el indice de Bax-Bcl-2, y en la caspasa 9 y -3 en tejido lUteo a
las 4 hrs post-tratamiento hasta las 18 h, a lo cual se sumé un incremento en la expresion de FasL y
Fas a 18 horas, acompafiado por una induccion significativa en la actividad de las caspasas 8 (Yadav
et al. 2005).

La via intrinseca se produce a través de estimulos no mediados por receptores y son eventos iniciados
en la mitocondria, por eso también se conoce como via mitocondrial (Figura 10). En laamplia revision
de Elmore (2007) se muestra con detalle. Una vez que se ha iniciado esta via, se incrementa la
permeabilidad en la membrana mitocondrial, por lo que se pierde el potencial de membrana y se abren
canales de calcio, que permiten su salida hacia el citoplasma. Esto provoca la activacion de factores
pro-apoptéticos. La salidad de citocromo C de la mitocondria hacia el citosol permite que dicho
citocromo se una y active al Apafl (factor activante de proteasas apoptoticas), activando a pro-
caspasa-9 y Smac/DIABLO (inhiben la proteina inhibidora de apoptosis). Por otro lado, se activan el
factor que induce apoptosis (se transloca al ntcleo causando fragmentacion de ADN), endonucleasas
gue también se transloca al ndcleo donde divide la cromatina nuclear y CAD (una ADNasa activada

por caspasas).

Estos eventos mitocondriales apoptéticos son regulados por miembros de la familia Bcl-2 /proteina 2
de las células B del linfoma), los cuales gobiernan la permeabilidad de la membrana mitocondrial.
De esta familia hay miembros anti (Bcl2. BclX, BclIXL y X5) y pro (Puma, Bcl10, BAX (proteina X
asociada a Bcl2), Bad (antagonista de Bcl2), Bik (proteina asesina), Hrk (Harakiri, Hutt, 2015). El
principal mecanismo de accion es la regulacion del citocromo C que se libera de la mitocondria por

la alteracion de la permeabilidad de la membrana mitocondrial.
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Los procesos reproductivos llevan a cambios dindmicos en el metabolismo y consumo de energia. La
via intrinseca se produce por incremento en radiacion, toxinas, hipoxia, o estrés oxidativo. Ambas
vias pueden unirse y las moléculas de una via pueden influenciar a otras. En esta via, las células que
viven bajo condiciones aerdébicas siempre tendran una paradoja con el oxigeno. El oxigeno es
necesario para que las células se mantengan con vida, pero las especies reactivas al oxigeno (ROS,
por sus siglas en inglés), como los radicales de superoxido, hidroxilo y peréxido de hidrégeno son
generados a partir de dicho oxigeno y de células dafiadas (Sugino, 2006). Dado que el cuerpo luteo
produce progesterona, en conjunto con las reacciones de las enzimas P450, puede ser responsable de
la excesiva producciéon de radicales libres (oxidantes) que son generados durante los procesos
fisiologicos de consumo de oxigeno (Rizzo et al. 2012). Por lo anterior, el tejido esta bajo continuo
estrés oxidativo por la generacion de ROS como un bioproducto (Fujii et al. 2005). El ovario es un
6rgano activo metabolicamente, en el que normalmente las ROS y los antioxidantes permanecen en
equilibrio. Cuando este equilibrio se interrumpe a consecuencia de una sobreproduccion de ROS y el
cuerpo no lo elimina, o hay sobre agotamiento de antioxidantes (los cuales convierten el peréxido de
hidrégeno en agua, para evitar la potencial toxicidad de ROS), se produce estrés oxidativo (Talukder
et al. 2017), con lo cual ROS induce la muerte celular por apoptosis durante la lute6lisis (Rizzo et al.
2012).

Dentro de la funcién lutea, la LH incrementa la produccion de ROS, las cuales, a su vez, inhiben la
actividad enzimatica del citocromo P450scc. Ademas, la administracion de la PGF2a0 incrementa la
generacién de las ROS y viceversa. La progesterona en cambio disminuye la produccion de ROS
(Kato et al.1997). El per6xido de hidrégeno (H202) también interfiere con la produccion basal de
esteroides (Vega et al. 1995).

4.1.2. 1. Lavia de ejecucion de la apoptosis

El tratamiento con PGF2a, independientemente de la via (extrinseca o intrinseca) que tome,
incrementa la expresion y la actividad de las caspasas (Rueda et al. 1999). Las caspasas son
sintetizadas como pro-enzimas inactivas, que son activadas posteriormente por la division de residuos
de aspartato. Segin Cohen (1997), existen diez caspasas las cuales se han categorizado de acuerdo
con su funcion durante el camino hacia la muerte celular. Las iniciadoras (Caspasa -2, -8, -9, -10), las
efectoras o ejecutoras (caspasa -3, -6, -7), y las inflamatorias (caspasas -1, -4, -5). Especificamente la
caspasa-8 es activada por CD95 y TNF, la cual, al igual que la caspasa-10 pueden dividirse en otras

caspasas. El CD95 y el receptor TNF (TNFR-1) son miembros de la familia de receptores de factores
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Figura 9. Mecanismo de apoptosis. La via extrinseca, en la cual intervienen los receptores de muerte (DR4, DR5), RIP: Proteinas de interaccion con
receptores, DED: dominio efector de muerte, MORTI: complejo de receptor de muerte Fas, TNFa: Factor de necrosis tumoral o, Fas y Fas ligando (FasL),
caspasa 8 ,9y 3 (Cp8, Cp9y Cp3). APO: Proteina Activante 1 Basado en: Cohen, 1997; Kumar, 1997; Elmore, 2007.
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Figura 10. Efectos de la PGF2a a través de la via intrinseca de apoptosis. La PGF2a actia através de diferentes vias para llevar a la via de apoptosis. Referirse
al texto. Siglas: stm: estimula, P4: progesterona, ROS: especies reactivas al oxigeno, COX-2, ciclooxigenasa, HIF 1a: factor inducible a la hipoxia 1, VEGF
y VEGFR: factor de crecimiento vascular endotelial y su receptor, respectivamente, Mit: mitocondrial, Cp3,6,7,9: caspasas 3,6,7 Y 9, eNOS: éxido nitrico

sintasa endotelial, ON: 6xido nitrico, BF: flujo sanguineo, BH3 o Hrk: harakiri. Basado en: Nishimura y Okuda, 2010; Reynolds et al. 2000; Kim et al.
2009; Hagen et al. 2003; Hutt, 2015.
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de crecimiento del nervio y comparten una regién de identidad llamada el “dominio de muerte”,
requerida para la sefial de apoptosis (Cohen, 1997).

Las caspasas iniciadoras, como las caspasas 8, 9 y 10 son las que activan a las caspasas de ejecucion.
La pro-caspasa-8, 9y 10 son caspasas iniciadoras. La pro-caspasa 8 se libera del complejo sefializador
gue induce a la muerte (Fas, FasL, FADD y pro-caspasa 8) en el citoplasma, donde activa a caspasa
3 (Garcia-Robles et al. 2009, Kawaguchi et al. 2013). La caspasa 3 induce la reorganizacién del
citoesqueleto y la desintegracion de las células en cuerpos apoptéticos, activa a endonucleasas
especificas (CAD) (Elmore, 2007).

4.1.3. Efecto de la PGF2a. Flujo sanguineo

Los efectos iniciales de ambos tipos de lutedlisis (espontanea o inducida) se observan con mayor
énfasis en el flujo sanguineo. Durante la lutedlisis espontanea, la oxitocina, el estradiol y la
disminucién en las concentraciones de progesterona que se observan durante la fase lGtea tardia
estimulan la secrecion de pulsos de PGF2a. El estudio de Niswender et al. (1976), muestra una
relacion positiva significativa entre progesterona y flujo sanguineo en el ovario en ovejas durante la
fase lutea media. El efecto de la PGF2a sobre el cuerpo luteo fue observado por Acosta et al. (2002).
Ellos encontraron que el flujo sanguineo incrementa dentro de las primeras horas después del
tratamiento con cloprostenol, y disminuye 4 h después.

La PGF2a estimula de manera aguda la expresion de la ET-1, la ACE, la eNOS e iNOS (Miyamoto
et al. 2009) en paralelo con el flujo sanguineo. Esto se debe a que, al estimularse el ON, provoca
vasodilatacion en las arteriolas que rodean al cuerpo luteo, provocando un aumento en el flujo
sanguineo (Miyamoto et al. 2005) (Figura 11 y 13). Simultaneamente, la PGF20q, uterina o inducida,
incrementa la ET-1 y la ANgll provenientes de las células endoteliales dentro del cuerpo llteo,
suprimiendo la secrecion de la progesterona (Miyamoto et al. 2005; 2009). Posteriormente, en el dia
19 en el bovino disminuye la progesterona y la eNOS regresa a su estado basal, pero la ET-1y la
ACE permanecen altas, y la COX2 incrementa (Miyamoto et al. 2005). Por lo anterior, es posible que
ocurran incrementos en las concentraciones de ON con cada pulso secuencial de PGFM antes y
durante la lute6lisis, mientras que la LH se relaciona con el restablecimiento de las concentraciones
de progesterona (Greene y Ginther, 2015).

Durante la lutedlisis o la administracion intrauterina de la PGF2a se redujo el flujo sanguineo al
ovario en ovejas (Nett et al. 1976). Después de un incremento inicial, el componente endotelial del

lecho vascular disminuye durante la regresion latea inducida por PGF2a (Vonnahme et al. 2006).
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El tratamiento con PGF2a incrementa de manera transitoria el ARNm para el VEGF, la angiopoietina,
el FGF y el NOS desde las 4 y 12 horas post-inyeccion (Vonnahme et al. 2006). Durante la fase lUtea
en la oveja, el flujo sanguineo hacia el cuerpo IUteo se incrementa a la par de las concentraciones de
progesterona y el volumen del cuerpo luteo (Acosta et al. 2003). Este incremento es importante para
la funcion del cuerpo Idteo y es controlado por varios factores angiogénicos como el VEGF, el FGF,
el IGF. Este proceso es regulado por la LH, que activa la metaloproteinasas de la matriz que degradan
la matriz extracelular asociada con los vasos sanguineos. Estimula también el VEGF, un importante
estimulador de la proliferacion celular endotelial (en la revision de Messinis et al. 2009). La ANG I
y la ET-1 estimulan el VEGF y el FGF-2 (revision de Schams y Berisha, (2004). Las proteinas del
VEGF A disminuyen después de 0.5 horas (alrededor del 60%) post-tratamiento con la PGF2a
(Berisha et al. 2010). Schams y Berisha, (2004) concluyen que la interrupcion del soporte por el
VEGF para el CL juega un papel durante la lute6lisis estructural, mientras que el FGF’s tiene un
mayor impacto sobre la lutedlisis funcional.

En la revision de Miyamoto et al. (2005) se observa que un cambio en el flujo sanguineo (incremento
de 170-200%) antes de la disminucion de progesterona (lutedlisis funcional), antecede la lutedlisis y
se observa tanto en lutedlisis espontdnea como en la inducida. Shrestha et al. (2010) compar6 la
infusion de la PGF2a (simulando un pulso natural) con la administracién de un bolo intrauterino de
la hormona. Algo gue fue comin en ambos, fue el incremento rapido (10 min) en las concentraciones
de progesterona y la disminucion de la misma entre una y dos horas después del tratamiento. El
incremento en el cortisol, prolactina (6 min) y el flujo sanguineo incrementando de manera gradual,
acompafi6 al aumento en progesterona inicial, lo que no se observa en el pulso simulado. Igualmente,
se han observado diferencias en cuanto a la administracion exogena de la PGF2o.

Los efectos de diversos andlogos de la PGF2a, o de diversas dosis, sobre el flujo sanguineo y sobre
las vias moleculares en el cuerpo lteo podrian no ser idénticos. A lo largo de los afios se han utilizado
en la oveja varios tipos de prostaglandinas, el mas comin es el Dinoprost (Lutalyse) en dosis que van
desde 5, 15y 20 mg a diferentes intervalos de tiempo, desde 8 a 11 dias (Godfrey et al. 1997; Herrera
et al. 1990; Hernandez et al. 2001; Barret et al. 2002; Cardenas et al. 2004; Ali et al. 2009; Baby y
Bartlewski, 2011); en los cuales los resultados han sido variables. De la misma manera, se ha utilizado
también cloprostenol, en diferentes dosis que van desde 38,5 hasta 126 ug en intervalos desde 7 a 9
dias (Contreras-Solis et al. 2009 a y b; Olivera-Muzante et al. 2011a y b; Fierro et al. 2011), con
resultados variables en cuanto a la respuesta a la sincronizacion y la fertilidad.

El-Sherry et al. (2013) compard los efectos de la administracion de dinoprost (PGF2a) y cloprostenol

(andlogo) sobre el cuerpo luteo. No hubo diferencias en la lutedlisis, ni en el diametro del cuerpo

62



lateo con ambos grupos, pero si en cuanto al flujo sanguineo. El nivel del ON y la velocidad del flujo
incrementd después del dinoprost, pero disminuyeron en el grupo de cloprostenol en el mismo periodo
de tiempo (30 min) (ElI-Sherry et al. 2013). Sin embargo, McCracken, (1971) reportaron que las altas
concentraciones de de la PGF2a causan un efecto de vasoconstriccion.

Por el contrario, los reportes de Acosta et al. (2002) y Acosta y Miyamoto, (2004) sugieren que el
flujo sanguineo en el cuerpo lateo de la fase lGtea media incrementd rapidamente después de la
administracion de cloprostenol. Este aumento inicial puede provocar el inicio de la cascada luteolitica.
Sin embargo, ellos describen que este incremento no se observo cuando administraron la cloprostenol
durante la fase lGtea temprana.

Por el contrario, también se ha reportado que la lute6lisis inducida con cloprostenol reduce el ARNm
para NOS aproximadamente en un 15 % por 24 horas (Rosiansky-Sultan et al. 2006). Cuando la
PGF20 causa la regresion por disminucion en el flujo sanguineo (Nett et al. 1976), se produce un
estado de hipoxia. Esta se define como una reduccion en el oxigeno disponible en un organismo,
tejido o célula (Fadhillah et al. 2014) (Figura 10). Los elementos que responden a la hipoxia se
reconocen y regulan por el factor inducible a la hipoxia 1 (HIF-1), cuyos genes median la respuesta
de adaptacion de los tejidos a niveles bajos de O2 (HIF-1a, HIF-20, HIF-1B) (Kim et al. 2009). Esta
condicion inhibe a la enzima propil hidrolasa (encargada de regular la estabilidad de HIF1a), que a
su vez ocasiona que el HIF1a se acumule. Este aumento en HIF1a, por un lado, activa al gen HIF.
Por otro lado, acrecentara el O2 no respiratorio, que consecuentemente reactivara a la enzima propil
hidrolasa, lo que eventualmente dara cabida a un aumento en la disponibilidad del O2 (Hagen et al.
2003). Otra accion del aumento en HIF1a, es el incremento tanto el ARN mensajero Yy su proteina
(Nishimura y Okuda, 2010), tanto in vivo como in vitro (Ferrara, 1999). Por otro lado, la expresion
del ARNm para HIF1A se detect6 durante la fase lGtea temprana y tuvo una relacion inversa con
vasohibinas (Berisha et al. 2017).

4.1.4. Caracterizando la secrecion pulsatil de la PGF2a

La declinacion de las concentraciones de progesterona no es una sefial suficiente para incrementar la
frecuencia de la liberacion de la PGF2a (Zarco et al. 1988a). Sin embargo, si contribuye a iniciar el
proceso de lutedlisis y como consecuencia se produce la disminucion en las concentraciones de
progesterona. Antes del inicio de la lutedlisis se presentan dos o tres pulsos de baja frecuencia, con
un intervalo interpulso de 13.4+1.6 horas. Para causar la lutedlisis funcional y estructural, es necesario
un aumento en la frecuencia de pulsos de la PGF2a. Con forme se aproxima la lute6lisis espontanea

(dias 14-15), la frecuencia de los pulsos se incrementa durante los 5 0 6 pulsos de PGF2a enddgena
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gue se secretan en un periodo de menos de 48 horas para completar la regresion en la oveja (Zarco et
al. 1988b, McCracken et al. 2012). La vida media de la PGF2a es corta, por lo que su metabolito
PGFM es un indicador de la secrecion de la hormona luteolitica dentro de la circulacion (Kindahl et
al. 1976). En la oveja, se secretaron en promedio 2.2 pulsos de PGF2a antes de comenzar la lutedlisis,
el intervalo entre dichos pulsos fue de 13.4 horas, lo que fue seguido por 6 pulsos secretados en
promedio cada 7.9 horas y que coincidieron con la regresién del cuerpo lGteo (Zarco et al.1988b).
En bovinos también se producen pulsos de PGF2a que aumentan su frecuencia conforme se desarrolla
la lutedlisis (Kindahl et al, 1976; Mann y Lamming, 2006).

La figura 11 ilustra los efectos agudos de la PGF2q. El trabajo de Tsai et al. (2001) durante la fase
lutea media, muestra que los efectos de la administracion de 25 mg de la PGF2a pueden ser muy
rapidos y en un inicio transitorios. La concentracion de ARNm para COX2 y c-fos aumentan en los
primeros 30 minutos post-tratamiento, pero disminuyen en tan sélo 4 horas. Después de una dosis
luteolitica de PGF2a, el FP, 38-HSD, PLA2c y el receptor para la LH no cambian a la media hora del
tratamiento, pero disminuyen a las 4 horas. Unicamente StAR disminuye paulatinamente desde las
0.5 horas. Asimismo, la infusion de 20 pg/min/h durante la misma etapa IUtea, permite la generacion
de un pulso de la PGF2a. Sin embargo, al ser de naturaleza transitoria, se debe requerir de la
generacién de mas pulsos. Esto se logra por los mecanismos de retroalimentacion positiva con
oxitocina y los mecanismos de autoamplificacion de la propia PGF2a, que ya se han presentado con
anterioridad.

En la década del 2010, Ginther y sus colaboradores describieron con detalle los pulsos de la PGF2a.
El periodo pre-luteolitico se definié de acuerdo con la disminucion en la concentracion de
progesterona individual de cada animal que fue >4ng/mL (Ginther et al. 2010a). La hora comin entre
el final del periodo pre-luteolitico y el comienzo del luteolitico, se basa en la disminucion progresiva
de las concentraciones de progesterona y lo designaron como la hora de transicion (Ginther et al.
2010b). Ellos ademas describen una supresién transitoria de las concentraciones de progesterona, que
ocurre en el pico del altimo pulso de PGFM preluteolitico, el cual es inmediatamente seguido por un
restablecimiento. Dicho restablecimiento de la hormona en la hora de transicion fue temporalmente
asociado con un pulso de la LH. La progesterona rebota por un efecto combinado de un pulso de la
LH y la porcion descendente del pulso de la PGF2o (Ginther et al. 2011) (Figura 12). Un
restablecimiento transicional de progesterona ocurre al final de la prelutedlisis y el comienzo de la

lutedlisis y retorna a su concentracion original. Durante la lutedlisis, la recuperacion del nivel de
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al. 1998; Davis et al. 2010, Duong et al. 2012; Fiedler et al.1999; Ginther et al. 2009; Guo et al. 2015; Hawkins et al. 1993; Hayashi et al. 2003; Juengel
et al. 1998, 2000; Levy et al. 2000; Mao et al. 2013; Miyamoto et al. 2005; 2009; Répasi et al. 2005; Schams et al. 2001; 2002;2004; Shirasuna et al.
2010a; Shrestha et al. 2010; Shrestha et al. 2012; Slot et al. 2006; Tsai et al. 1997; 1998; Tsai et al. 2001; Vonnahme et al. 2006; Yadav , et al. 2005; Tsai
y Wiltbank et al. 1997; Levy et al. 2000.
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progesterona es incompleto y mengua gradualmente. Una recuperacion parcial durante la lute6lisis
se asocia con un incremento concomitante en el flujo sanguineo al cuerpo lateo (Ginther y Beg,
2012b). Ellos proponen que la lutedlisis no comienza en ganado vacuno hasta después de la
recuperacion transicional (Ginther y Beg, 2012b).

La amplitud de los picos de PGFM fue mayor durante el periodo luteolitico que en los otros dos
periodos (pre y post luteolitico) (Ginther et al. 2010a). El final del periodo luteolitico est4d marcado
por la hora en que las concentraciones de progesterona disminuyen a menos de 1 ng/mL. El periodo
post-luteolitico comienza cuando las concentraciones de progesterona disminuyeron hasta 0.3 ng/ml
(Ginther et al. 2010a) o < 0.9 ng/ml (Ginther y Beg, 2012a). El intervalo entre picos fue de 8 horas
durante el periodo luteolitico, versus 5.8 horas en el post-luteolitico (Ginther et al. 2010a).

Por otro lado. la regulacion de la lutedlisis en rumiantes involucra hormonas como progesterona,
estradiol y oxitocina. Ginther y colaboradores (2010b) asociaron los pulsos de PGFM con diversas
hormonas, a partir de dos experimentos. EL primero relacionado a la lutedlisis temprana, en el que
observaron una disminucion en las concentraciones de progesterona durante las horas -3 a 0, con una
“rebote” o recuperacion posterior (incremento temporal) sin regresar a las concentraciones pre-pulso
de PGFM. También un aumento en las concentraciones de la LH en las horas -1y 2. En el experimento
dos, compararon el tltimo pulso de prelute6lisis con el primer pulso de la lutedlisis. La LH incrementd
rapidamente durante la pre-lutedlisis y de manera gradual durante la lute6lisis. Las concentraciones
de la oxitocina incrementaron en la horas -2 y 0 y disminuyeron en el transcurso de las primeras dos
horas, a la par de las concentraciones de PGFM. Las concentraciones de estradiol-17f fueron mayores
durante la lutedlisis que en la pre-lutedlisis. Ginther et al. (2010d) pudieron demostrar la existencia
de patrones de progesterona dentro de los pulsos de PGFM, y que, ademas, difieren entre cada etapa
de lutedlisis. Imam et al. (2010), del grupo de Ginther, investigaron el efecto de la administracién de
estradiol-17p durante dos horas constitutivas en el periodo preluteolitico (14 dias post-ovulacion),
sobre los pulsos de PGFM en vaquillas. El estradiol-17f incrementa las concentraciones de PGFM
en 4 horas y los pulsos fueron mas prominentes. La progesterona disminuye entre las horas -2 y 0 e
incrementa entre las horas 0 y 2. El estradiol-17f incrementa la concentracion de la LH en las horas
-1 a 1 de un pulso inducido. Después de la administracion de estradiol-17p, se observé un mayor
namero de vaquillas con pulsos de PGFM y un incremento en el nimero de pulsos. La progesterona
disminuy6 después de 12 horas en el grupo de estradiol-17p, indicando un efecto luteolitico de la
secrecion de la PGF2a inducido por estradiol-17f (Ginther et al. 2010c).
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Figura 12. Caracteristicas intra pulso de las concentraciones de progesterona (P4), hormona luteinizante (LH)
y el flujo sanguineo (FS). Las concentraciones de PGFM corresponden a una oveja estudiada por Zarco, datos

no publicados. Cambios en FS, P4 y LH basados en: Ginther et al. 2011.
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4.1.4.1. ;Son diferentes los efectos de la administracion de la PGF2a. 0 sus andlogos, de acuerdo con
su método de administracion?

Los resultados de Shrestha et al. (2010) aportaron nuevos panoramas relacionados con la naturaleza
de la lutedlisis. Utilizando vaquillas durante la fase litea media (dia 9), compararon los efectos de
simular un pulso natural de PGF2a (infusion intra uterina de 0.25 mg/h de la PGF2a) versus la
inyeccion intrauterina de 4 mg de PGF2a. Los mismos autores reportan un incremento temprano en
las concentraciones de progesterona con ambos tratamientos. Sin embargo, en el grupo de la inyeccion
se observd un incremento en el flujo sanguineo, asi como en las concentraciones de cortisol y
prolactina, eventos que no ocurrieron durante la simulacion del pulso natural de PGF2a. Shrestha et
al. (2010) indican que el tratamiento con inyeccién fue farmacolégico, por lo que no se puede concluir
sobre la naturaleza de la lutedlisis. Sin embargo, mucho de lo que hoy sabemos sobre la naturaleza
de la lutedlisis, ha sido basado en trabajos con lute6lisis inducida.

Por otro lado, hay diferencias en cuando la lutedlisis natural y la inducida, ya que una dosis
suprafisiolégica de PGF2a puede producir una respuesta de progesterona no natural, como un
inmediato incremento transitorio de la progesterona circulante, antes de la disminucién luteolitica
(Ginther et al. 2009). La infusion intrauterina de 0.25 mg/h de PGF2a durante dos horas simula un
pulso natural de PGF2a (Shrestha et al. 2010). La dosis fisiologica de la PGF2a es de 108 M, mientras
que dosis menores (10-® M) provocaron la secrecién de progesterona y fueron mas responsivas a la
estimulacion de la LH, durante la fase lGtea media (Bah et al. 2006). Lo anterior indica que a esas
dosis la hormona no provocé una respuesta del cuerpo luteo, por lo que continu6 con su actividad
esteroidogénica. Pate et al. (2012), indica que claramente, arriba de una concentracion de 1 uM de la
PGF2aq, sus efectos pueden ser mediados por la PGE2, lo cual puede explicar los efectos luteotropicos
de la PGF2a. sobre las células ltteas in vivo.

En el ovino una dosis de 15 mg de PGF2a excede la capacidad catabolica de los pulmones, por lo que
la unidad Gtero ovarica puede tener un papel significativo en regular las concentraciones periféricas
de PGF2a. Una dosis de 5 mg de la PGF2a esté dentro de la capacidad catabdlica de los pulmones
(Wade y Lewis, 1996). Una dosis de PGF2a capaz de inducir la regresion completa de un CL maduro
con una sola administracion es una sobredosis. Sus efectos sobre la progesterona en ganado vacuno
provocan un incremento no fisioldgico en las concentraciones de progesterona durante los primeros
30 min post-tratamiento, una disminucion méas all4 de su concentracion inicial y una recuperacion
después de dos horas dependiente de la dosis, seguido por una disminucion progresiva hasta el final
de la lutedlisis (Ginther y Beg, 2012b).
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Es importante notar que algunas ovejas pueden ser mas sensibles a los pulsos secuenciales de PG que
otras (McCracken, 2012). La razon no esta clara pero puede deberse a pequefias variaciones en su
naturaleza ciclica y longitud de los ciclos estrales, que podria incrementar o disminuir sus sensibilidad

al namero de pulsos de la PGF2a.

4.1.5. Variaciones en la respuesta del cuerpo luteo a la PGF 20 durante la fase lutea

El cuadro 2 ilustra los cambios reportados en las concentraciones de diferentes moléculas a lo largo
de las diferentes etapas de la fase lutea. EI cuerpo lateo en desarrollo tiene diferencias con respecto
al cuerpo liteo maduro que afectan su capacidad o incapacidad para completar la lutedlisis.
Adicionalmente, el ambiente enddcrino en el que se encuentra el cuerpo Iuteo al momento del
tratamiento con PGF2a, podria cambiar su destino. Por otra parte, el cuerpo liteo muestra diferente
produccion de factores luteoprotectivos o pro-luteoliticos, enzimas y hormonas en distintas etapas de
la fase lGtea. Durante la fase litea temprana, los niveles de progesterona incrementan y los niveles
maximos se encuentren durante la fase lGtea media.

A medida que se va desarrollando el cuerpo luteo, las células luteas grandes expresan receptores para
PGF2a (Juengel et al. 1996), y estrdgenos (Wiltbank, 1994). También expresany PGDH en el citosol
(Silva et al. 2000). Las células luteas pequefias muestran receptores para LH (Wiltbank, 1994) y
oxitocina (Davis et al. 2010). La COX-1, PGF sintasa y PG 15-deshidrogenasa se expresan en niveles
constantes (constitutivos), mientras que la COX-2, la PGE sintasa y el PGT, los EP2, EP3y el FP son
altamente modulados durante las diferentes fases del ciclo de vida del cuerpo luteo (Arosh et al. 2002;
2004).

4.1.5.1. Efectos de la administracion de la PGF2a: Fase lUtea temprana.

La figura 13 muestra algunos de los efectos de la PGF2a cuando se administra durante diferentes
etapas de la fase lUtea. Durante la fase l(tea temprana, es improbable que se completen los eventos
luteoliticos de manera espontanea, debido a varios factores pro y antiluteoliticos presentes en el
cuerpo lateo. El cuerpo luteo de la fase latea temprana (dia 5) produce activamente tanto PGE2 como
PGF20, comparado con la fase lutea tardia (Kumagai et al. 2014). La PGF2a endogena o exdgena,
tiene diferentes efectos si se administra durante la fase lGtea temprana. El incremento en el Ca?*
intracelular inducido por la PGF2a en células esteroidogénicas del cuerpo liteo maduro es mayor que

en las células del cuerpo luteo en desarrollo (Wright et al. 2014). EI 20% de las células luteas del CL
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Cuadro 2. Cambios reportados de las diferentes moléculas a lo largo de las diferentes etapas de la fase Iutea.

Caracteristicas Fase lGtea Fase lUtea Fase latea .
Referencias

del CL temprana media tardia
Progesterona 1g > 1 Niswender et al. 2000
plasma
StAR 7 g g
P450scc 1g > l Niswender et al. 2000
3p-HSD 1g E 1
Niswender et al. 2000; Banu et al.
PGE2 1e 1 ! 2003; Kumagai et al. 2014
PGDH 1 Silva et al. 2000
E2 ERa 1 1 Schams y Berisha, 2002
Berisha y Schams 2005; Miyamoto et
VEGF g 1 ! al. 2009; Christensen et al. 2012
FGF > 1g E Berisha y Schams 2005,
ON 1 ! 1 Miyamoto et al. 2005; 2009
ET-1 - ! - Miyamoto et al. 2009; Meidan y Levy
2002
PGF2a 1g 1 > Niswender et al. 2000
! - 1 Tsai y Wiltbank 1998; Shirasuna et al.
Fp & J 2012a; Arosh et al. 2004;
E 1
Banu et al. 2003; Skarsnyshki et al.
PGT ! ! ! 2003; Arosh, 2004
oT 1 1 Flint y Sheldrick, 1983
! > Fairclough y Lau, 1992,
Levy et al. 2000; Arosh et al. 2002;
- * ’ ’
COX-2 1 Te 1 2004: Miyamoto et al. 2005; 2009
Fas/Fas L add Slot et al. 2006

1: Incremento, 1g: incremento gradual, |: disminucidn, E: estable, >: maxima expresion o concentracion, *:
indica controversia por diferentes autores, add: alto durante el diestro. Referirse al texto. Siglas: 3p-HSD: 3j-
hidroxiesteroide desidrogenasa, StAR: proteina de regulacién aguda de la esteroidogénesis, P450scc: citocromo
P450 que corta la cadena lateral, PGE2: prostaglandina E2, FS: flujo sanguineo, MAPK: proteina cinasa
mitdgeno activada, ACE, enzima convertidora de angiotensina, i.l: intraluteal,LH: hormona luteinizante, ET-1:
endotelina -1, FP: receptor para prostaglandina, PGDH; 15-hydroxyprostaglandina deshidrogenasa, EP-2:
receptor para PGE2, ERa: Receptor para estradiol alfa, FS: flujo sanguineo, ANGPT-2: Angiopoyetina-2,
PGFM: 13, 14-dihidro-15-ceto PGF2a, ATF3: factor de transcripcion activante 3, ON: oxido nitrico, NOS:
Oxido nitrico sintasa, eNOS: 6xido nitrico sintasa endotelial, Cp: CaspasaPGT: Proteina transportadora de
prostaglandinas, COX-2: ciclooxigenasa-2, OT: oxitocina, OTR: receptor para oxitocina, FP: receptor para
prostaglandina, PGDH; 15-hydroxyprostaglandina deshidrogenasa.
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Figura 13. Los efectos sugeridos de las acciones de la PGF2a cuando se administra en diferentes etapas de la fase lutea. Referirise al texto. Siglas: PGT:
Proteina transportadora de prostaglandinas, COX-2: ciclooxigenasa-2, OT: oxitocina, OTR: receptor para oxitocina, ET-1: endotelina -1, FP: receptor para
prostaglandina, PGDH; 15-hydroxyprostaglandina deshidrogenasa, EP-2: receptor para PGE2, ERa: Receptor para estradiol alfa, FS: flujo sanguineo, ON:
6xido nitrico, 38-HSD: 3B-hidroxiesteroide desidrogenasa, StAR: proteina de regulacion aguda de la esteroidogénesis. Basado en: Milvae y Hansel, 1983;
Tsai y Wiltbank 1998; Kobayashi et al. 2001b; Meidan y Levy 2002; Wiltbank y Ottobre. 2003; Wright et al. 2014.
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temprano o medio mostraron un incremento en las concentraciones de Ca?* después de los
tratamientos con 100nm de PGF2a (Wiltbank et al. 1995). Este incremento en Ca?* puede ser causado
por la oxitocina y por el sistema de autoamplificacion de la PGF2a. Sin embargo, para que pueda
llevarse a cabo la lutedlisis, es necesario la presencia de receptores para FP, los cuales se observan al
mismo tiempo y en las mismas células lUteas que estan sintetizando progesterona. La adquisicién del
FP de alta afinidad comienza en el dia 2 después de la ovulacién (Tsai y Wiltbank. 1998) y, durante
la fase Iutea temprana se incrementa la produccion de la PGF2a mas que durante la fase litea media
en el bovino (Milvae y Hansel, 1983).

Durante la fase lGtea temprana la secrecion de las prostaglandinas y las concentraciones de ARNm
para COX-2 estdn mas elevadas que durante la fase litea media o tardia (Wiltbank y Ottobre. 2003).
Sin embargo, el cuerpo luteo en desarrollo también produce la PGDH, (Wiltbank y Ottobre. 2003)
enzima que se opone a la accion de la COX-2, ademas de que es responsable de convertir a la PGF2a
en su metabolito inactivo, por lo que si se encuentra en altas cantidades podria permitir la disminucion
en las concentraciones de la PGF2a en el CL temprano, llevando a la resistencia. Debido a las altas
concentraciones de la PGDH en el citosol de las células luteas grandes, el cuerpo lGteo temprano tiene
una gran capacidad para catabolizar la PGF2a (Silva et al. 2000). Por otra parte, durante la fase litea
temprana, las concentraciones de ARNm para inhibidores de la PKC estan elevadas. Este incremento
también puede estar relacionado con la resistencia del cuerpo luteo a la PGF2a (Juengel et al. 1998).
La biosintesis de la PGE2 en el tero (Silvia et al. 1984) y la expresion del ARNm para la EP2 (Arosh
et al. 2004) incrementa durante la fase litea temprana. A pesar de que los niveles de PGT son bajos,
esta proteina trasporta ambas prostaglandinas (PGF2a o PGE2) con igual afinidad y de manera
competitiva (Arosh et al. 2004), por lo que si hay mas cantidad de PGE2 pasard mas de ésta. Ademas,
las hormonas esteroides también se modulan de acuerdo con la fase litea. EI nimero de receptores
de estradiol en el estroma y epitelio glandular superficial del miometrio disminuye durante la fase
litea temprana. El receptor de progesterona en el epitelio luminal y en las glandulas superficiales se
desarrolla en la fase lutea temprana (dias 1-2) y alcanza su maximo durante la fase litea temprana
(Wathes y Hamon 1993).

La figura 10 muestra los efectos de la PGF2a. en las diferentes etapas de la fase Iutea. Debido a que
las acciones de la PGF2a son antiluteoliticas en ovejas (Pratt et al. 1977), e incluyen la disminucién
de la actividad 3B-HSD tanto en el dia 4 como en el dia 11 del ciclo (Tsai y Wiltbank 1998). Cuando
se administre una dosis de la PGF20 exogena, el cuerpo luteo de la fase litea temprana es

funcionalmente activo, en teoria (Tsang et al. 1995).
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Existen diferencias entre especies con respecto a la sensibilidad del cuerpo lUteo en diferentes etapas
de la fase lUtea. Por un lado, en el bovino se ha establecido que una sola inyeccion de PGF2a durante
la etapa temprana del cuerpo luteo (antes del dia 5) no completa la luteolisis (Tsai y Wiltbank 1998),
por lo que es posible inducir la lute6lisis completa con PGF2a exdgena s6lo en entre los dias 6-12
del ciclo, pero no en un cuerpo IUteo de entre 2 y 4 dias de edad (Girsh et al. 1995). Ademas, cuando
la PGF2a se administra durante la fase litea temprana, no puede incrementar la expresion del gen de
la ET-1 ni el de sus receptores en el cuerpo lateo, mientras que en ambos genes se inducen en la fase
lutea media por la PGF2a (Meidan y Levy 2002).

En contraste, Rubianes et al. (2003) y Pope y Céardenas (2004) concluyeron que en el ovino el cuerpo
luteo de la fase lutea temprana puede responder desde el tercer dia del ciclo. Entonces, durante la fase
lutea temprana el tratamiento con PGF2a podria ser efectivo porque produce un incremento en el
ARNmM para la COX2 (Levy et al. 2000). En forma natual los niveles de la COX-2 son bajos durante
las etapas lUteas temprana y media, pero después del tratamiento con PGF2a, durante la etapa media,
los niveles de la COX-2 se elevan significativamente 4 h post- tratamiento y va disminuyendo durante
las siguientes 7 y 24 hrs (Levy et al. 2000). Es probable que esto se deba a una retroalimentacion
positiva de la la PGF2a con el ARNm para la COX2 durante la fase lutea media (un incremento de 3
veces), pero esta retroalimentacion no se induce por la ausencia del mecanismo de autoamplificacién
de la PGF2a en el cuerpo lateo temprano (Tsai y Wiltbank, 1998). A la par, en el dia 4 es improbable
gue se produzca la lutedlisis, debido a que el cuerpo luteo tiene una gran capacidad para catabolizar
ala PGF2a (Silva et al. 2000). Durante la etapa temprana del cuerpo IUteo, se observa mayor actividad
de la PGDH, semejante a la que hay durante el periodo de reconocimiento de prefiez (Diaz et al.
2002). Laaccion de la PGDH se opone a la actividad biosintética de la COX-2 lo cual previene, segun
Silva et al. (2000), la acumulacion latea de la PGF2a, sumandose las bajas concentraciones de la
COX-2en lafase lutea tempranay al incremento paulatino en la expresion de ARNm para EP2 (Arosh
et al. 2004).

4.1.5.2. Efectos de la administracion de la PGF2a:: Fase lutea media

El ARNm para el FP incrementa en la fase lutea temprana y media (Shirasuna et al. 2012a) (Cuadro
2). Sin embargo, Levy et al. (2000) menciona que disminuye durante la etapa lutea. Igualmente, el
incremento de la COX-2 fue reportado por Tsai y Wiltbank (1998), mientras que Levy et al. (2000)
indican que disminuye. La maxima expresion del ARNm de la COX-2 y su proteina se observa entre

los dias 13 y 21 del ciclo, y coincide con el tiempo esperado de lutedlisis (Arosh et al. 2002). Sin
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embargo, después de la administracién exdgena de la PGF2a durante la fase Iutea media el ARNm
para la COX-2 se incrementa de manera transitoria (Levy et al. 2000) (Cuadro 2).

Ya que en esta etapa la sintesis de prostaglandinas estd encaminada a producir mas PGF2a, tiene
mayor posibilidad de llegar al ovario si hay mas PGT disponibles. La expresion de la PGT y su
proteina se incrementa durante la fase litea media (Arosh et al. 2004) o tardia del ciclo (Banu et al.
2003). Durante el periodo de lutedlisis, la expresion de la PGT ovina fue mas abundante en las células
epiteliales luminales del endometrio (Banu et al. 2008). Una vez que llega al ovario, el FP deberia
estar disponible. Sin embargo, durante la fase lutea media, los reportes de los niveles de ARNm para
el FP son controversiales. Levy et al. (2000) muestra que el ARNm para el FP permanecen bajos,
mientras Shirasuna et al. (2012a), Kumagai et al. (2014) y Graves et al. (1995) mencionan que el
ARNmMm para FP incrementa durante la fase lutea media. Lo mas importante, es que la PGF2a, ejerce
sus efectos a través de su unién con su receptor.

Por otro lado, durante la fase litea media, las concentraciones de la progesterona se encuentran en su
maximo nivel. Después de que se administra la hormona luteolitica, la concentracion de la
progesterona disminuye en tan sélo 4 horas (Berisha et al. 2010). El efecto de la administracién de la
PGF2a sobre la progesterona se puede observar sobre las enzimas esteroidogénicas. Levy et al. (2000)
administraron cloprostenol durante la fase litea temprana y media. Sus efectos sobre las enzimas
StAR y P450scc no tuvieron cambios significativos cuando se administraron durante la etapa
temprana, pero si cuando se inyectaron durante la etapa media. La PGF2a no altera la secrecion
estimulada por la LH en el cuerpo IGteo joven, mientras que en el cuerpo lateo maduro la PGF2a
reduce significativamente el efecto estimulatorio de la LH sobre la secrecion de progesterona (Girsh
et al. 1995).

Por otra parte, la sobrevivencia del cuerpo liteo depende mucho de la funcionalidad de las redes
vasculares. Una de las acciones de la PGF2a es modificar el flujo sanguineo que se dirige al cuerpo
luteo. Se ha demostrado que el tratamiento con PGF2a por via intrauterina o sistémica provoca un
incremento transitorio en el flujo sanguineo del cuerpo l0teo, lo que también ocurre durante los pulsos
del PGFM en la luteolisis espontanea (Ginther et al. (2007). Aun cuando el cuerpo lGteo comienza a
regresar, la microvasculatura permanece (Conley et al. 1995). Durante la fase lUtea temprana, la
PGF2a disminuy6 después de dos horas la expresion del ARNm para el VEGF y el VEGFR1, pero
se recuperd a las 4 horas del tratamiento. Sin embargo, durante la fase lutea media, no sufrieron
cambios en estas primeras dos horas, pero a las 24 horas la PGF2a inhibié dramaticamente (5-10
veces) las concentraciones de los VEGF, los VEGFR-1, y los VEGFR-2. También se ha reportado un

efecto mas rapido, ya que tan solo luego de media hora después de la inyeccion con PGF2a se observa
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una disminucion en las concentraciones del VEGF A (Berisha et al. 2010). Asimismo, los genes de
la ET-1 luteal o sus receptores se inducen naturalmente durante la fase lGtea media por la PGF2a
(Meidan y Levy 2002). Por lo que, después de la inyeccidn de la PGF2a en el dia 10 del ciclo, las
concentraciones en plasma de la ET-1 se incrementaron significativamente en 24 h, mientras que
cuando se utilizé cloprostenol en el dia 4 no se observo algin incremento de los receptores 0 el ARNm
para la ET-1 (Levy et al. 2000), como se habia mencionado antes.

Tomando como base lo anterior, es posible que los efectos de la PGF2a sobre el cuerpo luteo sean
variables de acuerdo con la etapa de la fase Iutea en la cual esta se administre. Las razones por las
cuales se pudo sugerir que el cuerpo luteo responde de manera menos variable a la administracion de
la PGF2a durante la fase Iutea media, se basa en varias premisas.

En la lutedlisis espontanea, aiin con poca concentracion de PGF2a endometrial, es capaz de estimular
su propia sintesis, proceso conocido como mecanismo de amplificacion de la PGF2a (Tsai y
Wiltbank, 1997). Por lo que el cuerpo luteo de la etapa media tiene la capacidad de responder a la
PGF20 con la generacion de PGF2a. intraluteal e inhibicion de la produccion de progesterona luteal,
capacidades que se han sugerido se encuentran disminuidas en el cuerpo liteo temprano (Tsai y
Wiltbank, 1998). Cabe recalcar, que este mecanismo de autoamplificacién s6lo ocurre en cuerpo liteo

con capacidad luteolitica y no en un cuerpo lGteo sin esta capacidad (Wiltbank y Ottobre, 2003).
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“No estudio por saber més, sino por ignorar menos”’
Sor Juana Inés de la Cruz

CAPITULO 2

RESPUESTA ESTRAL A DIFERENTES DOSIS DE CLOPROSTENOL EN DISTINTAS
ETAPAS DE LA FASE LUTEA EN OVEJAS SUFFOLK: ESTUDIO PILOTO

Resumen: EIl objetivo del presente trabajo fue determinar la presentacion de signos de estro en
respuesta a 3 diferentes dosis de cloprostenol, administradas durante la fase lGtea temprana, media o
tardia de ovejas Suffolk. El objetivo fue definir las dosis a utilizar en un estudio posterior en el que
se evaluaria la eficiencia luteolitica de dosis reducidas de cloprostenol. A partir del dia 30 postparto,
42 ovejas se trataron con una dosis alta (252 pg/mL), media (126 pg/mL) o baja (42 pg/ImL) de
cloprostenol en la fase litea temprana (dia 5-7); media (dia 8-10) o tardia (dia 11-13) y se detectaron
calores dos veces al dia durante las primeras 72 horas posteriores al tratamiento. No hubo diferencia
entre dosis ni entre etapas de la fase lGtea con respecto a la respuesta estral de las ovejas (Porcentaje
de ovejas que presentaron comportamiento de estro después del tratamiento, P>0.05). Se concluye
que el cloprostenol fue efectivo para inducir la respuesta estral con cualquiera de las dosis propuestas,
independientemente de la etapa de la fase lGtea en la cual se administrd. Por esta razén en
experimentos encaminados a evaluar las causas de variabilidad en la respuesta luteolitica al

cloprostenol se deberén evaluar dosis menores a las empleadas en el presente trabajo.

Introduccion

La PGF20 natural y varios de sus analogos sintéticos se han utilizado para la sincronizacion de estros
en animales de abasto desde hace algunas décadas. El cloprostenol es el analogo de la PGF20 mas
utilizado en ovinos. Se han empleado dosis que varian desde los 38.5ug hasta los 126 pg/animal,
aplicadas ya sea como dosis Unica o en dos administraciones con un intervalo de 7 a 9 dias de
diferencia (Contreras-Solis 2009 a y b, Fierro et al. 2011). Aunque una dosis luteolitica efectiva de
PGF2a natural (15 mg, Herrera et al. 1990) o sintética (125 pg, Contreras-Solis et al. 2009) causa la
regresion del CL en la mayoria de las hembras, se ha encontrado que una proporcion variable de los
animales tratados no sufre la regresion completa del cuerpo lGteo (Herrera et al. 1990). Parte de la
variabilidad en la respuesta tiene que ver con diferencias en la sensibilidad del cuerpo liteo en
diferentes dias de la fase lutea (Pope y Céardenas, 2004; Rubianes et al, 2003). Sin embargo, aun

cuando la hormona se aplica en el mismo dia del ciclo estral se producen diferencias en la respuesta
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de distintos animales, por lo que es conveniente estudiar cuales podrian ser los factores que afectan
la respuesta individual. Para poder evaluar estos factores es conveniente encontrar una dosis de
PGF2a natural, o de alguno de sus analogos, que resulte en luteolisis completa en aproximadamente
50 % de los animales tratados y en falla luteolitica en la otra mitad de los animales. Esto permitiria
estudiar con la maxima sensibilidad las diferencias entre los animales que responden con lisis del
cuerpo luteo de aquellos que no lo hacen. Por esta razén, en este estudio piloto se realizé una primera
aproximacién evaluando la presentacion de signos de estro después de aplicar distintas dosis de

cloprostenol en distintos dias de la fase lutea.

Materiales y métodos

El trabajo se realizé en el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion Ovina de
la Universidad Nacional Autonoma de México durante los meses de octubre a enero, que
corresponden a la época reproductiva. Se utilizaron 42 ovejas Suffolk adultas (3-8 afios de edad) que
se encontraban ciclando. La distribucion de las ovejas se realizd de acuerdo con el cuadro 1. Cada
oveja se asignd aleatoriamente a uno de 9 grupos de acuerdo a la dosis de cloprostenol sédico,
administrada por via intramuscular y a la etapa de la fase lGtea (dias después del estro) en que se
administro el clorpostenol. Cada tratamiento se repitid tres veces en la misma oveja, con la misma
dosis y en la misma etapa de la fase lUtea, excepto por tres animales que no pudieron ser incluidos en
la tercera repeticion debido a problemas de salud. El estro se detect6 utilizando machos con mandil
(2 veces por dia) durante las primeras 72 horas después de cada tratamiento. Se realiz6 una prueba de
Ji-cuadrada en una tabla de contingencia 3x3 (3 dosis de la PGF20 administradas en 3 etapas de la
fase lutea).

Resultados

En el cuadro 2 se observa que entre el 80 % y el 100 % de las ovejas tratadas con diferentes dosis y
en distintas etapas de la fase l(tea presentaron estro dentro de las 72 horas siguientes al tratamiento.
Las diferencias entre grupos no fueron significativas (p<0.05). La mayoria de las ovejas presentaron
estro a las 48 horas después de recibir los tratamientos, siendo las Unicas excepciones los tratamientos
con dosis baja 0 media durante la fase lGtea temprana, en las que algunas ovejas presentaron estro
antes de las 48 horas, resultando en intervalos promedio al estro menores que en los otros grupos
(Cuadro 2).
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Cuadro 1. Distribucion de las ovejas dentro de cada grupo (dosis de cloprostenol) y etapa de la fase

lutea.
NuUmero de animales en cada
repeticion
Etapa de la fase lutea Dosis Primera Segunda Tercera
(ug/oveja)
Temprana (dia 5-7) 252 5 5 5
126 4 4 4
42 5 5 5
Media (dia 8-10) 252 5 5 5
126 5 5 3
42 4 4 4
Tardia (dia 11-13) 252 4 4 4
126 5 5 4
42 5 5 5

Cuadro 2. Porcentaje de ovejas Suffolk que presentaron comportamiento de estro después del
tratamiento con diferentes dosis de estradiol administradas en la fase lutea temprana, media o tardia.

Dosis of cloprostenol Temprana (dia 5-7) Media (dia 8-10)  Tardia (dia 11-13)
252 pg/mL
% en estro 80 (12/15) 100 (15/15) 100 (12/12)
Intervalo al estro (h) 48+ 0 48+ 0 48+ 0
126 pg/mL
% en estro 91.7 (11/12) 84.6 (11/13) 85.7 (12/14)
Intervalo al estro (h) 36+14 48+ 0 48+ 0
42 pg/mL
% en estro 100 (15/15) 91.7 (11/12) 93.3 (14/15)
Intervalo al estro (h) 43+£11 48+ 0 48+ 0

Las diferencias entre grupos no son significativas

Discusion
No existieron diferencias en la respuesta estral entre dosis ni entre las etapas de la fase litea ya que
la respuesta estral encontrada con todas las dosis de cloprostenol utilizadas en el presente trabajo

estuvo por arriba del 80%. Esto indica que aun la dosis mas baja evaluada (42 pg por animal) es
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luteolitica, por lo que no fue posible encontrar una dosis que produzca una elevada incidencia de
fallas luteoliticas. Por lo anterior, en futuros trabajos se deberan utilizar dosis méas reducidas.
Contreras-Solis et al. (2009b) demostraron que se puede inducir el comportamiento estral en ovejas
utilizando dosis reducidas de cloprostenol (126, 68.25 y 38.5ug), lo que, para nuestros objetivos,
refuerza la necesidad de utilizar dosis alin menores para poder evaluar las diferencias individuales en
la respuesta a dichas dosis. No obstante, también se ha reportado que, al experimentar con dosis
decrecientes de PGF2a natural (8, 16 o 24 mg), la mayor proporcion de ovejas mostrando
comportamiento estral se observan con la administracion de las dosis méas altas (Fukui y Roberts,
1981). Olivera-Muzante et al. (2011) mostré que la dosis de 160 pg es més efectiva en términos de
indice de concepcién y fecundidad que la de 80 pg. En su revision, Fierro et al. (2013) propone una
asociacion entre las dosis administradas y el porcentaje de ovejas que responden al tratamiento
mostrando comportamiento estral.

Es posible que la eficiencia de una dosis determinada de la PGF2a o de sus analogos pueda variar de
acuerdo con la etapa de la fase lGtea en la cual se administre (Acritopolou y Haresign, 1980, Hackett
y Robertson, 1980). Sin embargo, en el presente trabajo, debido a que aln la més pequefia dosis de
cloprostenol utilizada (42 pg/mL) tuvo una alta efectividad, no fue posible determinar si existieron
diferencias en la sensibilidad al cloprostenol en las diferentes etapas de la fase lGtea. Debido a esto,
en trabajos posteriores deberd seguirse incluyendo la etapa de la fase IGtea como un factor a evaluar,
pero utilizando dosis menores de cloprostenol que las que fueron usadas en el presente estudio.
Conclusion

Se concluye que el cloprostenol fue efectivo en inducir la respuesta de estro en cualquiera de las
dosis propuestas, independientemente de la etapa de la fase lutea en la cual se haya administrado, por

lo que en trabajos posteriores de esta tesis se deben utilizar dosis atin menores de cloprostenol.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Seventy six ewes were treated with 7.5, 12.5, 25 or 50 pg of cloprostenol on day 6 or 9 post-estrus
PGF2a to compare the luteolytic efficiency of the PGF2a analogue at each stage and to evaluate if
C'“PTDGlf’-IM ) progesterone concentrations at the time of treatment affect such efficiency. Blood samples were
Luteolytic efficiency obtained before cloprostenol administration and 12, 24, 48, and 72 h thereafter. There was an

Luteoprotective effect

effect of dese (p < 0.05) but not of day post-estrus on the proportion of animals completing
Progesterone

luteolysis. As the dose increased, the proportion of ewes completing luteolysis also increased.
Also, as the dose increased from 7.5 to 25 jig, more ewes showed a transient progesterone decline
instead of an absence of response, indicating that in some ewes reduced doses initiated luteolysis
but were not able to finish the process. Since the dose of 25 pg resulted in close to 50% luteolytic
efficacy, this group was used to study the effects of progesterone concentrations at the time of
treatment on the response to cloprostenol. Pre-treatment progesterone concentrations were
higher (p < 0.01) in ewes experiencing luteolytic failure than in those that completed luteolysis.
There was a negative correlation between initial progesterone concentrations and their reduction
by 12 h post-treatment. It is concluded that high progesterone concentrations are associated with
a reduction in sensitivity to small doses of cloprostenol. Possible mechanisms and implications of
this luteoprotective effect are discussed.

1. Introduction

Prostaglandin F2a (PGF2a) has been extensively used for estrus synchronization in the ewe (for reviews see Abecia et al., 2011;
Fierro et al., 2013). Intramuscular administration of an appropriate dose of either natural PGF2a (Hackett and Robertson, 1980) or
some of its synthetic analogues (Acritopeoulou et al., 1977; Baird and Scaramuzzi, 1975) is an effective and practical method to
induce luteolysis.

Considerable variation in luteolytic efficiency and estrous response has been observed both with natural PGF2a and with its
synthetic analogues (Abecia et al., 2011; Fierro et al., 2013). It is known that the luteolytic efficiency is lower when the treatment is
administered before day 3 post-ovulation (Hackett and Robertson, 1980; Silva et al., 2000), but there also appear to be periods of
relative insensitivity at later stages: Herrera et al. (1990) reported that luteolysis failed to occur in 33% of ewes treated with PGF2a
between days 7 and 10 post-ovulation, and Herndndez-Cerdn et al. (2001) reported an even higher failure rate on day 5 or 6 post-
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ovulation. A finding shared by those two studies was that the ewes that failed to complete luteolysis had higher progesterone
concentrations before the treatment than those that responded with complete luteolysis, thus suggesting a luteoprotective effect of
progesterone. A direct luteoprotective role of this hormone has been postulated in the rat (Goyeneche et al., 2003), the cow (Okuda
et al., 2004), the ewe (Davis et al., 2010) and the sow (Diaz et al., 2011). Alternatively, non-genomic effects of progesterone on the
oxytocin-signalling elements of the endometrial cells could interfere with the endogenous endometrial release of PGF2a that often
occurs after exogenous administration of the hormone (Bishop and Stormshak, 2006; Bogacki et al., 2002; Grazzini et al., 1998) and
that may help to complete luteolysis when reduced doses of exogenous PGF2a are used (Wade and Lewis, 1996). However, to our
knowledge there are no studies designed to compare the effects of pre-treatment progesterone concentrations on the luteolytic
efficiency of reduced doses of PGF2a in the ewe.

Cloprostenol, is currently the most widely used PGFa analogue for estrus synchronization in the ewe (Abecia et al., 2011; Amiridis
and Cseh, 2012; Fierro et al., 2013). The use of different reduced doses of cloprostenol can be useful to identify differences in luteal
sensitivity due either to the stage of the luteal phase or to the initial progesterone concentrations. It has been known for some time
that both in ewes and in cows the administration of a reduced, sub-luteolytic dose of either PGF2a or cloprostenol can result in one of
three general types of response (Juengel et al, 2000; Colazo et al.. 2002; Trevisol et al., 2015). 1- In some animals there is not a
significant alteration in progesterone concentrations after administration of the sub-luteolytic dose, indicating very low sensitivity. 2-
Animals with intermediate sensitivity may show a significant but transient decline in progesterone concentrations, which return to
pre-treatment levels within 24-48 h after treatment. 3- Animals with higher than average sensitivity experience rapid, complete and
irreversible luteolysis after administration of a reduced dose that would not be luteolytic for most ewes.

The proportion of animals with each type of response to reduced doses of cloprostenol can be useful to identify differences in CL
sensitivity between stages of the luteal phase, and may also help to explain differences in the luteolytic efficacy of a full dose. Also, a
dose resulting in close to 50% effective luteolysis and 50% luteolytic failure could allow for the identification of differences between
the animals that respond or not with complete luteolysis to such a dose. Therefore, the objectives of this study were to compare the
luteolytic response to different reduced doses of cloprostenol administered on day 6 or day 9 post-estrus, and to evaluate the effect of
initial progesterone concentration on the luteolytic efficacy of the treatment.

2. Materials and methods
2.1. Ethics and preparation of the animals

The experiment was conducted at an experimental farm in the Central Plateau of Mexico. The protocol was approved by the
Institutional Committee for the Care and Use of Experimental Animals of the Faculty of Veterinary Medicine of the National
Autonomous University of Mexico, according to Mexican Official Norm NOM-062-Z00-1999 (SAGARPA, 2001). Eighty adult, mixed-
breed ewes were initially used. The ewes were feed on pasture and supplemented with concentrate according to requirements. Before
the onset of the experiment they were synchronized with an intravaginal sponge impregnated with 20 mg of fluorogestone acetate
(Chronogest, MSD Animal Health, Mexico) that remained in place for 7-9 days. At the time of sponge removal the ewes were treated
with 250 IU of eCG (Folligon, MSD Animal Health, Mexico) and 125 pg of cloprostenol (Celosil, MSD Animal Health, Mexico).

2.2. Experimental design

After withdrawal of the sponges, estrus was detected using intact rams fitted with an apron to prevent mating. Each ewe was
assigned at the time of sponge removal to one of eight cloprostenol-treatment groups. In four groups the ewes that showed estrus
were treated on day 6 post-estrus with either 7.5, 12.5, 25 or 50 pg of cloprostenol/ewe, and in the other four groups the same
treatments were administered on day 9 post-estrus. Initial assignment to the groups was random with the exception that fewer
animals were assigned to the groups treated with 7.5 pg (n = 7 instead of n = 11), since a very high rate of luteolytic failure was
expected to occur in those groups. The animals that were not detected in estrus during the first 5 days after sponge removal were not
treated with cloprostenol, and they were eliminated from the study.

Jugular blood samples were obtained in heparinized tubes immediately before cloprostenol was administered (time 0), and at 12,
24, 48 and 72 h after treatment. The samples were centrifuged for plasma separation and stored at —20 *C until assayed for pro-
gesterone using a solid-phase radioimmunoassay kit (Coat-A-Count P4; Siemens Medical Solutions, Los Angeles, CA), that has been
validated for ewes (Padmanabhan et al., 1995). The sensitivity of the assay was 0.02 ng/mL, the intra and inter- assay coefficients of
variation were 7.4 and 4.9% respectively.

2.3. Definitions

Complete luteolysis in response to cloprostenol was considered to have occurred if progesterone concentrations decreased to less
than 1 ng/mL within 24 h after treatment and remained at basal levels until 72 h post-treatment (Herrera et al., 1990, Herndndez-
Cerdn et al., 2001). Any other progesterone profile was classified as luteolytic failure. The failures were further classified as minimal
response, transient progesterone decline or delayed response: Minimal response to cloprostenol was assumed when progesterone
concentrations never fell below 1 ng/mL during the first 72 h after treatment, even if some fluctuation was observed during that
period. Transient progesterone decline was defined as a decrease in progesterone concentrations below 1 ng/mL within the first
12-24 h after treatment, followed by recovery to more than 1 ng/mL at 24, 48 or 72 h, a response called “partial luteolysis” by other
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ovulation. A finding shared by those two studies was that the ewes that failed to complete luteolysis had higher progesterone
concentrations before the treatment than those that responded with complete luteolysis, thus suggesting a luteoprotective effect of
progesterone. A direct luteoprotective role of this hormone has been postulated in the rat (Goyeneche et al., 2003), the cow {Okuda
et al., 2004), the ewe (Davis et al., 2010) and the sow (Diaz et al., 2011). Alternatively, non-genomic effects of progesterone on the
oxytocin-signalling elements of the endometrial cells could interfere with the endogenous endometrial release of PGF2a that often
occurs after exogenous administration of the hormone (Bishop and Stormshak, 2006; Bogacki et al., 2002; Grazzini et al., 1998) and
that may help to complete luteolysis when reduced doses of exogenous PGF2a are used (Wade and Lewis, 1996). However, to our
knowledge there are no studies designed to compare the effects of pre-treatment progesterone concentrations on the luteolytic
efficiency of reduced doses of PGF2a in the ewe.

Cloprostenol, is currently the most widely used PGFa analogue [or estrus synchronization in the ewe (Abecia et al., 2011; Amiridis
and Cseh, 2012; Fierro et al., 2013). The use of different reduced doses of cloprostencl can be useful to identify differences in luteal
sensitivity due either to the stage of the luteal phase or to the initial progesterone concentrations. It has been known for some time
that both in ewes and in cows the administration of a reduced, sub-luteolytic dose of either PGF2a or cloprostenol can result in one of
three general types of response (Juengel et al, 2000; Colazo et al., 2002; Trevisol et al., 2015). 1- In some animals there is not a
significant alteration in progesterone concentrations after administration of the sub-luteolytic dose, indicating very low sensitivity. 2-
Animals with intermediate sensitivity may show a significant but transient decline in progesterone concentrations, which return to
pre-treatment levels within 24-48 h after treatment. 3- Animals with higher than average sensitivity experience rapid, complete and
irreversible luteolysis after administration of a reduced dose that would not be luteclytic for most ewes.

The proportion of animals with each type of response to reduced doses of cloprostenol can be useful to identify differences in CL
sensitivity between stages of the luteal phase, and may also help to explain differences in the luteolytic efficacy of a full dose. Also, a
dose resulting in close to 50% effective luteolysis and 50% luteolytic failure could allow for the identification of differences between
the animals that respond or not with complete luteolysis to such a dose. Therefore, the objectives of this study were to compare the
luteolytic response to different reduced doses of cloprostenol administered on day 6 or day 9 post-estrus, and to evaluate the effect of
initial progesterone concentration on the luteolytic efficacy of the treatment.

2. Materials and methods
2.1. Ethics and preparation of the animals

The experiment was conducted at an experimental farm in the Central Plateau of Mexico. The protocol was approved by the
Insttutional Committee for the Care and Use of Experimental Animals of the Faculty of Veterinary Medicine of the National
Autonomous University of Mexico, according to Mexican Official Norm NOM-062-Z00-1999 (SAGARPA, 2001). Eighty adult, mixed-
breed ewes were initially used. The ewes were feed on pasture and supplemented with concentrate according to requirements. Before
the onset of the experiment they were synchronized with an intravaginal sponge impregnated with 20 mg of fluorogestone acetate
(Chronogest, MSD Animal Health, Mexico) that remained in place for 7-9 days. At the time of sponge removal the ewes were treated
with 250 IU of eCG (Folligon, MSD Animal Health, Mexico) and 125 pg of cloprostenol (Celosil, MSD Animal Health, Mexico).

2.2, Experimental design

After withdrawal of the sponges, estrus was detected using intact rams fitted with an apron to prevent mating. Each ewe was
assigned at the time of sponge removal to one of eight cloprostenol-treatment groups. In four groups the ewes that showed estrus
were treated on day 6 post-estrus with either 7.5, 12.5, 25 or 50 pg of cloprostenol/ewe, and in the other four groups the same
treatments were administered on day 9 post-estrus. Initial assignment to the groups was random with the exception that fewer
animals were assigned to the groups treated with 7.5 pg (n = 7 instead of n = 11), since a very high rate of luteolytic failure was
expected to occur in those groups. The animals that were not detected in estrus during the first 5 days after sponge removal were not
treated with cloprostenol, and they were eliminated from the study.

Jugular blood samples were obtained in heparinized tubes immediately before cloprostenol was administered (time 0), and at 12,
24, 48 and 72 h after treatment. The samples were centrifuged for plasma separation and stored at —20 “C until assayed for pro-
gesterone using a solid-phase radioimmunoassay kit (Coat-A-Count P4; Siemens Medical Solutions, Los Angeles, CA), that has been
validated for ewes (Padmanabhan et al., 1995). The sensitivity of the assay was 0.02 ng/mL, the intra and inter- assay coefficients of
variation were 7.4 and 4.9% respectively.

2.3. Definitions

Complete luteolysis in response to cloprostenol was considered to have occurred if progesterone concentrations decreased to less
than 1 ng/mL within 24 h after treatment and remained at basal levels until 72 h post-treatment (Herrera et al., 1990, Hernandez-
Ceron et al,, 2001). Any other progesterone profile was classified as luteolytic failure. The failures were further classified as minimal
response, transient progesterone decline or delayed response: Minimal response to cloprostenol was assumed when progesterone
concentrations never fell below 1 ng/mL during the first 72 h after treatment, even if some fluctuation was observed during that
period. Transient progesterone decline was defined as a decrease in progesterone concentrations below 1 ng/mL within the first
12-24 h after treatment, followed by recovery to more than 1 ng/mL at 24, 48 or 72 h, a response called “partial luteolysis” by other
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authors (Atli et al., 2012; Colazo et al., 2002). Delayed response occurred if progesterone concentrations first declined below 1 ng/mL
at 48 or more hours after cloprostenol administration.

2.4. Statistical analysis

Fisher's exact tests were used to compare the proportion of ewes with complete luteolysis or with luteolytic failure in response to
different doses of cloprostenol administered on different days post-estrus, to compare the proportion of ewes with different types of
luteolytic failure between groups, and to compare the proportion of ewes with complete luteolysis according to their pre-treatment
progesterone concentrations. Differences in progesterone concentrations between groups at different times were analysed by three-
way ANOVA for repeated measures. The independent variables were the stage at which cloprostenol was administered (day 6 or 9),
the dose of cloprostenol (7.5, 12.5, 25 or 50 pg/mL), and the time of sampling after cloprostenol administration (0, 12, 24, 48 or
72 h). The effect of the ewe was nested within the interaction between stage and dose. Differences between treatments at different
times were analysed using Bonferronis multiple comparisons. Two-way ANOVA for repeated measures was used to compare the
progesterone concentrations at different times between animals that had complete luteolysis and those with luteolytic failure within
the 25-ug group. A regression analysis was also carried out to evaluate the relation between the concentrations of progesterone
immediately before treatment and the percentage of progesterone decline 12 h after treatment in the ewes that received 25 pg of
cloprostenol.

3. Results and discussion
3.1. Animals contributing data

Four animals were not detected in estrus after removal of the sponges and were eliminated from their assigned groups. Another 5
ewes were retrospectively found to have had less than 1 ng/mL of progesterone before cloprostenol administration (time 0) and were
eliminated from the study because they lacked a functional CL at the time of treatment. Thus, Table 1 shows the number of ewes that
contributed data to this study.

3.2. Luteolytic response to different doses

As expected, dose had a significant effect on the proportion of ewes completing luteolysis within 24 h after treatment (p < 0.05).
In contrast, there was no effect of day of cloprostenol administration (Table 2). When animals treated at either day 6 or 9 post-estrus
were considered together, the proportion of ewes completing luteolysis after cloprostenol administration was significantly larger
(p < 0.05) in the groups treated with 25 or 50 pg than in groups treated with smaller doses (Table 2). The highest rate of complete
luteolysis was found when 50 pg were administered.

The most common type of luteolytic failure after administration of 7.5 or 12.5 pg of cloprostenol was characterized by a minimal
response,to PGF2a. This type of failure was less common with higher doses (Table 3). Treatment with 25 pg resulted more commonly
in transient progesterone decline. In the groups treated with 50 pg there was only one case of minimal response and one of transient
progesterone decline; the other two cases of “luteclytic failure” with this dose were actually cases in which luteolysis did occur, but
after an interval that was too long for luteolysis to be considered a direct response to the treatment.

It must be pointed out that the absence of a non-treated control group does not permit to determine if the fluctuations in daily
progesterone concentrations observed in animals classified as having a “minimal response” were in any way different to the fluc-
tuations that are known to occur during the luteal phase (Zarco et al, 1988). Mean progesterone concentrations at 12 h post-
treatment were significantly higher (p < 0.05) in the “minimal response” group (2.65 * 0.3 ng/mL) than in the “transient pro-
gesterone decline” group (0.85 = 0.34 ng/mL). However, many animals in the “minimal response” group did experience a moderate
reduction in progesterone concentrations during the first 12 h post-treatment, so that in the context of this study “minimal response™
should only be taken to mean that progesterone concentrations never declined below 1 ng/ml within the 72-h sampling period.

Even the smallest dose used in this study resulted in complete luteolysis in some animals, indicating that they were very sensitive
to PGF2a. As the dose increased, the proportion of ewes with complete luteolysis also increased, while the proportion of animals with
minimal response decreased. Also, as the dose increased from 7.5 to 25 pg, more animals showed a transient progesterone decline,

Table 1
Number of ewes with a functional CL (progesterone concentrations = 1 ng/mL) before administration of each treatment.

Dose of cloprostenol (pg/ewe) Stage of luteal phase
Early Middle Total
7.5 7 6 13
12.5 11 11 22
25.0 8 10 18
50.0 9 9 18
Total 35 36 71
70

85



L.M. Granados-Villarreal et al Animal Reproduction Science 186 (2017) 68-76

Table 2
Luteolytic efficiency of cloprostenol administered on day 6 or day 9 post-estrus,

Dose of cloprostenol

7.5ug 12.5pg 25 pg 50 pg
Ewes treated on day 6 7 11 8 9
Complete luteolysis 1 (14.3%)" 2 (18.2%)" 4 (50.0%)™ 7 (77.8%)"
Ewes treated on day 9 6 11 10 9
Complete luteolysis 0 (0.0%)" 0 (D.0%]* 4 (40.0%)™ 7 (77.8%)"
All ewes (day 6 + 9) 13 22 18 18
Complete luteolysis 1 (7.7%)" 2 (9.1%) 8 (44.4%)° 14 (77.8%)"

*" Within a given row, values that do not share at least one common letter are significantly different (p < 0.05). There were no significant differences between day of
treatment (p > 0.05).

Table 3
Classification of luteolytic failures according to type of response

Dose of Cloprostenol

7.5ug 12.5pg 25ug 50 pg
All ewes (day 6 + 9) 13 22 18 18
Minimal response 9 (69.2%)° 13 (59.1%)™ 3 (16.7%)*" 1 (5.6%)™
Transient P4 decline 3 (23.7%)™" 7 (31.8%)™ 7 (38.9%)" 1 (56%)™
Delayed response 0 (0.0%)* 0 (0.0%)" 0 (0.0%)" 2 (11.2%6)"

i€ Values that do not share at least one common letter are significantly different (p < 0.05).

indicating that small and intermediate doses can initiate luteolysis in some animals, even though they are not able to finish the
process. These results suggest that response to cloprostenol is not an all or none phenomenon, and that individual animals have
different sensitivities to the hormone. Transient decline in progesterone in response to small/intermediate doses of cloprostenol likely
oceurs in animals with intermediate CL sensitivity to PGF2a. A similar transient decline in progesterone concentrations has been
observed after treatment with reduced doses of cloprostenol in heifers (Colazo et al., 2002) and cows (Trevisol et al., 2015). It has
been suggested that these reduced doses may act on the endothelial cells of the CL, but not on the luteal cells themselves, and that
differences in luteal cell sensitivity could explain differences in response to the same reduced dose (Colazo et al., 2002). Atli et al.
(2012) studied gene-expression in the CL of cows exposed to low-dose pulses of PGF2a. They found that a putatively non-luteolytic
pattern of pulses led, as expected, to partial luteolysis (transient progesterone decline) in some animals. However, the same treatment
unexpectedly resulted in complete CL regression in other animals. The initial changes in gene expression were similar in all animals,
but subsequent changes in mRNA concentrations indicated a higher sensitivity of the luteolytic pathway in the animals that com-
pleted luteolysis. Also, the concentration of mRNA for some steroidogenic enzymes, angiogenic factors and PGF2a-inactivation
enzymes that may protect or maintain luteal function, were higher in animals with transient progesterone decline than in the ewes
that completed luteolysis (Atli et al., 2012).

A transient decline in progesterone concentrations is normally observed after the first PGF2a pulse during natural luteolysis in the
ewe (Zarco ef al., 1988), and it can also be induced by the administration of a very small exogenous PGF2a pulse mimicking a natural
one (McCracken et al., 2012). During natural luteolysis this transient decline is followed by a second PGF2a pulse occurring several
hours after the first one, and by subsequent higher-frequency pulses that result in luteolysis completion (Zarco et al, 1988). Failure to
secrete enough pulses or to secrete them at the appropriate frequency can result in complete recovery of the CL followed by long-term
CL persistence (Zarco et al., 1984). McCracken et al. (2012) demonstrated that there are differences in sensitivity between animals,
with different individuals requiring three, four or five small exogenous pulses of PGF2a to avoid CL recovery after a transient
progesterone decline. The proportion of ewes completing luteolysis increased as the number of exogenous pulses also increased, and
reached the maximum when five pulses were administered (McCracken et al., 2012), indicating that even the less sensitive CL can be
destroyed if enough pulses are administered. Similarly, in the present study there was an increase in the number of animals which
completed luteolysis as the dose of cloprostenol increased, and the highest dose resulted in the highest proportion of animals with
complete luteolysis at the expense of both animals with minimal response and animals with transient progesterone decline. This
indicates that reducing the dose of a single cloprostenol injection increases the proportion of CL recoveries just as reducing the
number of very small pulses of PGF2a would do (McCracken et al., 2012). In contrast, a high enough dose of cloprostenol will induce
complete luteolysis even in those animals with reduced CL sensitivity, i.e. in the type of animal that would have required a large
number of endogenous PGF2a pulses during natural luteolysis.

3.3. Progesterone profiles
As shown in Fig. 1, initial progesterone concentrations were similar between groups, and all groups showed a significant decrease
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Fig. 1. Progesterone concentrations at different times after the administration of 7.5, 12.5, 25 or 50 pg of cloprostenol. There were no differences between groups at 0
and 12h. Afterwards, values with different letters at a given time indicate significant differences between groups (p < 0.05). Asterisks indicate periods when
progesterone concentrations were no longer different from the initial concentrations for the group (p = 0.05).

at 12 h post-treatment (p < 0.05), even though the mean concentrations at that time remained above 1 ng/mL in all groups.
Subsequent changes differed between groups treated with different doses, reflecting the proportion of ewes with each type of re-
sponse within each group.

In ewes treated with 7.5 or 12.5 pg the mean progesterone concentrations never decreased below 1 ng/mL because there was a
large proportion of animals with minimal response in those groups. Besides, mean concentrations began to recover at 24 h as pro-
gesterone rebounded in animals with transient decline. As a result, progesterone concentrations were no longer different from the
initial concentrations after 48 h in ewes treated with 7.5 pg and after 72 h in the group treated with 12.5 pg.

In ewes treated with 25 pg the mean progesterone concentrations decreased below 1 ng/mL at 24 h post-treatment, rebounding
after 48 h as some animals recovered from a transient decline, but the mean concentrations continued to be significantly lower than
the initial concentrations for the group due to the presence of several animals that completed luteolysis.

In ewes treated with 50 pg the concentrations of progesterone declined below 1 ng/mL by 24 h and continued below this level at
48 and 72 h, being at all times significantly lower than the initial concentrations for the group (p < 0.05), reflecting the fact that in
this group most animals experienced complete luteolysis.

3.4. Luteoprotective effect of progesterone

It has been suggested that studying animals with different responses to the same borderline luteolytic treatment can provide
valuable information regarding the causes of differential CL sensitivity (Atli et al., 2012; McCracken et al., 2012). In the present study
the dose of 25 pg resulted in close to 50% luteolytic efficacy. Thus, this group was used to evaluate the possible effects of the initial
progesterone concentrations on the response to cloprostenol. To do this, pre- and post-treatment progesterone concentrations were
compared between the ewes treated with 25 pg that completed luteolysis and those that experienced luteolytic failure after the same
dose. It was found that pre-treatment progesterone concentrations were significantly lower (p < 0.05) in the ewes that successfully

Table 4
Progesterone (P4) concentrations at different times after the administration of 25 pg of cloprostenol in ewes that completed luteolysis and ewes experiencing luteolytic
failure.

Time (h) Ewes with complete luteolysis (n = 8) Ewes with luteolytic failure (n = 10)
P4 (ng/mL) % of initial value P4 (ng/mL) % of initial value
0 2.26 + 0.24% 100% 476 + 0224 100%:
12 0.19 + 0.24" 8.4% 1.81 + 0.22" 38.0%
24 0.03 + 0.24° 1.3% 117 + 0.22" 24.6%
48 0.04 + 0.24" 1.8% 2.44 + 0.22™ 51.2%
72 0.17 + 0.24* 7.5% 282 +(.22° 59.2%

*bed values that do not share at least one common letter are significantly different (p < 0.05).
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Fig. 2. Completion of luteolysis and luteolytic failure in ewes that had progesterone concentrations above or below the mean value for the group (3.6 ng/mL)
immediately before the administration of 25 pg of cloprostenol. The distribution of responses was different between groups (p < 0.05).

completed luteolysis than in those poised for luteolytic failure (Table 4).

The animals with low initial progesterone concentrations responded to cloprostenol with an immediate reduction to less than 10%
of the initial concentrations, followed by further reduction until less than 2% of the initial progesterone concentrations remained. In
contrast, high initial progesterone concentrations apparently had a luteoprotective effect against cloprostenol because the ewes that
failed to complete luteolysis not only had higher (p < 0.05) initial progesterone concentrations, but by 12 h after treatment they had
only declined to 38% of the initial levels. A regression analysis of the data from all the ewes treated with 25 pg of cloprostenol
revealed that there was a negative correlation (r = —0.57; p < 0.01) between the concentrations of progesterone immediately
before treatment and the percentage of progesterone decline 12 h after treatment, indicating that the initial sensitivity of the CL to a
reduced dose of cloprostenol decreased as progesterone concentrations at the time of treatment were higher.

As shown in Fig. 2, almost all the animals with initial progesterone concentrations above the mean initial value for the group
(3.6 ng/mL) experienced luteolytic failure, while all but two of the ewes with initial concentration below the mean for the group
completed luteolysis. An apparent luteoprotective effect of progesterone in the ewe has been suggested before, as both Herrera et al.
(1990) and Herndndez-Cerdn et al. (2001) reported that the animals with luteolytic failure after receiving a regular dose of natural
PGF2a were the ones with the highest pre-treatment progesterone concentrations. Results of the present study suggest an even larger
role of progesterone when reduced doses of cloprostenol are administered. Table 4 shows that by 12 h after treatment with 25 pg of
cloprostenol the concentrations of progesterone in the ewes poised for luteolytic failure were 10 times higher than those in ewes
destined for complete luteolysis. This large difference was the combined result of higher initial concentrations and smaller pro-
portional declines after treatment in the ewes poised for luteolytic failure. Thus, it would appear that the initial luteoprotective effect
of high progesterone concentrations is self-reinforcing, as it permits that relatively high progesterone levels continue protecting the
CL hours after the administration of a reduced dose of a luteolytic agent. This may have an important inhibitory effect on the
subsequent cascade of events required for completion of luteolysis.

The luteoprotective effect of progesterone was not a function of the stage of the luteal phase at the time of treatment. Thus, in the
present study the differences in initial progesterone concentrations and in post-treatment profiles between ewes that completed
luteolysis and those with luteolytic failure were present both on day 6 and on day 9 (Fig. 3). Also, the effect has been found before in
ewes that were injected with PGF2a between days 7 and 10 (Herrera et al., 1990) and between days 5 and 6 post-ovulation
(Hernandez-Cerdn et al., 2001). The lower luteolytic response to commercial doses of PGF2a that has sometimes been reported in
ewes that are at the mid-luteal phase (Herrera et al., 1990) might be due more to a higher proportion of ewes with elevated
progesterone concentrations at that stage than to the stage itself.

High progesterone concentrations may directly protect the CL since increased intraluteal concentrations of progesterone interfere
with OT signalling in ovine small luteal cells and with PGF2a signalling on ovine large luteal cells (Davis et al.. 2010). Also,
progesterone suppresses apoptosis of luteal cells in the cow (Okuda et al., 2004), and it is able to inhibit the luteal PGF2a production
that occurs in response to both endometrially produced and exogenously administered PGF2a (Diaz et al.,, 2002). Luteal PGF2a
production may be part of a self-amplification, positive feedback mechanism to insure completion of luteolysis after it is initiated by
PGF2a of endometrial origin (Kumagai et al., 2014; Tsai and Wiltbank, 1997; Wiltbank and Ottobre, 2003), and it could also help to
complete luteolysis after administration of reduced doses of the hormone or its analogues (Atli et al., 2012; Contreras-Solis et al.,
2009; Tsai and Wiltbank, 1997).

High progesterone could also interfere with another putative self-amplification mechanism which may help to complete the
process of luteolysis initiated by a sub-luteclytic dose of PGF2a or one of its analogues (Kotwica et al., 1998). In this mechanism, the
administration of PGF2a would be followed by oxytocin-mediated pulsatile release of PGF2a by the uterus until luteolysis is com-
pleted (Duong et al., 2012; Kotwica et al., 1998; Wade and Lewis, 1996). It has been demonstrated that progesterone inhibits, through
non-genomic mechanisms, the binding of oxytocin (OT) to its endometrial receptor, decreasing uterine PGF2a secretion both in the
ovine (Bishop and Stormshak, 2006) and the bovine (Bogacki et al.,, 2002). There is also experimental evidence of this type of
interference by progesterone in pregnant mares, where administration of cloprostenol causes an endogenous release of PGF2a which
leads to completion of luteolysis (Daels et al., 1995), but that can be blocked by exogenous administration of progesterone or by
administration of the progestogen altrenogest, both of which can prevent completion of luteolysis even after repeated injection of
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Fig. 3. Progesterone concentrations on ewes completing luteolysis or experiencing luteolytic failure after treatment with 25 pg of cloprostenol during the early or mid-

luteal phase. At both stages of the luteal phase the pre-treatment (time 0) and post-treatment progesterone concentrations were higher (p < 0.05) in the ewes that
failed to complete luteolysis,

cloprostenol (Daels et al., 1996). It has also been suggested that part of the luteoprotective effect of eCG against PGF2a in the
pregnant mare is due to the increased luteal progesterone production induced by eCG (Flores-Flores et al., 2014).

In the present study, the group treated with 50 pg of cloprostenol was the only one in which some animals completed lutenlysis
48 h or more after reatment (Table 3). In these ewes the concentrations of progesterone remained above 1 ng/m before suddenly
falling to baseline levels. It is unlikely that such a sudden luteal regression could have been directly caused by cloprostenol that was
administered two or three days earlier. Also, and even though the lack of a control group prevents direct confirmation, it is unlikely
that luteal regression in these animals would have resulted from natural luteolysis at the end of diestrus, since they were between day
11 and 12 of the cycle when luteolysis finally occurred, a time that is too early for natural luteal regression even in ewes with shorter
than average cycles (Zarco et al., 1988). Instead, these results support the hypothesis that an auto-amplification mechanism involving
endogenous PGF2a production might be important for completion of luteolysis when reduced doses of exogenous PGF2a are injected
(Contreras-Solis et al, 2009). Even though this mechanism can be blocked by high progesterone concentrations when small-enough
doses of cloprostenol are used, the blockade could be overridden by a dose, such as 50 ug/ewe, that would be large enough to initiate
the self-amplification mechanism(s) that can eventually result in completion of luteolysis. Smaller doses can directly and rapidly
induce luteolysis in some animals, especially in those with relatively low progesterone concentrations at the time of treatment, but
are apparently not able to initiate an effective self-amplification mechanism that would allow for additonal animals experiencing
luteolysis more than 24 h after treatment.

3.5. Practical implications

As described abeve, even though a dose as small as 50 pg/ewe of cloprostenol can result in a large proportion of animals finally
experiencing luteolysis, in some of these animals luteolysis may not be caused directly by the exogenous hormone but by an auto-
amplification mechanism that might result in a variable delay of up te 72h before completion. Thus, the degree of estrus syn-
chronization achieved with this kind of reduced dose will probably not be as good as that caused by a higher dose resulting in
immediate luteolysis in all treated animals. Colazo et al. (2002), working with heifers, also suggested that small doses of cloprostenol
result in variation in the response that could depend on CL sensitivity.
3.6. Conclusions

It is concluded that high progesterone concentrations at the time of treatment are associated with a reduction in sensitivity to
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reduced doses of cloprostenol in ewes. This luteoprotective effect of progesterone is independent of the stage of the luteal phase and
may be a significant cause of variability in the response to reduced doses of cloprostenol.
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“Negar un hecho es lo mds facil del mundo. Mucha gente lo hace, pero el hecho sigue siendo un hecho™

Issac Asimov

CAPITULO 4

PERIODO CRITICO PARA COMPLETAR LA LUTEOLISIS DESPUES DE LA
ADMINISTRACION DE UNA DOSIS REDUCIDA DE CLOPROSTENOL EN LA OVEJA.

Acrticulo en preparacion
Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue caracterizar la respuesta inicial del cuerpo lteo a la
administracion de una dosis reducida de cloprostenol e identificar el momento en el que se define si
un animal experimentara o no luteolisis completa en respuesta a dicha dosis. Se utilizaron 28 ovejas
adultas gque fueron asignadas al azar a uno de tres grupos que recibieron diferentes tratamientos en el
dia 9 de la fase latea: El grupo 250 pg (n=8) estuvo conformado por ovejas a las que se les administrd
una dosis de 250 ug de cloprostenol; el grupo 10 ug (n=15), conformado por ovejas tratadas con una
dosis reducida de 10 ug de cloprostenol; el grupo testigo, a cuyas integrantes se les aplicé 1 ml de
solucion salina, (n=5). Se obtuvieron muestras sanguineas de todas las ovejas antes de la inyeccion
con cloprostenol o con solucidén salina (tiempo 0), cada dos horas durante las primeras 24 horas
después del tratamiento, y posteriormente a las 36, 48 y 72 horas. Para evaluar las diferencias en las
concentraciones de progesterona entre y dentro de grupos se realiz6 un analisis de varianza para
mediciones repetidas. EI 100 % de las ovejas del grupo 250 pg experimentaron luteolisis completa,
lo que ocurrié en solo 36% (4/11) de las ovejas tratadas con 10 pg, siendo estas proporciones
significativamente distintas (p<0.05). En ambos grupos se produjo una reduccién similar de las
concentraciones de progesterona durante las primeras 12 horas post tratamiento, pero entre 14 y 18
horas después del tratamiento las concentraciones de progesterona se comenzaron a recuperar en las
ovejas del grupo 10 pg que no completaron la luteolisis. Se sugiere la existencia de un periodo critico,
localizado entre 12 y 18 horas post-inyeccidn, en el que se define la suerte de los cuerpos luteos de

animales tratados con dosis reducidas de cloprostenol.

Introduccién
Los efectos luteoliticos del tratamiento con prostaglandina F2a 0 sus analogos sintéticos se han
estudiado en diferentes especies (Diaz et al. 2013; Fierro et al. 2017; Talbott et al. 2017; Liu et al.

2017). Después de la administracion de una dosis luteolitica de estas sustancias se produce una rapida
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disminucién en las concentraciones circulantes de progesterona (Répasi et al. 2005; EI Sherry et al.
2013). Esta dsminucion puede observarse dentro de las primeras 9 horas después del tratamiento con
diferentes dosis de PGF2a administradas como una infusion intrauterina (Thorburn y Nicol. 1971;
Atli et al. 2012), y dentro de las primeras 4 horas después de la administracion intramuscular de
distintas dosis de PGFa natural (dinoprost) 0 de su analogo sintético cloprostenol (El Sherry et al.
2013). Sin embargo, el comportamiento posterior de las concentraciones de progesterona varia
dependiendo de la dosis administrada y de la sensibilidad individual de los animales (Juengel et al.
2000; Granados-Villarreal et al. 2017).

Durante la luteolisis natural en la oveja, el intervalo entre el primer pulso de la PGF2a y el comienzo
de la luteolisis (reduccion significativa en las concentraciones de progesterona) es de
aproximadamente 9 horas, mientras que el intervalo entre el comienzo y el final de la lutedlisis es de
alrededor de 20 horas (Zarco et al. 1988). La respuesta inicial al primer pulso es similar en ovejas
con ciclos estrales de diferente longitud, pero el tiempo requerido para completar la luteolisis depende
del nimero y la frecuencia de los pulsos subsecuentes de la PGF2a (Zarco et al. 1988). Esto sugiere
gue posiblemente exista un periodo critico durante el cual se determina la suerte de un cuerpo luteo
gue ha iniciado el proceso de lutedlisis. Si en ese periodo se presentan pulsos adicionales de la PGF2a
durante la lutedlisis natural el cuerpo lGteo puede continuar con el proceso de luteolisis hasta
completarlo. En cambio, la ausencia de pulsos enddgenos adicionales permitiria la recuperacion de la

funcidn latea después de una disminucion transitoria en las concentraciones de progesterona.

Granados-Villarreal et al. (2017) sugirieron que una dosis pequefia de cloprostenol podria simular la
respuesta a un pulso natural de la PGF20, mientras que una dosis mayor podria tener efectos
equivalentes a los de varios pulsos frecuentes de la hormona. Es posible entonces que la
administracion de una dosis pequefia de PGF2a natural o de cloprostenol tenga un efecto inicial sobre
las células luteas similar al producido por dosis mayores, pero que en momentos posteriores los
efectos sean dependientes de la dosis aplicada, lo que permitiria la recuperacion de la funcion litea
cuando la dosis administrada no sea suficiente para llevar al individuo a un proceso de luteolisis
irreversible. El periodo critico en el que se define la irreversibilidad de la luteolisis debe localizarse
en algin momento durante las 24 horas posteriores a la primera exposicion del cuerpo lUteo, ya que
para ese momento existe una diferencia significativa en las concentraciones de progesterona de las
ovejas que completaran o no la luteolisis en respuesta a dosis reducidas de cloprostenol (Granados-
Villarreal et al. 2017). Sin embargo, para delimitar con mayor precision el momento en el que se

produce esta definicion es necesario realizar una determinacion mas frecuente de las concentraciones
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de progesterona que la realizada por Granados-Villarreal et al. (2017). El objetivo de esta
investigacion fue comparar la respuesta inicial del cuerpo IGteo (concentraciones de progesterona) de
la oveja después de la administracion de dosis diferentes de cloprostenol, asi como identificar el
periodo critico a partir del cual se produce una diferencia en los perfiles de progesterona entre los
grupos tratados con diferentes dosis o entre los animales que completan o no la luteolisis después de

la administracién de una dosis reducida.

Materiales y Métodos

El estudio se realizd con la aprobacion del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los
Animales de Experimentacion de la FMVZ-UNAM. Se utilizaron 28 ovejas adltas (4-7 partos) que
se encontraban ciclando normalmente. Antes del inicio del experimento fueron sincronizadas con
125ug de cloprostenol y se detectaron calores dos veces al dia con la ayuda de un macho entero
provisto de un mandil para evitar la copula. EI momento en el que se detectd el estro se considero el
dia 0 del ciclo estral y al llegar al dia 9 del ciclo (fase Iitea media) los animales recibieron uno de tres
tratamientos. Los animales del grupo 250 pg (n=8) fueron inyectados con 250 pg/oveja de
cloprostenol, que corresponde al doble de una dosis comercial ya que se buscé garantizar una
lutedlisis efectiva y completa en todas las ovejas con el objeto de tomar a este grupo como un control
positivo. El segundo grupo (Grupo 10 pug; n=15) fue tratado con 10 ug de cloprostenol por oveja,
considerando que esta seria una dosis subluteolitica de acuerdo con lo encontrado por Granados-
Villarreal et al. (2017). En el tercer grupo (testigo, n=5), las ovejas fueron inyectadas con un mililitro
de solucién salina. Aunque la asignacién de los animales a los grupos fue aleatoria, se asignaron mas
animales al grupo en el que se esperaba mayor variabilidad en la respuesta (grupo 10 pg), un menor
namero al grupo en el que se esperaba una respuesta completa y homogénea (grupo 250 pg), v el
menor nimero de animales al grupo testigo, en el que no se esperaba cambio en las concentraciones
de progesterona.

Se caracteriz0 la respuesta del cuerpo lateo a la administracion de diferentes dosis de cloprostenol
con el objeto de identificar el periodo critico para la luteolisis. Este tltimo fue definido como el
momento a partir del cual se detecta una divergencia en los perfiles de progesterona entre los
tratamientos y entre los animales que completaron o no la luteolisis en respuesta a una dosis reducida
de cloprostenol. Para ello, se obtuvieron muestras de sangre yugular para la determinaciéon de
progesterona antes del tratamiento (tiempo 0), cada dos horas durante las siguientes 24 horas, y
posteriormente a las 36, 48 y 72 horas. Las muestras se recolectaron en tubos heparinizados y se

centrifugaron para la separacion del plasma. El plasma se mantuvo a -20°C hasta su anélisis por
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radioinmunoensayo, que se realizd utilizando un estuche comercial (Coat-A-Count P4; Siemens
Medical Solutions, Los Angeles, CA). La sensibilidad del ensayo fue de 0.02 ng/ml, y los coeficientes
de variacion intra e inter ensayo fueron 7.28 y 4.89 % respectivamente. Este método empleado ha
sido validado para la oveja (Padmanabhan et al. 1995). Se consider6 que la luteolisis se complet6 en
una oveja cuando las concentraciones circulantes de progesterona se redujeron a menos de 1 ng/mly

permanecieron por debajo de ese nivel hasta el Gltimo muestreo.

Andlisis estadistico
Las concentraciones de progesterona en los diferentes momentos se compararon entre grupos
mediante un analisis de varianza para mediciones repetidas, utilizando como variables independientes

el grupo y el tiempo, con el efecto del animal anidado dentro del grupo.

Resultados

Como se observa en el cuadro 1, en las ovejas del grupo 250 g las concentraciones de progesterona
comenzaron a disminuir inmediatamente después del tratamiento y a las 4 horas post tratamiento ya
eran menores que las concentraciones iniciales para el mismo grupo (P<0.05). Posteriormente las
concentraciones continuaron bajando y fueron significativamente menores (p<0.05) que las del grupo

testigo desde las 12 horas post-tratamiento hasta que se completd el el muestreo a las 72 horas.

Las concentraciones de progesterona también comenzaron a disminuir inmediatamente después de la
inyeccion en el grupo tratado con 10 ug de cloprostenol (cuadro 1), pero no difirieron de los niveles
iniciales para el mismo grupo sino hasta las 12 horas post-tratamiento (p<0.05). Ademas, a partir de
ese momento las concentraciones dejaron de disminuir y comenzaron a recuperarse, de forma que a
las 24 horas post-tratamiento las concentraciones ya no eran distintas a las iniciales para el grupo
(p>0.05). Como resultado de esta caida temporal, las concentraciones en el grupo 10 pg fueron
significativamente menores a las del grupo testigo entre las 10 y las 22 horas post-tratamiento
(p<0.05), pero fueron similares a las del grupo testigo a partir de las 24 h post tratamiento. Por otro
lado, las concentraciones de progesterona en el grupo 10 g fueron mayores que las del grupo 250

ug entre las 36 y las 72 horas post-tratamiento (P<0.05).
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Cuadro 1. Concentraciones de progesterona en diferentes momentos después de la administracion

de 10 pg o 250 ug de cloprostenol.

Tiempo (h) Progesterona (ng/ml)
Testigo Grupo 10 ug Grupo 250 ug

0 3.2+ 0.7 3.9+0.4% 5.9+ 0.5°

2 45+0.78 3.6+£048 52+0.52

4 40+£0.78 3.3+048 3.2 £0.5%*

6 50+0.78 2.6 +0.4° 2.6 +£0.5"*

8 41+0.78 2.6 +0.42 2.8 £0.5%*
10 4.7+0.78 2.4 +0.4° 2.6 + 0.5%*
12 40+0.78 1.8 +0.4°* 1.5+ 0.5
14 3.1+£0.728 2.0 + 0.4 1.0 + 0.5
16 43+0.72 1.9 +0.4°* 0.8 + 0.5"*
18 40+0.72 2.5+ 0.4% 0.8 + 0.5"*
20 48+0.72 2.1+ 0.4 0.9 + 0.5°*
22 52+0.78 2.2 +0.4°* 0.7 £ 0.5"*
24 46+0.72 2.4 +0.4% 0.5+ 0.5"*
36 41+0.72 2.6+0.4° 0.1+0.5°*
48 41+0.72 2.7+0.4° 0.2 +0.5"*
72 4.7 +0.72 3.4+0.4° 0.1+0.5"*

ab Para un determinado periodo (renglon), valores que no comparten por lo menos una literal son
significativamente diferentes (p<0.05).

“Los valores indicados con un asterisco son diferentes del valor inicial (hora 0) para el grupo (P<0.005).

La mayoria (11/15) de las ovejas del grupo tratado con 10 pg de cloprostenol no sufrieron luteolisis
completa y solamente experimentaron una reduccion transitoria en las concentraciones de
progesterona. En la figura 1 se muestra que en esas ovejas las concentraciones de progesterona fueron
menores a sus concentraciones iniciales solamente entre las 12 y las 16 horas post-tratamiento
(P<0.05).

En contraste, en las 4 ovejas que si experimentaron lutedlisis completa en este grupo, las

concentraciones de progesterona fueron menores, a partir de las 10 horas post-tratamiento y hasta el
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final del estudio, al compararlas con las obtenidas en el muestreo inicial (tiempo 0) (P<0.05). Del
mismo modo, las concentraciones de progesterona de las ovejas tratadas con 10 de cloprostenol que
sufrieron lutedlisis completa, fueron menores a partir de las 24 horas post-tratamiento, que las de las
ovejas del mismo grupo que sélo sufrieron una reduccidn transitoria en los niveles circulantes de esta
hormona (P<0.05). Por otro lado, la lutedlisis se complet6 24 horas después de la administracion del
cloprostenol en las ovejas tratadas con 10 pg que si sufrieron lutedlisis, periodo mayor que las 16

horas requeridas para concluir este mismo proceso en las ovejas tratadas con 250 g del anélogo.

6.0 7

—— Luteolisis —© Sin luteolisis

5.0 7

4.0 7

3.0 7

2.0 1

21.0 7

0.0 T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 36 48 72

Horas despues del tratamiento

Figura 1. Concentraciones de progesterona en ovejas que experimentaron o no luteolisis completa después de
la administracion de una dosis reducidad de 10 pg de cloprostenol.”Dentro de cada grupo, los periodos en los
que las concentraciones de progesterona fueron significativamente menores (p<0.05) a los niveles iniciales se
indican con un asterisco (P<0.05). ** Para un determinado periodo, valores con distinta literal indican

diferencias significativas entre los dos grupos (P<0.05).

Discusion

En el presente trabajo la respuesta inicial del cuerpo luteo fue similar en los dos grupos tratados con
cloprostenol durante las primeras 12 horas post-tratamiento, a pesar de las grandes diferencias en las
dosis de cloprostenol administradas (250 o 10 pg), lo que se aprecié por una caida en las
concentraciones de progesterona durante este periodo inicial. Debido a que durante la lutedlisis

naturalse requiere de la generacion de mas de un pulso de PGF2a, y que el intervalo entre pulsos de
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la PGF2a antes del inicio de la lutedlisis es de 15.9 h, es posible que durante el periodo de tiempo de
la lutedlisis funcional (12 horas) se decida si las acciones luteoprotectivas de la progesterona podran
evitar el incremento en la frecuencia a un pulso cada 7.7 h, los que se asocia con la lute6lisis (Zarco
et al. 1988a).

En esta investigacion, la respuesta latea comenz6 a diferir entre los grupos después de las 12 horas.
Las concentraciones de progesterona se recuperaron gradualmente a partir de las 14 horas en el grupo
tratado con 10 pg, mientras que en el grupo tratado con 250 pg continuaron descendiendo hasta
alcanzar niveles basales (cuadro 1). Fierro et al. (2011) menciond una asociacion positiva entre las
dosis administradas y la proporcion de ovejas que detectadas en estro. Granados-Villarreal et al.
(2017) también encontraron una recuperacion en las concentraciones de progesterona entre las 12 y
las 24 h post-tratamiento en ovejas tratadas con dosis reducidas de cloprostenol. Sin embargo, al haber
muestreado cada 12 horas, no observaron la dindmica de las concentraciones de progesterona en
periodos mas frecuentes. En el presente trabajo el esquema de muestreo permitié determinar que la
recuperacion del cuerpo luteo comenz6 entre las 14 y las 18 horas post-tratamiento en el grupo tratado
con dosis reducida (Cuadro 1). Ademas, dentro de ese grupo el comportamiento de los perfiles de
progesterona comenz0 a diferir a partir de las 18 horas entre los animales que completaron la luteolisis
y aquellos que solo sufrieron una disminucién transitoria en las concentraciones de progesterona

dentro de ese mismo grupo (Figura 1).

Estos resultados concuerdan con los hallazgos de Juengel et al. (2000) quienes encontraron que la
administracion de diferentes dosis de la PGF2a natural resultaba en una disminucion en las
concentraciones de progesterona en todos los grupos durante las primeras 9 horas después de la
inyeccion y que, en los grupos tratados con dosis reducidas, las concentraciones de progesterona se
recuperaban entre las 12 y las 18 horas posteriores al tratamiento. Estos autores encontraron ademas
que la administracion de la dosis mas reducida de la PGF2a (3 mg/animal) resultd inicialmente (a las
9 h) en reducciones en las concentraciones de ARNm para StAR, similares a las que ocurrieron en
grupos tratados con dosis mayores (10 o 30 mg). En el grupo tratado con dosis de 3 mg nunca se
produjeron, sin embargo, las reducciones en las concentraciones de ARNm para el citocromo
P450scc, para 3B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa o para los receptores para la LH que ocurrieron
en los otros grupos. Adicionalmente, las concentraciones de ARNm para StAR se habian recuperado
en el grupo tratado con 3 mg para las 24 h post-tratamiento. Todo esto sugiere que, aunque las dosis
reducidas de la PGF2a natural (Juengel et al. 2000) o sintética (Granados-Villarreal et al. 2017)

resultan inicialmente en una caida en las concentraciones de progesterona, este descenso se debe casi
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exclusivamente a una disminucion transitoria en la expresion de StAR, y que dichas dosis no llegan
a impactar significativamente en la produccion de enzimas esteroidogénicas o de receptores para LH.
Por el contrario, la continuacién de la caida en las concentraciones de progesterona que se produce
después de las 18 horas en respuesta a una dosis elevada de la PGF2a si puede estar relacionada con
la reduccion en las concentraciones de enzimas esteroidogénicas (P450scc y 3-BHSD). De hecho, se
ha observado una una disminuciédn en las concentraciones de estas enzimas en el cuerpo liteo bovino
entre las 12 y las 24 h post-tratamiento (Rodgers et al. 1995), a pesar de que el ARNm puede
detectarse desde las 4 h postratamiento (Tsai et al. 2001). Esto indicaria que una dosis reducida de
cloprostenol podria activar un mecanismo de sefializacién que resulte solo en la inhibicién de StAR.
sin que la produccion de P450scc o 3-BHSD se viera afectada, con la consecuencia de que no se
produciria una reduccion defiitiva de las de las concentraciones de progesterona. En contraste, las
dosis mayores de PGF2a o de sus andlogos podrian activar mecanismos de sefializacion adicionales
que resulten en la inhibicion de la produccion de enzimas esteroidogénicas hasta resultar en la

cesacion completa de la actividad ldtea.

Por otra parte, Juengel et al. (2000) encontraron que adn la dosis mas reducida de la PGF2a natural
resulté en la presencia de oligonucleosomas en las células ldteas a las 9 horas post-inyeccién en la
mayoria de las ovejas. Sin embargo, para las 24 h posteriores al tratamiento, solo el 20 % de las ovejas
tratadas con dicha dosis continuaban mostrando oligonucleosomas. Dado que los oligonucleosomas
son marcadores de apoptosis, es probable que las ovejas que mantenian oligonucleosomas 24 h
despues de un tratamiento con dosis reducida pudiera resultar en la regresién completa del cuerpo
luteo. Debe destacarse que el 20 % de ovejas que mantenian oligonucleosomas a las 24 h después del
tratamiento con 3 mg de la PGF2a natural (Juengel et al. 2000) es similar al 27% de ovejas que
completaron luteolisis en el presente trabajo después del tratamiento con tan solo 10 pg de

cloprostenol.

La rapida inhibicion de la produccion de ARNm para las enzimas esteroidogénicas que se produce
despues del tratamiento con una dosis luteolitica efectiva de la PGF2a (Tsai et al. 2001) y que resulta
en la disminucion efectiva en las concentraciones de dichas enzimas en el cuerpo luteo entre las 12 y
las 24 horas post-inyeccion (Rodgers et al. 1995; Atli et al. 2012) podria ser responsable de la
continua presencia de oligonucleosomas 24 horas después del tratamiento (Juengel et al. 2000). La
coincidencia temporal entre estos cambios y el periodo en el cual las concentraciones de progesterona
se recuperaron en el presente trabajo, en las ovejas tratadas con dosis reducida que no sufrieron

luteolisis, podria indicar que en dichas ovejas no llega a inhibirse la expresion de enzimas
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esteroidogénicas. La disminucidn transitoria en las concentraciones de progesterona podria deberse a
la inhibicidn transitoria de la produccién de StAR. Este concepto es apoyado por los resultados de
Atli et al. (2012) quienes encontraron que en vacas expuestas a cuatro pulsos pequefios de la PGF2a
se produjo una inhibicién de la expresién de MRNA para P450scc después del cuarto pulso, el cual
fue administrado 18 horas después de iniciado el tratamiento, mientras que en animales que recibieron
solo dos pulsos en el mismo periodo de tiempo la inhibicién de la expresién de P450scc ocurrid solo
en las ovejas en las que se completd la luteolisis, y no en aquellas con inhibicion transitoria de las

concentraciones de progesterona.

Granados-Villarreal et al, (2017) sugirieron que los efectos de una dosis muy reducida de la PGF2a
podrian ser similares a los que se producen cuando un animal es expuesto a un insuficiente nimero
de pulsos enddgenos de la hormona (McCracken et al. 2012) , y que los animales que responden con
luteolisis completa a esta dosis reducida posiblemente lo logren tras la activacién de un mecanismo
de auto-amplificacion que involucra la produccion enddégena de la PGF2a iniciada por la

administracion de la dosis reducida de cloprostenol.

El papel de este mecanismo de auto-amplificacion es apoyado por los resultados del presente trabajo,
ya que en los animales tratados con 250 pg de cloprostenol (los cuales no requeririan de este
mecanismo) las concentraciones de progesterona se mantuvieron por debajo de 1 ng/ml a partir de
transcurridas 16 h después de la administracion del tratamiento, mientras que en el grupo tratado con
10 ug las concentraciones de progesterona en los animales que llegaron a completar la luteolisis solo
bajaron de 1 ng/ml a partir de las 24 h post tratamiento. Este retraso de 8 horas sugiere que estos
animales pudieron requerir de la secrecion enddgena de la PGF2a para provocar los cambios

requeridos para la regresion final del cuerpo lteo (como inhibicién de P450scc).

Por otro lado, la concentracion mas baja de progesterona en los animales a los que se les inyectaron
10 pg/ml ocurrid a las 12 horas después del tratamiento, pero las concentraciones de progesterona se
recuperaron entre las 14 y 18 horas post-tratamiento. Cabe sefialar que la progesterona nunca bajé a
concentraciones menores de 1 ng/ml. En los animales a los que se les administrd 250 pg/ml se observé
una caida en las concentraciones de progesterona amenos de 1 ng/ml a partir de las 16 horas (cuadro
1), que fue una caida definitiva ya que las ovejas completaron la lutedlisis. Esto podria sugerir la
existencia de un periodo critico, en el cual, las concentraciones de progesterona pueden recuperarse.
El periodo critico (12 y 16 h post-tratamiento) observado en este estudio corresponde con el tiempo

requerido para que se inicie la lutedlisis estructural (> 12 horas, Schams y Berisha, 2004), lo cual
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hace suponer gue, para este momento, las concentraciones de progesterona no pudieron contrarrestrar

el proceso de apoptosis inducido por la PGF2a, por lo que se dard inicio a la lutedlisis estructural.

Conclusiones

Se concluye que la respuesta inicial del cuerpo luteo dentro de las primeras 12 horas post-tratamiento
es semejante con cualquiera de las dosis de cloprostenol administradas (250 y 10 ug), sin embargo,
entre las 12 y las 18 horas después de la administracion de cloprostenol, existe un periodo critico en
el cual posiblemente se determina si la lute6lisis se completara o no en respuesta a un tratamiento con

dosis reducida.
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9

“Escribir es simplemente pensar con mis dedos’
Issac Asimov

CAPITULO 5

DISCUSION GENERAL

Los resultados de esta tesis indican que la sensibilidad del cuerpo Idteo al tratamiento con dosis
reducidas de cloprostenol depende de las concentraciones iniciales de progesterona.

El primer estudio (capitulo 2, “Respuesta estral a diferentes dosis de cloprostenol en distintas etapas
de la fase lutea en ovejas suffolk: Estudio piloto”), mostrd que las distintas dosis de cloprostenol
utilizadas en dicho experimento fueron luteoliticas independientemente del momento de la
administracion (fase latea temprana, media o tardia). Sin embargo, la eficiencia luteolitica (en
términos del porcentaje total de animales en los que se observo una lutedlisis completa después del
tratamiento), se mejora conforme se incrementa la dosis. Esto concuerda con Stacy et al. (1976),
quienes mencionan que la variabilidad en la respuesta del cuerpo luteo puede deberse a la magnitud
de la dosis administrada. Igualmente, Fukui y Roberts, (1981) utilizando dosis decrecientes de PGF2a
(8, 16 0 24 mg), encontraron una mayor proporcion de ovejas mostrando comportamiento estral con
la administracion de las dosis mas altas. EI hecho de que, en el estudio piloto de esta tesis no se
observaran diferencias en la respuesta luteolitica en relacion a la dosis, ni tampoco al momento en el
que el cloprostenol fue administrado, dificultd detectar diferencias intrinsecas en la sensibilidad del
cuerpo lateo. Sin embargo, el que una determinada proporcién de los animales en todos los grupos
no haya respondido al tratamiento, indica variaciones individuales. En ese sentido, Herrera et al.
(1990) y Hernandez-Ceron et al. (2001) observaron que los animales que no mostraron celo después
de la aplicacion de PGF2aq, eran los que presentaron mayores concentraciones de progesterona al
inicio del tratamiento, indicando que los niveles de este esteroide pudieran influenciar la eficiencia
luteolitica.

Por lo anterior, en el segundo experimento (capitulo 3 “La eficiencia luteolitica de dosis reducidas de
cloprostenol en la oveja. Efecto de las concentraciones de progesterona al momento del tratamiento™)
se evaluaron las concentraciones de progesterona antes y después del tratamiento luteolitico con el
fin de determinar si en efecto las diferencias individuales impactaban en la variabilidad de la
respuesta. Ademas, se incluyeron dosis menores de cloprostenol, para identificar aquella en la que la
proporcién de animales que respondian y no respondian al tratamiento fuera similar, para encontrar
un modelo que permitiera identificar las diferencias intrinsecas del cuerpo IUteo en respuesta a este

tratamiento luteolitico.
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En general, los hallazgos obtenidos en dicho experimento mostraron 3 posibles respuestas del cuerpo
lateo después de la administracién de dosis reducidas de cloprostenol (7.5, 12.5, 25 y 50 ug) de
cloprostenol: una minima respuesta, una disminucion transitoria de las concentraciones de
progesterona, o la ocurrencia de lute6lisis completa. La minima respuesta se relacioné a las dosis
menores de cloprostenol utilizadas (7.5 y 12.5 pg) y no se observaron alteraciones en las
concentraciones de progesterona sistémicas después del tratamiento. Conforme se incrementé la dosis
de cloprostenol a 25 pg, se observd una disminucion en las concentraciones de la progesterona
circulante, pero fue transitoria, lo cual indica que la lutedlisis se inicio, pero no se completo en estos
animales. Una disminucion transitoria de progesterona se ha observado previamente al utilizar un
tratamiento con dosis reducidas de cloprostenol en vaquillas (Colazo et al., 2002) y en vacas (Trevisol
et al. 2015). Dichos autores sugieren que la diferencia en la sensibilidad lutea podria explicar la
variacion en la respuesta del cuerpo luteo a dosis reducidas de cloprostenol. Tal disminucion podria
ser resultado de una posible interrupcion de la entrega de colesterol a la mitocondria (Trevisol et al.
2015), con lo cual se veria afectada la esteroidogénesis, y con ello, las concentraciones de
progesterona. En efecto, Juengel et al. (2000) menciona una disminucién del ARNm para StAR en
tejido luteo a partir de las 9 horas después de la inyeccion de dosis reducidas de PGF2a.

Una distincion importante entre las ovejas que sufrieron lutedlisis transitoria y los animales en los
que se completo el proceso luteolitico, fue que, ademas de la reduccion antes mencionada de la enzima
StAR, se observa también una disminucion en las enzimas esteroidogénicas 3p-HSD y P450scc, a
partir de las 24 h posteriores al tratamiento (Rodgers et al. 1995). Sin embargo, esto Gltimo no
necesariamente se refleja de manera inmediata en un descenso abrupto en las concentraciones de
progesterona, ya que la vida media de las enzimas esteroidogénica es larga (Purvis et al. 1973,
Boggaram et al. 1984). Entonces, por un lado, es posible que el cuerpo liteo puede recuperarse antes
de que se complete la lutedlisis funcional (12 horas). Por otro lado, si hay elevadas concentraciones
de progesterona, las acciones de proteccién al cuerpo luteo podrian ser mas efectivas, en términos de
contrarrestar los efectos de dosis bajas de la PGF2a o sus analogos sobre la esteroidogénesis. Ademas
de los efectos de la PGF2a sobre las enzimas esteroidogénicas, también se observa una accion directa
de esta hormona en la modulacion a la baja o al alta de factores angiogénicos y vasoconstrictores
(VEGFA, Berisha et al. 2010; ET-1, eNOS, Shirasuna et al. 2010b), que puede ocurrir en los minutos
siguientes a la administracion del agente luteolitico.

Anteriormente se mencioné la capacidad luteoprotectora atribuida a las altas concentraciones de
progesterona. Esto efecto de proteccidn no parece estar relacionado con la modulacion de las enzimas

relativas a la sintesis de progesterona o de los factores involucrados en la formacién o en la funcién
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de los vasos sanguineos, sino que parece llevarse a cabo por una via indirecta. No obstante, es claro
que las acciones de proteccion al cuerpo lGteo deben ser rapidas para contrarrestar el proceso
luteolitico de manera eficiente. Al ser un esteroide, la progesterona actia clasicamente utilizando
receptores nucleares y modificando la expresion genética, lo cual resulta en un proceso lento (horas).
Sin embargo, es posible gque la progesterona pueda ejercer sus acciones luteoprotectivas por la via no
transcripcional, ya que es una ruta mucho mas rapida (segundos o minutos) (Bishop y Stormshak,
2008). En efecto, se ha visto que la progesterona a través de la via no genémica puede disminuir
rapidamente la afinidad de la oxitocina por su receptor en las células de tejido endomotrial (Bishop,
2013), debido a un cambio en la conformacion del mismo (Dunlap y Stormshak, 2004), e inhibir la
capacidad de la oxitocina de liberar Ca?* en las células lUteas pequefias del ovino (Davis et al. 2010).
Ademas, puede inhibir el incremento en las concentraciones de Ca?" en las células ldteas grandes
inducido por PGF2a (Davis et al. 2010). Estas acciones de la progesterona son importantes ya que
por un lado la lutedlisis se induce a través de rutas mediadas por el Ca?* (Olivera et al.2007) y por el
otro, el bloguear el mecanismo de accion de la oxitocina impide la generacién de los pulsos de PGF2a
enddgena necesarios para que se complete la lutedlisis.

Se sabe que la PGF2a exdgena puede estimular la liberacion de la PGF2a enddgena tanto del Utero
como del ovario (Wade y Lewis, 1996), en donde ain un pulso de baja magnitud puede iniciar la
lutedlisis (Tsai y Wiltbank, 1997). Sin embargo, para que la lutedlisis se complete, se requiere de un
total de 5 (McCracken et al.2012) a 6 pulsos (Zarco et al.1988b) que se desencadenan a través de un
mecanismo local de autoamplificacion, en el cual participa la oxitocina.

Ademas de la regresion funcional del cuerpo luteo, que ocurre antes de los cambios morfoldgicos en
la integridad de las células luteas (Stocco et al. 2007), la progesterona debe también ser capaz de
suprimir la apoptosis en las células luteas, en aquellos casos en los que la lutedlisis no se completa.
Esto lo logra a través de la disminucion de la produccion del ARNm para Fas y caspasa-3, asi como
de la inhibicidn de la actividad de esta Gltima (Okuda et al. 2004).

De los datos presentados anteriormente podria extraerse que la progesterona podria prevenir la
lutedlisis al bloquear el segundo pulso de la PGF2 e impedir que se desencadene el mecanismo de
autoamplificacion necesario para que se complete la lutedlisis; y que su efecto protector es mas
eficiente cuando sus concentraciones son altas. De hecho, es posible que las acciones luteoprotectivas
de la progesterona contrarresten los efectos agudos de dosis pequefias de cloprostenol. Por esta razén,

la dosis de 25 pg podria permitir una recuperacién en las concentraciones de progesterona,
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probablemente debido a ambos efectos combinados: la administracion de dosis bajas de cloprostenol
y las altas concentraciones de la progesterona al inicio del tratamiento.

Un hallazgo adicional importante del segundo experimento fue el identificar un descenso en las
concentraciones de progesterona dentro de las primeras 12 h después de la administracion del
cloprostenol, independientemente de las dosis, de la respuesta final del cuerpo IGteo (con una minima
respuesta, disminucion transitoria o con lutedlisis), o de las concentraciones iniciales de progesterona.
Lo que sugiere la existencia de un periodo critico que marca la divergencia hacia la recuperacion o
hacia la lutedlisis. Durante las primeras doce horas después del tratamiento con cloprostenol se
observo una disminucion semejante entre grupos en las concentraciones de progesterona. Con esta
observacion se debe tomar en cuenta que dicha disminucidn en las concentraciones de progesterona
resulta también de la administracion de dosis reducidas de la PGF2a natural (Juengel et al. 2000), lo
que podria indicar que dicho efecto es parte del mecanismo inicial de la lutedlisis. Al observarse que
después de las doce horas los niveles de progesterona se comportan de acuerdo con la dosis
administrada (con una minima respuesta, con una disminucion transitoria o con lutedlisis), se puede
inferir la existencia de un periodo critico, en el cual se define si el cuerpo luteo completa o no la
lutedlisis. Sin embargo, se hacia necesario un intervalo de muestreo mas frecuente que permitiera
establecer con mayor detalle las caracteristicas de dicho periodo critico.

Por lo tanto, en el tercer experimento (capitulo 4, “Periodo critico para completar la luteolisis después
de la administracion de una dosis reducida de cloprostenol en la oveja”) se obtuvieron muestras
sanguineas para la medicion de progesterona antes de la aplicacion del cloprostenol, cada dos horas
durante las primeras 24 horas subsecuentes, y a las 36, 48 y 72 horas después del tratamiento. Este
esquema de muestreo permitié caracterizar la respuesta inicial del cuerpo liteo a la administracion
de diferentes dosis de cloprostenol (10 y 250 ug, y un grupo testigo), asi como el momento en el cual
se define si un animal completard o no la lutedlisis. Los resultados de la presente investigacion
pudieron corroborar que la respuesta inicial del cuerpo lateo fue similar en los dos grupos tratados
con cloprostenol durante las primeras 12 horas post-tratamiento, a pesar de las grandes diferencias en
la dosis de cloprostenol administrada a las ovejas de cada grupo (10 y 250 pg). Ademas, pudo
establecerse que la respuesta lutea comenzo a diferir entre los grupos después de las 12 horas, ya que
las concentraciones de progesterona se recuperaron gradualmente a partir de las 14 horas siguientes
al tratamiento en el grupo con 10 pg. Mientras que el grupo tratado con 250 pg continuaron
descendiendo hasta alcanzar niveles basales. Es importante destacar que las concentraciones de
progesterona al inicio del tratamiento estuvieron mas elevadas en las ovejas que recibieron una dosis

de 250 pg, lo que podria indicar que cuando la dosis de PGF2a es alta, los efectos luteoprotectivos
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de la progesterona no son suficientes para impedir la lutedlisis. Probablemente se deba a que una
dosis alta inducira de manera mas rapida y efectiva la frecuencia y el nimero de pulsos de la PGF2a.
De hecho, en la presente investigacion, los efectos de la PGF2a sobre las concentraciones de
progesterona pudieron observarse mas rapido en los animales que sufrieron lutedlisis (250 ug), que
en los del grupo de 10 pg. A las 16 horas siguientes al tratamiento, las concentraciones de
progesterona tuvieron una maxima disminucion en el grupo de 10 ug (sin llegar a ser menor a 1
ng/mL). Lo anterior podria indicar que entre las 12 y las 16 horas existe un periodo critico en el cual
se decide el destino del cuerpo Iuteo. El periodo critico descrito en esta investigacion se observa
dentro del tiempo de la lutedlisis estructural (>12 horas, Schams y Berisha, 2004). Sin embargo,
después de las 18 h se reporta un aumento en la expresion de FasL (Yadav et al. 2005), lo que permite
suponer que, para este momento, las concentraciones de progesterona no pudieron contrarrestar el
proceso de apoptosis inducido por la PGF2a, por lo que se dara inicio a la lute6lisis estructural.
Cuando se administra una dosis alta de cloprostenol, los efectos sobre la lutedlisis funcional y
estructural ocurren en forma mas rapida. Por ello, a pesar de que los efectos no genémicos de la
progesterona son rapidos, no lograron evitar la generacion de pulsos continuos de la PGF2a endogena.
Entonces, de lo anterior se desprende que si se inyecta el cloprostenol cuando las concentraciones de
progesterona estan elevadas, lo mas importante seria que la dosis inicial administrada sea lo
suficientemente alta para contrarrestar los efecto protectores de las concentraciones circulantes
iniciales de progesterona.

En base a los experimentos realizados y a la literatura consultada, se concluye que las altas
concentraciones de progesterona al inicio del tratamiento con dosis reducidas de cloprostenol, estan
asociadas a una disminucién en la sensibilidad del cuerpo liteo. Es posible que las dosis reducidas de
cloprostenol puedan iniciar el mecanismo de auto-amplificacién, pero este no se completa debido a
la presencia de las elevadas concentraciones de progesterona al inicio del tratamiento. Se concluye
gue la respuesta inicial del cuerpo luteo (dentro de las primeras 12 horas) fue similar,
independientemente de la dosis de cloprostenol utilizada, y que existe un periodo critico entre las 12
y las 18 horas post tratamiento en el cual, se determina si la lutedlisis se completa 0 no en respuesta

a un tratamiento con dosis reducida.
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