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1. INTRODUCCION

La administracion d¢e GnRH a ovejas duramte ¢l anestro estacional como tratamiento en
diferentes dosis y formas, generalmente induce una respuesta hipofisiana. Cuando se aplica en
inyecciones multiples, simulando la forma pulsétil en que se libera del hipotalamo (Yen, 1990}, y
se usan dosis bajas que van desde 75 a 500 ng, puede mducir ovulacion al provocar picos
preovulatorios dentro de las 48 horas siguientes al micio de los tratanuentos (McLeod et al., 1982
ab). Sin embargo, en una gran proporcion de los animales tratados el cuerpo Witeo formado
desarrolla vida media corta produciendo solamente un aumento transitonio en la concentracion de
progesterona, antes de sucumbir prematuramente sobre ¢l dia cuatro (Southes ¢ al , 1938).

También se observan deficiencias en el cuerpo liteo formado cuando se administran 150 ¢
300 microgramos de GnRH en una sola myeccion a ovejas en anestro estacional. En este caso, la
descarga preovulatonia de LH tiene aproximadamente el 25 % de la magnitud en tiempo de la que
ocwre en forma espontanea durante el ciclo estrual (Cnghton & al,, 1975). Generalmente esos
picos preovulatonos de LH wmducidos provocan ovulacion entre 21 y 26 horas mas tarde
(Cumming et al., 1973).

El patran y la cantidad de GnRH secretada puedsn ser determinados por un sistema
integrado que mvolucre sustancias del tipo opicide y catecolaminas. Estudios previos han
demostrado que la noradrenalina y la dopamina mhiben la liberacion de LH en ovejas en anestro.
Haveru et al. (1991), concluyen que un sistema noradrenalina neural opera en ¢l area preoptica y
que um sistemna dopamiuna actua a nivel del hipotalamo medio basal para suprnmir la frecuencia de
pulsas de GnRH durante el anestro de ovejas con 105 ovarios tactos.

Se ha establecido que péptidos enddgenos con actividad opioide modulan la secrecion de
gonadotropinas en diversas especies animales ejerciendo un efecto esencialmente supresivo. Par
gjemplo, 1a administracion de morfina (un opioide exdgemo) a ratas hembras, dismmuye las
cotcentraciones seéricas de LH (Limcoln et al., 1985), mientras que, si 3¢ myecta un antagonista de
los opioides como la Naloxona (Nx), la secrecion de LH se incrementa. Al igual que la morfina,
los péptidos opwides endogenos ¢ sus analogos opidceos eercen una mfluencia depresiva e la
secrecion de gonadotropinas, principalmente de LH.



Se pieisa que este efecto es el resultado de la mbubicion de La liberacion de GuRH a mivel
hipotalamico o cerebral alto (Rasmussen et al., 1983, Cosgrove et al , 1993). Aunque también se
ha demostrado que la inhibicion puede darse a nivel hipofisis. Sm embargo, en forma directa la
evidencia oo se ha presentado i vivo y ella fue obtenda de células prtuttarias cultivadas m witro
(Barb et al, 1990), Sin embargo, las altas coacentraciones de P-endorfina en la sangre portal
hipofiseal de ratas (Sarkar y Yen, 1985) y ovejas (Gordon et al., 1987) indican que los opioides
pueden actuar directamente sobre los gonadotrafis.

La accidn directa sabre la hipofisis presumiblemente depende de receptores dentro de ella;
sin embargo, no se han encomrado receptores para opioides en la hipofisis anterior de ovejas.

Cosgrove e al. (1993), en una revision reportan wna gran diversidad de trabajos que
estudiaron los efectos de Nx sobre diferentes especies animales y estados fisioldgicos en Ia
mayoria de los cuales y con la mediacion necesaria de progesterona combinada con estradiol
(endogenas o exdgenas) se estimula la sintesis y secrecion en niveles Optimos de LH (Brooks et
al,, 1936).

Durante la epoca de anestro, se pierde la ciclicidad por la falta de progesterona (Legan et
al, 1977), necesana para que la respuesta a Nx sea de igual magnitud a la observada durante las
fases hitea o folicular tardia. En ovejas intactas durante el anestro estacional, la Nx no afecta la
secrecion de LH (Brooks et al., 1986). En cabras, existen reportes de que la administracion de Nx
al final de un tratamiento con progestagenos para inducir la ovulacion en anestro, permite
sincronizar y mejorar las caracteristicas del pico preovulatorio; ademas de aumentar la tasa
ogvulatona reflejada en el namero de crias obtenidas. Durante ¢l anestro también es posible
estimular la secrecion de LH tratando las cabras con dosis de Nx entre 6 y 20 veces mas altas que
la dosis recomendada para humanos.

1.1. Objetivo
Con base en lo anterior este trabajo plantea el siguiente objetivo. Evaluar el efecto de la

Naloxona sobre la secrecion de LH antes o después de la estimulacion con GaRH en cabras en
anestro estacional.



1.2 Hipitesis

La hipotesis a comprobar es la siguiente: la administracion de Naloxona (INx) antes 0
después de administrar GnRH a cabras en anestro estacional, mejora (aumenta) la secrecion de

LH.



2, REVISION DE LITERATURA

2.1 Eje hipotilamo-hipcfisis

1,L.1, Hipotdlamo; caracteristicas anatomicas y fisioldgicas

E! hipotalamo, se encuentra en el cerebro, por debajo del talamo (de ahi su nombre), ocupa
una porcion del diencéfalo que forma ol piso y parte de la pared lateral del tercer ventriculo.
comprende el quiasma dptico, los cuerpos mamilares, el tuber cmereum y el infundibulo. El tuber
cmereum ¢s [a parte del piso del tercer ventriculo que se extiende desde abajo hacia el mfundibulo.
La eminencia media estd imtegrada por la parte inferior del tuber cinereum la cual contiene una
gran cantidad de vasos sanguineos que drenan hacia el tallo ptutano y que luego desembocan
para descargar en un plexo secundario en 1a hipofisis anterior (Racadot, 1990, Hadley, 1996).

El hipotilamo, contiene dos categorias de neuronas. Las primeras incluyen nieuronas
smulares a las de otros centros nervicsos, que realizan funciones analogas tales como recepcidn,
integracion, conduccion y transmision de mensajes por mecanismos caracteristicos del sistema
nervioso. El otro grupo es diferente. Aunque {as neuronas tienen fas musmas propiedades gencrales
con respecto a la rtecepcion y comduccion de mensajes, tambien funcionan come células
endocrinas, las que mas que pequefios neurotransmisores, sintetizan péptidos y sus axomes
termunan en una red capilar, con lo que sus productos secretorios son liberados directamente hacia
la sangre (Racadot, 1990).

Dentro del hipotalamo existen grupos de neuronas conocidos como nucleos hipotalamicos
que se caracterizan por estar simétncamente localizados alrededor del tercer ventriculo. Entre
ellos se encuentran: los nucleos dorsomedial, posterior, ventromedial, arcuato, supraquiasmatico,
supradptico, anterior y paraventricular (Racadot, 1990).

Los micleos supradptico y paraventnicular se componen de cuerpos celulares con axones
extendidos hacia la eminencia media que finalizan en la neurchipdfisis hacia donde secretan
oxitocina y vasopresina (Lincoln et al , 1985; Racadot, 1990; Hadley, 1996). La parte endocrnna
del hipotalamo se encuentra en el sistema neurosecretorio parvocelular que contiene neuronas
sacretorias de factores hipofisiotropicos que regulan fa funcion de la pitutaria anterior. Los
centros anatomico-fisiologicos que secretan GnRH y que controlan 1a secrecion de gonadatropinas
son de dos tipos, los que controlan la secrecion preovulatona de LH y FSH, se encuentran en el



area hipotalamica anterior, los nicleos preopticos y los mucleos supraquiasmaticos, y los que
controlan la secrecion tdmca de LH y FSH, se localizan en el niicleo ventroroedial, el nucleo
arcuato y en la emmancia media (Linclon et al., 19385; Racadot, 1990; Hadley, 1996).

El hipotilamo regula diversos procesos automiticos vitales como actividades viscerales,
equilibrig hidrice, temperatura corporal (Salvat, 1980), apetito, frecuencia cardiaca, temperatura,
compaortamiento sexual y actividad neuroendocrina; capta sefiales fisiologicas de todo el cuerpo,
como los measajes del sistema nervioso cemtral, estado metabolico, actividad funcional de
glandulas blanco y ambiente mterno. Actiia como un centro de procesamiento € mtegracion de la
informacion recibida. y luego de que la traduce, reacciona produciendo hormonas liberadoras
especificas. En lo referente a la regulacion de 1a actividad reproductiva la respuesta se da a través
de Ia hormona liberadora de gonadotropinas (GaRH), e indirectamente por medio de las siguientes
hormonas o factores: hormona liberadora de hormona del crecimiento (GHRH), hormona
mhubidora de hormona del crecimiemto (GHIH, somatostatina), hormona liberadora de tirotropma
(TRH), hormona liberadora de corticotropma (CRH) y el factor nhubidor de prolactina (PIF),
tambicn secreta oxitocma y vasopresma que se almacenan en la neurchipofisis (Hafez, 1996).

El hipotalamo puede controlar el comportamuiento sexual de vanas formas. fijacion de
esteroides sexuales e induccion lenta de la motivacion sexuval, control directo de la actividad

sexual, y satisfaccion sexual.

2.1.1, Sistema porta hipotaldmico-hipofisiarie

Mediante un complicado sistema de circuito cerrade de comunicacion sanguinea lamado
sistema porta hipotalamuco-tupofiseal se constituye el inico medio a través del cual los mensajes
neurchormonales hipotalamicos son transferidos a la hipdfisis amterior, esta seric de vasos
anastomozados, permite, en algunas areas, la cuculacion sanguinea fisiologica en reversa que
permute al huipotalamo recibir mensajes directamente de la prtutana (Racadot, 1990).

2.1.3, Hipdéfizis, caracteristicas anatémicas y fisioldgicas

La hipofisis, cuyo ongen durante el desarrolio embrionario es a partir de tejido ectodermal
y de Ia faringe (Bolsa de Rathke), es un drganc glandular, pequedio y rojizo, situado en la silla
turca y pendiente del cerebro por un pediculo ¢ tallo piturtario. Consta de dos lobulos: el antenior,
prehipdfisis, adenchipofisis, pars anterior o distalis de textura glandular, y el posterior,
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neuratupofists, pars nervosa 0 cuerpo infundibular, de textura nerviosa, entre ambas se
encuentran la pars mtenedia, de textura epitelial y el Wbulo o pars tuberalis que en el humano
adulto estan fusionadas a [a hipéfisis anterior, ya que Do existe un limite aparente entre estas
estructuras (Racadot, 1990).

La hipofisis es una glandula de secrecion intema, que produce numerosas ¢ importantss
hormonas. Las de la pars anterior regulan el crecimiento de todos los tgjidos organicos, dingen el
desamrollo y la funcion de la tiroides, corteza suprarremal, gduadas y probablemente las
paratircides e mducen la lactacion. Las del lobulo posterior afectan la presion sanguinea, la
contractibilidad de los musculos lisos y Ia funcion renal. La pars mtermedia elabora una hormona
de dispersion de los melandforos (hormona estimulante de Jos melanocitos, MSH) cuya funcion
prinicipal es contralar Ia pigmentacion con melanina en la piel de muchas especies de vertebrados
(Hadley, 1996).

El lobulo anterior con aproximadamente 400 mg es la porcion mds grande de la pituitana.
Esta formado por cordones anastomosados limitados por una [dmina basal y separados por
captlares y espacio perivascular con cantidades vanables de tejido conectivo. Esos cordones
generalmente se componen de varias capas celulares can diferentes tipos de células existiendo en
su mtenor. Algunas estan situadas en la penferia donde hay una gran area de contacto con la
lamma basal. Qtras, dentro del cordon, se comunican solameate con la penferia mediante
extensiones de diferente tamafio (Racadot, 1990). No existz una mervacidn funcional significativa
de 1a adenchipdfisis desde el hipotalamo o la neurchipdfisis. En su lugar, una nta humoral via
sistema porta hipotalamico-hipofiseal provee las sefiales necesarias para l2 comunicacion entre el
hipotalamo y a hipofisis (McCann, 1988).

Las caracteristicas morfologicas y de tincion de las estructuras citoplasmucas diferencian a
las celulas prtuitarias. Usando el microscopio optico, es posible distmguir diferentes tipos de
celulas y que dependiendo de la afinidad de su citoplasma a tinciones acidas o basicas pueden ser:
acidofilas, basofilas y cromofobas (McCann, 1938). Usando la microscopia electranica se pueden
hacer subdivisiones de acuerdo al tamafio y numero de granulos secretonios, lo cual caracteriza
funcionalmente los diferentes tipos de células. Con esta base se tiene que ceélulas somatotropicas,
secretan honmona del creciruento (GH); células lactotropicas, secretan prolactina (PRL), células
adrenocorticatrdpicas, smtetizan hormona adrenocotticotrapica (ACTH) y sus péptidos
relacionados, células tirotropicas, secretan hormona esumulante de la tiroides (TSH), y células
gonadotrapicas, que sintetizan y liberan a la circulacion sangumea hormona lutemizante (LH) y



hormona foliculo estimulante (FSH), Existen otro tipo de células conocidas como cclulas
foliculares, las cuales aparentemente no producen alguna hormona pero son capaces de realizar
fagocitosis y pueden tener una funcidn importante ea el imtercambio de woes. En el caso de células
gonadotrépicas la mayoria produce y libera ambas gonadotropinas, FSH y LH, mientras que solo
ub pequefio nimero libera solo alguna de las dos. Para las células somatotropicas y lactotropicas
en la pituitaria adulta normmal, se ha observado que algunas son mmunoreactivas para ambas
hormonas (McCann, 1988; Racadat, 1990). La remocion de la hipofisis ocasina atrofia de la
carteza adrenal, de la tiroides y de las génadas (Hafez, 1996).

El ingreso de hormonas hacia y la Liberacion de sustancias desde el sistema vascular, son
favorecidos por la presencia de capilares fenestrados dentro d¢ la glandula. Ya que la
suplementacion vascular es principalmente de naturaleza portal, la presion de los capilares ea la
glandula es muy baja muentras que la permeabilidad es alta. La situaciou puede ser analoga a los
sinusoides hepaticos con alta permeabilidad no solo a las hormonas proteicas pituitarias sino que
tambidn a las protemas plasmaticas. De ahi que, un balance entre la presion hidroestatica y la
presion coloide osmotica tienda a producir ultrafiltracion y dar lugar a que el consumo de liquide
extracelular se alcance en presiones sinusoidales muy bajas (McCann, 1988).

2.2. GnRH

2.2.1. Sitios de sintesis

La produccion mtracerebral de Ia hormona liberadora de gonadotropmas (GnRH) se
localiza en dos poblaciones de neuronas. Las primeras tienen sus cuerpos celulares en el area
predptica media, mmediatamente por eucuna del quiasma oplico y Sus axones s€ proyectan
caudalmente para termmar en la eminencia media. La segunda poblacion de neuronas secretoras
de GnRH tiene sus cuerpos celulares localizados en vecindad con el aucleo infundibular y sus
axones relativamente cortos se proyectan a la eminencia media, donde los axones termunales
finalizan en yuxtaposicica a los capilares portales hipofisianios (McCann, 1988).

Las rutas neurosecretorias del GnRH incluyen las neuronas del grupo medio basal que
alcanzan la red prunania de capilares del sistema portal hacia el cual la neurchormona es Liberada
y llevada a la hipofisis anterior. También hay un grupo de neuranas productoras de GuRH en el
area preoptica temmunal, las cuales alcanzan los capilares en la lamina terminal y posiblemente por



canducto de la arteria hipofisiaria superior, y se comectan al sistema porta hipotalimico-
hipofiseal. Su significado funcional oo se conoce (Racadot, 1990)

El GnRH, es contenido exclusivamente en granulos secretorios los cuales tienen un
diametro aproximado de 75 a 95 nm. Estin presemtes en las terminales nerviosas cerca de la
membrana basal de capilares fenestrados del sistema portal: El GnRH, es almacenado en las
terminales nerviosas en la region externa de la eminancia media amtes de ser liberado por
extrusion del contenido de los granulos secretonios hacia el sistema portal. También se ban
identificado algunos pericanons dispersos en la zona que se extiende desde el nucleo preoptico
hasta la porcion caudal del tuber infindibulo. El GnRH, también ha sido localizado en terminales
nerviosas del organo vascular de la limina terminal y en las células ¢pendimales y subependimales
del organo paraventncular, tales como el organo fomical, el organo subcomisural y & centro
postremo. El significado del GnRH en el organo paraventricular no es claro. El GeRH, también es
sintetizado en areas cerebrales extralupotalarmucas y en tejidos gonadales, suginendo con esto una
complejidad en las funciones probablemente paracrinas y centrales del peptido (Labrie, 1990)

2.2.2. Caracteristicas quimicas y fisicas

El LHRF o GaRF (factor liberador de LH o gonadotropmas) fue descubierto en 1960 pero
no fue smo hasta 1971 cuando se punfico en primera instancia a partir de hipotdlamos de cerdo y
en el musmo aio, tambien fue confirmado en la oveja. Se demostrd que en su estructura quinuca
era un decapéptido. Con ese hecho cambid su nombre por el de hormona liberadora de hormona
lutemizante o de gonadotropinas (LHRH o GnRH). Estos nombres se deben a la controversia
existente en &l sentido de que si es un factor u hormona liberadora para cada gonadotropina (LH y
FSH), o una para las dos, ya que el GnRH estimulz la liberacion de ambas. Existe poca evidencia
{pero existe) que udica la biberacicn de FSH y LH por separade, sm embargo, esta condicion
puede ocurrir despues de lesiones hipotalarmicas, estimulaciones exogenas y en una vaniedad de
estados fisiologicos, esto permite suponer la existencia de un factor liberador para FSH (McCann,
1988).

El GnRH maduro es un péptido de 10 aminoacidos con amino y carboxilo termmales
bloqueados, surge por desdoblamiento de un péptido precursor de 92 ammoacidos.

Puo-Glu-Hist-Trp-Ser-Tu-Ghi-Leu-Arg-Pro-Gli-NH;

1 2 3 4 5 6 7T 8 9 10



El DNAc del gen precursor del GnRH, ha sido clonado. Este encoda el decapéptido
precedido por una secuencia de sefial de 23 aminoacidos seguido por ¢l triplete Gly-Lys-Arg,
necesario para ol procesamiento enzimatico y la anudacion cterminal del GnRH. Los siguteates
56 ammodcidos forman la porcion c-terminal del precursor y constituyen el péptido asociada al
GuRH (GAP por sus siglas en Inglés), al cual se le ba descubierto una funcion imhibidora de la
secrecion de prolactma. La mmumizacion activa cantra el GAP en conejos, provocd un aumento en
la secrecion de prolactina Ademds, el GAP estimula la secrecion de gonadotropinas en cultivos
celulares de pitustana de ratas. Esta propiedad tambien se ha demostrado por un peptido sintético
que contiene los pnmeros 13 anunodacidos de la secuencia del GAP, Este péptido no mteractua con
receptores preuitarios para GnRH, y de ahi que la prohormona del GnRH contiene al menos dos
peptidos disttos capaces de estimular la Liberaciin de gonadotropinas. Los 13 amunoacidos del
péptido no afectan la secrecidn de TSH o PRL. La misma prohormna es sintstizada en areas
cerebrales extrahipotalamicas y tejidos gonadales sugiriendo wna complejidad en las funciones
paracrinas y centrales de los péptidos hormonales (Labrie, 1990).

El GnRH tienie una vida media plasmatica de tres a seis minutos (Ascoli y Segaloff, 1996).
Al mismo tiempo que se han ido implomentando diferentes usos terapéuticos para el GuRH, se
ban ido desarrollando antagomistas y agomistas amalogos superactivos del GnRH Con la
identificacion quimica del GnRH y su sintesis, una nueva y poderosa droga llego a estar
disponible para el manejo reproductivo y la medicma de la produccion de ganado. Las akeraciones
en la estructura quimica de Iz molécula nativa de GuRH han llevado a la sintesis de agonistas
potentes de GnRH. Geperalmente las sustituciones mvolucran el reemplazo de las moléculas de
glicma (Gly) en las posiciones 6 y 10, con un D-ammoicido en la posicion 6 y/o un grupo N-etil-
amida ea la posicion 10. Existen anilogos y agonistas del GnRH disponibles comercialmente:
Buserelin' (D-Serina en la posicion 6 y etilamida en la posicion 10), GaRH' nativo (Tetrahidrato-
diacetato de gonadoreln), GnRH® pativo (Hidroclorido de gonadorelin), y Acetato de fertirelina’
(Etilamida en la posicion 10, Thatcher et al , 1993).

El disefio de los agonistas de GnRH se realiza con los propositos de reducir sus tasas de
depuracion m vive y aumentar su potencia, por lo cual so busca la estabilizacion de la molecula
contra el ataque enzimatico, el aumento en [a unién de las proteinas plasmiticas y membranas,

! Receptal, Hoechst AG, Frankfurt, Alemania.

? Cystorelin, Sanofi Animal Heaith, Overland Park, KS.

? Factrel, Fort Dodge Laboratories, Fort Dodge, IA.

“ Ovalyse, Takeda Chemical Industries, Ltd., Osaka , Japén.
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ademas, de meremertar la afiudad por los receptores naturales para el GaRH (Conn y Crowley,
1991).

Los cambios por los D-aminoacidos de la posicidn 6 y por la dietilamida en La posicion 10,
permuten grandes diferencias en la potencia bwologica observada en la respuesta lupofiseal a través
de la secrecion de las gonadotropinas LH y FSH (Chenault et al., 1990). Las reportes mdican que
en comparacion con el gonadorelin, el acetato de fertirclina fue de cuatro a diez veces mas
potente, nuentras que el Bursereln, alcanzé hasta 50 veces mas patencia. Los efectos anteriores
fueron medidos en secrecion de LH y FSH durante la fase hitea de bavinos (Chenaukt et al ,
1990). Con base en los efectos causados por una dosis moderada seguida de una dosis baja de
esos productos, los gonadotrofos de la pituitana llegaron a ser aparentemente refractanos al
GnRH, arriba de 48 horas después de la inysccion de dosis mas grandes o iguales a 50 pg de
acetato de fertirelina, 500 pg de gonadarelina y 10 pg de Buserelina. Una inyeccion intramuscular
(m) simple de GuRH o sus agorustas, da lugar a un aumento predecible en Ia liberacion tanto de
LH como de FSH en la curculacion penfénca en un periodo superior a tres horas (Thatcher et al.,
1993).

Los analogos superactivos del GnRH se desarrollaron primero con el proposito de mejorar
el coatrol de la fertiidad Exsten vanos sinteticos de GnRH (Labne, 1990, Ascoly v Segaloff,
1996), como ejemplo se mencionan los siguientes:

GuoRH native Potencia Biologica
Pirg-Glu-Hist—Trp—Ser—Tir—-Gli--Len—Arg—Pro—Gli—-NH; i
I 2 3 4 5 6 71 8 9 10
Anilogo
D-Lew NH- 3
N-Etil-NH, 4
D-Ala NH, 4
D-Ala N-Etil-NH, 14
D-Ser N-Etil-NH; 20
D-Leu Etil-NH, 30
D-Phe Etil-NH» 115
D-Nal N-Etit-NH;
D-Trp N-Etil-NH, 14
D-His N-Etil-NH; 110

Aunque esos peptidos generalmente se admmistran por via subcutanea, la fuerte actividad de
algunos de esos campuestos permiten la administracion intranasal

En contraste coa los analogos agomistas, los antagonistas del GnRH han sido mas dificies
de disefiar. Gran parte de los antagonustas de primera generacion no resultaron dtiles en clinica
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porque también desencadenaban liberacion de histanuna y reacciones anafilacticas en animales,
problema que han venido a evitar los nuevos antagonistas (Karten y Rivier, 1986 citados por
Ascoli y Segaloff, 1996). El desarrollo de compuestas antagdnicos, tiene su uso potencial én el
campo de la anticoncepcion y enfermedades hormonales. El uso experunental de antagonicos, e
la actualidad tiende & confirmar la accion en ciertos niveles de las hormonas a las cuales
contrarresta (Labre, 1990).

2.2.3. Contral endigeno de la secrecion

Una diversidad de transmusores y neuropéptidos participan en el control de la secrecidn de
gonadotropmas. A mivel hipotalinuco, la regulacion de la secrecion de GonRH mvolucra
noradrenalma, acido y-amino-butinco (GABA), glutamato, angiotensina II, neuropéptido Y,
neurotensina y S-hidroxitriptamina, asi como también interleucinas 1 y 2. Las neuronas
dopaminergicas hipotalamicas son estimulatorias de la liberacion de GnRH desde las neuronas
parvocelulares. La secrecion de dopamina por si musma es whibida por las neuranas
encefalinérgicas. Por lo tanto una encefalma, tal como la met-encefalina actua indirectamente eq ¢l
control del GuRH y en la de LH y FSH. Los esteroides ovancos pueden ejercer efectos ya sea
positivos o negativos sobre la secrecion de LH y FSH al aurrentar o disminuir la sensitividad de
las c€lulas de la hipéfisis al GnRH (Kordon y Drouva, 1992).

2.2.3. 1. Neurotransmisores

Entre los prncipales neurctranswusores secretados por el hipotalamo o la hupofisis se
pueden hacer tres grupos. uno de ammoacidos, otro de aminas bwgenicas y uno mas, que
comprende los neuropéptidos.

Dentro del grupo de amuncdacidos, estan ¢l GABA, la glicma, los acidos glutamuco y
aspartico, la prolina y la taurina. En el grupo de aminas se incluyen acetilcolina, dopamuna,
norepinefrina, epinefrina, seratonina e histamina. Entre los neuropéptidos estan. angiotensina IL,
bombesma, camosmma, colesistocwina, dinorfina, P-endorfina, leu-encefalina, met-encefalma,
gastrina, GnRH, neuromedina K, oeurotensma, ueuropeptide Y, oxitocina, prolactna,
somatomedina, sustancia K, sustancia P, TRH (hormona liberadora de tirotropina), VIP (pépudo
wtestmal vasoactivo) y vasopresina (Glowinsla, 1990).
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La interaccion de los neurotransmisores con sus receptores resulta en la apertura de canales
ionicos o la formacion (o0 movilizacién) de segundos mensajeros. Varios canales de iones
quimodependierntes estan intimarmente asociados con, o constituidos por proteinas receptoras. Se
han identificada varias moléculas consideradas como segundos mensajeros activadas despues de
que las hormonas entran en accion a mivel deo la membrana celular. Entre ellas se pueden
mencicnar monofosfato de adenosma ciclico (AMPc), monofosfato de guanidma (GMPc),
diacilglicerol y el sistema calcio-calmodulina. Esos segundos mensajeras actian especificamente
sobre ciertos grupos neuronales y participan en la fosfonlacion de diversas proteinas teniendo
comw resultado una funcion biologica que en su momento puede ser importants como la formacion
de receptores, canales ionicos, enzimas nvolucradas en la sintesis y liberacion de mediadores
quinucos, citoesqueletos proteicos, proteinas mvolucradas en la expresion de genes o mhibidores
endogenos de la fosfatasa (Glowinki, 1990). Los estudios mas extensos para establecer el efecto
de los neurotransmisores sobre los factores hipatalamicos han sido con expenimentos donde se

contemnpla la secrecidn de gonadotropinas.

2.2.3. 2 Aminas biogénicas
Adrenalina y noradrenalina

Las neuronas que producen los factores liberadores estan en contacto $maptico con
neuronas que producen neurotransmusores. El hipotalamo esta ncamente constitwudo por fibras
nerviosas monoamingrgicas. Hay una fuerte emtrada de fibras noradrenérgicas desde los cuerpos
celulares de las neuronas localizadas en el tallo cerebral La distribucion de esas neuronas ha sido
mapeada por histoquirmica fluorescente. Existen también neurcnas posiblemente ongmadas en el
tallo cerebral que contienen epmefrma y cuyos axoues finalizan y entran en coatacto con celulas
del hipotalamo (McCann, 1988).

Al parecer hay smapsis noradreneérgicas exitatorias que median no solamente Ia liberacion
preovulatoria de GnRH, smo que también mcrementan la liberacion del decapeptido despues de la
castracién. En el caso de la liberacién preovulatoria de GnRH, las sinapsis pueden estar en la
region hipotalamica preoptica antenior, mientras que en el caso del wcremento cbservado luego de
la castracion, las smapsis pueden estar en la otra poblacion de neuronas de GnRH, localizadas en
el nucleo arcuato (McCann, 1988). Las neuronas liberan transmusores que actuan em los
receptores presmapticos para ncrementar o dismmuir la liberacion de norepmefrina. En ratas,
existe evidencia abundante que la liberacion de norepinefrina en el area predptica media, desde las
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termmaciones de las rutas noradrenérgicas ascendentes es necesana para que ocurma la descarga
de GnRH (Ramircz et al., 1934)

Steele y Ganong (1986), proponen que en los sistemas de comtrol noradrenérgicos de la
region predptica media, puede estar involucrada la angiotensina [ intraventricular, ya que cuando
fue detectada en esa zona, provoco un aumento en la liberacion de norepinefrina que a su vez
disparo la liberacion de GnRH y consecueutemente la de una descarga tipo preovulatono de LH.
Este hecho se observd en ratas hembras duramte el proestra. Los mismos autores (Steele y
Ganong, 1986), destacan el papel do [a angiotensina debido a que al admunistrar saralasin, una
droga bloqueadora de los receptores de angiotensina LI, o enalaprlat un whibidor de la enzima que
conviertz la angiotensma, se bloquea la descarga espoatanea de LH y la ovulacion Ademis,
consideran que una accion bloqueadora del efecto estumulatono de la angiotensma If se cbserva
después de administrar drogas antiadrenérgicas e mducir wa deplesion de catecolarmnas

Dopamins

Onginalmente, la dopamma se consideraba como precursora de la noradrenalina; sin
embargo, prucbas efectuadas en distinas regiones del sistema nervioso central (SNC) revelaron
una notable diferencia en las distribuciones de dopamina y noradrenalina. De hecho, mas del 50 %
del comenido del SNC de catecolaminas es dopamina. En el roedor, existen tres clases
morfologicas de neuironas dopamuinérgicas: 1) de proyeccion ultracorta, 2) de longrtud mermedia
y 3) de proyeccion larga. Todas estan implicadas en el proceso reproductivo, pero por su
localizacion, las de longitud intermedia estin directamente relacionadas con el control de la
actividad reproductiva, principalmente por la cercania anatormica que guardan con la emmencia
media dentro del hipotalamo tuberoso ventral y con el Jobulo intermedio de la hipofisis. Estan
ademas, relacionadas con neuromas insertohipotalamicas que conectan a las porciones dorsal y
posterior del hipotalamo con los nucleos septales laterales, y pequenias series de neuronas dentro
del perimetro del nicleo motor dorsal del vago, el micleo del haz soltario y la sustancia gris
penductal (Bloom, 1996).

La dopamma al parecer tiene efectos estunulatorios y tambien inhibitonos sobre la LH. La
evidencia es confusa, y de llegar a tener algo que ver, en la actualidad su papel parece que no es
tan importante (McCann, 1988). Al momento se han wdentificado dos tipos principales de
receptores para dopamma: D1 y D2. Farmacologicamente, ambos son distintos, teniendo diferente
afinidad por los compuestos ya sea endogenos o exogenos. Los receptores D1 incluyen los
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subtipos D1 y D5 y su accion primordial se centra en la activacion de la ademl-ciclasa, nuentras
que los receptores tipo D2 con los subtipos D2 cortos, D2 largos, D3 y D4, todos se acoplan can
multiples sistemas efectores. Los subtipos D2 largos y cortes actian inhibiendo la adenil-ciclasa,
suprimiendo las corrientes ionicas de calcio (Ca®") y activando las de potasio (K"). No se han
definido los sistemas efectores a los que se acoplan los receptores D3 y D4 (Bloom, 1996).

La S4udroxitnptamina, tambien llamada serotonina, cuando se emcuemtra en el suero
sanguineo ¢ enteramina cuando se encuentra en el intestino, forma parte de los compuestos
intermediarios para la elaboracion de melatonma (Baulieu 1990; Bloom, 1996)). No se encontrd
explicacion sobre su accion directa sobre la secrecion de GnRH y por consecuencia sobre la
sacrecion de las gonadotropinas. Probablemente su efecto sea indirecto y relacionado con su
categoria de precursor de la melatonma. Cuando se myecta serotomina exogena en el tercer
veatriculo en castrados, puede mhibir la liberacion de LH. Esto wmdica que es un transmisor
mhibitorio, pero otra evidencia sugiere que puede facilitar la liberacion preovulatoria de LH.

La histamina puede estimular la liberacion de LH después de la myeccion intravemtricular
de grandes dosis, pero no es claro si esto tiene significancia fisiologica (McCann, 1988) Existe
evidencia cansiderable para estabiecer una relacion colinérgica en la liberacidn de gonadatropinas,
ya que rmucromyecciones sistemativas de atropma al tercer ventniculo ¢ unplantadas deriro del
hipatilamo, pueden bloquear la liberacion de gonadotropinas (McCann, 1988)

Existe una disminucion en {a secrecion de gonadkxropinas en respuesta al estrés, el cual esta
ampliamente relaciouado con la liberacion en el momento, de epwefrma y norepmefrwa. Sin
embargo, las sustancias que reprimen la sintesis y Liberacion de las gonadotropinas son los
péptidos opioides. Esto se comprobd al administrar experimentalmente antagonistas de las
endorfinas {Kolb, 1989),

2.2.3.3. Peptidos apioides enddogenas (POE)

Desde hace cientos de anos, con el empleo del opio en antmales y hombres, se sabe que este
tipo de sustancias actian como analgésicos. En 1806, se introdujo lz morfina para el tratamiemo
del dolor, pero tanto €sta, como el opio terian el mconveniente de que producian adiccion y
depresion del sistema respiratario.

Los POE, fueron inicitalmente descritos por Hughes e al. (19735), citado por Flores & al.
(1995}, con base en trabajos previos como el de Collier y Roy (1974), reportaron que la morfina
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mhibio el aumento en el AMP¢ producido por las prostaglandinas en el cerebro y la Naloxona, un
mhibidor competitivo de la morfina, bloqueo ese efecto.

Con ¢ descubrimiento de los receptores opiaceos, se abnd una nueva era en el estudio de
las vias y fisiologia de 1a analgesta. A partur de los afios ochenta, se micid un nuevo e importante
campo de la neurobiologia, el estudio de los efectos de los opicides y de péptidos endégenos de
secrecion y accion similar a opioides en el sistoma nervioso. Aunque ¢l opio ha sido usado por
siglos, recteatemente se demostro la union especifica de morfina marcada con radicactividad a
receptores en e SNC. Esta demostracidn llevo a investigar la existencia de sustancias endégenas
capaces de unirse a los mismos receptores, encontrandose dos peatapeptidos que no solo se unian
a los receptores inhibiendo la unién de la morfina a las células del SNC, sino que tenian los
efectos bioldgicos simulares a los de la morfina. Ellos se conocen como Met-encefalma (H-Tir-Gli-
Ghi-Fen-Met-OH) y Leu-encefalina (H-Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-OH).

Las endorfinas {Cheema et al, 1991; Ciarcia et al, 1994; Kunos et al , 1980); dinorfinas
(Przewlocki et al 1982), y encefalinas (Ruda, 1982), que son diferentes tipos de péptidos opioides
endogenos han sido mvolucrados en varios sistemas de control endocrino (Byerley et al, 1992) y
del comportamiento (Cheerna et al., 1991) en una gran variedad de especies animales, entre los
cuales se encuentran ovinos, caproos, equinos, porcings, bovinos. venados, roedores (Byerley et
al., 1992; Aurich &t al., 1994) y humanos (Delitala et al , 1994)

Por el momeato, exssten tres familias importantes de opiacecs que derivan de los siguientes
precursores: 1a proopiomelanacortina (POMC) que ongna ACTH. f-endorfina y tres copias de la
hormona estimulante de los melanocitos (MSH); la proencefalma que comtiene una molécula de
Leu y 6 de Met-encefalna, y produnorfina a aprtir de la cual se smtetizan las o y P dinorfina y las
a y P necdmorfina, fas cuales contienen en su estructura Leu-encefalina (Baubeu, 1990, Reisme y
Pasternak, 1996). Existe la posibilidad de que el origen evolutivo de este grupo de compuestos sea
el mismo. Sin embargo, el grupo mas estudiado es el de POMC Se han descubserto diferentes
sitios de sintests, a mvel hipotalamico en el nucleo arcuato. A mivel del nucleo del tracto solitano,
también se han detectado P endorfinas en las fibras y terminaciones de la médula espinal, las
cuales estan relacionadas con el dolor. Su origen probablements sea supraespinal (Baulieu, 1990).
1.- Péptidos derivados de proencefalina A ¢ proencefaling:

Met-encefalma: Tu-Gli-Gli-Fen-Met
Leu-encefalma: Tir-Gli-Gli-Fen-Leu
Heptapéptido: Tir-Gli-Gli-Fen-Met-Arg-Fen
Octapeptido: Tur-Gli-Gli-Fen-Met-Arg-Gli-Leu
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.- Péptidos derivados de proencefalina B o prodinorfina:

Dmorfina A: Tir-GU-Gli-Fen-Leu-Arg-Arg-lle-Pro-Lis-Leu-Lis-Trp-Asp-Asn-Gln
Dmorfina B: Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-Arg-Arg-Gin-Fen-Lis-Val-Val-Tre
a-nieoendorfina: Tir-Gl-Gli-Fen-Leu-Arg-Lis-Tir-Pro-Lis

p-necendorfina: Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-Arg-Lis-Tir-Pro

3.- Péptidos derivadas de POMC:

B-endorfina; Tir-Gli-Gl-Fen-Met-Tre-Ser-Glu-Lis-Ser-Gin-Tre-Pro-Leu-Val-Tre
-Leu-Fen-Lis-Asn-Ala-lle-lle-Lis-Asn-Ala-Tir-Gli-Lis-Lis-GlLi-Glu
(incluye ea si misma una secuencia de Met-encefalma por molécula)
Los receptores opiaceos son sitios de recomocimiento moleculares que estan unidos
esterecespecificamente e interactuan con los opioides y pueden responder a interacciones
semejantes para desencadenar una respuesta celular (Kania et al., 1991).

Receptores opioides

M (1) A (5) K (k)
Morfina ++ + -
Encefalinas + ++ -
Dinorfinas + ++
f-cndorfina ++ + -
Naloxona +t + -+)

++ significa alla afinidad. +y - indican baja o ninguna afinidad. Pépudas naturales con ++ san
prebablemente los ligandos endogenaos de los receptores cortespandientes (Baulisu. 199Q).
(+) actividad repontada por Reisine y Pasternak (1996)

En el sisterna nervioso central (SNC), se han detectado cuatro tipos de receptores opioides,
establecidos de acuerdo a la relacion con la droga a la que se unen, i, de morfina; k, de
cetociclazocma, 8, de deltorfina; o, de SKF 10 047¢ N-alil normetazocina. Cada uno de ellos
puede incluir diversos subtipos los cuales determinan en gran parte la actividad biologica que los
opioides realizan en ¢l organismo (Baulieu, 1990; Reisine y Pastemak, 1996).

Los péptidos opioides tienen propiedades analgesicas, causan disminucion en la actividad
motora y reducen la respuesta a estimulos nocivos. Estos compuestos a menudo son sumetizados
€1 neuranas, conjuntamente con otros neuropéptidos y/o neurotransmusores. Esos peptidos son
abundantes en varias partes del hipotalamo; ellos modifican la funcioa del oscilador generador de
pulsos, dismmuyendo 1a frecuencia de pulsos de LH durante la fase hitea (Ferin et al, 1984) y
modificando la secrecion de las diferentes hormonas hipotalanuco-hipofisiarias, con efecto
positivo al aumentar la secrecion de prolactina, hormona del crecimiento y la estimulante de la
tiroides; su efecto es megativo al dismunuir las hormonas adrenocorticotropica, vasopresma
oxitocina, luteinizante y foliculo estimulante (Baulieu, 1990).
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Efectos de estimulacion sobre receptores opivides (Sancho, 1988 Reisine

M (W K () L)
Analgesia supraespmal Analgesia supraespnal Estunulacion
ventilatoria
Analgesia espwmal Analgesia espmal Estiraulacion
simpatica
Depresion respuratoria Receptores muxtos, p,o Midriasis
Hipotermia Aumenta alimentacion Traquipnea
Miosis Baja transito gastromtestmal. Taguicardia
Euforia Nduseas
Dependencia fisica Vomitos
Aumenta prolactina Alucnaciones
Aumenta somatotropina Disforia
Reduce acetilcolina
Reduce dopamina

Aumenta alimentacion
Baja ransito gastromtestnal

El metabolismo de las encefalinas, que son los peptidos opioides mas abundantes, se debe
prucipalmente a las encefalinasas, las cuales son metalopeptidasas Los whibndores especificos de
estas enzimas, por ejemplo kelatorfano, pueden producir analgesia fisialogica al dismunuir el
metabglismo mactivador. En ultimas fechas se ha ido emtendiendo al considerar las mukiples
estructuras quinucas, sitios de sintesis, €l hecho de que no pasan la barrera hemato-encefalica y la
amplia distribucion de sus receptores (Baulieu, 1990).

Los peptidos opioides estan involucrados en las rutas que nhiben la secrecion de LH al
reducir la amplitud y la frecuencia de pulsos de GnRH En humanos, la amenarrea hipotalamica,
puede ser revertida y los ciclos menstruales restaurados cuando se tratan con Naloxona (NX), un
antagonista de los opioides (Ganoag, 1991).

2.2.3.3.1, Naloxona (Nx): Aatagonista especifico de los POE

La Naloxona (Ciorhidrato de N-alil-noroximorfona) es una sustancia que bloquea
estereoespecificamente la accién opioide exogena y endogena (Kania, et al 1991), antagonista de
analgésicos opiaceos que depende de la presencia o no de otras sustancias de tipo oplaceo. La
Naloxona es wna estructura smtética de la noroximorfona. Se presenta en forma de cnistales
ligeramente blancos, solubles en agua y alcohol e isolubles en éter. Sus efectos antagonicos
persisten durante una a cuatro boras, dependiendo de la dosis adimunistrada. Se diferencia de la
morfina por cambios quimicos y en radicales de las siguientes paosiciones: 3, -OH; 6, =0; 7 y 8,
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enlace sencillo en lugar de doble; 14 -OH; 17,-CH,CH=CH;(Reisine y Pastemak, 1996). En dosis
hasta de 12 mg/kg no produce efectos y en dosis de 24 mg/kg solo causa ligera somnolencia; por
otro lado, en dosis pequedias (0.4-0.8 mg), admmistrada por via [V o [M, previene o invierte
rapidamente los efectos narcoticos de los efectos agomistas p (Rodriguez, 1984, Reisme y
Pasternak, 1996).

El famaco se metaboliza rapidamente en el higado principalmente por conjugacion con el
acido glucoronico, Aunque la accion de la Naloxona dura de una a cuatro horas, su vida media
plasmatica es de aproximadamente una hora, se elimina a través de la orina y es metabolizada casi
totalmente en menos de 24 horas (Rodriguez, 1984, Reisine y Pasternak, 1996).

Sobre la actividad reproductiva, la Naloxona ha sido estudiada y se han establecido sus
efectos estimulantes sobre la secrecion de LH en hembras domésticas durante diferentes estados
fisioldgicos, en vaquillas pre y peni piberes (Byerley et al., 1992), en vacas durante el periodo
posparto (Whisnant et al, 1986, Smart e al.,, 1994), en ovejas durante €l anestro estacional
(Currie, 1991} y lactacional (Gordon et al.,, 1987), durante sus fases folicular y latea del ciclo
estral (Brooks y Haynes, 1986).

Una de las vias en que los esteroides producen su efecto regulador de la secrecion de
gonadokropinas puede ser usando como neuromediadores a los péptidos opioides endogenos, que a
su vez pueden tener efecto a wvel hipotalamico y/o hipohisiano (Goodman y Karsch, 1980, Clarke
y Cummins, 1985; Horton ¢t al , 1987).

A pesar de que en la oveja las caracteristicas de secrecion de LH durante la fase latea y el
anestro estacional son sunilares en cuanto a la frecuencia y ampltud de pulsos, los mecanismos
que regulan una y otra etapas fisioldgicas son diferentes, ya que de acuerde a [a informacion
generada por Horton et al. (1987) sugieren que los péptidos opivides endogenos pueden mhibir la
secrecion tonica de LH tanto en la fase lutea, como en la fase folicular del ciclo estral.

En la mujer, s1 se administra Naloxona durante la fase hitea, la descarga de LH se aumenta
a niveles similares a lus observados durante la fase folicular temprana. Ya que la progesterona
aumenta la secrecidn de P-endorfinas en el hipotalamo, se ha sugenido que el efecto negativo del
esteroide sobre la frecuencia de pulsos de LH durante la fase lutea es mediado por la P-endorfina
(Oyeda, 1988). Algo similar a lo anterior ocurre en ovejas durante la fase litea, donde después de
aplicar Naloxona se observaron aumentos ea la secrecion pulsatil tanto de GnRH hacia los vasos
porta hipofisiarios, como de LH medida en la vena yugular (Horton et al , 1987). Currie et al.
(1991), a pesar de que encontraron similitudes en cuanto al efecto general de los opioides y en
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especial de la Naloxona, sugieren que el mecamsmo supresor de ongen opiowde es mdependicnte
de los esteroides ovaricos, ya que la infusion de dosis altas de morfina disminuyo la frecuencia y
amplitud de LH en borregas ovariectomizadas, mieatras que dosis bajas provecaron aumentos en
la secrecion basal de hormona luteinizante.

En ovejas, la admmistracidn simultanea de morfina y Naloxona, no afectd la liberacion de
LH. Efecto camtrario al de la morfina en dosis altas se observa cuando se aplica Naloxona en
mfusion (Malven et al., 1984). Las mismas observaciones son reportadas en monos tratados con
Naloxona durante la fase litea del ciclo menstrual (Van Vugt et al , 1983). Los efectos de los
opioides sobre las gonadotropinas se han evaluado no solo durante la fase lutea, smo tambien e
hembras prepuberes y puberes, en fase folicular, en gestantes, en el posparto y durante el anestro
estacional.

Pubertad

Existe un reporte de que el aumento en la secrecion de LH antes de la pubertad de la oveja
es independiente del control opiowde y que estos peptidos endogenos no median la accion negativa
de los esteroides sobre la produccion de LH (Ebling et al,, 1989) En el caso de vaquillas pre y
pernpuberes, el sistema opioide es funcional hasta la fase lutea del ciclo estral puberal Ademas,
las concentraciones de LH en respuesta a Naloxona vanaron durante el desarrollo puberal
aumentandose cinco semanas ames de 1a pubertad y disminuyendo subsecuentemente una semana
antes, durante el momento conocido como pivote de la transicion de la prepubertad a la pubertad.
En relacion a esos cambios en la respuesta de la LH a la Naloxona hacen suponer que se
presentan cambios en ¢l numero o tipo de neuronas bajo el control opicide, alteran las fuentes de
GoRH liberables, o una combmacion de las respuestas anteriores (Byerley et al., 1992} En ratas,
la infusion de Naloxona imdujo la pubertad (Sirnathsinghji. 1985) También se ha observado que
el efecto negativo opioide sobre la sintesis y secrecion de LH disminuye al momentc de que las

ratas alcanzan la pubertad (Bhanot y Wilkinson, 1983)

Fase folicular

Esta bien documentado que la administracion de opicides resulta en la supresion de
gonadotropinas. La administracion de morfina inhibid los picos preovulatorios de LH y FSH en
ratas dwante el proestro, y la Naloxona evito el efecto de la morfina (Pang et al, 1977). Este
efecto de 1a morfina se realiza a través de la inhibicion de la Liberacion de GnRH, el cual luego de
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la administracion del opioide se redujo hasta 50 porciento de la concentracion plasmatica
detectada en los vasos portales prturtanos (Ching. 1983).

Gestacibn y parto
La concentracion de 3-endorfina fue mayor en el cerebro de ratas durante el final de la
gestacion y en el parto, disminuyendo durante el peniodo posparto (Wardlaw et al., 1982).

Posparto

Muchos mamiferos exhiben un periodo de amamantamiento que provoca mhibicion de la
reproduccion. Esto provoca un espacio adecuado eutre pacumientos sucesivos, mismo que se
conoce como anestro posparta o lactacional (Short, 1976).

Durante ¢l posparto temprano, la supresion en la liberacion de LH puede estar mediada por
los opioides endogenos, sin embargo, existe una respuesta diferencial, ya que conforme pasa el
tiempo, las dosis de Naloxona requeridas para estimular aumentos en la secrecion pulsatil de LH
son menores (Whisnamt et al | 1986) Los efectos de la f-endorfina son mas marcados durante el
amamantamuiento ya que ¢l opicide hupotalamico es liberado en respuesta al estimulo del becerro al
mamar, esto trae como consecuencia que la liberacion de GnRH sea reducida y que la secrecion
de LH por la hipofisis esté deprimida {Gordon et al., 1987). Exasten reportes de una asociacion
negativa entre las concentraciones de [-endorfina en el area preoptica en ol hipotalamo y las de
LH-RH en la prominencia del tallo medio de vacas después de destetar sus crias (Malven et al.,
1986)

En la ovega, la lactacion prolonga la duracion del anestro posparto, scbre todo si paren
durante la estacion reproductiva temprana, aunque a menudo el anestro estactonal opaca esta
nhibicion lactacional cuando el panto se presenta al fmal de la estacion de empadre (Mallapant et
al.,, 1971). El anestro lactacional es resultado de la acciin del becerro al mamar la tetz. En ia
mujer, ¢l amamantamiento desactiva el efecto de retroalimentacion posttivo que el estradiol tiene
sobre la LH (McNeilly, 1979), en la oweja, ocurre alge similar (Wrnight et al., 1980). También
existen sugerencias de que la hiperproiactinerua puede mterferir con la preduccion de esteroides
por ¢l avaric (Demura et al, 1982), ademas de causar un aumento en la sensibilidad
hipatalarmuca-hipofisiana al efecto de retroalimentacion negativa del estradiol (Wright et al,
1981). La ultima causa de mfertihdad lactacional no es debida a la baja secrecidn hipotalamica de
GnRH, la terapia de reemplazo de GuRH apropiada a borregas lactando puede restaurar los ciclos
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estrales normales (Wrght et al., 1984). La principal objecidn a la hupatesis de que la prolactma es
el mediador endocrino de la infertilidad lactacional es que la supresion de la hiperprolactmemua
lactacional con bromocriptina no suprime en forma completa el efecto mhibrtono del
amamantamiento en monos rhesus (Schallenberger et al., 1981) y ratas (Simnathsinghp y Martmi,
1984).

Una hipitesis altemativa es que las P-endorfinas hipotalimicas pueden ser Liberadas
durante el amamantamienta e inhibir la liberacion de GnRH (Short, 1984). La morfina o las B-
endorfinas aplicadas intravenosamente o dirccta al tercer ventriculo disminuye la secrecion de LH
(Kubo et al., 1983) y de FSH ((Ferm et al., 1983) e mcrementa la secrecion de prolactina (Gordon
etal, 1987).

2.2.3.4. Esteroides

En ovejas intactas durante la estacion reproductiva, la reduccidn en la frecuencia de pulsos
de LH esta asociada con la retroalimentacién de progesterona afectando la secrecion deGnRH
(Goodman y Karsch, 1932). En el anestro, la reduccion en la frecuencia de pulsos de LH resulta
de un aumento en la sensibilidad al efecto negativo del estradiol {Legan et al., 1977) v a un
sistema mdependiente de esteroides ovaricos pero dependiente del fotopenodo (Goodman ¢t al.,
1982). Currie et al. (1991) sugicren que la supresion de LH durante el anestro estacional. ademas
de ser dependiente del fotoperiodo, es independiane de los peptidos opioides endogenos y que esta
mas relacionada con ausencia de progesterona que con una reduccion en la respuesta de receptores
opioides.

El periodo de anestro estacional de las ovejas ha sido comparado con el penodo prepubenal:
La secrecion pulsatil de LH parece ester deprimida a través de la supresion del generador de
pulsos de GnRH, promowvida por el efocto de retroalimentacion negativo del estradiol a pesar de
que sus miveles sénicos son muy reducidos. En su momento el estradiol actua via neuronas
dopaminérgicas. Esto no quiere decir que no existan rutas opioides inhibrtorias cuyos efectos sean
probablemente enmascarados por el efecto contundente del estradiol (Cosgrove et al., 1993). Con
esta base se ha propuesto que el control de la LH durante el anestro ¢s muy diferente al de la
prepubertad y que las acciones mhibitorias de los sistemas noradrenérgicos, dopaminergicos y
opicides varian con la edad, dentro y entre estaciones reproductivas (Schall et al, 1991).
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Los androgenos tienen upa accion mhubritoria sobre la liberacron de LH a miveles
hipotalimicos e hipofisiarios, Su efecto restrictivo sobre la FSH es solo a nivel hipotalamico. La
progesterona pusde ejercer efectos estimulatorios e mhubitorios sobre la secrecion de
gonadotropinas a miveles hipotalamicos e hipofisiarios. La modulacién de la accion de la
hipofisiotropina puede ocurrir por una aleracion del mimero de receptores en las células
hupofiseales y posiblememe por la seusibilidad de los receptores. El estradicl mcrementa la
sensibilidad de las ceélulas que secretan gonadotropimas al GnRH por una acceon directa a nivel de
la piturtaria. El efecto del estradiol puede ser estimulatorio ¢ inhibrtorio, dependiendo de la dosis y
el momento de admmistracion del estrogeno. El numero de receptores para GuRH en la hipofisis
anterior estid positivamente correlacionado con las concentraciones sénicas de estradiol. La
modulacida de los receptores para GnRH en los ponadotréfos puede ser un componente necesario
del aumento en la sensibilidad de la pitutana a la hpofisiotropina durante el ciclo estral. El
estradiol puede incrementar también la secrecion de prolactina en humanos y ratas, y de TSH en
ratas (Hadley, 1996).

Moenter et al. (1999), probaron dos hipotesis, ambas tendientes a establecer el efecto del
estradiol sobre la Liberacién de GnRH y de gonadotropmas: 1.- el estradiol secretado durante la
fase folicular mduce una oleada de GnRH y por consecuencia de gonadotropmas (LH y FSH), v
2- la accidn mductora del estradiol no varia con la estacion. Sus conclusiones fueron que,
independientemente de la estacion, en los animales del expenimento, un aumento en el estradiol,
siular al de la fase folicular tardia, pudo imiciar en forma abrupta un gran descarga de GnRH,
que coincide con el comienzo de la de LH y que mientras ésta iltima termina, la de GnRH
continua.

Jansen et al. (1991), realizaron varios experimentos y tuvieron una respuesta vanable al
inducir la liberacidn de LH en ovejas en anestro estacional usando el N-metil D L-aspartato
(NMA), un ammaacide agonista exitatorio, que estimula la liberacion de GnRH. En uno de los
experimentos, el NMA fue aplicado en tres myecciones, cada una de 1.25 mg/Kg de peso y con
diferencia de 90 minutos entre ellas. La primera myeccion inmediatamente proveco un pulso de
LH de amplitud media de 3.0+1.6 ng/ml en todas las ovejas. Sin embargo, e la segunda y tercera
inyecciones, solo respondieron el 25 y el 75 por ciento respectivamente. Dos horas despues de la
ultima inyeccidn d¢ NMA se administro GnRH en una inyeccion a razdm de 3.0 ng/Kg de peso
corporal, éste dio lugar a Ia liberacion de LH con pulsos que tuvieron waa amplitud media de
6.9:1 8 ng/ml.
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2.2.4, Acciones extrapituitarias del GnRH

Se sugiere que el GnRH puede tener efecto no salo sobre la hipéfisis, sino que tambien
dentro del mismo hipotalamo (cerebro), ya que su produccion en la region predpitica, mismo sitio
que esta mvolucrado en el comportamiento coital ¢ de copula lo relaciona directamente con esta
funcicn, y3 que este comportamiento aparce poco después de que se inicia la descarga
preavulatoria de GnRH. Ei GnRH induce comportamiento coital en muchas especies incluyendo
primates y posiblemente humanos, esto no €5 causado por las gonadatropmas liberadas, ya que
estas hormonas no lo afectan tal y como se observa cuando se aplica GnRH a ratas
hipofisectomizadas. El comportamiento comtal ha sido inducido cuando ¢l GuRH se admitistra en
micromyecciones directamente al area predptica antenor y en las regiones emunencia media y
arcuata. El efecto no ha sido observado cuando el tratamiento se aplica ea el hipotalamo lateral o
en la corteza corebral (McCamn, 1988).

2.2.5, Mecanismo de accion y receptores para GoRH

Las caracteristicas de los receptores para GnRH en la pitutana, han sido estudiados con
detalle usando agomstas de GnRH 1onizados estables {(Clayton y Catt. 1980), Estos se localizan
en la membrana plasmatica y tienen um akto grado de especificidad para una seric grande de
analogos y antagonistas de GnRH. Contranio a esos hallazgoes, en muchos otros sistemas de
receptores, los cambios observados en la respuesta a la administracion cronica o aguda de GnRH
o sus andlogos © después del tratamiemto con estrogenos, androgenos © progestigenos,
generalmente no estan acompaiados por los cambios correspondientes en el nivel de receptores
para GnRH. Esto indica que, aunque los receptores para GnRH son los principales y obligatorios
sitios de mteraccion del GnRH con las celulas gonadotroficas, gran parte de la accion del
decapeptido ocurre en pasos postenores a sa union con el receptor (Ferland et al., 1981). Esto
conicuerda con los cambios de receptores observados de acuerdo con la etapa fisiologica de las
hembras de animales en las cuales se han realizado estudios sobre receptores para GnRH y en
donde después de la admirustracion de GnRH o algunos de sus analogos, 12 respuesta hipofisiania
en la secrecion de LH es muy similar o ligeramente menor cuando se aplica durante el anestro o
fase hutea en comparacion a la que se observa en forma espontanea durante la fase folicular, y en
cultivos celulares de prtuitaria anterior en ks cuales s¢ adrunistrd GnRH en diferentes
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cancentractones, observandose un efecto estmulatonio directo sobre la concentracion mtracelular
de AMPc (Borgeat et al , 1972). Como consecuencia a estz cambio, se presentan aumentos en la
secrecion de gonadotropinas (LH y FSH). El paralelismo observado entre ¢l nivel de AMPc y la
hormona Liberada, también esta en funcion del tiempo siguiente a la adnumstracion del GnRH o
sus analogos. En la respuesta mtracelular al GnRH estan involucrados ademas del AMPc,
diferentes mediadores como el complgjo calciocalmodulma y ¢l fosafatidil-mositol (Raymond &
al, 1984 ).

Ya que la pituitaria es una glindula de sintesis y almacenaje, y ya que el efocto micial de
las hormonas hipotalamicas es una estimulacion o una miubicion, su mvel de sintesis y de
liberacion por exacitosis estd mediado por sustancias que provocan cambios en la fosforilacion de
ciertas proteinas especificas al interior de la membrana celular, en los granulos secretorios y en la
membrana plasmatica. Ademas de los cambios antes meuciounados, tambien se observan
fosforilaciom de proteinas ribosomales y cromatina. El AMPc, es sjemplo de una sustancia
estimulante que provoca esos cambios. Esta mnformacion sugiere la posibilidad de que La
fosforilacidon de algunos sustratos protéicos pueden ser un mecanismo que controle la actividad de
la glandula pituitaria.

Las prostaglandmas del tipo E, timen un marcado efecto estunulatorio sobre la
acurnulacion del AMP¢ en 1a hipofisis, un efecto que es acompanado por cambios paralelos en la
liberacién de la hormona del crecimuento. Estas prostaglandinas, también uenem un efecto
estunulatorio pequefio sobre la secrecion de TSH y la respuesta de TSH a TRH; s embargo,
cuando se hicieron pruebas para establecer el efecto de esta prostaglandima sobre la secrecion de
LH, FSH, PRL o ACTH, se observo que al menos a nivel pituitario no parecen actuar sobre cllas
{Labre, 1990)

1.2.6. Usos clinicas del GnRH

El GnRH como opcidn terapeutica y de manejo reproductivo tiene como ventajas sobre la
hCG, la LH y el extracto pituntario su antigenicidad minima en aplicaciones multiples y puede ser
admunistrado en forma pulsitil por myecciones frecuentes, por infusion continua ¢ por unplartes
de liberacion leuta en penodos de tiempo prolongados. Como resultado, el énfasis actual de las
aplicaciones terpéuticas es sobre sistemas economicos de liberacion continua de drogas (Drost y
Thatcher, 1992).
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Con la aplicacion de inyecciones masivas de GnRH, se puede determinar la capacidad de
reserva y de liberacion de gonadotropinas por la hipdfisis anterior. De igual manera, y con el
propdsito de establecer una posible respuesta ao esperada, s¢ ha hecho con las otras hormaonas
hipotalamicas que han sido adimumnistradas solas, en combinacion unas con otras y todas juntas. Se
ha comprobado que no existe mteraccion de respuesta hipofisiaria entre kos diferentes factores u
hormonas liberadoras (Hadley, 1996),

El GuRH ha s«lo usade para mducir ovulacion en hembras amenorréicas. También ha sido
usado para tratar oligospermia e hipogonadistmo hipogonadotropico en machos. Se han
desarrollado analogos de GnRH altamente potentes para usarse en hipogonadismo femenino y
masculino {Crowley y Jameson, 1992). Aunque la adnunistracion de GnRH wicialmente causa
una gran liberacion de gonadotropinas en hembras, el tratamiemto prolongado resulta en
alteraciones de la secrecion de gonadotropinas, maduracion irregular de los foliculos e mcidencia
baja de ovulaciones. Una dosis sencilla de ciertos analogos de GnRH con gran actividad son
efectivos al disminuir la secrecidn de gonadotropinas. Esos péptidos pueden temer un mejor uso
como agentes antifertilidad o contraceptivos (Hadley, 1996).

En la actualidad se ha demostrado claramente que los analogos agonistas de GnRH
administrados en inyecciones pulsatiles para simular el patron normal de liberacion hipctalamica
del peptido pueden mducir ovulacion en muperes mbertiles. En machos con hipogonadismo, esos
analogos podrian estimular el desarrollo sexual (McCann, 1988)

QOtro de los usos clinicos del GnRH se hace en el cancer prostatico con metastasis, ya que la
aphcacion de analogos ea grandes dosis provoca castracion quinuca al mnhibir la produccion de
LH y por consecuencia se interrumpe la sintesis y liberacion de testasterona por los testiculas. Lo
anterior se¢ considera una ventaja ya que no es necesany urplementar un procedimiento
quirargica. La terapia complementaria a este tratamiento, consiste en utilizar antiandrogenos para
evitar las acciones androgénicas residuales de las adrenales que no son suprimidas por el GnRH,
Estos tratamuentos se empezaron a usar como opcion a la castracion quirurgica, empleada para
aminorar el cancer prostatico con metistasis, porque presumiblemente las células cancerigenas
son sensibles a la estimulacion por testosterona (McCann, 1988).

En borregas Romney durante el anestro estacional, la mfusion continua por siete dias de
125 ng/ml de GuRH sin un pretratamiento con progestagenos provocaron ovulaciones, sin
embargo el cuerpo luteo no fue funcional en ninguna de la borregas tratadas. La administracion de
un tratamsento previo con progestercna y ka mfusion continua por siete dias de 125 o 250 ng/h de
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GnRH indujo ovulacion con 27 y 50 porciento cuerpos hiteos normales respectivamente. Este tipo
de trabajos Gece implicaciones pricticas limitadas y su enfoque es mis bien experumental
(McNatty et al,, 1988). Las fallas en el cuerpo liteo inducido con GnRH en dosis bajas y
multiples se pueden explicar por una de las formas siguientes, por deficiente maduracidn del
foliculo que ovuld, © por regresion prematura del cuerpo hiteo formado (Southeg et al., 1938). El
momento de aplicacidn de GnRH después de un tratamiento con progesterous también es
importante. Es recomendable no admmistrar el decapéptido después de 36 de retirado el
progestagenc (Walker et al,, 1990). Drost y Tatcher (1991) cousideran que la dificultad estnba en
que existe un tiempo apropiado para la descarga preovulatoria de LH.

Nueve de diez cabras lactando durantz ¢l anestro estacional, respondieron con estro, fueron
servidas por el semental y posteriormente cinco de ellas paneron nonnalmente. Estas cabras
recibieron un pretratamiento con progesterona e mducidas a ovular con inyecciones de 1500 ag de
GnRH administradas cada dos horas por 52 ¢ 78 horas (Kmgit et al., 1988). Lacalandra et al.
(1935) reportan que en la época de mactividad sexual aparente, vanos machos caprnos fueron
tratados con GnRH por cinca dias y sometidos a un régimen de luz reducide. Esos machos fueron
comparados con sementales testigo y la diferencia fue que los primeros momtaron vanas veces a
cabras con celo inducido, mientras que los testigos no realizaron montas

El mtervalo desde el parto hasta el primer estro posparto indicado por un aumento en la
concentracion sérica de progesterona a niveles superiores de 1 ng/mi, promedic 25 8+0.6 en siete
ovejas no tratadas. Grupos de cuatro 0 cinco borregas fueron canuladas para colectar muestras
sanguineas dcl sistema porta-hipofiseal a los 3, 7, 14 y 21 dias posparto sobre un periodo de seis
a siete horas en inervalos de 10 nunutos. El sumero de pulsos de GnRH por seis boras se
merementd desde 2.2 0.5 sobre el dia tres a 3.64002 y 39404 sobre los dias siete y 14
respectivamente. Qtro aumento se observo en la frecuencia de pulsos del GnRH al dia 21 (6 4104
pulsos cada sies horas). También se observarca cambios en la liberacida pulsatil de LH paralelos
a los de GaRH. Los pulsos promediaron 0.83403, 2.84+0.4, 29406 y 4 0+1.1 cada seis horas
sobre los dias 3,7,14 y 21 respectivamente. La amplitud de los pulsos de GnRH fue mas aka el
dia 2! en comparacin con los otros dias de muestreo. Estos resultados sugieren que un aumento
en la frecuencia de liberacion de GnRH promueve el comienzo de la liberacidn pulsatil de LH
durante el anestro posparto (Wise, 1990).

Comw consecuencia de 1a liberacion del GnRH, el patton natural de la secrecion de LH en
ovejas es episddico, los miveles basales son de 0.1 a 2.0 ng/ml y en la fase folicular estin
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imtermezclados con episodios de vida media muy corta, de 5 a 15 ng/ml por al menos 30 mmutos.
Durante la fase litea y el anestro estacional esos episodios ocurren irregularmente en mtervalos de
3 a 12 horas (Baird, 1976; Yuthasastrakosol et al. 1973, Yuthasastrakosol et al. 1977).

2.2.7. Efectos bioldgicos

Algim uso racional del GnRH o su andlogos para la implementacion en varios sistemas de
manejo reproductivo 0 su uso para aumentar las tasas de concepcion, debera basarse en un
entendimiento completo de los efectos biologicos inducidos por el GnRH en e sistema endocnno
reprocuctivo (Drost y Thatcher, 1992). Hipotéticameute, el GnRH induce efoctos sobre las
gonadas que pueden ser mmdurectos a traves de la secrecion de LH y FSH (Chenault et al., 1990), o
quiza efectos directos sabre el tejida reproductivo ovarico: cuerpo liteo y foliculo.

Los efectos biologicos del GnRH se observan principalmente al estimular la hipofisis para
liberar LH y FSH; sin embargo, tambiéa se han identificado sitios extracraneales tanto de
liberacion como de produccion. Entre ellos se puede mencionar el ovario y dos de sus estructuras
anatomicas mas importantes, que son el foliculo y el cuerpo luteo. La forma en que el GnRH
pudiera ejercer su acciomn sobre los tejidos reproductivos extracrancales seria a traves de un efecto
mdirecto via induccion de la secrecion de LH y FSH o quiza por efectos directas sobre los tejidos
reproductivos antes mencionados (Chenault et al., 1990).

Estos efectos biologicos del GnRH determman su uso en la produccion amimal, en la cual se
consideran comw agentes terapewticos o dentro de programas de manejo reproductivo. Las
mdicaciones terapeuticas micialmente se bmataron al tratamuento de quistes foliculares
degenarativos en vacas, posteriormente se utilizo para smcronizar ovulaciones ¢ insemmnar vacas
repetidoras cou el propdsito de mejorar la fertilidad. Al mismo tiempo, su uso se extendio a otras
especies mtentando estimular el desarrollo folicular y la ovulacion, de ahi que ha llegado a ser una
hormona importante en los pratocolos reproductivos fuera de estacion en ovejas, cabras y caballos
(Drost y Thatcher, 1992).

El GnRH aplicado en una sola myeccién a vacas aciclicas provocd dentro de los siguientes
7 a 10 dias, la mcidencia de estros en el 64 % de las vacas tratadas y entre ellas quedaron
gestantes alrededor del 75 porciento (Barth et al,, 1990). La admunistracton de GnRH con o sm
pretratamiento de estradiol indujo ovulaciones, formacidn de cuerpos Witeos y ciclicidad ovarica

en vacas. Sin embargo la mayoria de las que no fueron tratadas con estradiol antes del GnRH
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preseataron pucialmente y de acuerdo al menrtoreo sangumeo de progesterona, Ciclos sexuales
cortos (Rao et al., 1989). La wfusion continua de GnRH a ovejas durante el anestro estacional,
tvo uso prictico limitado para mducir pretiez (McNatty et el., 1988).

La aplicacion del GuRH en pequefios rumuantes, ademas del estudio de los mecanismos
mmunobogicos y endocrmolodgicos basicos, se ha enfocado principalments hacia la reproduccion
fuera de estacion y en sincronizacion de Ia ovulacion en tratanuentos superovulatonos. El uso
terapéutico del GaRH es raro y linutado al tratamieato de quistes foliculares degenerativos en
cabras similares a los observados en vacas (Drost y Thatcher, 1992)

Durante el anestro estacional en ovejas, la admmistracion de 150 o 300 pg de GnRH
smtético, mduce una descarga de LH tipo precvulatoria. Sin embargo, en la mayoria de las ovejas
solo alcanzo el 25 porciento de la magnitud de la que se observa en forma espontanea (Foster y
Crighton 1974). Con un pretratamiento de benzoato de estradiol la descarga de LH fue mas
grande (Haresing y Lammung, 1978). El mismo resultado se observo cuando 300 pg de GnRH se
aplicaron distribuidos en cinco myecciones (Crighton et al , 1975).

2.3. Estacionalidad Reproductiva

A partir de los trabajos de Yeates (1949) y Hafez (1952), quedo demostrado que las ovejas
y las cabras son animales estacionales, y que ¢l fotoperiodo es la clave ambiental que regula tanto
el micio como la duracigo del anestro. A pesar de que este conocumiento, fue hasta la decada de
los setenta y de los ochenta, cuando se determmaron algunos mecanismas fisiologicos que regulan
estas respuestas.

Bajo condiciones ambientales naturales, los ovinos y los caprings presentan una época de
apa.rmmimto y concepcion que abarca desde el final del verana hasta el final del inviemo, cuando
la duracidn de las horas luz del dia es meaor (Foster, 1983). Estos cambios en la duracicn de las

horas luz se encueutran asociados con vanaciones en los niveles séricos de gonadotropmas

(Hafez, 1996).

2.3.1, Transmisidu de la sefial luminica

En mamiferos, las sefiales luminicas soa reconocidas por la retina y transmitidas al sistema
nervioso central via tracto retmo-hipotalarmco hasta el aucleo supraquiasmatico, para luego
dingirse al niclea paraventricular. Ambos nicleos farman parte del hipotilamo. De este liltimo
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nucleo, la seiial se dirige al ganglio cervical superior para posteriormente ser enviada también via
nerviosa, hacia Ia glindula pmeal (Legan y Karsch, 1979; Karsch et al.,, 1984; Foster et al,,
1935).

Estudios realizados por Legan y Karsch (1979) demostraron que las ovejas requerieren
fotorreceptores retmales para el control de las sedales fotopenddicas que regulan su ciclo
reproductivo, y que en ausencia de esos receptores, la sefial se puede recibir mdirectamente de
otros animales que perciben la luz, probablemente a través de sefiales olfatorias (Karsch et al,
1984).

En aves, reptiles y peces, existen evidencias que demuestran la existencia de fotorreceptores
nc oculares (Benoit, 1964 citado por Karsch et al.,, 1984) En aves se ha propuesto que estos
fotorreceptores se kcalizan dentro del hipotilamo medio ventral ¢ en el complejo tuberal
(Tepperman, 1980). Sin embargo, en peces y reptiles no se han definido sitios anatomicos exactos,
pero se especula que éstos existen en el cerebro (Follet, 1978).

2.3.2, Efectos del fotoperiodo

Los cambios reproductivos inducidos por el fotopeniodo mvolucran, por lo menos, dos
mecanisinos separados: una accion directa del fotoperiodo en ¢l je hipotalamo-tipofisianio, ¥ otra
indirecta, en la cual existen cambios en la sensibilidad del sistema nervioso cemtral a los
mecanismos de retroalimentacion negativos de los esteroides (Hafez, 1996). Ambos mecanismos
probablemente sean mediados por la melatonina, hormona secretada en la glandula pmeal.

2.3.2.1, Efecto directa del fotoperiodo

En este mecanismo, los esteroides al parecer no estan mvolucrados y se especula que este
efecto directo del fotopenodo es mediado por meurctransmisores tales como la epinefrma,
norepinefrma y algumos peptidos. Los estudios realizados por Karsch et al. (1984),
proporcionaron evidencias sobre el posible efecto directo del fotopeniodo, al observar cambios en
[a secrecion tonica de LH cuando owvejas ovanectomizadas, fueron expuestas a diferemtes
fotoperiodos naturales en el curso de un ciclo anual. En esas ovejas se detecto que durante los dias
largos de verano, los pulsos de LH son pocos frecuentes y de gran amplitud, mientras que, en los
dias cortos de mviemo, encouatraron un aumento en la frecuencia de pulsos y una dismmucion en
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la amplitud de los mismos (Goodman et al,, 1982). Lo anterior, tambien ha sido demostrado en
experunentos realizados con fotoperiodos artificiales (Bitman & al, 1933a).

2.3.2.2. Efecto indirecto del foatoperiodo

Este efecto implica ¢l sistema de retroalimentacion negativa mediado por ¢l estradiol de
origen ovarica, el cual, a pesar de existir en bajas concentraciones, afecta el eje hipotalamo-
hipotisis que durante la época de anestro es altamente sensible a este esteroide (Legan y Karsch,
1979, Karsch et al., 1984; Lincokn et al., 1985).

Este efecto fue demostrade cuando se ovariectomizaron ¢ implantacron con estradiol,
hembras ovinas antes de entrar en la epoca de anestro, observandose que el patron de secrecion de
LH es muy sumular al de ovejas intactas en anestro estacional. Es wmportante serfialar que la
remniciarse la época reproductiva, tamto de las ovejas imtactas como las ovanectomizadas con
urplarte de estradiol, “escapan” del efecto negativo del esteroide, observandose, en ambos casos,
aumentos ea la frecuencia de pulsos y por ende en las concentraciones de LH (Legan et al, 1977).
Esta evidencia fue reforzada por ¢l trabajo de Goodman et al {1932) quienes observaron que
durante la época de anestro, el estradiol suprumia efectivamente los pulsos de LH Esta supresion
fue independiente de una disminucion en la capacidad de la hupofisis de responder al GnRH, ya
que la administracion de pequefias dosis de GnRH en forma de pulsos. fueron seguidas de pulsos
de LH.

Los planteamientos anteriores respecto a los efectos del fotoperiodo, permuten suponer que
la regulacion de la actividad reproductiva por ¢l fotopeniodo, se da por la combinacion de los
efectos directos e mdirectos del musmo. Por ejemplo, los cambios en la sensibilidad del hipotalamo
al estradiol durantz el anestro pueden ser apoyados por un efecto directo del fotopenode Esta
suposicion es reforzada por el trabajo de Goodman y Meyer (1934) con ovejas intactas a las
cuales anestesiaron con pentobarbrtal, tanto em la época de anestro como en la de actividad
reproductiva, observando que el pentobarbital puede revertir tanto el efecto directo, como el de los
esteroides, ya que cou la anestesia awmento en forma rapida ls frecuencia de pulsos de LH. Este
efecto del pentobarbital no se observd en 1a época de empadre.
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2.3.2.3. Lo3 neurotransmisores como mediadores del fotoperiodo

Existe evidencia (Karsch et al, 1984; Lincoln et al., 1985) de que varios tipos de
neurotransmisores, opioides y aminas biogénicas, estin involucrados en la regulacion de la
secrecion de GnRH por las neuronas hupotalarmucas, tanto en la epoca de actividad reproductiva
como en la de anestro.

Se ha establecido que peéptidos endéyenos de actividad opioide parecen wodular la
secrecion de gonadotropinas en diversas especies (Blank et al., 1979; Kalra, 1931, Eskes ¢t al,,
1934; Brooks et al, 1936 a,b; Whisnant et al, 1986 a,b), ejerciendo esencialmente un efecto
supresivo. Por gjemplo, se ha demostrado que la administracion de Met-encefalina, disrumuye las
concentraciones séricas de LH en ratas machos, mientras que, si se administra un antagonista de
los opicides, coma la Naloxona, la secrecién de LH se incrementaba (Blank et al., 1979, Brooks
et al., 1986a).

Trabajos realizados durante el anestro estacional en ovejas en dias largos (Brooks et al ,
1986b) y en hamsters en dias cortos (Eskes et al., 1984), han demostrado que la Naloxoaa causa
aumentos en la secrecion de LH solo en las hembras ovanectormuzadas ¢ umplamadas con
Naloxona, sugtriendo que el efecto negauve de la progesterona scbre la secrecion de LH puede ser
mediado en parte por via de los opioides contentidos en las neuronas. pero que el efecte negativo
del estradiol en ovejas y hamsters durante el anestro requiere probablemente de un mecamismo
diferente (Brooks et al., 1936b). Brooks et al (1986a), propusieron dos posibles explicaciones a
estas observaciones, wna, que los mecanismos fotopenodicos por los cuales la LH se supnme
durante el anestra estacional no involucran péptidos opicides, y dos, que el nivel de actividad de
los opicides enddgenos puede ser muy alto, de tal manera que las dosis de Naloxona utilizadas, no
fueran suficientes para contrarrestarlos,

2.3.2.3.1, Aminay biogénicas

La administracion de aminas biogenicas (norepinefrina, dopamina y serctonina) a ratas
ovariectomizadas suprime la secrecion de LH (Kalra y Kalra, (1983). Deaver y Dailey (1983)
trabajando con ovejas ovariectomizadas tratadas con norepinefrma, encontraron que dosis bajas
mnhibian la secrecion de LH, sugirtendo que existe una respuesta paradojica dependiendo de la

dosis del neurotransmisor.
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Goodman (1986), sugiere que en ovejas durante el anestra estacional, tanto el sistema
neural dopaminérgico como ¢l adrenérgico, contnibuyen en la supresion de la frecuencia de pulsos
de LH, y propone que las neuronas adrenérgicas activan un complejo de neuronas dopammnergicas
inhibitorias que en su momento actian sobre las neuronas secretoras de GnRH, dismmuyendo su
frecueacia de hiberacion.

2.3.3. Glandula pigeal

Se ha considerado a la glandula pumeal como la estructura anatdmica que coatrola la
actividad reproductiva en respuesta a las sefiales lumninicas ambientales (Bittman et al | 1983a.b;
Karsch et al, 1984). En la oveja (Bittman ot al, 1983ab), al igual que en otras espectes
(Hoffman y Reiter, 1965, Herbert et al., 1978; Tamarkm et al., 1979), la glandula pmeal media la
respuesta reproductiva a los fotoperiodos inductivos a través de un ritmo diario en la secrecion de
melatonina, ¢jerciendo asi un camtrol humoral de la actividad neuroendocnna, ademas de que esta
estructura no tiene fibras neurales eferentes (Anens et al., 1974).

Se ha podido comprobar la participacion de la glandula pineal en el proceso reproducting
uttlizando ovejas wtactas y pinealectomizadas, comparandose ambas al ser sometidas durante un
afio y medio a fotoperiodos largos de 16 horas luz y 8 oscundad y cornos de 8 horas luz v 16 de
oscuridad, cada 90 dias en forma altemnada (Bittman et al 19833) La respuesta obsenada entre
las ovejas utactas y las pinealectomizadas fue muy diferente, ya que nuentras las prnumeras
respondian al fotopeniodo teniendo ciclos reproductivos, principalmente entre los ultimos 30 dias
de los penocdos cortos y los pnmeros 30 de los largos, las ovejas segundas mantuvieron una
actividad reproductiva con cierte grado de estacionalidad pera sm relacion con los cambios en el
fotoperioda.

En el mismo trabajo (Bittman et al 1983a), se emuplearon ovejas que a parte de haber sido
pmealectomuzadas, fueron ovanectomizadas e implantadas con estradiol Estas ovejas recibieron
un tratamiento de fotoperiode similar al de las que solo se pinealectomizaron Las concentraciones
de LH para las ovejas testigo mtactas, fueron parecidas a las de las épocas reproductivas,
observandose aumentos tipicos en la frecuencia de pulsos; para las ovejas pinealectomizadas, los
cambios tanto en la frecuencia de pulsos como en las descargas preovulatonias de LH se
presentaron en forma irregular y sie relacian con los cambios luminosos Esto permite suponer
que aparte de la accion sobre la ciclicidad ovarica, la pineal, tambien controla la potencia del
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efecto de retroalimentacion negativa del estradiol sobre ¢l eje hipotalamico-tupofisis, lo cual se
refleja en [a secrecion tonica de LH ({(Brttman et al 1983a,b; Karsch et al 1984)

La glindula pineal probablemesite gjerce su funcion al hacer una medicidn exacta de las
sefiales luminicas ambiemales, mismas que pueden realizar en forma directa, a través de la
secrecion de melatonma o conjuntamente con un sistema neural que disctimuna dias largos
(Tepperman, 1980; Batman et al 1983b; Karsch et al., 1984). El principal efecto que se le conoce
2 la melatonma es la mhibicion de la secrecidn de gonadotropmas (Tepperman, 1980}
probablemente sensibilizando ya sea al hipotalamo, a la hipofisis, 0 a amabos a los efectos
negativos de estradiol (Bittman et al 1983b; Karsch et al., 1984). Esto puoede resultar de la
inhibicidn de dos loci: (1) las constelaciones de células que controlan la funcion de las neuronas
peptidérgicas que secretan GnRH al sistema porta-hipofiseal, y (2) una accion directa en [a
glandula pituitaria, donde es probable que inhiba la respuesta de esta glandula al efecto
esumulatonio del GoRH (Tepperman, 1930).
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3. MATERIALES Y METODQS

3.1. Lacalizacion del experimento

El trabajo se realizé en la Granja Caprina del Campo Expenumental de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon, en Marin, NL, México. La localizacion
geografica es: 25° 53" latitud norte y 100° 03'longrtud oeste con wna altura de 375 msnm (Salmas,
1981). Las tcmperaturas medias, oscilacioncs medias y precipitaciones pluviales mensuales
durante los meses en que se realizo el expenimente fugron 30.66 °C, 15.06 °C y 41.5 mm
respectivamente para el mes de junio y, 31.70 °C, 15 32 °C y 45.00 mm respectivamente para el
mes de julio de 1996 (FAUANL).

3.2, Animales

Se seleccionaron 16 cabras cricllas adultas en anestro estacional. de tres partos o mas. que
pesaron entre 40 y 50 kg Desde 45 dias antes de uiciar el expenimento + hasta |5 dias despues de
finalizado, todas las cabras se mantuvieron en condiciones sumulares de manejo, se les proparciono

agua fresca y mpia a hibre acceso y alunentacion 1soenergetica ¢ isoprateica

Racion alimenticia proparcionada a las cabras.

Ingrechente Parceniaje en la racion
Sorgo 729%
Sova 8 54
Sebo 153
Melaza 11.83
Urea 1.30
Optivit 045
Minerales 045
Total 100.00

Para venficar que las cabras se encontraban en anestro estacional, se recurmio a la
aphcacion de dos dosis de 7 mg (1.5 ml) de Dinoprost Trometanuna' con espacio de 11 dias entre
una y otra No presentaron celos aparentes, ni detectados por machos enteros manipulados

personalmente por aproximacida a cada una de las hembras dos veces al dia durante los tres duas

' Lwtalyse, The Upjohn Company. Kalamazoo, Miclugan; USA.



siguientes a cada una de las aplicaciones de la prostaglandina Fj. smtetica mencionada Por lo
tanto, se determuno que no habia un cuerpo liteo funcional, o en caso de haberlo, no se presentd la
reaccion organica de reinicio del ciclo estral, con la presentacion del celo. Este metodo utilizado

contribuyo a la seleccion del lote experimental extraido de un hato de 90 cabras.

3.3, Desarrollo del experimento

La aplicacion de tratamientos se realizo a finales del mes de juruo y principios de julio de
1996 y se inicid 15 dias despuss de la administracion de la segunda dosis de prostaglandina. Las
cabras se sometieron a un peniodo previo de adaptacion en manejo v alimentacion de 15 dias.
Todos los anumales de todos los tratarmuentos recibieron una inyeccion mtravenosa (1v) de 50 pg
de GnRH* El momento de esta aplicacion fue considerado como hora cero

3.3.1. Tratamientos con Naloxona (1) y solucidn salina (2) después del GnRH

El propésito de los dos primeros tratamientos, fue estudiar la secracion hipofisiara despues
del reto de GnRH y postenornmente, evaluar la respuesta sobre la misma. de la aplicacion de Nx
En el tratarmento | (T1), cada cabra recibio una myeccion {iv) de 0 4 mg de Naloxona a las 32,
64 y 96 horas después de admumistrar €l GnRH En el tratamiento 2 (T}, las cabras fungieron
como testigos del tratamiemo 1, inyectandoseles en los mismos tiempos que el T1, 2 mi (1v) de

solucion salina fistologica.

Diagrama de aplicaciones:

Tratamiento |
GnRH
le NI Nx l
L 4
L. ]
20 rz T»d Tﬁ horas
Ss Ss Ss
GnRH
Tratanuento 2

? Cystorelin, Sanofi, Animal Health, Inc. USA
? Sigma Laboratories, USA
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3.3.2, Teatamientos con Naloxona (3) y solucion salina (4) antes del GuaRH

Los tratamuantos 3 y 4 tuvieron como proposito estudiar la secrecion upofisiana de LH en
respuesta 3 GnRH y a un pretratamiento con Naloxona. En el tratamuento 3 (T3), cada cabra,
recibio 04 mg de Nx iv a las -96, 64 y -32 horas respectivamente, o sea antes de la
admmistracion de GnRH. En el Trataruero 4 (T4), programado como testigo para ¢l tratamiento
3, a cada uno de los animales, se |2 aplico 2 ml de solucion salina fisiolégica v en los musmos

tiempos en que se administrd la Naloxona del T3 antes de la aplicacién del GnRH

Diagrama de aplicaciones

Tratarruento 3
GnRH
Nx Nx Nx
lv l j, v
Lt - ]
—96T -64T -31{ 04 horas
Ss Ss Ss
GnRH
Trataauento 4

3.3.3. Muestreos y andlisis hormonales

Como referencia y conocimiento, previo a cada aplicacion de los compuestos. en los Ti,
T2, T3 y T4 se muestreo cada 4 hs durante las 12 hs antecedentes para evaluar LH endogena
Para la caractenizacion de la respuesta a GnRH, Nx y Ss, se tomaron muestras sangumeas de S mi
por cabra mediante puncton en la vena yugular. La obtencion de muestras fue cada cuatro horas
th) miciando 12 horas antes de admuustrar los tratamientos.

Con el propdsito de caractenzar el pico inducido de LH en respuesta a GnRH, se realizaron
rmuestreos intensivos cada 15 min por 10 hs, para T1 y T2 inmediatamente después de aplicar el
GoRH en la hora  y en la hora 96 al adounistrar Nx y Ss respectivamente a estos dos
tratamuentos. Para los tratamientos T3 y T4, se considerd la misma metodologia en la hora -96
para Nx y Ss repectivamente, al igual que en la hora 0, al fmal del experimento para GnRH Para
los muestreos de los cuatro tratanuentos durante las horas 32, 64, -64 y -32 respectivamente para
T1, T2, T3 y T4, el muestreo, tambien intensivo, se realizo cada 20 min por seis hs.



Cranograma de aplicacion y muestreo sanguineo de los tratamientos 1y 2

Aplicacion Muestreo
Dia Hora Tl T2 Inicio frecuencia Tiempo
programado
-1 18 — -— 18 00 cada 4 hs/12 hs h -12 00
Q 06:00 GnRH GnRH 0600 |cada 15 min/10 hs h CO0
1 (ENLY Nx Ss 1400 |cada 20 mun/d hs h 3200
2 22:00 Nx Ss 22700 |cada 20 min/t hs h 6300
4 U600 Nx Ss 6.0 |cada 15 mun/10 hs h 96 00
4 1300 -— — L8 (0 cada 4 hs/|12 hs h 108 W)
Cronograma de¢ aplicacién y muestreo sanguineo de los tratamientos 3y 4
Aplicacion Muestreo
Dia Hora T3 T4 luci$ frecuencia Tiempo
programado
-3 18:00 - - 18:00 | cada 4hs/12 hs— h -108 00
- 06:00 Nx Ss 06.00 [cada 15w/ 10h. h %00
-3 14.00 Nx Ss 14:00 | cada 20 m/ 6h h 6400
-2 22.00 Nx Ss 2200 [cada20m/6h h -3200
0 06:00 GonRH GnRH 06:00 |cada 15m/10h h 000
0 18:00 — — 13.00 | cadadhei2 hs— h 1200

Despues de la extraccion. las muestras se ¢olocaron en contenedores con hielo por un
tiempo maxima de media hora y fueran llevadas al laboratonio, donde se centnfugaron a 2500 pm
durame |5 munutos. Posteriormente se separo el suerd v se congelo a -20°C hasta el momento en
que se realizo la determunacion hormonal de LH

El andlisis desglosado para caractenzar la respuesta a la aplicacion de tratanuentos despues

de cada muestreo se realizo tomando como base el siguiente esquema.

Abreviaciones indicativas de la administracién de tratamientos (T) para
iniciar los muestreos M1, M2, M3 y M4 correspondientes a cada
uno de los tratamientos (T1, T2, T3. T4).

Muestreo 1ratamienia Muestrea Iraiamienta
MIT1 GnRHSD MIT3 Nx&
M2T1 GonRH+NxEP MIT3 Nx+Nx&
M3T1 GuRH+Nx+NxE M3T3 Nx+Nx+Na&
MATI GnRH+Nx+Nx+Nx@ MJIT3 Nx+Nx+Nx~GnRH®
MIT2 GnRH® MIT4 S
M2T2 GnRH+35%® M2T4 S5+Ss
M3iT2 OnRH+8s+Ss@® M3T4 S5+55+55E
MaT2 mPRH+Ss « S5+8580 MITd 58+554 554+ GnHE

P lndica el compuesta aplicado antes del muestreo.

Su explicacion es como sigue. MIT1 corresponde al muestreo | realizado después de

administrar GnRH (D) en T1. Otro ejemplo. M4T3 comresponde al muestreo después de aplicar
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GnRH posterior al tratamuento con Nx en el T3, destacando que previamente y de acuerdo al
esquema de tratamientos presentado en Ja Figura 2, se hicieron tres admumstraciones de Nx que

tuvieron cada una en su momento, ¢l muestreo correspondiente

3.4. Radiosinmunoandlisis para LH

Las concentraciones séricas de LH se determinaron en el Banco de Hormonas Pratéicas del
Centro de Neurobiologia de la Universidad Nacional Awtonoma de México, mediante la técruca
propuesta por Niswender et al. (1969) para radiommunoanalisis (RIA) con doble anticuerpo. El
volumen d2 suerc sanguineo utilizado para la realizacion del RIA fue de 50 ul por cada muestra

Para el proceso de marcaje de la hormona LH con el isdtopa radiactivo "I, se wtilizo
[odogen como trazador iodado tomando como base el método descrito por Fraker v Speck (1978},
citados por Chard (1987). Para el procedimienta de Marcaje se utibzaron los siguientes
compuestos. 500 uCi de ', § pg de hormona (USDA-bLH-B-6, AFP-11743B); 15 ug de
10DO-GEN; 6 ug de Metabisulfito de Sodio (200 pl), 20 pg de loduro de Potasio (200 ply; 200
! de PB (solucion amortiguadora de fosfato) al 0. 05SM.

Una vez que se hizo la mezcla con esos compuestos en cada uno de los tubos, se colocaron
en la columna de Sephadex 650-150, establecido el complejo anticuerpo-LH. fue precipitado
usando un segundo anticuerpo (suero de cabra anti-IgG de conejo) Despues de la incubacion, se
removio €l sobrenadante y la radiacion precipitada fue contada en un lector de rayos gama Con
base en los resultados del ensayo preparatono para el RIA, y de acuerdo a la activadad especifica,
eficiencia de marcaje y precipitabilidad del iodo en el marcaje, se alicustaron muestras de
5000000 cuentas por mmuto {cpm) aproximadamente en 5000 pl de PB-BSA (alburmuna serica
bowvina) al 1% quedando aproximadamente 46000 cpm en 50 ul

Actividad especifica, eficiencia de marcaje y precipitabilidad del iodogen
¢l ensayo preparatario para el RLA
ACTVIDAD ESPECIFICA = 38 14 uCvpg PROT.

EFICIENCIA DE MARCAJE =71 62%
[ODQ TOTAL = 263.3uCa
PRECIPITABILIDAD ;
FRACCION 6 =860%
FRACCION 7 =360%
I0DO-GEN: L5 pCi
10DO TEQRICO: 0.5 nCi

[ODO RECUPERADIY 2633 uCy
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Protocolo de curva estandar para las determinaciones hormonales de LH

Amortiguador 1~ H* 2 Proceso  Pansorbina Proceso
Anucuerpa Ab
{Ab)
CT 25 ul Incubar 1000 ui Incubar
UNE 975 ul 25 ul a 1000 ul a
By 775 1l 200 pl 25l 20 4C 1000 W tempera-
(ura
o1 100 ul 625 200 pl 25ul 200 ul por 1000 ul ambiente
02 100w 625 ul 200 25ul 200 20 horas 1000 pl por
04 100wl 625 pl 200 pf 25 200Ul 1000 Wl 30 minutos
03 100 ul 625 Wl 200 pl 25ul 200l 1000 ul Centri-
fugar
16 100wl 625 W 200 wl 25u 200 1000 ul a
3.2 100 Wl 625 wl 200 ul 25 200l 1000 ul +°C
64 100 ul 625 ul 200 wl 25l 2004 1000 pul por 30 min
128 100l 625 ul 200 ul 23t 200 ul [ LLLANTI 4 3000 rpm

Titulacién del primer anticuerpo

El protocolo antenor se elaborg despues de la preparacion del primer anticuerpo, que se
realisd tomando una alicugta de LOO pl {difucion 1-300) de ant: bLH (USDA), esta se diluyo en
333 ml de PBS-EDTA (100 ml y 075 gr respectivamente). Se realizaron dilucionss desde
110000 hasta 1'320000 Postennormente con esas diluciones v en presencia del antigeno marcado
(bLH]}, se corno la prueba de mmunoreactividad (RIA) con el proposito de conocer la dilucion
optima del primer anticuerpo (anti bLH). obteniendose una solucion de trabajo de | 40000 con
una efectividad de 44 38 %.

En la penultima parte del proceso, se mezclo el complejo anticuerpo-LH con pansorbua,
misma que se prepard de la siguiente forma: |.-en cada tube se pusieron-15p! de la solucion
oniginal, 2.-se centnifugo a 3000 rpm durante 10 munutos; 3.-se decantd el sobrenadante; 4 -se
restituyg el volumen ontginal y se centrifugo, 5 -Nuevamente se decanto el sobrenadante. y 6 -se
resuspendio [a pansorbina en 1 ml por tubo. Los coeficientes de variacion mntra € uter ensayo

fueron 5.60 y 18 31 por ciento respectivamente.

3.5. Variables an estudio

Los perfiles de LH se usaron para. | -Caractenzar ¢l patron (frecuencia y amplrtud)

pulsatil de la LH. 2.-Determrunar s existen cambios en la secrecion basal de LH en respuesta a los



tratanuentos aplicados a las cabras experunentales. 3 -Establecer las caracteristicas del pico

preovulatorio. Por lo antenor se estudiaron las variables que a continuacion se describen.

Patron secretorio de LH Cambios a traves del iempo de muestreo, reflejados en los miveles
basales, caractenisticas del pico preovulatorio, amplitud y frecuencia de pulsos de LH en los
animales tratados y no tratados con Nx, asi como antes y después del GnRH.

Pulso de LH, un pulso ocurrio cuando se presento un aumemto en la concantracion de la
hormona desde una muestra a la siguiente en la cual se excedio tres veces el nivel basal, mismo
que fue seguido por una disminucion gradual durante las dos sipuientes muestras (Martin et al.,
1983).

Amplitud de un pulsa, se toma como la diferencia entre el mivel basal (promedio de los 10

valores mas bajos) y las concentraciones maximas alcanzadas durante los pulsos en un periodo de
muestreo. Esta vanable depende de la frecuencia de los pulsos, nusma que a su vez, esta
determinada por el estada fisiologico en que se encuentra la cabra. Durante el anestro estacional
asi como durante la fase lutea, la frecuencia de pulsos es baja, sin embarge la amplrtud es grande
(Martin et al., 1983)

Frecuencia de pulsos, es la cantidad de pulsos observados en un periodo de tiempo En la

fase lutea y durame el anestro se presenta un pulso cada tres o cuatro horas, muentras que durante
la fasec folicular se presentan de 4 a 6 por hora (Martin et al , 1983)

Caracteristicas del Pico Prcovulatonio de LH Para efectos de este trabajo se adopta la

propuesta de Clarke (1995), quien comsidera que un pico preovulatono de LH ocurre cuando los
valores sericos se elevan por encima de 10 ng/ml y permanecen por amba de este nivel al menos
por tres horas.

Respuesta Ovulatoria y_tiemipo a la rusma: Se cousiderara que una ¢abra ovulo en

respuesta a (mRH cuando en un perioda de entre 4 v 10 horas después de su aplicacion se detecte
¢l pico preovulatonio de LH (McLeod y Haresign, 1984).

3.6. Analisis estadistico
A los datos generados en las vanables continuas, concentracion maxuma, Concentracian

promedio, pico preovulatonio de LH, tiempo a la concentracion maxyna y duracion del pico

proevulatorio de LH se realizaron analisis d¢ varianza para determmar las diferencias entre



grupos. Se utilizo la prueba de X’ para establecer independencia entre grupos para la vanable
discreta presentacion de pico preovulatone de LH (Qlivares, 1994).
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4. RESULTADOS

4.1. Niveles basales de LH

Los niveles basales de LH detectados (Cuadro 1) fueron simulares (P~>0.05) para todos los
grupos de cabras, resultando para T1, 1 83 ng/ml, para T2, 1.96, para T3, 1.36 ng/ml y para T4,
1.40 ng/ml.

4.2. Niveles séricos de LH antes de iniciar tratamiermtos

Los valores obtenidos en la hora 0 (Cuadro 1), inmediatamente amtes de aphcar los
tratarmuentos fueron: 4.22 para T1, 4.23 para T2, 4.40 para T3 y 3.84 para T4 ng/ml, los cuales
no fueron significativos (P>0 05) entre y dentro de tratamientos al compararse tambien los valores
de las muestras obtenidas t2, 8 y 4 horas antes de la pnimera adiunistracion de GnRH. Nx y 8s

en los tratanuentous.

4.3. Respuesta a Nx, cambics en amplitud y frecuencia de Pulsos (Cuadros 1-4;
Figura 3)

Los perfiles de secrecion de LH en las cabras tratadas con Nx se muestran en el Cuadro 1.
No se contemnplan diferencias en los niveles de LH en la hora 0 (P>0.05), m1 eu la concentracion
promedio de LH (P>0.05) entre tratamicntos Las cabras que fucron tratadas con Nx antes del
GnRH (T3}, tuvieron un pico maximo de LH supenior (P<0.05) a las de los tratamieatos 1, 2 y 4.
El nivel maximg de LH se presentd mas tarde (P<0.05) en los tratamientos basados en Nx- (T1 a
las 457 hs y T3 a las 5.11 hs) que en los que recibieron Ss amtes (T4, 3 69 hs) o despues del
GnRH (T2, 3.00 hs}. En la Figura 1, se presentan las graficas corresponudentes a los oerfules de
LH observados después de la aplicacion de Nx 0 Ss con o sin pretratamiento de GnRH.

En lo referente a la frecuencia y amplitud de pulsos de LH (Cuadro 2); el nimera total de
pulsos de esta hormona por tratamuento em seis horas, no fue influenciado (P>0.05) por la
administracion de Nx o Ss antes (T3=20 y T4=16) & después (T1=12 y T2=12) de aplicar la
myeccion d¢ GnRH. La amplitud media de LH por pulsq, fue siguficativamente superior
(P<0.05) para los tratamientos en los cuales se admumstrd Nx antes d¢ GnRH (T3=6.84 y



T4=5.85) en comparacion coo Tl (4.58) y T2 (4.93), en los que la Naloxona se aphicd después de

(nRH.

Cuadro |

Respuesta de LH (ng/ml) en cabras tratadas con Naloxona y soluion salina
ﬁswlégica durante el anestro estacional®

Tl T2 T3 T4 Nivel de

(GnRH+Nx])  (Ss) (Nx) (Ss) siﬂslcancia
Hora cerg 4.22 4.23 +.40 384 P=0.05
Nivel basal 1.83 1.96 1.36 140 P> 05
Promediq 4.4 426 5.86 4.4 P> 05
Pico maximo* 5770 638 %443 64% P<(.05
Hora del pica maximo* 457a 3.00b S.lla 3.6% P<0 Q5

*Datos generados al promediar los valares camespondientes a cada cabra dentre de Los tratanuentos
*Dnferente literul en hileras indica diferencias significativas.

Cuadro 2

Total de pulsos en seis horas y amplrtud media (ng/ml} de LH sérica por pulso en cabras en
anestro estacional tratadas con Nx y Ss antes o despues de GuRH

Antes de GnRH Después de GrRH Nivel de
Nx Ss Nx Ss stgnificancia
Total de pulsos
de LH 20 16 12 12 P> 003
Amplitud media
de LH/pulso* |6 84" 1535 458° l" 91° P< ) 068

*[hferente literal en huleras india Jdiferencias sigmlicativas.

La wnformacion antenor fue comfirmada al comparar los efectos de la Naloxona

administrada sola, con (T1) o sm (T3) pretratamiento de GnRH (Cuadro 3). En ese sentida, se

observa que tanto el numero total y la amplitud de los pulsos de LH en respuesta a Nx, som

afectados en forma negativa por la admmstracion previa de GnRH (Figura 1),

Cuadro 3

Total de pulsos y amplitud (ng/ml) de pulsos observados en sers horas en cabras
en anestro estacional que recibieron Nx Y un pretratanuento con y s GnRH

Nalvaoua Nivel de
significancia
Con GnRH Sin GnRH
Tolal de pulsos
de LH* 12b 20a P< 005
Amgplitud raedia
de LH/pulso* 4.53b 6.84a P< 005

*[hierente literal en huleras indica duferencias sigmiticativas.
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Entre las cabras testigo (T2 y T4), la frecuencia total y la amplrtud de pulsos de LH no
estuvieron influenciadas por el momento en que GnRH se aplicd, ya sea antes o despues de la
Naloxona (Cuadro 4; Figura 1).

Cuadro 4
Total de pulsos y amplitud media (ng/ml) en seis horas en cabras en anestro

estacional que sirvieron como testigo y a las cuales solo se admimstro
Ss con 0 sin tratanuento previo de GnRH

I
Sclucin Salina Nivel de
significancia
Con GnRH Sin GnRH
previo ~previa -
Total de pulsos
de LH 12 16 P> Q.05
Amplitud media 493 5.85 P> 0.05
de LH/puiso
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4. 4. Efecto del GnRH sobre concentracion y pico preovylatorio de LH (Cuadro 5;
Figura 3)

En el Cuadro 5, se hace una comparacion de las caracteristicas de liberacion de LH en
respuesta a los tratamuentos en los muestreos, mmediatamente después de que se admumstro
GuRH dentro del Expenmento. La concentracion de LH antes del GnRH, es estadisticamente
sinular para los cuatro grupos a pesar de que en T3 es ligeramente supenor.

La concentracion maxima de LH observada en respuesta a los tratamientos queda como
sigue. en GaRH (T y T2, 44.2416 ng/ml), es signuficativamente superior (P<0 Q1) a los otros
grupos. Al comparar T3 (16.053 ng/ml) y T4 (solucion salina mas muestreo mtensivo mas GoRH,
21.665 ng/ml) no se detectan diferencias (p>0.05) significativas entre ellos; sin embargo, al
compararlos con Ss (T4, primera administracion;, 6.0259 ng/ml) son completamente diferentes
(P<0.01). El tiempo a la concentracion maxuma de LH es similar para los tres grupas a los cuales
s¢ adrmunistrd GuRH (T1 y T2 en promedio 2 19 h, T3: L69h, y T4 256 h), v estos a su vez
fueron menores (P<0.0001) que los del grupo tratado con Ss (6 92 h). La concentracion mecha de
LH es mayor (P<( 05) para el grupo Tl y T2 donde se obseran 13 95 ng/ml Los otres 2rupos
no presentan diferencas stgnificativas (P>0 05) entre ellos. Las concentraciones quedaran como
sigue 4.34 ng/ml para T3, 5.65 ng/ml para T4, vy 4 97 ng/m{ para Ss

En lo que se refiere a la presemtacion del pico preovulatorio de LH y de acuerdo a la
definicion base de este trabajo, se puede decir que solamente T1 y T2 (analizados conjuntamente)
lo alcanzaron a tener niveles sanguirneos promedio de 22.39 ng'ml y una duracion de § 03 horas.
no asi los grupos T3 y T4 que a pesar de tener concentraciones de 12.79 y 14 32 ngml
respectivamente, el iempo de duracion de 162 y 2.87 h respectivamente para cada wno de los
grupos no les proporciona la categoria de pico preovulatorio (Cuadro 5).

Cuadro 5
Caracteristicas de liberacidn de LH en respuesta a GnRH adnunistrado solo, con un
pretratanuento de Naloxona y despues de un muestreo mtensivo

TIy T2 T3 T4 Nnel de
GnRH Nx+GnBEH SsHGnRH Ss s:'ﬁr_uﬁca ncid
n= 8 +4 + 3

Concentracion de LH en
hora 9 391a $353a 4.17a 332a P> 05
Concentracion muixima de
LH* 44.24a 16.05b 21.66b 6.03¢ P<{ 01
Tiempo a la concentra-
¢idn maxima® 219 1.69¢ 2.56b 6.92a P<0 01




pretratamienta de Naloxona y después de un muestreo mtensivo

Cuadro 5 (Continuacion)
Caracteristicas de hberacion de LH e respuesta a GnRH admunistrado solo, con wn

Tly T2 T3 ™ Ss* Mivel de
GnRH Nx+GnRH Ss+GnRH mﬁmﬁcancia

Concentracion media de
LH* 13.95a 4.34b 5.65b 497 P<0.01
Pico preovulatorio* Si No Mo No P<0 0l
Concentracion promedio
de LH en aumento soste-
nido de LH.* 22.39a 12.79 14.32b — P<0 05
Duragion ¢h) de! aumen-
to sostenido de LH* 5033 1.62b 2.87b — P<0.01

TILyT2 valores promedic de ratamucotos | + 2 que recibicron solamente v al taismo tiempo GnRH. no hubo tratamiatos ¥

mMuStreds sagvineos mtansivos previes. 13 - Grupe de cabras que recibiaron previo al tmRH. Naloxona y s¢ somatieron 4 muestrexs
sangumeas mtansivos. T4 -Grupo de aabras que rectbicron Sotuian Salma Fsologea 1 ¢ someatioran @ RMUCHIods san gumses nteansivos
previas previo al GnRH. Ss =Grupe de cabras tesligo que recibieran una myeocin & 2 ml d&e Soluvion Salina fisiologica sn mucsiress
sanguincos miasyos previds. los valores de LH de esta wolumna son tomados vomo refarenicia ¥ vorrespondan a las mucsiras tomadas
después de La prinwera admmistracon de 85 an T4, Valores son expresados o media de Uratanuentos. “Diferante literal an hilera. indica
diferencias significativas entre tratarmanios. 1as concantraciones son en ng LHml de suero sangumeo. El tiempo transcurmdo de la
respueda a la concattracion maxima vy la duracion de i elevaatn sostanida en la canoeniracian de IUH es en haras.

La frecuencia total de pulsos de LH observada en respuesta a GnRH en cabras durante el
anestro estacional. fue independiente (P>0.05) de la admumistracion de Nx (Cuadro ¢) La
amplitud media de los pulsos de LH detectados despues de la admumstracion de GmRH fue
supertor (P<0 003) para las cabras de T1 y T2 que conumtamente promediaron 28 22 ng ml de
LH en comparacion de 10 09 ng/ml de T3 y 15 82 ng/ml obtemidos en T4 (Cuadro 6)

Laos perfiles de LH en respuesta al GnRH se presentan en la Figura 3. las graficas fueron
realizadas a pantir de los valores promedio por tratamieno, en ellas se demuestran claramente las
diferencias entre tratamientos.

Cuadra 6
Efecto de! pretratamuento con y sin Nx y Ss sobre el total de pulsos de LH en 10 horas
de muestreo y amplitud media de LH sérica en respuesta a GnRH por
tratamignto en cabras en anestro estacional

GnRH Nivel de
significancia
LH Con Nx Con Ss Sin Nx
{T3) (T4) {T1vT2)
Total de Pulsos
por trataruento 4 3 L5 P>0.08
Amplitud
media/ pulso* 10 09h 15 82b 2% 22a P<0.005

"Inferente hiteral ¢n haderas, indaca dlerenvias signulicalivas.
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4.5. Respuesta en la secrecién de LH por muestreo, después de administrar cada
uno de los compuestos incluidos en fos tratamientos

4.5.1. Muestreo 1 (Cuadre 7)

Corresponden a este muestreo, €l prunero (Cuadro 7), las diferencias significativas entre
tratamientos mas destacadas. Antes de sefialarlas, es importante hacer notar que la concentracion
senica de LH no fue diferente (P>0.05) entre los cuatro tratamuentos en las horas de muestreo -12,
0y 12 en relacion a la administracion de GnRH, Nx y Ss. La concentracion promedio de LH fue
significativamente supenor (P<0.001) en las cabras 3 las cuales se admunistro GoRH en los
tratamientos 1 y 2 (de los que se presenta un promedio de respuesta). Los picos maximos de la
gonadotropina en estos tratamientos, también fueron muy superiores (P<0.001) en relacion a las
cabras que recibieron inyecciones de Nx y Ss. Estos ultimos tratarmuentos no tuvieron diferencias
significativas, pera si [o fueron cuantitativamente, siendo [a Naloxona quien elevo ligeramente ios
niveles de LH.

La elevacion (pico) maxuna de hormona lutemizante se presento mas temprano (P<0 001)
en las cabras tratadas con GnRH, y en eilas. la descarga d¢ LH fue del tipo preovulatono {dentro
de la cual se incluye la elevacion maxima) y se inic1d inmediatamente despues (a los 15 nunutos)
de admumstrar el decapeptido. Despues de admumstrar ja  “aloxona se presento en
aproxamadamente 49 nunutos la elevacion maxima de LH y fue diferente a la concentracion
maxima de LH abservada en tratamiento 4, donde se administro solamente soiucion salina, ambas
elevaciones no fueron del tipo preovulatoro, y dado el tiempo en que se presentaron, no
necesartamente corresponden a una respuesta a los tratamientos (Cuadro 7).

Cuadro 7
Caracteristicas de la concentracion de LH (ng/ml) en diferentes momentos dentro del muestreo [
en respugsta a los diferentes tratanuemos.

MITL T2 MIT3 MIT4 Nivel de
significancia

Hora -12 394 3v3 176 P>0.05
Hora 0 391 KR | 132 P>0.05
Hora 12 626 706 + 85 P>0 05
Prommedio* 13 95z 749 +97b P<0.001
Elevacion maxama* 44 243 12 03b G602 P<0.001
Hora de elevacion
maama* 2.19a 5.75b 6.92b P<0.001

*hferente literal en hileras indica diferencias sigruficativas.
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Cuadro 7 (Coatinuacidn)
Caraderisticas de la conceatracion de LH (ng/ml) en diferentes mormentos dentro del muestreo 1
en respuesta a los diferentes tratamientos

MITIL ¥T2 MIT3 MITH Nivel de
sigruficancia
lnio de elevacidn
maxima 12,95 No No
Hora de inicia de
elevacion mixima Q.15

*Mfercnte literal en luleras wdicu diferencias significativas.

4.5,2. Muestreo 2 (Cuadro 8)
En el Cuadro 8, las diferencias significativas detectadas entre los tratamientos dentro del
muestreo dos, se¢ observaron en la vanable concentracion de LH al final de la elevacion maxima,

correspondiendo al tratamiento 3, el valor mas alto.

Cuadro 8
Caracteristicas de la concentracion de LH {ng/ml) en diferentes momentos dentro del muestreo 2
{M2) en respuesta a los tratarmentos (1)

M2T1 M2T2 M2T? M2T4 Ninel de
sigruficancia

Hora -12 6.18 6.61 534 1.66 P>) 05
Hora 0 410 + 9 561 479 P> (8§
Hora 12 434 540 518 4.05 P>0 035
Promedio +.81 +83 533 397 P>0 Q5
Pico maximo 602 683 6 82 579 ) 0§
Hora del pico
miaximao +:55 +:15 3:00 2:05 F>0.05
Tuco det pico 53K 644 5.86 579 P005
Hora dc inicio
del preo 2:55 3:30 125 205 P> 05
Final de pico* 412a 4 48a 2670 151a P<y 05
Hara al {inal de
pico 825 5.25 834 2130 P05

*Dnferente literal en hileras indica diferencias significativas.

4.5.3. Muestreo 3 (Cuadro 9)

En el Cuadio 9, se resume la wformacion generada por cada uno de los grupos de anunales
tratados incluidos en ¢l muestreo tres. Solamente {a vanable, hora en que se presentd la elevacion
maxima de LH, especificamente para ¢l tratamiento 3, fue superior y diferemte (P<0.03) a los
demas tratarmentos.



Cuadro 9
Caracteristicas de la concentracion de LH en diferentes momentos dentro del muestreo 3, en
respuesta a los diferentes tratamuentos.

MiTI M5T2 M1T3 M3T4 Nivel de
sigsuficancia

Hara -12 486 550 493 3os P0.050
Hora ) 4 44 4562 6 3.4 P=0 050
Homa 12 431 378 554 352 P>0.050
Promedio 431 +73 477 428 P>0.050
Pico mixdmo 6.65 7.52 945 7.65 P>(,050
Hora del pico
maximo* 2.55b 1-45b 6:35a 2:05b P<0.050

*Diferente literal en hileras indica diferencias significativas.

4.5.4. Muestreo 4 (Cuadro 10)

En el muestreo 4, la coucentracion de LH, doce horas antes de admimistrar los
tratamiemtos fue sumular en todos los grupos (=0.05); sin embargo, en la hora 0, ¢l tratamiento 3
presento niveles sencos de LH supenores al resto de los tratamientos; este aspecto no mfluy¢ en la

concentracion promedio de LH a pesar de que cuantitativamente fue supenor en los tratanuentos 4
y 3 (Cuadro 10).

Cuadroe 10
Caractenisticas de la concentracion de LH (ng/ml) en respuesta a los diferentes tratamentos
dentro del muestreo 4,
M4TIL MAT2 M4T3 M4TH Nivel de
significancia
Hoga -12 442 3.64 3.95 19l P05
Hora O* 4.1l4b 118 7.19a 4.17b P=0 0%
Hora 12* 3 48a 177ab 2 4ab 1.85b P<0 10
Promedio 3.0 3.23 4.34 565 >0.05
Pico maximo* 4,644 4.75b 16.05a 21.66a P05
Hora del pico
auiximo 5:52a 1:.41b 2:34b P<0.05

*nferente literal en tuleras imdica diferencias sipmbicativas,

El pico maximo de LH detectado en los tratamuentos 3 y 4, fue signuficativamente (P<0.035)
mas alto que el observado en los tratamuentos L y 2. Entre los primeros (3 y 4), también se
presentaron diferencias. En relacion a la respuesta diferente que se presento entre los tratamientos
con (3) y s (4) Naloxona antes, se observo que el GnRH sim Naloxona previa provocd una

mayor liberacion de LH. Esos aumentos en la secrecion de LH tardaron en presentarse po mas de
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dos horas y media, en el caso del tratamiento 1, la elevacion maxima observada se presento casi
seis horas después de admunistrar Naloxona v al igual que en este tratamiento, en el 2, no se
rebasaron los 5 ng/ml. Doce horas después de administrar los tratanuentos, la LH descendio a
niveles basales en los cuatro grupos. Se observa que los grupos testigos (T2 y T4). tratados
solucion salina antes o después del GnRH tuvieron concentraciones mas bajas que los tratados en
T1 y T3 (Cuadro L0},

4.6. Respuesta Comparada entre GnRHM, Nx y Ss (Cuadro 11; Figura 5)

Este analisis comparativo incluye la respuesta a GnRH (promedio de los tratarmentos 1 y 2,
MITL y MIT2), Nx (MIT3) v Ss (MI1T4) y corresponds a los datos obtenidos durante ¢f pnmer
muestreo, mmediatamente después de la admumustracion de cada uno de los compuestos. En el
Cuadro 11, se observa que la concentracion de LH en la hora cero, fue similar (P>0 03} para los
grupas de cabras que recibieron ya sea GnRH. Naloxona (Nx) o Solucion salina fisiologica (Ss)
En lo referente a la concentracion maxuna de LH, los niveles observados en respuesta al GaRH
(44 24 ng/ml) son significativamente supenores (P<0 01) a los obtenidos cuando se aplico Nx
(12 04 ng/ml) y estos a su vez son mayores a obtenidos ea Ss (6 (6 ng mi)

El tiempo en horas (h), transcurnido despues de la adnunistracion de los tratanuentos al
momento de la concentracion maxima de LH. fue menor (P<0 001) cuando se aplica GaRH (2 19
h) que cuando se trata con Nx (3 75 h) o con suero salmo (6.92 h), la mformacion cbtauda de la
adrmmistracion de Ss indica un pico en la concentracion de LH, que no necesanamecte es una
respuesta al tratamiento (Cuadro 11).

La concentracion promedioc de LH por tratamiemto, fue significativamente superior
{P<001) en los ammales tratados con GnRH con 13.95 ng/mil contra 7.49 ng/ml de los que
recibleron Naloxonma y 497 ag/ml de los que se admmustro Ss. En este caso, al analizar las
diferencias entre Nx y Ss se observa nuevamente una concentracion mayor de LH en respuesta a
Nx a pesar de que no existen diferencias significativas entre ellas (Cuadro 11).

Se presenta pico preovulatornio de LH solo en las cabras que recibieron GnRH como
tratamuento (respuesta no ndependiente de tratarmuentos, P<0.01), la concentracion promedio
observada en él fue de 22.39 ng LH/ml y su duracian de $.03 horas cumpliéndose la definicion de
pico preovulatorio sugerida en la metodologia, no es asi para las cabras tratadas con Ss y Nx.
Una sola de las cabras tratadas con Nx presenta aumentos de LH por encima de los 10 og LH/ml
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sostemdos por tres horas, aunque la elevacion no fue mmediata, como en los ammales tratados
con GnRH, ya que comenzo cuatro horas después de que se administro la Naloxona {(Cuadro 11).
La frecuencia total de pulsos de LH fue mdependiente (P>0.05) de la admmistracian de los
compuestos utilizados en ¢l estudio. La amplitud media de LH en esos pulsos, fue cas tres veces
superiot (P<0.05) para las cabras tratadas con GnRH (13.56 ng/ml) en comparacion con las que
recibieron Nx (6.84 ng/ml) o Ss (5.85 ng/ml). En la Figura 5, s¢ plasman las diferencias tipicas en
los niveles séricos de LH obtemdos en el presente estudio, en respuesta ya sea a GnRH, Nx o Ss.

Cuadro 11
Comparacion de las caractensticas de iberacidn de LH (ng/ml) en respuesta a GnRH
(Tl y T2), Nx (T3, primera admmistracion) v Ss (T4; primera administracion)
aplicadas en cabras durante el anestro estacional.

TlyT2 T3 T4  Nivel de
si&niﬁcanma
LH en lahora 0 3.91 3.95 332 P>005
Pico maxmmo de LH* 44 243 12.04b 6 03¢ P<0 0]
Hora de pico maximo* 2.1% $ 75a 692a P<0 001
Promedio de LH* 13952 7.49b 4 97b P<0 01
Presemtacion de
pico preovulatoria® Si No No P<0 05
Concentracion de LH
en pico 2239 —_— -
Duracién del pico
preovulatorio® 5.03a 1.81b — P<00l
Total de pulsos de LH
en 6 horas 24 a3 19 P>0 05
Amplitud media de
pulsos® 15.36a 6.84b 5 85k P<0 05
I

Valores son onpresados o media de Uratanuaios * Dhiferante literal en halera mdica diberoncias sgnificalss as andre
retamicdos. Las conomtraciones & LH smn an ng mi de suero sanguineo. El Liampo ransumdo de 1a respucsa
4 la concemtracidn rdxima ¥ la duracion de ls devacron sosteruda an la conoatraciin de LH 300 en horas.
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4.7. Efecto general de [os tratamientos sobre la secrecién de LH

tuvieron los cuatro tratamientos (T1-T4; ver Figuras 1 y 2) y los compuestos administrados en
cada muestreo (M). La diferencia en cuanto al promedio general de secrecion de LH, fue
altamente significativa solo en respuesta a la administracion de GaRH en los tratamientos 1 y 2,

En el Cuadro 12, se presentan en resumnen, los efectos que sobre la secrecion de LH
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dentro del muestreo | (MIT1 y MIT2), y no se afectd por la admunistracion de Naloxona,
solucion salina y GnRH en los tratamientos J y 4 del cuarto muestreo (M4T3 y M4T4).

4.8. Promedio y pico maximo de LH (Respuesta general a tratamlentos)

Del Cuadro 13, se desprende que el promedio de LH durante todo el peniodo de tratanuento
¥ la elevacion {pico) maxima de LH fueron mayores (P<0.001) para aquellos amimales tratados
con GnRH al principio (T1 y T2) del experimento, que los tratados con ¢l al final (T3 y T4). En
lo referente al promedio general de LH, se presentaron diferencias entre ellos, T1 (6.814) fue
meuor que T2 (8.364), vy T3 (5.714) fue mayor que T4 (4.97). El pico maximo hormonal mas ako
la obtuvo T1, le siguieron en orden descendente: T2, T4 y T3 Los valores obtenidos en la
variable mvel basal de LH, no presentaron diferencias significativas entre los cuatra tratarmerntos
(T1=1.83; T2=1.96; T3=1.36, y T4=1.40) incluidos en este trabajo.

Cuadvo 12
Analisis de la vananza del efecto de GuRH, Naloxana y solucion salina fisiologica
adnunustrados solos o combmados sobre la secrecion de LH.

Muestres v Tratamientio Fuente de varacion Efecto pnncipal P
MIT1 GnRHE Signuficauvo <009l

M2T1 GnRH+Nx® No siguficativo >) 05

M3T1 GnRH+Nx+Nx@® No sigruficativo >Q.05

M4TI GuRH+Nx+Nx+Nx® No sigruficativo >0.05

MiT2 GnRHSE Sigmficalive <0 031

M2T2 GnRH+8s® No significativo =005

MiT2 GnRH+Ss+5s® No sigruficativo >005

M4T2 GnRH+55+85+Ss® Nao signaficativo >0.05

MIT3 NxB Na ssigmificativo >005

M2T) Nx+Nx@® No significatoo >0.05

M3T3 Nx+Nx+Nx$D No sigruficativo >(0.05

MJ4T3 Nx+Nx+Nx+GnRH® N sigruficativo =005

MIT4 Ssb No significative >0.05

M2T4 Ss+559D No significativo >0.05

M3T4 Ss+5s+55@ No sigruficativo >0.05

M4TY S5+85+8s+-GnRHP No sigrufacativo >).05

Cuadro 13
Efecto general total de los tratammientos sobre diferentes parametros relacionados con los miveles
sericas de LH (ng/ml)
GonRH+Nx OnRH+55 Nx+GoRH Ss+GuRH Nivel de
significancia

Promedio de LH* 6.81b 8.36a 571 497¢ P <0.00]1
Nivel basal de LH 1.83 1.96 [.36 140 P >0.05
Pico miximo de LH* 25.75b 47 803 14.17¢ 21.28b P <0001

*[hierente literal en hileras indica diferencias significativas.
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5. DISCUSION

Durante el anestro estacional, las condiciones reproductivas que prevalecen en la
cabra son parecidas a las de la oveja, y provocan un patron de secrecion de LH similar al
que se observa durante la fase litea, el anestro lactacional y la gestacion. La frecuencia de
pulsos de LH en comparacion com la fase folicular se reduce significativamente debido a
que el generador de pulsos llega a ser extremadamente sensible a las pequeiias pero
suficientes cantidades de estradiol que son producidas por los foliculos pequefios e
intermedios localizados en el ovano durante el anestro estacional (Karsch, 1979). Los
dias largos tambi¢én pueden afectar la pulsatilidad en la secrecion de LH, sin embargo, su
efecto es menos importante que ¢l control realizado por el estradiol (Goodman et al,
1982).

En ovejas, al igual que en cabras, el patron de secrecion de LH, es de naturaleza
pulsatil. Los niveles basales son de 0.1 2 2.0 ng/ml para fase lutea y anestro estacional de
ovejas y cabras no gestantes (McLeod et al, 1982b; Dobson, 1983). Robinson et al.
(1987), mdican en ovejas en anestro estacional mveles basales de hasta 8 ng/ml. Gordon
et al (1987), sefialan que la concentracion basal menor a 1 ng/ml de LH, también es
caracteristica de ovejas en anestro lactacional Los niveles basales de LH para esas etapas
concuerdan con el rango de 0.4 y 1 5 ng/ml reportado por Buttle y Morant, (1986) para
cabras gestantes.

La secrecion basal de LH puede ser interrumpidz con pequeiios pulsos de vida
corta (al menos 30 minutos), cada uno de entre 5 y 15 ng/ml. Durante la fase lutea del
ciclo estral y durante el anestro estacional, los pulsos de LH ocurren uregularmente en
intervalos de 3 a 12 horas (Baud, 1978, Baird et al., 1976, Scaramuza y Baird, 1979,
Yuthasastrakosol et al, 1977, Fnman y Haresign datos no publicades, citados por
McLeod et al , 1982). Gordon et al. (1987), observaron en ovejas en anestro lactacional,
la presentacion de un pulso de LH cada 6 horas con amplitudes que van desde 1.5 hasta
3.5 ng/ml de LH Buttle y Morant (19388), reportan pequeflas pero continuas salidas de
LH desde la pituitaria de cabras gestantes, con pequciios pero regulares pulsos de LH
cada 4 ¢ 5 horas para un total de 5 a 8 pulsos diarios. Estos hallazgos son .similitudes a



los de la fase hitea, el anestro estacional y el anestro lactacional con la periodicidad de los
pulsos de LH detectados por ellos durante la gestacion de [a cabra, en quienes dicen se

mantienen.

5.1. Niveles basales de LH

Los wveles séricos basales de LH obtenidos en este trabajo, que son caracteristicos
de cabras en anestro estacional, fueron similares para todos los tratamientos y no
sobrepasaron el limite superior (2.0 ng/ml de LH) del rango establecido para la misma
ctapa fisiologica de ovejas (McLeod et al., 1982b) y cabras durante la fase latea (Dobson,
1983). Estas, son inferiores a 3.5 ng LH/ml, valor maximo promedio obtenido por Kaplan
y Katz (1995) en cabras sujetas a fotoperiados artificiales. Los valares basales de LH en
este estudio, se encuentran dentro del rango sugendo por Robinson et al. (1987), que

alcanza un nivel maximo de 8 ng/ml para ovejas en anestro estacional.

§.2. Niveles séricas de LH antes de iniciar los tratamientos

Los niveles séricos (alrededor de 4 ng/ml) de LH detectados a las -4, -8, -12 horas
y minutos antes de administrar los tratamientos, fueron similares para todos los grupos de
cabras. Esto indica uruformidad en ¢l estado fisiologico de anestro estacional en el cual se
mantenian, confirmado ademas, por la ausencia de repuesta biologica aparente a las
inyecciones de prostaglandina F»,. Estos valores promedio de LH fueron superiores a los
niveles basales obtenidos por Robin et al (1994) en cabras en anestro estacional, cuyo
valor méximo promedio fue de 1.0 ng/ml y son también altos en comparacidn con 1.5
ng/ml, valor reportado como nivel superior del rango considerado como basal reportado
por Dabson, (1983) para la fase lutea de cabras. Los valores de LH aqui detectados,
estan por debajo de los establecidos para la fase folicular, que van desde 5 hasta 100
ng/ml (Dobson, 1983). Sin embargo son similares o ligeramente supenores a los
obtenidos (3.5 ng/ml) por Kaplan y Katz (1995) en cabras sujetas a fotoperiodo artificial.

Los niveles de LH mas altos, pueden ser una caracteristica propia de las cabras durame el



anestro o ser consecuencia del método de RIA empleado, aunque existen reportes de

valores de LH que alcanzan hasta 8 ng/ml en ovejas en anestro.

5.3. Respuesta a Nx

Esta definida la funcion whibitonia de los péptidos opioides sobre la secrecion de
gonadotropinas, especialmente de LH en diferentes especies, incluyendo la oveja. Esa
funcion inhibitoria depende del sitio receptor y el tipo de opioide involucrado Aunque
para que se presenten esos efectos también es determinante la etapa fisiologica dentro y
entre estaciones por la que pasa el animal. En la oveja, et periodo de anestro estacional ha
sido comparado con el periodo prepuberal, en los dos periodos la LH esta supnmida por
el efecto negativo del estradiol sobre el generador de pulsos de GnRH que en esos
tiempos es altamente sensible al esteroide (Cosgrove et al , 1993) Interactuando con el
estradiol puede haber mecanismos inlibitorios de origen noradrenérgicos,
dapaminérgicos y opiodérgicos (Schall et al, 1991).

Los efectos de un antagonista de los péptidos opioides, la Naloxona, han
confirmado los puntos de vista anteriores, y su efecto positivo sobre la secrecion de LH
depende de la etapa fisiologica por la cual atraviesa el aiumal (Brooks et al., 1986a) Las
variables analizadas en la mayoria de trabajos en los cuales se utiliza Nx son
concentracion media, amphtud y frecuencia de pulsos de LH.

En el presente estudio la concentracion media de LH, no fue afectada por la
Naloxona sola (5 86 ng/ml) o con un pretratamiento con GnRH (4 44 ng/ml). Brooks et
al. (1986a) reportan concentraciones promedio de LH (en ng/ml) para ovejas maduras en
el anestro temprano de 215, medio de 2.07 y tardio de 2 86, y aunque los valores
hormonales aqui encontrados fueron ligeramente superiores a los de este autor, estan
dentro del rango de los mveles basales para LH sugeridos por Robinson et al. (1987) y
son mas parecidos a los valores obtenidos con ovejas jovenes tratadas con Nx (Brooks et
al, 1986a).
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La administracion de Nx en cabras en anestro estacional, no afecta la frecuenciay la
amplitud de pulsos de LH. Fue posible llegar a esta conclusion al no encontrarse
diferencias significativas entre las cabras tratadas con Nx y las testigo a las que administro
Ss. El pretratamiento con GnRH, tampoce propicio diferencias entre las cabras tratadas
con Nx y las del grupo testigo que recibieron Ss. Sin embargo, en comparacion con las
que se trataron solamente con Nx y Ss, las variables estudiadas tuvieron valores mas
bajos en ambos grupos de cabras (Nx y Ss) pretratados con GnRH.

La forma pulsatil en que se libera la LH, se vio afectada por la administracion
previa de GnRH. Las cabras en las que se aplico Nx y recibieron un pretratamiento coa
GnRH, tuvieron en total, menos pulsos (12 contra 20) y mas baja amplitud media (4.58
ng/mi contra 6.84 ng/ml) de LH que las que fueron tratadas solamente con Nx.

En la literatura no existen antecedentes de este efecto del GnRH y su uso como
pretratamiento a la Naloxona. Una explicacion probable es que las reservas de LH fueron
agotadas al responder la hipofisis al decapéptido La caracterizacion de esta respuesta fue
posible gracias al esquema de muestreo disefiado que penmitio colectar muestras de suero
sanguineo hasta por 108 horas después de que se wtucio la admumstracion de los
tratamientos.

Con base en la anterior, es posible pensar que después de un gran estimula, como
el de una dosis alta de GnRH, se provoque el vaciado de las reservas de LH, y que se
requieran varios dias antes de que la hipofisis pueda responder a otro estimulo, aungque
sea de baja intensidad que como en este caso, se hizo con la aplicacion de Naloxona. En
ese sentido se pueden enfocar futuros trabajos de investigacion.

La amplitud media de los pulsos de LH en ng/ml, reportada por Brooks et al
(1986a), en ovejas tratadas con Nx a la mitad (8.29) y al final (10.43) del anestro, fue
muy superior al valor més alto (6.84) aqui reportado. Los resultados que obtuvieron
Brooks et al. (1986a) en el anestro temprano (3.75 ng LH/ml) son mis coincidentes con
los que aqui se presentan. En otro trabajo, Brooks et al (1986b), reportan alturas de
pulsos que van desde 11.61 (testigo) hasta 16.25 (Nx)} ng LH.ml-1 en ovejas en anestro y
mencionan que a pesar de esta vaniacion, los tratamuentos no presentaron diferencias

significativas, coincidiendo en ese sentido con este trabajo
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Muy pocos pulsos y niveles circulantes de LH reducidos se abservaron durante el
periodo de tratamiento luego de admumstrar Naloxona o solucion salina. En el caso de las
cabras tratadas con solucion salina se refleja el estado de anestro. Tal patron es
caracteristico de cabras y ovejas de lana en anestro estacional (Mongomery et al., 1985).
La respuesta a Naloxona fue similar a |a reportada en ovejas de lana, en las cuales se
sefiala que no se afecto la secrecion de LH luego de que se administrd.

En este trabajo se comprueban para cabras en anestro estacional, las observaciones
en ovejas intactas en anestro estacional realizadas por Meyer y Goodman (1936), Brooks
et al. (1986a y b) y Yang et al. (1988), quicnes concluyeron que la Nx ao afecta la
secrecion de LH al no observar diferencias en la pulsatilidad y amplitud con las hembras

testigo.

5.4. Respuesta a GnRH

Todas las cabras tratadas con GuRH respondieron al tratamiento, como se
evidencta por los patrones endagenos de liberacion de LH A pesar de que en los
tratamientos en los cuales el decapéptido se adminustro despues de la Naloxona y la
solucion salina no se mantuve la categoria de pico preovulatorio. La respuesta al GnRH
coincide con la obtenida en estudios realizados en ovejas por Brown et al. (1988) y
Crigthon et al. (1974) y fue inferior a la que obtuvieron McLeod et al. (1982) en borregas
tratadas con dosis bajas de GnRH administradas en forma pulsatd. E! GnRH induce en
forma inmediata un aumento sostenido en los niveles séncos de LH En los tratamuentos |
y 2, se produjeron picas de LH tipo preovulatorio cuya duracion promedio fue de 5.03
horas y que comenzaron 15 munutos después de aplicar el tratamuento, alcanzando un
valor méximo promedio por tratamiento de 44 24 ng/ml alrededor de 2.19 horas post
GnRH. Ocho horas después de la inyeccidn, la concentracion promedio de LH disminuy6
considerablemente pero fue significativamente mas alta que los valores correspondientes
a las cabras tratadas con Naloxona, solucién salina y GnRH después de Naloxona y

solucion salina,



Se detecto un patron de liberacion pulsatil en la mayoria de las cabras tratadas con
GnRH, y a pesar de haber una gran variacion entre tratamientos, no hubo diferencias
significativas. Sin embargo, la amplitud del pulso de LH entre tratamientos fue diferente,
coincidiendo con las diferencias entre tratamientos para la variable concentracion
promedio de LH durante ¢l aumento sostenido.

Uuna de las causas posibles de las diferencias, tanto en la amplitud de pulsos como
en la concentracion promedio de LH durante ¢l aumento sostendo, puexlen tener su
ongen en el estrés, ocasionado por los tres periodos de muestreo intensivo a los que se
sometieron las cabras luego de aplicar Nx y Ss antes de estimular a la hipofisis con el
GnRH. Se ha comprobado que ¢l estrés suprime la secrecion pero no la produccion de
LH desde la pituitaria (Moberg, 1985; citado por Kaplan y Katz, 1995). Esta glandula,
durante el anestro, contiene pequerias cantidades de LH bioactiva que es liberada hacia la
sangre cuando se inyecta una cantidad suficiente de GnRH (Faulkes et al., 1990).

Aunado a lo anterior, durante el anestro estacional, el hipotalamo de la cabra para
secretar en forma adecuada GnRH enddgeno que propicie un pico preovulatorio de LH,
requicre ser expuesto antes a cantidades pequefias pero conpstantes del mismo
decapéptido, tal y como lo demostraron Knigth et al. (1988) al adruristrar varias
inyecciones multiples con dosis bajas de GnRH.

Ese hecho fue tratado de corroborar por Robn et al. (1994), quienes probaron
después de un tratarmento con un progestagena, la aplicacion de dos inyecciones de 125
pg de GnRH cada una con diferencia de 48 horas, no obteniendo en ningin caso picos
preovulatorios de LH ni de FSH. Se obtuvieron resultados similares cuando se aplico una
sola inyeccién de GnRH. Otro grupo de amimales se tratd con PMSG en lugar del GnRH,
y la respuesta no se hizo esperar. El 100 porciento de las cabras tratadas presento picos
preovulatonos tanto de LH como de FSH. Estos resultados, los explicaron los autores
basindose en la vida media corta del GnRH (Fractel) empleado y en la via de
administracion: im, la cual suponian permitiria una primera exposicion del hipotalamo al
GnRH exogeno. Con estos antecedentes es posible discutir y probablemente plantear
investigaciones que traten de establecer si el GnRH exogeno, actua a nivel hipofisis 0 a
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nivel hipotalamo, para provocar la respuesta secretoria de gonadotropinas en cabras
durante el anestro estacional.

Estos resultados son similares a los reportados por Robinson et al. (1987), quienes
trabajando con ovejas sincronizadas con 30 mg de acetato de fluorogestona en esponjas
vaginales mantenidas por 12 dias y una inyeccion de 500 ui de PMSG al retirar la
esponja, reportaron concentraciones basales del orden de | a 8 ng LH/ml La
concentracion pico fue de 58 ng/ml y el intervalo de los niveles basales al pico fue de 2.4
horas, la duracion de la oleada pregvulatonia fue de 6 a 8 horas y el tiempo desde el
primer aumento hasta ¢l retorno a los niveles basales fue de 8 a 10 horas.

Nuestros resultados son significativamente menores a los reportados por Haresign
et al (1975), quienes, en ovejas ciclando durante la época reproductiva natural no
encontraron diferencias en la concentracion maxima de LH en el pico preovulatorio en e
estro natural (205 ng/ml) y en el estro sincronizado con progesterona implantada el dia 8
del ciclo y mantenida por 12 dias (185 ng/ml). Condiciones simulares dio a conocer para
la duracion de la oleada de LH, en €l estro natural: 12.8 horas y en el estro sincronizado
11.2 horas

Comparados con los picos preovulatorios obtenidos por Robin et al. (1994), en
cabras en anestro estacional, a las que después de un tratamiento con progestagenos se
les administrd una inyeccion de PMSG (90 4 ng/ml) o de GnRH (81.0 ng/ml), algunos de
los valores aqui obtenidos (individuales de hasta 76.4 ng/ml), son ligeramente inferiores a
los abtenidos por ese autor. Sin embargo la mayoria, son significativamente menores
Esos valores altos en el pico preovulatorio, Robin et al (1994), los atribuyen o a la
técnica del RIA empleado o a la raza de cabras empleada. Conclusion simular fue a la que
se llego en este trabajo luego de rewvisar los valores medios de LH circulante para todos
los tratamientos.

Los resultados observados en este trabajo comeiden con los obtenidos en vaquillas
Holstein sincronizadas previamente y a las cuales se les administraron S y 10 ug de
GuRH, en ellas, los niveles de LH se elevaron en los siguientes 15 minutos despueés det
GnRH alcanzando niveles parecidos a los preovulatorios ea aproximadamente dos horas.



En esas vaquillas, Ia LH s¢ mantuvo alta por seis horas y no se encontraron diferencias
significativas entre las dos dosis de GnRH (Gong et al., 1995).

En relacion a la dosis, la respuesta al GnRH es controversial, ya que en muchos de
los casos permite pensar en una asociacion con la dosis; sin embargo, Brown et al (1988)
cuando aplicaron una inyeccion masiva de 125 pg de GnRH (dos horas después de
termninar la administracion de un tratamiento pulsatil de 250 ng de GnRH cada dos horas
durante 34 horas), obtuvieron 1.5 horas después, niveles pico de 21.9 ng Ng LH/ml. El
momento en que se presentd el pico maximo fue ligeramente menor al de este trabajo. Sin
embargo la magnitud de la respuesta en este trabajo fue muy superior y puede deberse al
agotamiento de las reservas de LH ocasionado por lg estimulacion constante de las
inyecciones reducidas y multiples de GoRH.

Existen diferentes definiciones de lo que se considera un pico preovulatorio. Las
dos mas bajas en lo que comresponde al tiempo de duracion son proporcionadas por
McLeod y Haresign, (1984) y Clarke (1995) McLeod y Haresign (1984), lo definen
como un aumento sostenido por mis de & horas y concentraciones séricas amiba de 10
ng/ml. Los niveles pico de esta hormona deben ser de mayores de 30 ng/ml El pico
comuenza en ¢l momento cuando se alcanzan por primera vez los 10 ng/ml. Clarke
(1995), considera que un pico preovulatonio de LH ocurre cuando los valores séricos se
elevan por encima de 10 ng/ml y permanecen por arriba de este nivel al menos por tres
horas. Atn bajo las benévolas condiciones de Clarke (1995), los tratamientos 3 y 4 del
presente trabajo, no alcanizan la categoria de pico preovulatorio.

Coincidentes también con el present¢ estudio, Greyling y Nieketk (1990),
trabgjando durante la ¢poca reproductiva con cabras Boer pretratadas con un
progestagenv intravaginal y luego de admunistrar inyecciones via iv ¢ im de PMSG al
retirar el progestageno, obtuvieron niveles miximos promedio durante el pico
preovulatorio de LH de 64.2 y 40.1 ng/ml respectivamente para cada una de las vias de
administracion. El valor del pico preovulatorio espomtaneo de los animales testigo
(solamente progestageno) fue de 48.0 ng/ml de LH. A pesar de las grandes diferencias
entre los valores minimo y méximo no reportan diferencias significativas entre ellos.
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Brown et al (1988), estudiaron el efecto del 125 pug de GuRH en ovejas en anestro,
observando valor maximo de 21.9 ng/ml, alrededor de 1.5 horas después de la inyeccion
y €l pico preavulatorio se inicio 0.5 horas después del GuRH. Ocho horas post inyeccion,
la concentracion media de LH se redujo, pero fue significativamente mayor que los
valores detectados en los testigos.

La medicion de las concentraciones de LH tiene como objetivo monitorear el tiempo y la
amplitud del pico preovulatorio de LH e indicar el momento de la ovulacion. En reportes
previos de trabajos realizados en cabras (Ritar et al., 1984) y ovejas (Cumming et al,
1973), se sefiala que la ovulacion ocurre emtre 18 y 28 horas después del pico
preovulatorio. En el presente trabajo, a pesar de que se considera dentro de las variables
en estudio, dadas las condiciones no fue posible evaluar la respuesta ovulatoria al
momnitorear los niveles de progesterona despues de los tratamientos, por lo que solamente
s¢ supone que ocurrio ovulacion cuando se presento el aumente sosterudo tipo pico

preavulatorio de LH



6. CONCLUSIONES

Del presentz trabap, se desprenden las siguientes conclusiones, aplicables cuando las
candiciones sean similares, en cabras adultas durante su anestro estacional:
= Elaivel basal promedio de LH obtenido en este trabajo fue 1.64 ng/ml.
» La coacentracion promedio de LH durante el tiempo en que no s¢ administraron tratamientos
fue de 4.17 ng/ml.
¢ El GnRH provocd una elevacion tipo descarga preovulatoria de LH en las cabras a las cuales
s¢ admmistrd GnRH solo.
¢ En los tratanueatos en los cuales se admmistrd GnRH después de Nx y Ss y fueron sometidas
a tres muestreos mtensivos previos, la descarga de LH fue afectada y no alcanzd la categoria de
pico preavulatoria, posiblemente por el estrés ocasionadao por los muestrecs intensivos a los cuales
fuercn sometidas
¢ La concentracion maxma de LH en respuesta al tratammuiento con GnRH sm Nx previa fue
44 .24 ng/ml v se presento 2.19 horas después de su admmistracion.
+ La concentracion media de LH después de aplicar el GnRH fue 13.95 ng/ml, en cornparacion
con la concentracion promedio de 5.31 obtenida cuando se aplico el GnRH con un pretratamiento
de Nx, Ss y tres muestreo mtensivos previos.
» La Naloxona no afecta la frecuencia y amplitud de los pulsos de LH, s embargo, cuando se
aplica GnRH antes, estas dos variables ss alteran y se observa una reduccidn significativa en sus
valores.
¢ L[a evidencia generada en este trabajo indica que los aniveles reducidos de LH observados
durante el anestro, no dependen de péptidos oproides. Esto leva a suponer que el efecto mhibitorio
sobre el genetrador de pulsos de LH, podria ser de otro origen, tal vez esteroidal.
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