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reduccion en los miveles circulantes de hormona luteirnizante (LH) en la mayoria de los
animales La utilizacion de compuestos quimicos como Naloxona (Nx) y hormona
liberadora de gonadotropinas (GmRH) para revertir ese fenomeno ha temido resultados
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estadisticos, las vanatles discretas fueron evaluadas a través de Pruebas de Contingencia
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experimental de Disafio Completamente al Azar.

Contribuciones y Conclusiones: Los resultados demuestran que en cabras en anestro estacional,
el GnRH provoca una elevacion tipo descarga preovulatona de LH, musma que
posiblemente fue afectada en forma negativa por ¢l estrés ocasionado por los tres muestreos
mtensivos a los cuales fueron sometidas dentro de los tratamientos 3, donde cada muestreo
se realizd después de la aplicacion de Nx antes de_admumstrar el GnRH y 4, donde los
muestreos fueron realizados luego dg -eplicar del GnRH Ademas, es posible
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evaluated. Trements 3 and 4, allowed to study GnRH pituttary respomse with a NNx
pretreatment  Intensive blood sampling was accomplished after treatmemt appheations.
Vanables considered for this work were: LH releasmg pattem, LH pulses frecuency and
amplitude and characternistics of mnduced LH surge. Statistical analyses were performed
using Chi-square for discrete vanables and analyses of vanance for continuous vanables m
a vompletly randomized design.

Contributions and Conclusions; The results m this study showed that GnRH evoke a like
preovulatory LH surge. LH surge m treatments 3 and 4, probably was afected negatively by
stress, provoked by mtensive samplm , immediately afer chemical compounds
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1. INTRODUCCION

La admmnistracion de GnRH a ovejas durante el anestro estacional como tratamiemto en
diferentes dosis y formas, generalmente induce wna respuesta hipofisiana. Cuando se aplica en
myecciones maltiples, simulando la forma pulsétil en que se libera del hipotilamo (Yen, 1990), y
se usan dosis bajas que van desde 75 a 500 ng, puede mducir ovulacion al provocar pi1oos
preovulatorios dentro de las 48 horas siguientes al micio de los tratamuentos (McLeod et al., 1982
a.b). Sm embargo, en una gran proporcion de los animales tratados el cuerpo lteo formade
desamolla vida media corta produciendo solamente un aumento transitorio en la concentracion de
progesterona, antes de sucumbir prematuramente sobre el dia cuatro (Southee et al , 1988).

También se observan deficiencias en el cuerpo liteo formado cuando se administran 15¢ o
300 microgramos de GnRH en una sola myeccion a ovejas en anestro estacioual. En este caso, la
descarga preovulatona de LH tiene aproxamadamente el 25 % de la magnitud en tiempo de la que
ocwre en forma espontanea durante el ciclo estrual (Coghton et al., 1975) Generalmente esos
pices preovulatorios de LH mducidos provocan ovulacion entre 21 y 26 horas mas tarde
(Cumming et al., 1973).

El patrn y la cantidad de GnRH secretada pueden ser determmados 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.
Havem et al. (1991), concluyen que un sistema noradrenalina neural opera en el area preoptica y
que un sisterna dopamina actia a nivel de! hipotalamo medio basal para supnmir la frecuencia de
pulsas de GnRH durante el anestro de ovejas con 10s ovarios imtactos.

Se ha establecido que pépudos enddgenos con actividad opioide modulan la secrecion de
gonadotropinas en diversas especies animales ¢jerciendo un efecto esencalmente supresivo. Por
gjemplo, 1a administracion de morfina (un opicide exdgeno) a ratas hembras, dismmuye las
concentraciones séricas de LH (Lincoln et al., 1985), mientras que, si 3¢ myecta un antagonista de
los opiocides como la Naloxona (Nx), la secrecion de LH se incrementa. Al 1gual que la morfina,
los péptidos opioides endogenos ¢ sus andlogos opidceos gercen una mfluencia depresiva & la
secrecion de gonadotropmas, principalmente de LH.



Se piensa que este efecto es e 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 mhibicion puede darse a nivel hipofisis. Sm emnbargo, en forma directa la
evidenicia oo se Ba presentade m vivo y ella fue obtenida de <flulas prtuttarias cultivadas m vitro
(Barb et al, 1990), Sim embargo, las altas concentraciones de P-endorfina en la sangre portal
hipofiseal de ratas (Sarkar y Yen, 1985) y ovejas (Gordon et al., 1987) indican que los opicides
pueden actuar directamente sobre los gonadotrafos.

La accidn directa sobre [a hipdfisis presumiblemente depende de receptores dentro de ella;
sin embargo, 0o se han encomrado receptores para opioides en la hupofisis anterior de avejas.

Cosgrove et al. (1993), en una revision reportan una gran diversidad de trabajos que
estudiaron los efectos de Nx sobre diferentes especies animales y estados fisiologicos en Ia
mayoria de los cuales y con la mediacion necesaria de progesterona combinada con estradiol
(endogenas o exogenas) se estimula la sintesis y secrecion en niveles optimos de LH (Brooks et
al, 1986).

Durante la epoca de anestro, se pierde la ciclicidad por 1a falta de progesteroua (Legan et
al, 1977), necesaria 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 admunistracidn 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 veflejada en el numerc de crias obtenidas. Durante el 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 e siguiente objetivo; Evaluar el efecto de la

Naloxona sobre la secrecion de LH antes o despues de la estimulacién ¢con GaRH en cabras en
anestro estacionai.



1.2. HipStesis

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

LH.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1. Eje hipotilame-hipéfisis

2.1.1, Hipotdlamo; caracteristicas anatomicas y fisioligicas

E! lupotilamo, 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 cuerpes mamilares, el tuber cmerewn y el infundibulo. El tuber
cmereum es [a parte del piso del tercer ventriculo que se extiende desde abajo hacia el mfindibulo.
La emunencia media esta integrada por la parte inferior del tuber cinereum la cual contiene una
gran cantidad de vasos sanguineos que drenan hacia el tallo ptustano y que luego desembocan
para descargar en un plexo secundanio en la hipofisis anterior (Racadot, 1990, Hadley, 1996).

El hipatilamo, contiene dos categorias de neuronas. Las primeras mcluyen neuronas
smulares a las de otros centros merviosos, que realizan funciones analogas tales como recepcion,
integracion, conduccion y transmision de mensajes pof mecanismos caracteristioos del sisterna
nerviosa. El otro grupo es diferente. Aunque las neurcnas tienen fas musmas propiedades gencrales
con respecto a la recepcion y comduccion de mensages, tambien funcionan come <élulas
endocrinas, las que mas que pequefios meurotransmusores, sintetizan péptidos y Sus axones
termunan eun una red capilar, con lo que sus productos secretorios son Liberados directamente hacia
la sangre (Racadot, 1999).

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 paraventricular se componen de cuerpos celulares con axones
extendidos hacia la eminencia media que finalizan en la neuwrchipdfisis hacia donde secretan
oxitocina y vasopresina (Lincoln et al , 1985; Racadot, 1990; Hadley, 1996). La parte endocrma
del hupotalamo se encuentra em el sistema neurosecretorio parvocelular que contiene meuronas
secretorias de factores hipofisiotropicos que regulan la funcion de la pitutania anterior. Los
centros anatomico-fisiologicos que secretan GnRH y que controlan la secrecian de gonadatropinas
son de dos tipos, los que controlan Ja secrecion preovulatona de LH y FSH, se encuentran en ¢l



drea hipotalimica anterior, kos nicleos preopticos y kos nicleos supraquiasmaticos, y los que
controlan la secrecidn ténica de LH y FSH, s¢ localizan en el niicloo ventrarnedial, el nucleo
arcuato y en la emmancia media (Lincloa e al.,, 1983; Racadot, 1990; Hadley, 1996).

El hipotilamo regula diversos procesos automiticos vitales como actividades viscerales,
equulibrig hidrico, temperatura corporal (Salvat, 1980), apetito, frecuencia cardiaca, temperatura,
comportamiento sexual y actividad neuroendocrina; capta sefiales fisiologicas de todo el cuerpo,
como los measajes del sistema nervioso comtral, estado metabolico, actividad funcional de
glandulas blanco y ambiente mnterno. Actiia como un centro de procesamiento € uxtegracicn de la
informacion recibida. y luego de que la traduce, reacciona produciendo hormonas liberadoras
especificas. En lo referente a la regulacion de 12 actividad reproductiva la respuesta se da a través
de Ia hormana liberadora de gonadotropinas (GaRH), e mdirectamente por medio de las siguientes
hormonas o factores: harmona liberadora de hormona del crecimiemto (GHRH), hormona
whibidora de hormona del crecumuento (GHIH, somatostatina), hormona liberadora de tirotropma
(TRH), harmona liberadora de corticotropma (CRH) y el factor nhubidor de prolactina (PIF),
también secreta oxitocina y vasopresma que se almacenan en la neurohipéfisis (Hafez, 1996).

El hipotalamo puede coutrolar ¢l comportamiento sexual de vanas formas. fijacion de
estercides sexuales ¢ induccion lenta de la motivacidn sexuval, control directo de la actividad
sexual, y satisfaccion sexual.

2.1.1. Sistema porta hipotaldmico-hipofisiarie

Mediante un complicado sistema de circuito cerrado de comunicacion sanguinea llamado
sistema porta hipotalamico-hupofiseal se coustituye el (inico medio a traves del cual los mensajes
neurchormonales hipotalamicaos son transfendos a la hipofisis amerior, esta serie de vasos
anastomozados, pernute, en algunas areas, la cuculacion sanguinea fisiologica en reversa que
permite al hipatalamo recibir mensajes directamente de la prtuttana (Racadot, 1990).

2.1.3, Hipéfisia, caracteristicas anatémicas y fistoldgicas

La hipdfisis, cuyo ongen durante el desarrolio embrionario es a partir de tejido ectodermal
y de la faringe (Bolsa de Rathke), es un érgano glandular, pequedio y rojizo, situado en la silla
turca y pendiente del cerebro por un pediculo ¢ tallo pituitario. Consta de dos Iobulos: ¢l antenor,
prehipofisis, adenchipofisis, pars anterior o distalis de textura glandular, y el posterior,
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neurchipofisis, pars nervosa ¢ cuerpo mnfimdibular, de textura nerviosa, entre ambas se
encuentran la pars umermedia, de textura epitelial y el kobulo o pars tuberalis que en el humano
adulto estdn fusionadas a [a hipofisis anterior, ya que Do existe un limite gparente eotre estas
estructuras (Racadot, 1990).

La hipdfisis es una glandula de secrecion interna, que produce numerosas & importantes
bormonas. Las de la pars anterior regulan el crecimiento de todos los tajidos orgdaicos, dirigen el
desarrollo y la funcion de la tiroides, corteza suprarremal, gonadas y probablements las
paratircides e inducen la lactacion. Las del ldbulo posterior afectan la presion sanguinea, la
contractibilidad de los musculos lisos y la funcion renal. La pars imtermedia elabora una bormona
de dispersion de los melandforos (hormona estimulante de Jos melanocitos, MSH) cuya funcion
prinicipal es cantralar la pigmentacion con melanina en la piel de muchas especies de vertebradas
(Hadley, 1996).

El Jobulo anterior con aproximadamente 400 mg es la porcion mds grande de la pituitana
Esta formado por cordomes anastomosados limitades por una ldmina basal y separados por
captlares y espacio penvascular con cantidades vanables de teydo conectivo. Esos cordones
generalmente se componen de varias capas celulares con diferentes tipos de células existienda en
su mtenor. Algunas estan situadas en la penferia donde hay una gran area de contacto con la
lamma basal. Otras, dentro del cordon, se comunican solameate con la penferia mediante
extensiones de diferente tamafio (Racadot, 1990). No existe una nervacidn funcional significativa
de Ia adenchipofisis desde el hipotalamo o la neurohipofisis. En su lugar, una nna humoral via
sistema porta lupotalamico-hipofiseal provee las sefiales necesarias para la comunicacion entre el
hipotalamo y Ia hipofisis (McCann, 1988).

Las caracteristicas morfologicas y de tincion de las estructuras citoplasmucas diferencian a
las células pruitarias. Usando el microscopio optico, es posible distmguir diferentes tipos de
células y que dependiendo de la afinidad de su citoplasma a tinciones acidas o basicas pueden ser:
acidofilas, basofilas y cromofobas (McCamn, 1988). Usando la microscopia electranica se pueden
hacer subdivisianes de acuerdo al tamafio y numero de granulos secretorios, lo cual caracteriza
funcionalmente los diferentes tipos de células. Con esta base se tiene que celulas somatotropicas,
secretan hormona del crecimuento (GH); células lactotropicas, secretan prolactina (PRL), células
adrenocorticatrépicas, simtetizan hormona adrenocorticatropica (ACTH) y sus péphidos
relacionados, células tirotropicas, secretan hormona estmulants de la tiroides (TSH), y células
gonadotrdpicas, que simtetizan y Liberan a la circulacion sanguinea hormona luteimzante (LH) y



hormana foliculo estinulante (FSH), Existen otro tipo de células conocidas como c€lulas
foliculares, las cuales aparentemente uo producen alguna hormona pero son capaces de realizar
fagocitosis y pueden tener una funcido importante ea el imtercambio de toges. En el caso de células
gonadotropicas la mayoria produce y libera ambas gonadotropinas, FSH y LH, micotras que solo
un pequedia nimero libera solo alguna de las dos. Para las células somatotropicas y lactotropicas
en la pituitaria adulta normal, se ha observado que algunas sca mmuncreactivas para ambas
hormonas (McCann, 1988; Racadet, 1990). La remocion de la hipofisis ocasiona atrofia de la
carteza adrenal, de La tiroides y de las gonadas (Hafez, 1996).

El ingreso de bormonas bacia y la Liberacion de sustancias desde el sistema vascular, son
favorecidos por la presencia de capilares fenestrados dentro de la glandula. Ya que la
suplementacion vascular es principalmente de naturaleza portal, la presion de los capilares ea la
glandula es muy baja nuentras que a permeabilidad es alta. La situacion puede ser analoga a los
sinusoides hepaticos con alta permeabilidad o solo a las hormonas proteicas pituitarias smo que
tambian a las proteinas plasmaticas. De ahi que, un balance entre la presion hidroestatica y la
presion coloide osmatica tienda a producir ultrafiltracion y dar lugar a que el consumo de liquido
extracelular se alcance en presiones sinusoidales muy bajas (McCann, 1988).

2.2. GaRH

2.2.1. Sitios de sintesis

La produccim mtracerebral de la hormona liberadora de gonadotropmas (GonRH) se
localiza en dos poblaciones de neuronas. Las primeras tienen sus cuerpos celulares en el area
preoptica media, mmediatamente por encuna del quiasma oplico y 5us axoues se proyectan
caudalmente para tenmumar en la eminencia media La segunda poblacion de meuronas secretoras
de GnRH tiene sus cuerpos celulares localizados en vecindad con el aucleo mfundibular y sus
anopes relativamente cortos se proyectan a la eminencia media, donde los axones tenmnales
finalizan en yuxtaposiciin a los capilares portales hipofisianos (McCann, 1938).

Las rutas newrosecretorias del GnRH incluyen las neuronas del grupo medio basal que
alcanzan la red prunana de capilares del sistema portal hacia el cual la neurchomona es Lberada
y llevada a la hipéfisis anterior. También hay un grupo de neuranas productoras de GuRH en el
area preoptica termunal, las cuales alcanzan los capilares en la lamina terminal y posiblemente por



conducto de la arteria hipofisiaria superior, y se conectan al sistema porta hipotalamico-
hipofiseal. Su significado funcional oo se conoce (Racadot, 1990)

El GnRH, es contemido exclusivamente en granulos secretorios los cuales tienen un
diametro aproximado de 75 a 95 am. Estin presantes en las terminales nerviosas cerca de la
membrana basal de capilares fenestrados del sistema portal: El GnRH, es almacenado en las
termunales merviosas et la region externa de la eminancia media antes de ser liberado por
extrusian del contenido de los grapulos secretorios hacia el sistema portal También se han
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 ls limina terminal y en las células ependimales y subependimales
del organo paraventncular, tales como el organo fomical, el organo subcomisural y ¢ ceotro
postremo. El significado del GnRH en el organo paraventricular no es claro. El GnRH, también es
sintetizado en areas cerebrales extralupotalanucas y en tejidos gonadales, sugnendo coa esto una
complejidad en las finciones probablemente paracrinas y centrales del peptido (Labrie, 1990)

2.2.2. Caracteristicas quimicas y fisicas

El LHRF o GnRF (factor liberador de LH o gonadotropimas) fue descubierto en 1960 pero
no fue sino hasta 1971 cuando se punificd en primera instancia a partir de hipotdlamos de cerdo y
en el mismo aio, tambien fue confirmado en la oveja. Se demostrd que e su estructura quinuca
era un decapéptido. Con ese hecho cambid su nombre por el de hormona liberadora de hormona
lntemizante ¢ de gonadotropinas {(LHRH o GmRH) Estos nombres se deben a la controversia
existente en & sentido de que si e¢ un factor u hormona liberadora para cada gonadotropina (LH y
FSH), o una para las dos, ya que €l GnRH estimula la liberacion de ambas. Existe poca evidencia
(pero existe) que ndica la liberacion de FSH y LH por separado, sm embargo, esta condicion
puede ocurrir después de lesiones hipotalimicas, estimulaciones exdgenas y en una variedad de
estados fisiologices, esto permite supaner la existencia de un factor liberador para FSH (McCann,
1988).

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

Puro-Glu-Hist-Trp-Sec-Tu-Gli-Leu-Arg-Pro-GL-NH;

1l 2 3 4 §$ 6 7 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 enzimitico y la anudacion ctenminal del GnRH. Los siguientes
56 ammodcidos forman la porcidn c-termunal del precursor y constituyen el péptido asociado al
GuRH (GAP por sus siglas en Inglés), al cual se le ba descubierto una funcién mhibidors de la
secrecicn de prolactma. La mmunizacidn activa cantra ¢l GAP en conejos, provocd un aumento en
la secrecion de prolactina Ademds, el GAP estimmla la secrecion de gonadotropinas en cultivos
celulares de pitutaria de ratas. Esta propiedad tambien se ha demostrado por un peptido smtétics
que contiene los primeros 13 anuncacidos de la secuencia del GAP. Este péptido no mteractua con
receptoras preuitarios para GnRH, y de ahi que la prohormona del GnRH contiene al menos dos
péptidos distmtos capaces de estimular la liberacidn de gonadotropmas. Los 13 aminoacidos del
péptido o afectan la secrecion de TSH o PRL. La misma prohormana es sintetizada en areas
cerebrales extrahipotzlamicas y tejidos gonadales sugiriendo wna complejidad en las funciones
paracanas y centrales de los péptidos hormonales (Labrie, 1990).

El GnRH tiene una vida media plasmatica de tres a seis mmutos (Ascoli y Segaloff, 1996).
Al mismo tiempo que se han ido inplementando diferentes usos terapeéuticos para el GnRH, se
han ido desarrollando antagonistas y agomistas amilogos 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 medicina de la produccion de ganado. Las akeraciones
en la estructura quimica de la molécula nativa de GaRH han llevado a 1a sintesis de agonistas
potentes de GnRH. Gegeralmente las suststuciones imvolucran el reemplazo de las moléculas de
glicina (Gly) en las posiciones 6 y 10, con un D-ammngicido en la posicion 6 y/o un grupo N-etil-
amida en la posicion 10. Existen analogos y agonistas del GnRH disponibles comercialmente
Buserelin’ (D-Serina en la posician 6 y etilanuda en la posicion 10), GnRH’ nativo (Tetrahidrato-
diacetato de gonadorelm), GnRH® nativo (Hidroclorido de gounadorelin), y Acetato de fertisrelna’
(Etilamidz en la posicion 1¢; Thatcher et al , 1993).

El disefio de los agonistas de GnRH se realiza con los propositos de reducir sus tasas de
depuracion m vivo y aumentar su potencia, por lo cual so busca la estabilizacion de la molécula
coatra el ataque enzimatico, el aumento en [a unidu de las proteinas plasméticas y membranas,

! Receptal, Hoechst AG, Frankfurt, Alemamia.

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

? Factrel, Fort Dodge Laboratories, Fort Dodge, 1A,

* Ovalyse, Takeda Chemical Industries, L1d., Osaka , Japén.
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ademas, de mcrementar la afinidad por los receptores naturales para el GnRH (Conn y Crowley,
1991).

Los cambios por los D-amimoacidos de la posicion 6 y por la dietilamida en La posicion 10,
petmiten grandes diferencias en la potencia biologica observada en la respuesta hipofiseal a través
de la secrecion de las gonadotropinas LH y FSH {Chenault et ai., 1990). Las reportes mdican que
en comparacion con el gonadorelini, ¢l acetato de fertitelina fue de cuatro a diez veces mas
potente, nuentras que el Burserelin, alcanzod hasta 50 veces mas patencia. Los efectos anteriores
fueron medidos en secrecion de LH y FSH duramte la fase hitea de bavinos (Chenault et al ,
1990). Con base en los efectos causados por wna 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 inyeccidn de dosis mas grandes o iguales a S0 g de
acetato de fertirelina, S00 pg de gonadarelina y 10 ug de Buserelina. Una inyeccion imtramuscular
(m) sumple de GuRH o sus agorustas, da lugar a un aumento predecible en la liberacion tanto de
LH como de FSH ea la cuculacion penfénca en un periodo superior a tres horas (Thatcher et al,
1993).

Los analogos superactivos del GnRH se desarvollaron primero con el proposito de mejorar
el coutrol de la fertibidad Existen vanos suteticos de GnRH (Labre, 1990, Ascolu v Segaloff,
1996), como ejemplo se mencionan los siguientes:

GaRH nativo Potencia Biologica

Piro-Glu-Hist—Trp—Ser—Tir—Gli-—-Leu—Arg—Pro—Gli-NH; 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Anilogo
D-Lew NH- 3
N-Etil-NH, 4

D-Ala NH, 4

D-Als N-Etil-NH, 14

D-Ser N-Etil-NH; 20

D-Len Etil-NH, 30

D-Phe Etil-NH. 118

D-Nal N-Etil-NH,

D-Trp N-Etil-NH, 14

D-His N-Etil-NH; 210

Aunque esos peptidos generalmente se admunistran por via subcutinea, la fuerte actividad de
algunos de esos campuestos penniten la administracién intranasal

En contraste coo los analogos agonistas, los antagonistas del GnRH han sido mas dificiles
de disetiar. Gran parte de los antagonistas de primera generacion no resultaron utiles en clinica
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porque también desencadenaban liberacion de histamuna y reacciones anafilacticas en animales,
problema que han venido a evitar los nuevos antagonistas (Karten y Rivier, 1986 ctados por
Ascoli y Segaloff, 1996). El desarrolio de compuestas antagonicos, tiene su uso potencial en el
campo de la anticoncepcion y enfermedades hormonales. El uso expenmental de antagonicos, e
la actualidad tiende a confirmar la accion en ciertos niveles de las hormonas a las cuales
contrarresta (Labne, 1990).

2.2.3. Contral enddgeno de la secreciin

Una diversidad de transmisores y neuropeptidos participan en el control de la secrecion de
gonadotropmnas. A mivel hupotalimuco, la regulacion de la secrecion de GoRH mvolucra
noradrenalma, acido y-amino-butirico (GABA), glutamato, angiotensina II, neuropeptido Y,
neurotensina y S-hidroxitriptamina, asi como también interleucinas 1 y 2. Las neuronas
dopaminergicas hipotalimicas 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 encefalina, tal como la met-encefalina actua indirectamente eg el
control del GuRH y en la de LH y FSH. Los esteroides ovarnicos pueden ejercer efectos ya sea
positivos o negativos sobre la sacrecion de LH y FSH al aumentar o disminuir la sensitividad de
las celulas de la hipofisis al GnRH (Kordon y Drouva, 1992).

22.3. 1, Neurotransnusorey

Entre los principales neurctransmisores secretados por el hipotalamo o la hipofisis se
pueden hacer tres grupos: uno de amumoacidos, otro de aminas biogénicas y uno mas, que
comprende los neuropéptidos.

Dentro del grupo de amunodcidos, estan el GABA, |2 glicma, los acidos glutamuco y
aspartico, la prolina y la taurina. En el grupo de aminas se incluyen acetilcolina, dopamma,
norepinefrina, epinefrina, serotonina e histamina. Entre los neuropéptidos estan. angiatensina IL,
bombesma, camosma, colesistocinina, dinorfina, P-endorfina, leu-encefalina, met-encefalma,
gastrina, GnRH, peuromedna K, ceurotensma, ameuropeptide Y, oxitocina, prolactmna,
somatomedina, sustancia K, sustancia P, TRH (hormona liberadora de tirotropina), VIP (pépudo
mntestmal vasoactivo) y vasopresina (Glowinski, 1990)
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La interaccian de los neurotransmisores con sus receptores resulta en la apertura de canales
idnicos o la formacién (0 movilizacion) de segundos mensajeros. Vanos canales de iooes
quimodependientes estan intimamente asociados con, o coasttuidos por proteinas receptoras. Se
han identificado vanias moléculas consideradas como segundos mensajeros activadas despues de
que las hormonas entran en accion a mivel de la membrana celular. Eatre ellas se pueden
meucionar moanofosfato de adenosma ciclico (AMPc), monofosfato de guamdma (GMPc),
diacilglicerol y el sistema calciocalmodulina. Esos segundos mensajeros actuan especificamente
sobre ciertos grupos neurcnales y participan en la fosfonlacica de diversas proteinas teniendo
comw resultado una funcion biclogica que en su momento puede ser impartants como la formacion
de receptares, canales idnicos, enzimas mvolucradas 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 neurotransmisares sabre los factores hipotilamicos han sido con expenmentos donde se

conternpla [a secrecion de gonadotropunas.

2.2.3.2. Aminas biogénicas
Adrenalina y noradrenalina

Las neuronas que producen los factores liberadores estan en contacto Simaptico con
neuronas que producen neurotransnusores. El hupotalamo esta ncamente consttwdo por fibras
pervicsas monoaminergicas Hay una fuerte emtrada de fibras noradrenergicas desde los cuerpos
celulares de las neuronas localizadas ea el tallo cerebral La distribucion de esas neuronas ha sido
mapeada por histoquimica fluoresceme. Existen tambien neuronas posiblemente ongmadas en el
tallo cerebral que contienen epinefrina y cuyos axones finalizan y entran en coatacto con celulas
del hipotalamo (McCann, 1988).

Al parecer hay swapsis noradrenérgicas exitatorias que median no solamente la Liberacion
preovulatonia de GuRH, smo que también merementan la Liberacion del decapeptido despues de la
castracién. En el caso de la liberacién preovulatona de GnRH, las smapsis pueden estar en la
region hipotalamuca presptica antenior, mientras que en el caso del wcremento observado luego de
la castracion, las smapsis pueden estar en |a otra poblacion de neuronas de GnRH, localizadas en
el nucleo arcuato (McCann, 1938). Las meuromas liberan transmusores que actuan en los
receptores presmapticos para mcrementar 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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termumaciones de las rutas noradreneérgicas ascendentes es necesana para que ocurma la descarga
de GaRH (Ramirez et al., 1984)

Steele y Ganong (1936), proponen que en los sistemas de control noradrenérgicos de la
region predptica media, puede estar involucrada la angiotensina [ mtraventricular, ya que cuando
fiue detectada en esa zona, provoco un aumento en la liberacion de norepinefrina que a su vez
disparo L2 liberacion de GnRH y consecuentemente Ia de una descarga tipo preovulatono de LH
Este hecho se observd en ratas hembras durante el proestro. Los musmos autores (Steele y
Ganong, 1986), destacan el papel de la angiotensina debido a que al adrmumistrar saralasin, una
droga bloqueadora de los receptores de angiotensma L, o enalaprilat un whibidor de la enzima que
convierte la angiotensma, se bloquea la descarga espountanea de LH y la ovulacion Ademis,
consideran que una accién bloqueadora del efecto estimulatono de la angictensma [I se observa
después de admmustrar drogas antiadrenérgicas e mnducir una deplesidn de catecolanunas

Dopamins

Orgmalmente, la dopamina se consideraba como precursora de la noradrenalna; sin
embargo, pruebas efectuadas en distinas regiones del sistema nervioso central (SNC) revelaron
una notable diferencia en las distribuciones de dopammna y noradrenalna. De hecho, mas del 50 %
del coatenido del SNC de catecolaminas es dopamina. En el roedor, existen tres clases
morfologicas de neuironas dopaminérgicas: 1) de proyeccion ultracorta, 2) de longrtud intermedia
y 3) de proyeccion larga. Todas estan implicadas en el proceso reproductivo, pero por su
localizzcion, las de longitud intermedia estan directamente relacionadas con el control de la
actividad reproductiva, principalmente por la cercania anatomica que guardan con la emmencia
media dentro del hipatalamo tuberoso ventral y con el lobulo intermedio de la hipofisis. Estan
ademas, relacionadas coo neuronas insertohipotalamicas que conectan a las porciones dorsal y
posterior del hipotalamo con los nucleos septales laterales, y pequenas series de neurcnas dentro
del perimetro del nucleo motor dorsal del vago, el micleo del haz solfario y la sustancia gris
penductal (Bloom, 1996).

La dopamina al parecer tiene efectos estimulatorios 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 umportante (McCann, 1988). Al momento se han wentificado dos tpos principales de
receptores para dopamma: D1 y D2. Farmacologicamente, ambos son distintos, teniendo duferente
afinidad por los compuestos ya sea endogenos o exogenos. Los receptores DI 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 con
muktiples sistemas efectores. Los subtipos D2 largos y cortos actuan inlubiendo 1a adenil-ciclasa,
supnmiendo las cornientes ionicas de calcio (Ca*) y activando las de potasio (K"). No se han
definido los sistemas efoctares a los que se acoplan los receptores D3 y D4 (Bloom, 1996).

La 54udroxitnptamina, tambien llamada serotonma, cuando se encuentra en el suero
sanguineo o enteramina cuando se encuentra en el mtestino, forma parte de los compuestos
intermediarios para 1a elaboracién de melatonina (Baulieuw 1990; Bloom, 1996)). No se encoatro
explicacion sobre su accion directa sobre la secrecion de GuRH y por consecuencia sobre la
secrecion de las gonadotropinas. Probablemente su efecto ses mdirecto y relacionado con su
categoria de precursor de la melatonma. Cuando se imyecta serctonina exogena ¢n el tercer
veatriculo en castrados, puede mhibir la liberacion de LH. Esto mndica que es un transmisor
mhibrtorio, pero otra evidencia sugiere que puede facilitar la liberacion preovulatosia de LH.

La histamina puede estimular la liberacion de LH después de la myeccién intravenmtricular
de grandes dosis, pero no es claro st esto tiene significancia fisiologica (McCann, 1988) Existe
evidencia cansiderable para establecer una relacion colinérgica en la liberacion de gonadatropinas,
y3a que mucromyecciones sistemmticas de atropmna al tercer ventriculo o utplantadas dentro del
hipotilamo, pueden bloquear la liberacion de gonadotropinas (McCann, 1988)

Existe yma disminucion en la secrecion de gonadotropinas en respuesta al estrés, el cual esta
ampliamente relaciouado con la liberacidn en el momeato, de epinefrina y norepinefrnna. S
embargo, las sustancias que reprimen la sintesis y liberacion de las gonadotropinas son los
péptidos opiodes. Esto se comprobo al administrar experimentalmente antagonistas de las
endorfmas {Kolb, 1989).

2.2.3.3. Péptidos opioides enddgenas (POE)

Desde hace cientos de ahos, con el empleo del opio en antmales y hombres, se sabe que este
tipo de sustancias actian como analgesicos. En 1306, se introdujo lz morfina para el tratamiento
del dolor, pero tanto ésta, como el opio teruan el mconvemente de que producian adiccion y
depresian del sistema respiratorio.

Los POE, fueron micialmente descritos por Hughes et al. (1975), citado por Flores et al.
(1995), con base en trabajos previos como el de Collier y Roy (1974), reportaron que la morfina
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mhabio el aumento en el AMPc producido por las prostaglandinas en e! cerebro y la Naloxona, un
inhibidor competitivo de la morfna, bloqueo ese efecto.

Con el descubrimuento de los receptores opiacecs, se abrnio una oueva era en el estudio de
las vias y fisiologia de la analgesia. A partir de los afios ochenta, se micid un tuevo e importante
campo de la neurabiologia, el estudio de los efectos de los opioides y de péptidos endogenos de
secrecion y accion similar a opioides en el sistema pervioso. Aunque el opio ha sido usado por
siglos, recieatemente se demostrd la union especifica de morfina marcada con radicactividad a
receptores en e SNC. Esta demostracion levo a investigar la existencia de sustancias enddgenas
capaces de unirse a los mismos receptores, encontrandose dos pentapeptidos que no solo se unian
a los receptores inhibiendo la wnion de la morfina a las células de! SNC, sino que tenian los
efectos biologicos stvulares a los de la morfina. Ellos se conocen como Met-encefalma (H-Tir-Gli-
Gh-Fen-Met-OH) y Leu-encefalina (H-Tir-Gl-Gli-Fen-Leu-OH).

Las endorfinas (Cheema et al., [991; Ciarcia et al., 1994; Kunos et al, 1980); dinorfinas
(Przewlocka et al 1982), y encefalinas (Ruda, 1982), que son diferentes tipos de péptidos opioides
endogenos han sido mvolucrados en vanios 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, capnnos, equinos, porcings, bovinos. venados, roedores (Byerley et
al, 1992; Aurch & al,, 1994) y humanas (Deiitala et al, 1994)

Por ¢l momento, existen tres familias importantes de opiaceos que derivan de los siguientes
precursores: la proopicmelanocortina (POMC) que origma ACTH. i<ndorfina y tres copias de la
hormmona estumulante de los melanocitos (MSH); la proencefalma que contiene una molécula de
Leu y ¢ de Met-encefalna, y produnorfina 2 apriur de la cual se smtetizan las o y P dinorfina y las
a y P usodmorfina, las cuales contienen en su estructura Leu-encefalina (Baubeu, 1990, Reisme y
Pasternak, 1996). Existe {a 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 descubierto diferemtes
sitios de sintests, a nivel hipotalamico en el nucleo arcuato. A nivel del oucleo del tracto solitano,
también se han detectado P endorfinas en las fibras y termunaciones de la médula espinal, las
cuales estan relacionadas con el dolor. Su origen probablements sea supraespinal (Baulieu, 1990).
1.- Péptidos derivados de proencefalina A ¢ proeacefalina:

Met-encefalina: Tu-Gli-Gli-Fen-Met
Leu-encefalina: Tir<GlLi-Gli-Fen-Leu
Heptapéptido: Tir-Gli-Gli-Fen-Met-Arg-Fen
Octapeptido: Tur-Gli-Gli-Fea-Met-Arg-Gli-Leu
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2.- Péptidos derivadas de proencefalina B o prodinorfinas

Dinorfina A: Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-Arg- Arg-Tle-Pro-Lis-Leu-Lis-Trp-Asp-Asa-Gln
Dmorfina B: Tir-Gli-Gli-Fea-Leu-Arg-Arg-Gin-Fen-Lis-Val-Val-Tre
a-neoendorfina: Tir-Gli-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-GL-Gl-Fen-Met-Tre-Ser-Glu-Lis-Ser-Glo-Tre-Pro-Leu-Val-Tre
-Leu-Fen-Lis-Asn-Ala-lle-[le-Lis-Asn-Ala-Tir-Gli-Lis-Lis-Gli-Glu
(incluye en si misma una secuencia de Met-encefalma por mglécula)

Los receptores opiaceos son sitios de recomocimiento moleculares que estin unidos
esterecespecificamente € interactian con los opioides y pueden responder a interacciones
semejantes para desencadenar una respuesta celular (Kania et al , 1991).

Receptores opioides

M {p) A (4) K (x)
Morfina ++ + -
Encefalinas + ++ -
Dinorfinas + +—+
B-cndorfina = + -
Naloxona + + ={+)

++ significa alla afinidad. + y - indican baja o ninguna afimidad Pépuidos narurales con ++ san
probablemente los ligandos endogenas de los receptores correspondientes (Baulisw. 1990).
(+) actividad reportada por Reisine y Pasternak (1996)

En el sistema 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, |, de morfina; x, de
cetociclazocina; 8, de deltorfina; o, de SKF 10 0479 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 el organismo (Baulieu, 1990; Reisine y Pastemak, 1996).

Los peptidos opioides tienen propiedades analgesicas, causan distrunucion en (2 #ctividad
motora y reducen la respuesta a estimulos nocivos. Estos compuestos a meaudo son simetizados
® neuranas, conjuntamente con otros neuropeptidos y/o neurstransousores. Esos peptidos soun
abupdantes en varnas partes del hipotalamo; ellos modifican la funcidn del oscilador generador de
pulsas, dismmuyendo la frecuencia de pulsos de LH durante la fase lutea (Ferin et al., 1984) y
modificando la secrecion de las diferentes hormonas hipotalamico-hipofisiarias, coa efecto
posttivo al aumentar la secrecion de prolactina, hormona del crecuriento y la estimulante de la
tiroides;, su efecto es megatvo al dismunuir las bormonas adrenocorticotropicz, vasopresma
oxitocina, luteinizante y foliculo estimulante (Baulieu, 1990).
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Efectos de estimulacion sebre receptores opioides (Sancho, 1988 Reisive

y Pasternak, 1996). e

M (u) K () I

Analgesia supraespmal Analgesia supraespinal Estumulacion
ventilatoria

Analgesia espwual Analgesia espinal Estimulacion
simpatica

Depresion respiratoria Receptores muxtos, p,o Midriasis

Hipotermia Aumenta alimentacion Traquipnea

Miosis Baja transito gastromtestmal  Taquicardia

Eufona Nduseas

Dependencia fisica Vomrtos

Aumenta prolactina Alucinaciones

Aumenta somatotropna Disforia

Reduce acetilcolina

Reduce dopamuna

Aumenta alimentacion

Baja uansito gastromtestinal R _

El metabolismo de las encefalinas, que son los peptidos opioides mas abundantes, se debe
principalmente a las encefalinasas, las cuales son metalopeptidasas Los whubndores especificos de
estas emzimas, por ejemplo kelatorfano, pueden producir analgesia fisialogica al dismunuir el
metabolismo nactivador. En ulumas fechas se ha ido emendiendo al considerar las mukiples
estructuras quinucas, sitios de sintesis, €l hecho de que no pasan la barrera hemato-encefalica y la
ampha distribucido de sus receptores (Baulieu, 1990).

Los peptidos opioides estan nvolucrados em las rutas que mhiben 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): Antagonista especifico de los POE

La Naloxona (Clorhidrato de N-alil-noroxamorfona) es una sustancia que bloquea
estereoespecificarente la accion opioide exogena y endogena (Kania, et al 1991). antagonista de
analgésicos opiaceos que depende de la presencia o no de otras sustancias de upo opidcec La
Naloxona es una estructura smiética de {a noroximorfona. Se presenta en forma de cnstales
ligeramente blancos, solubles en agua y alcohol e isolubles en éer. Sus efectos amtagdnicos
persisten durante una a cuatro boras, dependiendo de la dosts admumistrada. Se diferencia de la
meorfina por cambios quimicos y en radicales de las siguientes posiciones' 3, -OH; 6, =0; 7 y 8,
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enlace senculo en lugar de doble; 14 -OH; 17,-CH,CH=CH,(Reisine y Pasternak, 1996). En dosis
hasta de 12 mg/kg no produce efectos y en dosis de 24 mg/kg solo causa ligera sommnolencia; por
otro lado, en dosis pequerias (0.4-0.8 mg), admmistrada por via IV ¢ [M, previene o invierte
capidamente los efectos narcoticos de los efectos agomistas p (Rodriguez, 1984, Reisme y
Pasternak, 1996).

El farmaceo s metaboliza rapidamente en el higado principalmente por conjugacian con el
acido glucordnico. Aunque la accion de la Naloxona dura de una a cuatro horas, su vida media
plasmatica es de aproximadamente una hora, se elimina a traves de la onina y es metabolizada casi
totalmente en menos de 24 haras (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
fisiologicos, en vaquillas pre v peri puberes (Byerley at al , 1992), en vacas durante el periodo
posparto (Whisnant et al, 1986, Smart e al., 1994), en ovejas durante el anestro estacional
(Currie, 1991) y lactacional (Gordon et al., 1987), durante sus fases folicular y litea del ciclo
estral (Brooks y Haynes, 1986).

Una de las vias en que los esteroides producen su efecto reguiador de la secrecion de
gonadatropinas puede ser usando como neuromediadores a los péptidos opioides endogenos, que a
su vez pueden tener efecto a nivel hipotalamico y/o hipofisiano (Goodman y Karsch, 1980, Clarke
y Cummins, 1985; Horton et al , 1987).

A pesar de que en la aveja las caracteristicas de secrecion de LH durante la fase latea y ol
anestro estacional son sutnulares en cuanto a la frecuencia y ampltud de pulsos, los mecanismos
que regulan una y otra etapas fisiologicas son diferentes, ya que de acuerde a la informacion
generada por Horton et al. (1987) sugieran que los peptidos 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 litea, la descarga de LH se aumenta
a niveles similares a los observados dusante la fase folicular temprana. Ya que la progesterana
aumenta la secrecion de J-endorfinas en el hipotalamo, se ha sugendo que el efecto negativo del
esteroide sobre la frecuencia de pulsos de LH durante la fase litea es mediado por la p-endorfina
(Ojeda, 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 tamto 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 mecamismo supresor de ongen opioide es mdependieate
de los esteroides oviricos, ya que la infusion de dosis altas de morfina dismuyo la frecuencia y
amplitud de LH en borregas ovariectomizadas, mientras que dosis bajas provocaron aumentos en
la secrecion basal de hormona luteinizante.

En ovejas, la admmnistracion simultanea de morfina y Naloxona, no afectd la liberacion de
LH. Efecto contrano al de la morfina en dosis altas se observa cuando se aplica Naloxona en
mfusidn (Malven et al,, 1984). Las nusmas 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 gouadotropinas 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 ndependiente del control opioide 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
peripuberes, el sistema opioide es funcional hasta la fase litea del ciclo estral puberal Ademas,
las concentraciones de LH en respuesta a Naloxona vanaron durante el desarrollo puberal
aumentandose cinco semanas antes de [a pubertad y disminuyendo subsecuentemente una semana
antes, durante sl momento conocido como pivate 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 el numero o tipo de neuronas bajo el control opicide, alteran las fuentes de
GuRH liberables, o una combimacion de las respuestas anteriores (Byerley et al., 1992) En ratas,
la infusion de Naloxona indujo la pubertad (Strinathsinghji. 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 Wilkanson, 1983)

Fase folicular

Estd bien documentado que la administracion de opicides resulta em la supresion de
gonadotropinas. La administracion de morfina mhibié los picos preovulatornios 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 la morfina se realiza a través de la inhibicion de la liberacion de GnRH, el cual luego de
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la adrinistracion del opioide se redujo hasta SO porciento de la concentracion plasmatica
detectada en los vasos portales pituanos (Ching. 1983).

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

Posparto

Muchos mamiferos exhiben un periodo de amamantamiento que provoca ihibicion de la
reproduccion. Esto provoca un espacio adecuado entre pacutuentos sucesivos, MUSMo queé se
conoce como anestro posparte o lactacional (Short, 1976).

Durante el posparto tsmprano, la supresion en la liberacion de LH puede estar mediada por
los opioides endogenos; sm 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 (Whisnant et al , 1986) Los efectos de la f-endorfina son mas marcados durante el
amarmantaruiento ya que ¢l opioide hipotalamico es liberado en respuesta al estumulo 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 & al., 1987). Existen reportes de una asociacion
negativa entre las concentraciones de [-endorfina en el area preopuca en el hipotalamo y las de
LH-RH en la promunencia del tallo medio de vacas después de destetar sus crias (Malven et al,,
1986)

En la oveja, la lactacion prolonga la duracion del anestro posparto, sobre todo st paren
durante la estacion reproductiva temprana, aunque a meoudo el anestro estactonal opaca esta
inhibicion lactacional cuando el parto se presenta al fmal de la estacion de empadre (Mallapant et
al., 1971). El apestro lactacional es resultado de la accian del becero al mamar la tetz. En la
mujer, ¢l amamamtamiento desactiva el efecto de retroalimentacidn posttivo que el estradiol tiene
sobre la LH (McNellly, 1979), en la oveja, ocurre algo similar (Wnight et al., 1980). También
existen sugerencias de que la hiperprolactinerua puede mterferir con la produccion de esteroides
por el ovario (Demura et al, 1982), ademas de causar un aumemto en la sensibilidad
hipotalamica-hipofisiana al efecto de vetroalimentacion pegativa del estradiol (Wright et al,
1981), La ultima ¢causa de mfertilidad lactacional no es debida a la baja secrecion lupotalamica de
GnRH, la terapia de reemplazo de GuRH apropiada a borregas lactando puede restaurar los ciclos
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estrales normales (Wright e al., 1984). La principal objecidn a la hupotesis de que la prolactma es
el mediador endocrino de Ia mfertilidad factacional es que la supresion de la huperprolactinemia
lactacional con bromocriptina no suprimé¢ em forma completa el efecto mhibtono del
amamantamiento en monos rhesus (Schallenberger et al., 1981) y ratas (Sinnathsingh)i y Martmi,
1984).

Una hipitesis altemativa es que las P-endorfinas hipotalamicas pueden ser Liberadas
durante €l amamantamiento e inhibir la liberacion de GnRH (Short, 1984). La morfina o las -
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
atal, 1987).

2.2.3.4. Estervides

En ovejas intactas durante la estacion reproductiva, la reduccion en la frecuencia de pulsos
de LH esta asociada con la retroalumentacion de progesterona afectando la secrecion deGnRH
(Goodman y Karsch, 1982) En el anestro, la reduccion en la frecuencia de pulsos de LH resulta
de wn 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 et al.,
1982). Curnie et al. (1991) sugieren que la supresion de LH durante el anestro estacional. ademas
de ser dependiente del fotoperiodo, es independiante de los peptidos opicides endogencs 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 prepuberal:
La secrecion pulsatil de LH parece ester depnimida a traves de la supresion del generador de
pulsos de GnRH, promovida por el efecto de retroalimentacion negativo del estradiol a pesar de
que sus mveles sénicos san muy reducidos En su momento el estradiol actia via neuronas
dopaminergicas. Esto no quiere decir que no existan natas opioides inhibitorias 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 es muy diferente al de la
prepubertad y que las acciones mhibitorias de los sistemas noradrenérgicos, dopaminergicos y
opioides varian con la edad, dentro y entre estaciones reproductivas (Schall et al, 1991).
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Los androgenos tienen una accion mhubrtoria sobre la liberacson de LH a niveles
hipotaldmicos e hipofisiarios, Su efecto restrictivo sobre la FSH es solo a nivel hipotalamico. La
progesterona puede ejercer efectos estimulatorios o mlubitorios sobre la secrecion de
gonadotropmas a wiveles hipatalamicos e hipofisiarios. La modulacicn de la accion de la
hipofisiotropina puede ocurrir por una aheracion del numero de receptores en las células
lupofiseales y posiblememe por la sensibilidad de los receptores. El estradiol incrementa la
sensibilidad de las células que secretan gonadotropmas al GnRH por una accion directa a nivel de
la pituntaria. El efecto del estradiol puede ser estimulatorio o inhibrtoria, dependiendo de la dosis y
el momento de admuustracion del estrogeno. El niumero de receptores para GuRH en la hipofisis
antsrior estd positivamente correlacionado com las concentraciones séricas de estradiol. La
modulacidn de los receptores para GnRH en los gonadotréfos puede ser un componente necesario
del aumento en la sensibiidad de la pitwitana a la hipofisiotropina durante el ciclo estral. El
estradiol puede incrementar también la secrecion de prolactina en humanes y ratas, y de TSH en
ratas (Hadley, 1996).

Moenter et al. (1990), probaron dos hipotesis, ambas tendientes a establecer el efecto del
estradiol sobre la liberacion de GnRH y de gonadotropinas: 1.- ¢l estradiol secretado durante la
fase folicular mduce una oleada de GnRH y por comsecuencia de gonadatsopnas (LH y FSH), y
2- la accidn mductora del estradiol no varia con la estacion Sus conclusiones fueron que,
independientemente de la estacion, en los animales del expenmento. un aumento en el estradiol,
sutular al de la fase folicular tardia, pudo ticiar en forma abrupta un gran descarga de GnRH,
que comncide con el comienzo de la de LH y que mientras ésta ihima termina, la de GnRH
continua.

Jansen e al. (1991), realizaron varios experimentos y tuvieron una respuesta vanable al
inducir la Lberacin de LH en ovejas en anestro estacional usando el N-metil D,L-aspartato
(NMA), ur ammoacide agonista exntatorio, que estimula la Liberacioe de GnRH. En uno de los
experimentos, el NMA fue aplicado en tres myecciones, ¢cada una de | 25 mg/Kg de peso y con
diferencia de 90 mmutos entre ellas. La primera myeccion inmediatamente provocd un pulso de
LH de amplitud media de 3.0+1.6 ng/ml en todas las ovejas. Sm embargo, en la segunda y tercera
myecciones, solo respondieron el 25 y el 75 por ciento respectivamnente. Dos horas despues de la
iltima inyeccion d¢ NMA se administré GnRH en una inyeccion a razém de 3.0 ng/Kg de pesa
corporal, éste dio lugar a Ia liberacion de LH con pulsos que tuvieran ena amplrtud media de
6.921.8 og/ml.



2.2 4, Acciones extrapituitarias del GnRH

Se sugiere que ¢! GnRH puede tener efecto no solo sobre la hipéfisis, sino que tambien
dentro del mismo hipotilamo (cerebro), ya que su produccion en la region predpitica, mismo sitio
que esta mnvolucrado en el comportamiento cortal o de copula lo relaciona directamente coo esta
funcicn, ya que este comportamuento aparce poco después de que se inicia la descarga
preovulatoria do GnRH. El GnRH induce comportamiento coital en muchas especies ncluyendo
primates y posiblemente humanos, esto po € causado por las gonadotropmas hiberadas, ya que
estas hormonas no lo afectan tal y como se observa cuando se aplica GnRH a ratas
hipofisectomizadas. El comportamiento coital ha sido inducido cuando el GaRH se administra en
micromyecciones directamente al area predptica amtenor y en las regiones emunencia media y
arcuata, El efecto no ha sido observado cuando el tratamiento se aplica en el hipotalamo lateral o
en la corteza cerebral (McCann, 1988).

2.2.5. Mecanismo de accion y receptores para GaRH

Las caracteristicas de los receptores para GnRH en la prtutana. han sido estudiados com
detalle usando agomistas de GnRH ionizados estables (Clayton y Catt. 1980). Estos se localizan
¢n la membrana plasmatica y tienen um ako grado de especificidad para una seric grande de
analogos y antagomistas de GnRH. Contrano a esos hallazgoes, en muchos otros sistemas de
receptores, los cambios observados en la respuesta a la administracidn croruca o aguda de GnRH
o sus andlogos o después del tratamiemto con estrogenos, androgenos o progestagenos,
generalmente no estan acompaiados por los cambios correspondientes en el nivel de receptores
para GaRH. Esto indica que, aunque los receptores para GnRH son los principales y obligatorios
sitios de mteraccion del GnRH con las celulas gomadotroficas, gran parte de la accion del
decapeptido ocurre en pasos posteriores a su wdn con el receptor (Ferland et al., 1981). Esto
concuerda con los cambios de receptores observadas 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 administracion de GnRH o algunos de sus analogos, 1a respuesta hipofisiana
eu la secrecion de LH es muy similar o ligeramexte menor cuando se aplica durante el anestro o
fase lutea en comparacion a la que se observa en forma espontanea durante la fase folicular, y en
cultivos celulares de prtuitania anterior en los cuales s¢ administré GnRH en diferentes
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cancentraciones, observandose un efecto eshmulatono directo sobre la concentracicn mtracelular
de AMPc (Borgeat et al., 1972). Como consecuencia a este cambio, se presentan aumentos en la
secreciéon de ganadowropas (LH y FSH). El paralelismo observado entre el nivel d¢ AMP¢ y la
hormwna liberada, también estd en funcion del tiempo sigulente a la adnumstracion del GnRH o
sus analogos. En la respuesta mtracelular al GnRH estin involucrados ademas del AMPrc,
diferentes mediadores como el complejo calcio-calmodulma y ¢l fosafatdil-mositol (Raymond et
al, 1984)).

Ya que la pituitaria es una glindula de sintesis y almacenaje, y ya que el efecto imucial de
las hormonas hipotalimicas es una estumulacion © una mlubicion, su mvel de smtesis 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 plasmitca Ademas de los cambios antes meuncionados, tambien se observan
fosforilacion de proteinas ribosomales y cromatina. El AMPc, es ejemplo de una sustancia
esumulante que pravoca esos cambios. Esta mformacion sugiere la posibilidad de que Ia
fosforilacion de algunos sustratos protéicos pueden ser un mecanismo que controle la actividad de
la glandula pituitana.

Las prostaglandmas del tipo E, tienen un marcado efecto estimulatonio sobre la
acumulacion del AMPc én 1a hipofisis, un efecto que es acompariado por cambios paralelos en la
liberacion de la hormona del crecinuento. Estas prostaglandinas, también uenen un efecto
estunulatono pequedio sobre la secrecion de TSH y la respuesta de TSH a TRH; s embargo,
cuando se hicieron pruebas para establecer el efecto de esta prostaglandina sobre la secrecién de
LH, FSH, PRL o ACTH, ss observo que al menos a nivel pituitario no parecen actuar sobre ellas
{(Labrie, 1990)

1.2.6. Usos clinicas del GnRH

El GnRH como opcion terapeutica y de manejo reproductivo tiene como ventajas sobre la
hCG, la LH y el extracto piturtario su antigenicidad minima en aplicaciones maltiples y puede ser
admunistrado en forma pulsdtil por myecciones frecuentes, por infusion continua o por implantes
de liberacidn leuta en penodos de tiempo prolongados. Como resultado, el énfasis actual de las
aphcaciones terpéuticas es sobre sistemas econdémicos de liberacion continua de drogas (Drost y
Thatcher, 1992).
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Con la aplicacion de inyecciones masivas do GnRH, se puede determmar 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 na esperada, se ha hecho con las otras hormanas
hipotalamicas que han sido admunistradas solas, en cornbinacion unas con otras y todas juntas. Se
ha comprobado que no existe mteraccion de respuesta hipofisiaria eatre los diferentes factores u
hormonas liberadoras (Hadley, 1996).

El GoRH ha sido usado para mducir ovulacion en hembras amenoméicas. Tambiéu ha sido
usado para tratar oligospermia e hipogonadismo hipogonadotrépico en machos. Se han
desarrollado analogos de GnRH ahamente potentes para usarse en hipogonadismo femenino y
masculino {Crowley y Jameson, 1992). Aunque la adnunistracion de GnRH wucialmente causa
una gran liberacion de gomadotropinas en hembras, el tratamiento prolongado resulta en
alteraciones de la secrecian de gonadotropinas, maduracion irregular de los foliculos e mcidencia
baja de ovulaciones. Una dosis sencilla de ciertos analogos de GaRH con gran actividad son
efectivos al disminuir la secrecion de gonadotropinas. Esos péptidos pueden tener un mejor uso
como agentes antifertilidad o contraceptivos (Hadley, 1996).

En la actualidad se ha demostrado claramente que los anidlogos agomistas de GnRH
administrados en inyecciones pulsatiles para simular el patron normal de liberacion hipetalimica
del péptido pueden mducir ovulacion en mujeres mfertiles. En machos con hipogonadismo, esos
analogos podrian estimular el desarrollo sexual (McCann, 1988)

Otro de los usos clinicos del GaRH se hace en el cancer prostatico con metastasis, ya que la
aplicacion de analogos en grandes dosis provoca castracion quinuca al intubir la produccion de
LH y por consecuencia se interrumpe la sintesis y liberacion de testosterona por los testiculos. Lo
anmtenor se considera una ventaja ya3 que no es necesany unplementar un procedimiento
quirurgica. La terapia complementarta a este tratamiento, consiste ea utlizar antiandrogenos para
evitar las acciones androgenicas residuales de las adrenales que no son suprimidas por el GnRH.
Estos tratamuentos se empezaron a usar comw opcion 3 la castracion quirurgica, empleada para
aminorar el cancer prostatico con metastasis, porque presumiblerente las células cancerigenas
son sensibles a la estimulacion por testosterona (McCann, 1988).

En borregas Romuoey duramte €l anestro estacional, la mfusion continua por siete dias de
125 ng/ml de GnRH sin un pretratamiento con progestagenos provocaron ovulaciones, sm
embargo el cuerpo luteo no fue funcional en ninguna de la borregas tratadas. La administracion de
un tratamiento previo con progesterona y la mfusion contmua por siete dias de 125 o 250 ng/h de
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GnRH induje ovulacion con 27 y 50 porciento cuerpos hiteos normales respectivamente. Este tipo
de trabajos tiene implicaciones pricticas limitadas y su enfoque es mis bien expenmental
(McNatty o al, 1988). Las fallas en el cuerpo liteo inducido con GaRH en dosis bajas y
multiples se pueden explicar por una de las formas siguientes, por deficiente maduracién del
foliculo que ovald, ¢ por regresion prematura del cuerpo hiteo formado (Southes et ai., 1938). El
momento de aplicacidn de GnRH después de un tratamiento com progesterons también es
importante. Es recomendable no admmistrar ¢l decapéptido después de 36 de retirado el
progestagenc (Walker et al., 1990). Drost y Tatcher (1991) cousideran que la dificultad estriba ea
que existe un tiempo apropiado para la descarga preovulatoria de LH.

Nueve de dicz cabras lactando durante ¢l anestro estacional, respondieron con estro, fueron
servidas por el semental y posteriormente cmco de ellas paneron normalmente. 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 (Kmight et al., 1988). Lacalandra et al.
(1935) reportan que en la época de wactividad sexual aparente, vanos machos caprmos fueron
tratados con GnRHK por cinco dias y sometidos a un régimen de luz reducide. Esos machos fueron
comparados con sementales testigo vy la diferencia fue que los pnmeros momtaron vanas veces a
cabras con celo inducido, mientras que los testigos no realizaron montas

El ntervalo desde el parto hasta el primer estro posparto indicado por un aumento en la
concentracion sérica de progesterana a niveles superiores de 1 ng/ml, promedid 25 840.6 en siete
ovejas no tratadas. Grupos de cuatro o cinco borregas fueron canuladas para colectar mwestras
sanguimeas dcl sisterna porta-hipofiseal a los 3, 7, 14 y 21 dias posparto sobre un periodo de seis
a siete horas en inervalos de 10 munutos. El numerc de pulsos de GnRH por seis horas se
mcrement$ desde 22 0.5 sobre el dia tres a 3.63002 y 39404 sobre los dias siete y 14
respectivamente. Otro aumento se observo en la frecuencia de pulsos del GnRH al dia 21 (6. 4404
pulsos cada sies horas). Tambien se observaroa cambios en la liberacioo pulsatil de LH paralelos
a los de GaRH. Los pulsas promediaron 0.8340.3, 2.8+04, 2.9+0 6 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 alta el
dia 21 en comparacion 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).

Como consecuencia de 1a liberacion del GnRH, el patron natural de la secrecion de LH en
ovejas es episddico, los mivekes basales son de 0.1 a 2.0 ng/ml y en Ia fase folicular estan
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mtermezclados 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 iregularmente en mtervalos de
3 a 12 horas (Baird, 1976; Yuthasastrakosol et al. 1973; Yuthasastrakosol et al. 1977),

2.2.7, Efectos bioldgices

Algin uso racional del GuRH 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 el sistema endocrino
reproductivo (Drost y Thatcher, 1992). Hipotéticameute, el GnRH induce efectos sobre las
gonadas que pueden ser mdurectos a traves de [a secrecion de LH y FSH (Chenault et al, 1990), o
quiza efectos directos sabre el tejido reproductivo ovarico: cuerpo hiteo y foliculo.

Los efectos biologicos del GnRH se observan prmcipalmente al esumular la hipofisis para
liberar LH y FSH, sin embargo, también se han wdentificado sitios extracraneales tanto de
liberacion coma de produccion. Emtee ellos se puede mencionar el ovario y dos de sus estructuras
anatdrucas mas importantes, que son el foliculo y el cuerpo hteo. La forma en que el GnRH
pudiera ejercer su accion sobre los tejidos reproductivos extracraneales sera 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 biolégicos del GnRH determinan su uso en la produccion animal, en la cual se
consideran comw agentes terapewticos o dentro de¢ programas de manejo reproductivo. Las
mdicaciones terapeuticas mucialmente se Lmutaron al tratanuento de quistes foliculares
degenarativos en vacas, posteriormente se utilizo para smcronizar ovulaciones e insemmar vacas
repetidoras cou el proposito de mejorar la fertilidad. Al rusma tiempo, su uso se extendid a otras
especies mtentando estimular el desarrollo folicular y la ovulacion, de ahi que ha llegado a ser una
hormona importante en los protocolos reproductivos fuera de estacion en ovejas, cabras y caballos
{Drost y Thatcher, 1992).

El GnRH aplicado en una sola myeccion a vacas aciclicas provocd dentro de los siguientes
7 a 10 dias, la incidencia de estros en ¢l 64 % de las vacas tratadas y entre ellas quedaron
gestantes alrededor del 75 porciento (Barth et al., 1990). La admmistracton de GnRH con o sm
pretratamuento de estradiol indujo ovulaciones, formacion de cuerpos luteos y ciclicidad ovarica
en vacas. Sin embargo la mayoria de las que no fueron tratadas con estradiol antes del GnRH
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presentaran mucialmente y de acuerdo al moartoreo sangumeo de progesterona, ciclos sexuales
cortos (Rao et al., 1989). La wfusion continua de GnRH a ovejas durante el anestro estacional,
tuvo uso prictico limitado para mducir preiez (McNatty et el ., 1988).

La splicacion de)] GuRH e pequeiios rumiantes, ademas del estudio de 10s mecamsmos
mnumalagicos y endocrinolodgicos basicos, se ha enfocado principalmente hacia la reproduccion
fuera de estacion y en sincronizacion de Is ovulacion en tratamientos superovulatonos. El uso
terapéutico del GaRH es raro y lunutado al tratanuento de quistes foliculares degenerativos ea
cebras similares a los observados en vacas (Drast y Thatcher, 1992)

Durante e} anestro estacional en ovejas, la admmistracion de 150 ¢ 300 pg de GnRH
simtético, mduce una descarga de LH tipo precvulatoria. Sin embargo, en la mayoria de las ovejas
solo alcanzd el 25 porciento de la magnitud de la que se observa en forma espontanea (Foster y
Crighton 1974). Con un pretratamiento de benzoata de estradiol la descarga de LH fue mas
grande (Haresing y Lammung, 1978). El mismo resuliado se observo cuando 300 pg de GnRH se
aplicaron distnbuidos en cwco wyecciones (Cnghton et al , 1975).

2.J. Estacienalidad Reproductiva

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

Bajo condiciones amnbientales naturales, los ovinos y los caprinos presentan una época de
apa'mmialto y concepcion que abarca desde el final del verano hasta el final del inviemo, cuando
la duracion de las horas luz del dia es meoor (Foster, 1983). Estos cambios en la duracion de las

horas luz se encuentran asociados con vanaciones en los niveles sénicos de gomadotropmas

(Hafez, 1996).

2.J.1. Transmisiéa de la sefial luminica

En mamiferos, las sefiales luminicas soa reconocidas por la retina y transmitidas al sistema
nervioso central via tracto retmc-hipotalamico basta el aucleo supraquiasmatico, para luego
dingirse al niclea paraventricular. Ambos nicleos forman parte del hipotalamo. De este iiltimo
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nucleo, [a sefal se dirige al ganglio cervical superior para posteriormente ser enviada también via
nerviosa, hacia Ia glindula pmeal (Legan y Karsch, 1979, Karsch e al,, 1984; Foster e1 al,,
1985).

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

En aves, reptiles y peces, existen evidencias que demuestran la existencia de fotorreceptores
no oculares (Benott, 1964, citado por Karsch et al., 1984) En aves se ha propuesto que estos
fotorreceptores se localizan dentro del hipotilamo medio ventral ¢ en el complejo tuberal
(Tepperman, 1980). Sin embargo, et peces y reptiles no 5¢ 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 ¢l fotopenodo mvolucran, por lo menos, dos
mecanismos separados: una accion directa del fotoperiodo en ¢l ¢je tupotalamo-bipofisianio, y otra
mdirecta, 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 ta melatonina, hormona secretada en la glandula pineal.

2.3.2.1. Efecto directa del fotoperiodo

En este mecanismo, los esteroides al parecer no estan involucrados y se especula que este
efecto directo del fotoperiodo es mediado por meurotransmisores tales como la epinefima,
norepinefrma y algunos peéptidos Los estudios realizados por Karsch et al (1984),
proporcionarcn evidencias sobre el posible efecto directo det fotopenodo, al observar cambios ea
[a secrecion ténica de LH cuando ovejas ovanectomizadas, fuerom 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 frecuemtes y de gran amplitud, mientras que, en los
dias cortos de mviemo, encoatraron un aumento en la frecuencia de pulsos y una dismunucidn en
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la amplitud de los mismos (Goodman et al., 1982). Lo anterior, también ha sido demosirado en
experimentos realizados con fotoperiodos artificiales (Bittman e al., 1983a).

2.3.2.2. Efecto indirecto del fotoperiodo

Este efecto implica €l sistema de retroalumentacica negativa mediado por ¢l estradiol de
origen ovarico, el cual, a pesar de existir en bajas concentraciones, afecta el eje hipotalamo-
hipofisis que durante 13 época de anestro es altamente sensible a este esteroide (Legan y Karsch,
1979, Karsch et al., 1984; Lincoln et al., 1985).

Este efocto fue demostrade cuando se ovariectomizaron ¢ implantaron con estradiol,
bembras ovinas antes de entrar en la época de anestro, observandese que el patron de secrecion de
LH es muy similar al de ovejas intactas en anestro estacional. Es importante senalar que la
remiciarse la época reproductiva, tanto de las ovejas imtactas como las ovanectomizadas con
urp lamte de estradiol, “escapan” del efecto negativo del esteroide, observandose, en ambos casos,
aumentos en la frecuencia de pulsos y por ende ¢n las concentraciones de LH (Legan et al |, 1977)
Esta evidencia fue reforzada por el trabajo de Goodman et al {1982) quienes observaron que
durante la época de anestro, ¢l estradiol suprunia efectivamente los pulsos de LH Esta supresion
fue mdependiente de una disminucion en la capacidad de la hipofisis de responder al GnRH, ya
que la administracion de pequetias dosis de GnRH en forma de pulsos. fueron seguidas de pulsos
de LH.

Los planteamientos anteriores respecto a los efectos del fotopenodo, permuten suponer que
la regulacion de la actividad reproductiva por el fotoperiodo, se da por la combinacion de los
efectos directos ¢ mdirectos del musmo. Por ejemplo, los cambios en la sensibilidad del hipatalama
al estradiol durante ¢l anestro pueden ser apoyados por un efecto directo del fotopenade Esta
suposicion es reforzada por el trabajo de Goodman y Meyer (1984) con ovejas intactas a las
cuales anestesiaron con pentobarbrtal, tanto em la época de anestro como en la de activadad
reproductiva, observando que el pentobarbital puede revertir tanto el efecto directo, como el de los
esteroides, ya que cou la anestesia awmentd en forma rapida ls frecuencia de pulsos de LH. Este
efecto del pentobarbdtal no se observd en la 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 tpos de
neurotransmisores, opioides y ammas biogenicas, estan involucrados en la regulacion de la
secrecion de GnRH por las neuronas hupotalamucas, tanto en la epoca de actividad reproductiva
como en la de anestro.

Se ha establecido que péptidos enddyenos de actividad opioide parecen odular la
secrecion de gonadotropuias en diversas especies (Blank et al., 1979; Kalra, 1981; Eskes t al,,
1984; Brooks et al, 1986 ab; Whisnant et al, 1986 a,b), ejerciendo esencialmente un efecto
supresivo. Por ejemplo, se ha demostrado que la administracion de Met-encefalna, disramuye las
concentraciones séricas de LH en ratas machos, muentras que, st se administra un antagonista de
los opicides, como la Naloxona, la secrecion de LH se incrementaba (Blank et al, 1979, Brooks
et al., 1986a).

Trabajas realizados durante el anestro estacional en ovejas en dias largos (Brooks ¢t al,,
1986b) y en hamsters en dias cortos (Eskes et al., 1984), han demostrado que ia Naloxoaa causa
aumeatos en la secrecion de LH solo en las hembras ovanectoruzadas e unplamadas con
Naloxona, suginendo que ¢l efecto negativo de la progosterona scbre la secrecion de LH puede ser
mediado en parte por via de los opioides contenidos en las neuronas. pero que el efecte negativo
del estradiol en ovejas y hamsters durante el anestro requiere probablemente de un mecanismo
diferente (Brooks et al., 1986b). Brooks et al (1986a), propusieron dos posibles explicaciones a
estas observaciones, una, que los mecanismos fotopenodicos por los cuales la LH se supnme
durante el anestro estacional no involucran peéptidos opioides, y dos, que el nivel de acuvidad de
los opioides endogenos puede ser muy alto, de tal manera que las dosis de Naloxona utilizadas, no
fueran suficiemtes para contrarrestarios.

2.3.2.3.1. Aminay biogénicas

La admunistracion de amunas biogenicas (norepinefrina, dopamina y serotonina) a ratas
ovariectomizadas suprime la secrecion de LH (Kalra y Kalra, (1983) Deaver y Dailey (1933)
trabajando can ovejas ovariectomizadas tratadas con norepinefrma, encontraron que dosis bajas
mhibian la secrecion de LH, sugirtendo que existe una respuesta paraddjica dependiendo de la
dosis del neurotransmisor.
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Goodman (1986), sugiere que en ovejas durante el anestro estacional, tanto el sistetna
neural dopaminérgico como el adrenérgico, contnibuyen en la supresion de la frecuencia de pulsos
de LH, y propone que las neuronas adrenérgicas activan un complejo de neuronas dopammergicas
inhibitorias que en su momento actian sobre las neuronas secretoras de GnRH, dismmuyendo su
frecuencia de liberacioa.

2.3.3. Glandula pigeal

Se ha considerado a l2 glandula pueal como la estructura anatdomica que coatrola la
actividad reproductiva en respuesta a las sefiales lummninicas ambienatales (Bittman et al | 1983a.b;
Karsch et al, 1984). En la oveja (Bittman et al, 1983ab), al igual que en otras espectes
(Hoffman y Retter, 1965, Herbert et al., 1973, Tamarkm et al, 1979), la glindula pmeal media la
respuesta reproductiva a las fotoperiodos inductivos a través de un ritmo dianio en la secrecion de
melatonina, gjerciendo asi un comtrol humoral de la actividad neuroendocnina, ademas de que esta
estmctura no tiene fibras neurales eferentes (Ariens et al , 1974)

Se ha podido comprobar la participacion de la glandula pineal en el proceso reproductivg
utilizando ovejas utactas y pinealectomizadas, comparandose ambas al ser sometdas duramte un
ano y medio a fatoperiodos largos de 16 horas luz y 8 oscundad y cortos de 3 horas luz v 16 de
oscundad, cada 90 dias en forma alternada (Bittman et al 1983a) La respuesta obsenada entre
las ovgjas utactas y las pinealectomuzadas fue muy diferente, ya que nuentras las prumeras
tespondian al fatopenodo teniendo ciclos reproductivos, principalmente entre los tilttmos 30 dias
de los penodos cortos y los pnmeros 30 de los largos, las ovejas segundas mantuvieron una
actividad reproductiva con cierto grado de estacionalidad pero sm relacion con los cambios eu el
fotaperiodo

En el mismo trabajo (Bittman et al 1983a), se enuplearon ovejas que a parnte de haber sido
pealectorruzadas, fuercn ovanectomizadas e implantadas con estradiol Estas ovejas recibierax
un tratamiento de fotoperiodo similar al de las que solo se pinealoctamizaran Las concentraciones
de LH para las ovejas testigo mtactas, fueron parecidas a las de las epocas reproductivas,
observindose aurreatos tipicos en la frecuencia de pulsos; para las ovejas pinealectomizadas, los
cambios tanto en la frecuencia de pulsos como en las descargas preavulatonas de LH se
presentaron en forma iregular y sin relacian con los cambios luminosos Esto penmute suponer
que aparte de la accion sobre la ciclicidad ovarica, la pineal, también controla la potencia del
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efecto de retroalimentacion negativa del estradiol sobre el eje hipotalamico-tupdfisis, lo cual se
refleja en [a secrecion tonica de LH ({Brttman et al 1983a,b; Karsch et al 1934)

La glandula pneal probablemente gjerce su funcion al hacer una medicicn exacta de las
sefisles luminicas ambientales, mismas que pueden realizar en forma directa, a traves de la
secrecion de melatonma o conjuntamente con un sistema neural que discrununa dias largos
(Tepperman, 1980; Bittman ¢ al 1983b; Karsch et al., 1984). El prmcipal efecto que se ke conoce
a la melatonma es la mhibicion de la secrecion de gonadotropinas (Tepperman, 1930)
probablemente sensibilizando ya sea al lupatilamo, a la hupofisis, 0 2 ambos a los efectos
negativos de estradiol (Bittman et al 1983b; Karsch et al., 1984) Esto puede resultar de la
inhibicion de dos loci: {1) las constelaciones de células que controlan la funcion de las neuronas
peptudeérgicas que secretan GnRH al sistema porta-hipofiseal, y (2) una accion directa en la
glindula prtuitania, donde es probable que inhiba la respuesta de esta glandula al efecto
estimulatonio del GoRH (Tepperman, 1980).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion del experimenta

El trabajo se realiza en la Granja Caprina del Campo Experunental de la Faculad de
Agronomia de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon, en Mann, NL, Méxco. La localizacion
geografica es: 25° 53’ latitud norte y 100° 03'longrtud ceste con una altura de 375 msnm (Salmas,
1981). Las tcmperaturas medias, oscilaciones medias y precipitaciones pluviales mensuales
durante los meses en que se realizo el experumente Fucron 30.66 °C, 15.06 °C y 415 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 cnicllas adultas en anestro estacional. de tres partos o mas. que
pesaron entre 40 y 50 kg Desde 45 dias antes de miciar el expenimento + hasta | & dias despues de

finahzado, todas las cabras se mantuvieron en condiciones sutulares de manejo, se les proparciono

agua fresca y himpia a hibre acceso y alunentacion 1soenergetica ¢ isopreceica

Racidn alimenticia proparcionada 4 las cahras.

Ingrediente Parcentaje en laracidn
Sorgo 72 9
Sova 854
Sebo 453
Melaza 11.83
Urea 1.30
Optivat 045
Mineraies 043
Tauwal 100 00

Para venficar que las cabras se encontraban en anestro estacional, se recurmo a la
aphcacion de dos dosis de 7 mg (1.5 ml) de Dinoprost Trometanuna' con espacio de 11 dias eatre
una y otra No presentaron celos aparentes, ni detectados por machos enteros manipulados
personalmente por aproximacin a cada una de las hembras dos veces al dia durante los tres dias

' Lutalyse, The Upjohn Company. Kalamazoo, Micligan; USA.



siguientes a cada una de las aplicaciones de la prostaglandina F;, smtetica mencionada Por lo
tante, se determino que no habia un cuerpe luteo funcional, © en caso de haberlo, no se presenta la
reaccion organica de reinicio del ciclo estral, con la presentacion del czlo. 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 tratamuentos se realizo a finales del mes de juruo y principios de julio de
1996 y se inicig 15 dias despuds de la administracion de la segunda dosis de prostaglandina. Las
cabras se sometieron a un penodo previo de adaptacion en manejo y alimentacion de 15 dias
Todos los anumales de todos los tratarmuentos recibieron una inyeccién mtravenosa (1v) de 50 ug
de GnRH’ El momento de esta aplicacion fue considerado ¢omo hora cero

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

El proposito de los dos prameros tratamientos, fue estudiar la secrecion hipafisiara despues
del reto de GnRH y postenonmente, evaluar la respuesta sobre la musma. de [a aplicacion de Nx
En ¢l tratammuento | (T1), cada cabra recibio una inyeccion {1v) de 04 my de Naloxena a las 32.
64 y 96 horas después de admuustrar ei GnRH En el tratamiento 2 (T2} las cabras fungieron
como testigos del tratamiemo |, inyectandoseles en los musmos tiempos que el T1, 2 mi (1v) de

solucion salina fistologica.

Diagrama de aplicaciones:

Tratamiento |
GaRH
lx N[ le
v_
40 rz ]M T% horas
Ss Ss Ss
GnRH
Tratanuento 2

? Cystorelin, Sanofi, Animal Health, Inc USA
3 Sigma Laboratories, USA

35



33.2. Tratamientos con Naloxona (3) y solucion salina (4) antes del GaRH

Los tratamuentos 3 y 4 tuvieron como proposito estudiar ia secrecion hipofisiana de LH en
respuesta a GnRH y a un pretratamiento con Naloxona. En el tratamuento 3 (T3), cada cabra,
recibid 04 mg de Nx iv a las -96, 64 y -32 horas respectivamente, o sea antes de la
administracion de GnRH En el Tratamero 4 (T4), programado como testigo para el 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 aplicacion del GnRH

Diagrama de aplicaciones

Tratamuento 3
GnRH
Nx Nx Nx
1 1 1 v
<
-96 T -64I -SZT 04 horas
Ss Ss Ss
GnRH

Tratanuento +

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 caracterizacion de |a respuesta a GnRH, Nx y Ss, se tomaron muestras sangumeas de S ml
por cabra mediante puncidn en la vena yugular. La obtencién de muestras fue cada cuatro horas
(h) miciando 12 horas antes de admmistrar los tratamentos.

Con el propostto de caractenzar el pico inducido de LH en respuesta a GnRH, se realizaron
muestreos intensivos cada 15 min por 10 hs, para T1 y T2 inmediatamente después de aplicar el
GoRH en la hora 0 y en la hora 96 al administrar Nx y Ss respectivamente a estos dos
tratamuentos. Para los tratamientos T2 y T4, se considero la misma metodologia en la hora -96
para Nx y Ss repectivamente, al igual que en la hora 0, al final 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, también imtensivo, se realizo cada 20 mun por seis hs.



Cranograma de aplicacién y muestreg sanguineo de lgs tratamientos 1y 2

Aplicacion Muestreo
Dia Hora T1 T2 Inicio frecuencia Tiempo
programado
-1 18:00 -_— - 1800 cada 4 hei2 hs h -1200
0 06:00 GnRH GnRH 060 |cada 15 min/l0 hs h 000
1 14 Nx Ss 1400 |cada 20 mun/6 hs h 3200
2 22200 Nx Ss 2200 |cada 20 min/6 hs h 6400
4 U6 00 Nx Ss 06 0 |cada 1S mun/1U hs h 96 00
4 13:00 -— = L3 () cada 4 hs/12 hs h U8 K)
Cronograma de aplicacion y muestreo sanguineo de los tratamientos 3y 4
Aplicacion Muestreo
Dia Hora T3 T4 lrucid frecuencia Tiempo
programado
-3 18:00 - - 18:00 | cada 4 hs/12 hs— h-108 00
-4 06.00 Nx Ss 06:00 |cada |5 av 10h. h -96 00
-3 14:00 Nx Ss 14:00  |cada 20 m/ 6h h 6400
-2 22:00 Nx Ss 2200 |cada20mv/6h h -3200
0 06:00 GnRH GnRH 06:00 |cadalSm/10h h 000
0 18:00 - — 13,00 cada 4 he/l12 hs— h 1200

Despues de la extraccion. las muestras se colocaron en contenedores con hielo por un
tiempo maximo de media hora y fuaren llevadas al laboratono, donde se centnfugaron a 2500 rpm
durante |5 munutos Posteriormente se separo el suer¢ 3 s@ 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 realizd tomando como basg el saguiente esquema.

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

Muestreo 1ratamienio Auestrea iraranmienta
MITI1 GaRHS MIT3 Nx&
M2T1 GOnRH+Nx®P M2T3 Nx+Nx&
M3T1 GuRH+Nx+Nx® M3T3 Nx+Nx+Na&
M4TI GRRH+Nx+Nx+Nx® MATI Nx+Nx+Nx~-GnRHS®
MIT2 GnRH® MIT4 Ssd
M2T2 GnRH+3s® M2T4 Ss+Ss&
M3T2 GnRH+8s+Ss® M3T4 Ss+85+85€
M4T2 _ GnRH+Ss: S5+Ss® _ MIT4 Ss+85+ 55+ GnRHB

— —

D ladica el compuesta splicado antes del muestreo.
Su explicacion es como sigue. MIT1 corresponde al muestres | realizado después de
administrar GnRH () en T1. Otro ejemplo. M4T3 corresponde al muestreo despues de aplicar
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GnRH posterior al tratanuento con Nx en el T3, destacando que previamente y de acuerdo al
esquema de tratamientos presentado en Ja Figura 2, se hicieron tres admumistraciones de Nx que

tuvieron cada una en su momento, €l muestreo correspondiente

3.4. Radisinmunoanélisis para LH

Las concentraciones séricas de LH se determinaron en el Banco de Hormonas Protéicas del
Centro de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autonoma de México, mediante la té&cruca
propuesta por Niswender & al. (1969) para radiommunocanalisis (RIA) con doble anticuerpo. El
volumen de suero 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 isitopo radiactivo "I, se utilizo
lodogen como trazador iodado tomando como base el método descrite por Fraker y Speck (1978),
citados gor Chard (1987). Para el procedumiento de Marcaje se utilizaron los siguientes
compuestos: 500 uCi de 'L, § pg de hormona (USDA-bLH-B-6, AFP-11743B); |5 ug de
10DO-GEN, 6 ug de Metabisulfito de Sodio (200 pl), 20 ug de loduro de Patasio (200 pl); 200
w! de PB (solucion amortiguadora de fostato) al 0 05M.

Una vez que se hiza la mezcla con esos compuestos en cada uno de los tubos, se calocaron
en la columna de Sephadex 650-150, establecido el complejo anticuerpe-LH. fue precpitado
usando un segundo anticuerpo (suero de cabra anti-lgG de conejo) Despues de la mcubacion, s
removio el 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 wdo en el marcaje, se alicuotaron muestras de
$000000 cuentas por mmuto (cpm) aproximadamente ea S000 pl de PB-BSA (alburuna serica
bowvina) al 1% quedando aproximadamente 46000 cpm en 50 ul

Actividad especifica, eficiencia de marcaje y precipitabilidad del iodogen
el ensayo preparatorio para el RIA
ACTIVIDAD ESPECIFICA = 38 |4 uCvpug PROT

EFICIENCIA DE MARCAJE =71 62%
[ODO TOTAL = 263.3uCy
PRECIPITABILIDAD :
FRACCION & =360%
FRACCION 7 =860%
IODO-GEN: 1.5 uCi
10DO TEQRICO: 0.5 pCi

10DO RECUPERADO 2633 puCy
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Protocole de curva estandar para las determinaciones hormonales de LH

Amorliguador 1" H* 2 Pracese Pansorbina Proceso
Anucuerps Ab
(Ab)
CT 25 ul Incubar 1000 Incubar
UNE 975 25 ul a 1000 ul a
By 775 200 pl 250 200w € 1000l tempera-
(ura
0l 100 pl 625 200 ul 25ul 200 ul por 1000 wul ambiente
02 1004l 625 l 200 14 254l 200 20 horas 1000 pl pot
04 100 ul 625 ul 200 25l 2004 1000 30 munutos
03 100 ul 625 Wl 200 ul 25ul 200 ul 1000 pl Centri-
Tugar
16  100pul 625 W 200 wl 5ul 200 1000 ul a
32 100 wl 625 ul 200 Wl 25l 200wl 1000 ul *°C
64 100 pl 625 ul 200 ul 25ul 2004 000 ul  por 30 min
128 100 ul 625 ul 200 ul 23yl 200 pl 1000 Ul 4 3000 rpm

Titulacién del primer anticuerpa

El protocolo anterior se elaboro despues de la preparacion del psimer anticuerpo. que se
realiz0 tomando una ahcuota de LOQ pl (dilucion 1:300) de ant1 bLH (USDA), esta se diluyo en
333 ml de PBS-EDTA (100 ml y 076 gr respectivamente). Se realizaron diluciones desde
1:10000 hasta 1'320000 Posterniormente con esas diluciones v en presencia del antigeno marcado
(bLH]}, se¢ corno la prueba de inmunoreactividad (RIA) con el propasito 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 pansorbwa,
misma que se prepard de la siguiente forma: |.-en cada tubo se pusieron-15ul de la solucion
ongunal, 2.-se centnfugo a 3000 rpm durante 10 munutos; 3.-se decamtd ! sobrenadante; 4 se
restituyo el volumen onginal y se cemtnifugo, 5. -Nuevamente se decanto el sobrenadante. y 6 -se
resuspendid [a pansorbina en 1 ml por tubo Los coeficientes de vaniacion intra € utter ensayQ

fueron 5.60 y 18 31 por ciento respectivamente.

3.5. Variables en estudio

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

pulsatil de la LH. 2.-Determumar s1 existen cambios en la secrecion basal de LH en respuesta a los
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tratamuentos aplicados a las cabras experunentales. 3 -Establecer las caracteristicas del pico
preovulatorio Por lo antenor se estudiaron las vaniables que a continuacion se describen

Patron secretono de LH Cawmbios a traves del tiempo de muestreo, reflejados en los miveles
basales, caractensticas del pico preovulatono, ampltud 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 ocurro cuando se presentd un aumamo en la concentracion 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 siguientes muestras (Martin et al.,
1983).

Amplitud de un pulso, se toma como la diferencia entre el mivel basal (promedio de los 10
valores mas bajos) y las concentraciones madximas alcanzadas durante los pulsos en un periodo de
muestreo. Esta vanable depende de la frecuencia de los pulsos, nusma que a su vez, estd
determmada por el estada fisiologica en que se encuentra la cabra Durante el anestro estacional
asi como durante la fase litea, la frecuencia de pulsos es baja, sin embargo la amplrud es grande
(Martn et al , 1983)

Frecuencia de pulsos, es la cantidad de pulsos observados en un periodo de tiempo En la
fase [utea y durante el anestro se presenta un pulso cada tres o cuatro horas, mientras que durante
la fase fohcular se presentan de 4 a 6 por hora (Martin et al |, 1983)

Caracteristicas del Pico Proovulatonio de LH Para efectos de este trabajo se adopta la
propuesta de Clarke (1995), quien comsidera que un pico precvulatono de LH ocurre cuando los
valores sencos se elevan por encima de 10 ng/ml y permanecen por amba de este nivel al menos
por tres horas.

Respuesta Ovulatoria y tiempo a la rmusma: Se cousiderara que una ¢abra ovuld en

respuesta a (mRH cuando en un penoda de entre 4 y 10 horas despues de su aplicacion se detecte
el pico preovulatano de LH (McLeod y Haresign, 1984).

3.6. Andlisis estadistico
A los datos generados en las vanables cootinuas, concentracwo maxima, ¢oncentracion

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

proevulatorio de LH se realizaron analisis de 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 preovulatono de LH (Qlivares, 1994)
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4. RESULTADOS

4.1. Nivales basales de LH

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

4.2. Niveies séricos de LH antes de iniciar tratamiermtos

Los valores obtenidos en la hora 0 (Cuadro 1), inmediatamente antes de aphcar los
teatarmuentos fueron: 4.22 para T1, 4.23 para T2, 4.40 para T3 y 3.84 para T4 ng/ml, los cuales
ao fucron significativos (P>0 05) entre y dentro de tratamientos al compararse tambien los valores
de las muestras obtenudas t2, 8 y 4 horas antes de la pnimera admunistracion de GnRH. Nx y Ss

en los tratanuentos.

4.3. Respuesta a Nx, cambios en ampiitud 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 contemplan diferencias en los ruveles de LH en la hora 0 (P>0.05), mt en la concentracion
promedio de LH (P>0.05) entre tratamuentos Las cabras que fucron tratadas cos Nx antes del
GnRH (T3), tuvieron un pico maximo de LH superior (P<0.05) a las de los tratamuentos 1, 2 y 4.
El nivel maximo de LH se presentd mas tarde (P<0.05) en los tratamuentos basados en Nx- (T1 a
las 4 57 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 gresentan las graficas corresporudentes a los ocerfules de
LH observados después de la aplicacion de Nx o Ss con o sin pretratameento de GnRH

En lo referente a la frecuencia y amplitud de pulsos de LH (Cuadro 2}; el nimero total de
pulsos de esta hormona por tratamuento en seis horas, no fue influenciado (P>005) por la
administracion de Nx o Ss antes (T3=20 y T4=16) o despues (T1=12 y T2=12) de aplicar Iz
wyeccion d¢ GnRH. La ampliud media de LH por pulso, fue sigficativamente superior
(P<0 05) para los tratamuientos en los cuales se admunistro Nx antes de GnRH (T3=6.84 y



T4=5.85) en comparacion con Tl (4.58) y T2 (4.93), en los que l2 Naloxona se aphes después de

GnRH
Cuadro 1
Respuesta de LH (ng/ml) en cabras tratadas con Naloxona y solucion salina
ﬁswlog 1¢a durante el anestro estacional+
Tl T2 T3 T4 Ninelde
(GnRH+Nx) (Ss) (Nx) (Ss) siﬁrgflcanma

Hora cero 422 4.23 4.40 I8 P>0.05
Nivel basal 1.83 196 1.36 140 P> 05
Promedio 4.4 426 5.86 140 P>0 05
Pico maximo® 5.77 633 944 64% P<0.05
Horz del pica maximo* 457a 300b S5.1la 36% P<0 05

L S — i e = ]
+Datas generados al gromediar las valares carresporlientes a cada cabra denitre de los tratanuentos
*hferente literal en hileras indica diferencias significativas.

Cuadro 2

Total de pulsos en seis horas y amplrtud media (ng/ml} de LH sénica por pulso en cabras en

anestro estacional tratadas con Nx y Ss antes o despues de GoRH

Antes de GnRH Después de GnRH Navel de
Nx Ss Nx | Ss sigiificancia
Total de pulsos
de LH 20 16 12 | 12 P> 005
Amplitud mcdia
de LH/pulso* P< 0 068

*Dhlerente literal en hueras indica duterencias sigmlicgiivas.

La wnfgrmacion amtenor fue confirmada al comparar los efectos de la Naloxona

admmistrada sola, con (T1) o s (T3} pretratamiento de GnRH (Cuadro 3). En ese sentido, se

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

afectados en forma negativa por la admumstracion previa de GnRH {Figura V).

de Ll-l/E.l_.lso‘

Cuadro 3
Total de pulsos y amplitud (ng/ml) de pulsos observados en seis horas en cabras
en anestro estacional que recibieron Nx Y un pretratanuento <on y sin GnRH

Nauaoua

Niel &

significanca

Total de pulsos
de LH*
Amgplitud moedia

P< 008

P< 0 03

*Dnlerente literal en huleras indica diferencias signiticativas.
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Figura 1 -Concentracidn promedio de LH en los grupos de cabras tratados con Nx ¥ Ss. con ¥ sin GnRH
previo. Los datos utilizados para 1a elaboracién de estas grificas. se obtunieron del promedio general de
tratamientos, no del promedio de valores por cabra como correspondio a la tnformacion presentada en los
cuadros y que estuvo sujeta a lus aodlisis estadisbcos. Las flechas indican la bora 0. mowento de
apticacidn de compues(os.



Entre las cabras testigo (T2 y T4), la frecuencia toral y la ampintud 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 comio testigo v a las cuales solo se administro

Ss ¢on 0 sin tratanuento Prcvio de GnRH

Solucion Salina Nivel de
significancia
Con GnRH Sin GnRH
previo revia
S
Total de¢ pulsos
de LH 12 16 P>0.05
Amplitud media 493 5.85 P>0.05
de LH/pulso
Cofconracién prom sdio gonoral de LN #1 cabraw
tretlmdmncon Malerona (T1y TY)
1200 —
11 00
x ¢ ee
i :';:1
3 ie §on it l
S k3 ::: WW
# (ke
190 -
990
Az .4 v ] s ]
Fiampo de muenireq
{(horva)
Cenconttaz|on grom adlc gemosul de LH sn s4brfos dosguay
de te pplicacion de Bolucian Sellow Fislelogive (T2 y Té)
1249 -
11 90 +
* 16005 =
il
fiaer |
E ¥ ook ‘M
¢ hl
160
LR L]
a1 .2 1 3 s ]
Tiem po é9 musutrao
(horem)

Figura 2 -Concentracién pramedio general de LH conjunta para los grupos de cabras tratados con Nx (T1
¥ T3) y para los grupos a los que se admunistrd Ss (T2 y T4). Los datos wtihizados para la elaboracion de
eslas grificas, se obtuvicron del promedio general de tratamientas. ro del promedio de valores por cabra
como correspondid a la informacida presentada los cuadros ¥ que estuvo sujeta a los analisis
estadisticos Las flechas indican Ia hora 0, momento de aplicacion de compuesios.
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4 4. Efecto def GnRH sobre concentracién y pico preovulatorio de LH (Cuadro §;
Figura 3)

En el Cuadro §, se hace una comparacion de las caracteristicas de lberacion de LH en
respuesta a los tratamuentos en los muestreos, mmediatamente despues de que se admustro
GuRH dentro del Expenmento. La concentracion de LH antes del GnRH, es estadisicamente
sutular para los cuatro grupos a pesar de que en T3 es ligeramente supenor.

La concentracion maxima de LH observada en respuesta a Jos tratanuentos queda como
sigue: en GaRH (T| y TZ; 44.2416 ng/ml), es significativamente superior (P<001) a los otros
grupos. Al comparar T3 (16.053 ng/ml) y T4 (salucion salina mds muestreo mtensivo mas GnRH,
21.665 og/ml) no se detectan diferencias (p>0.05) significativas entre ellos, st embargo, al
compararlos con Ss (T4, primera administracion;, 6.0259 ng/ml) son completamente diferentes
(P<0.01). Eil trempo a la concentracion maxuma de LH es similar para los tres grupas & los cuales
s¢ adrmumistro GnRH (T1 y T2 en promedio 2 19 h, T3: 1.69h, y T4 256 h), y estos a su vez
fueron menores (P<0 0001) que los del grupo tratado con Ss (6 92 h). La concentracion media de
LH es mayor (P<Q 05) para el grupo Tl y T2 donde se obseran 13 95 ng/ml Los otres ¢rupos
no presentan difeseticias significativas (P>0 05) entre ellos. Las concentraciones quedaron como
sigue 4 34 ng/ml para T3, 5 65 ng/ml para T4, y 4 97 ng/ml para Ss

En o que se refiere a la presentacion del pico preovulatonio de LH vy de acusrdo a la
defiaicion base de este trabajo, se puede decir que solamente T1 y T2 (analizados conjuntamente)
lo alcanzaron af tener niveles sanguineos promedio de 2Z 39 ng'ml y una duracion de S 03 horas.
no asi los grupos T3 y T4 que a pesar de temer concentraciones de 12.79 y 14 37 ngml
respectivamente, el iempo de duracion de 1.62 y 2.87 h respectivamente para cada wno de los
grupos ao les proporciona la categoria de pico preovulatorio (Cuadro $).

Cuadro 5
Caracteristicas de liberacian de LH en respuesta a GnRH admunistrado solo, con un
pretratariento de Naloxona y despues de un muestreo mitensivo

TIyT2 T3 T4 Nnel de
GaRH Nx+GnBRH  Ss+GnRH Ss s:Eﬁcancra
n= 8 4 4 3
Concentracién de LH en
hora 0 391a §53a 4.17a 132a >0 05
Concentracion mixima de
LH* 44 242 16.05b 21.66b 6.03¢ P<¢ 01
Tiemp a la concentra-
<idu maxima® 2.1% 1.69%¢ 2.56b 6.92a P<n 01




pretratamiento de Naloxona y después de un muestreo mtensivo

Cuadro 5 (Continuacion)
Caracteristicas de liberacion de LH en respuesta a GmRH admumistrado solo, con un

Tly T2 T3 ™ Ss* Nivel de
GnRH Nx+GuRH  Ss+GnRH m&ruﬁcancia
Concentracion media de
LH* 13.9%a 4.34b 565b 49% P<0.01
Pico pregvulatorio® Si No No No P<0 01
Concentracion promedio
de LH en aumemo soste-
aido de LH * 22.3%a 12.7% 14.32b — P<0 05
Duragcion (h) del aumen-
to sostenido de LH* 5 03a 1.62b 2.87b ——— P<0.01

TIy T2 \alores promedio de tratamucatos | + 2 que recibieron salamante v al raismo tiempa GnRH. no hubo tratamuantos

mucsireds sagugicos wtansivos previos. T3 - Grupo de cabras que reetbraron previo al GnRH. Naloxona y 5¢ sometieron 4 muestreds
angumeas olasivos 19 -Ungo de cabras que recibicron Sotuctan Salna Fsologea 1 3¢ somaioran 8 MuCsireds Sar guEees miensivos
previas pravio al GaRH. §s =Grupo de cabras testigo que rectbieran wna my<ocrn & 2 ml de Soluvion Salina fisiologica se mucsiress
sangumcos mtansis o8 prewvids. los valares de LH de esta columina son tomades vomo refarancia v correspondan a las mucsiras tomadas
después de La panters admmistracion de Ss en T4, Valores yon expresados en media de Uatanuentos. *Diferante literal en hilesa. indiva
diferencias significativas entre tratarmienlos. 125 concateackanes san en ng LHml de suere sangumeo. E! tiempo transcumdo de la
respueda a la vonvatracion maxuma ¥ le dursuion &k 14 clevaodu soganida en b canoentracian de [LH s an 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 admunistracion de Nx (Cuadro 6) La
ampltud media de los pulsos de LH detectados despues de la admunistracion de GnRH fue
superior (P<0 005) para las cabras de T| y T2 que comuntamente promediaron 28 22 ng ml de
LH en comparacion de 1009 ng/ml de T3 y 15 82 ng/ml obtenidos en T4 (Cuadro 6)

Los perfiles de LH en respuesta al GnRH se presentan en la Figura 3. las graficas fueron
realizadas a partir de los valores promedio par tratamuiemo, en elias se demuestran claramente las

diferencias entre tratarmentos.

Cuadra 6
Efecto del pretratarmiento con y sui Nx y Ss sobre el total de pulsos de LH en |0 horas
de muestrec 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) (1 ¥ T2)
Total de Pulsos
Por trawamsento 4 3 (B P>0.08
Amplitud
media/ pulso* 10 0%9b 15 82b 28 22a P<0.005

"Dnferente hieral ¢n halkras, ndica dilercnwias signulical vas.
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4.5. Respuesta en fa secrecion de LH por muestreo, después de administrar cada
uno de los compuestos incluidos en ios tratamientos

45,1, Muestreo 1 (Cuadra 7)

Corresponden a este rmuestreo, el prutero (Cuadra 7), las diferencias significativas entre
tratamientos mas destacadas. Antes de sedalarlas, es importante hacer notar que la concentracion
senca de LH no fue diferente (P>~0.05) entre los cuatro tratanuentos 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 supenar (P<0001) en las cabras 3 las cuales se admuinisro GoRH en los
tratamuentos 1 y 2 (de los que se presenta un promedio de respuesta) Los picos maximos de la
gonadotropma en estos tratamientos, también fusron muy superigres (P<0 001) en relacion a las
cabras que recibieron wnyecciones de Nx y Ss. Estos ultimos tratamuentos no tuvieron diferencias
significativas, pera si lo fueron cuantitativamente, siendo fa Naloxona quién elevo ligeramente ios
miveles de LH

La elevacion (pico) maxiuna de hormona lutemizante se presento mas temprano (P<0 001)
en las cabras tratadas con GnRH, vy en ellas la descarga d¢ LH fue del tipo preovulatono (dentro
de la cual se incluye la elevacion maxima) y se inki0 inmexbiatamente despues (a los 15 nmunutos)
de admumstrar el decapeptido. Despues de admumistrar la “aloxona se presentag em
aproximadamente 49 mmutos la elevaciont maxima de LH y fue diferente a la concentracion
maxima de LH observada en tratamiento 4, donde se administrd solamente solucion salita, ambas
elevaciones no fueron del tipo preovulatonig, y dado el tiempo en que se presentargn, no
necesariamente corrasponden a una respuesta a los tratamientos (Cuadra 7).

Cuadro 7
Caracteristicas de la concentracion de LH (ng/ml) en diferentes momentos dentro del muestreo |
en respuesta a los diferentes tratanuentos.

MITL T2 MIT3 MIT4  Nivelde
significancia

Hora -12 393 3v3 376 >0 05
Hora 0 391 1% 132 P>0.0s
Hora 12 626 7.06 4 85 P> 05
Promedio* 13.95a 7490 +.97b P<U 001
Elevacion maxima* 4 242 12 M3b 602 P<0.001
Horz de ¢levacién
maxima* 2,19 5.75b 6926  P<0.001

*Diferente literal en hileras indica diferencias significatvas.
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Cuadro 7 (Continuacidn)
Caraaeristicas de la concentracion de LH (ng/mil) en diferentes momentos dentro del muestreo 1
e respuesta a los duferentes tratanuentos

MITI ¥T2 MITD M1T4 Nivel de
stgruficancia
i de elevacién
maama 1295 No No
Hora de inicio de
elevacion mixima Q:15
——

*Diferente literal en luleras indicu diferencias significativas.

4.5.2. Muestreo 2 ({uadro 8)
En el Cuadro 8, las diferencias significativas detectadas entre los tratamuentos dentro del
muestreo dos, se observaron an 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 tratarmuentos (T)

M2T1 M2T2 M M2T4 Ninvel de
mgmﬁcancm

Hora -12 618 66l § 34 4.66 P>Q 0§
Hora 0 410 4% el 479 P~ 08
Hora 12 434 S W 518 1.03 P>0 05
Promeadio +.81 +4.83 533 397 P>0 Q8§
Pico maximo 602 683 6 82 5§79 P=0.05
Hora del pico
maxima 4:55 +:15 3:00 205 P>0.05
Twco del pico 548 643 5.86 5.79 P>0 05
Hora d¢ inicio
del proo 1:55 330 128 205 P> 05
Final de pico™® 412a 4 .48a 2676 JSla P05
Hara al final de
pico 825 525 834 230 P> Q3%

*Dnferenie literal en huleras indica diferencias significativas.

4.5.3. Muestreo 3 (Cuadro 9)

En el Cuadro 9, se resume la mformacion generada por cada uno de los grupos de anumales
tratados incluidos en el muestreo tres. Solamente {a vanable, hora en que se presentd la elevacion
maxima de LH, especificamente para ¢l tratamiesto 3, fue superior y diferente (P<0.05) a los
demas tratarmentos.



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

Mi3TI M5T2 M3T3 M3T4 Nivel de
siﬁ,ruﬁcanaa

Hara -12 4856 580 493 1.65 P>0.050
Hor 0 4 44 462 j6d 340 P>( 050
Hora 12 431 3.78 5.54 js2 P>0.050
Promedio 431 +.73 4.77 428 P>0050
Pico mixamo 6.65 7.52 9.45 7.65 P>0.050
Hora del pico
maximo* 2:55b 1-45b 6:352a 2:05b P<0.050

*Diferente literal en hileras indica diferencias significativas.

4.5.4. Muestreo 4 (Cuadro 10)

En el muestreo 4, la concentracion de LH, doce horas amtes de admmustrar los
tratamiemos fue sumular en todos los grupos (>0 05); sin embargo, en la hora 0, el tratamiento 3
presento nuveles sencos de LH supenores al resto de los tratamientos, este aspecto no influy¢ en la
concereracion promedio de LH a pesar de que cuantitativamente fue supeaor en los tratanuentos 4
y 3 (Cuadro 10).

Cuadro 10
Caractenisticas de la concentracion de LH (ng/ml) ea respuesta a los diferentes tratamuentos
dentro del muesteo 4.
Md4TL M4T2 MJ4T3 M4TS Nuel de
significancia
Haora -t2 442 3.64 395 191 P>0 U5
Hora 0* 4.14b 318 7.19a 417 P<0 0%
Hora 12° 3 48a 2.77ab 2 ddabh 1.85b P<0 10
Promedio 3.70 3.23 4.34 5.65 005
Pioo maximo* 4644 4.750 16.05a 21.66a P<0 05
Hora del pico
mAXImo 5.52a 1.41b 2:3db P<).05

*Dhferente Literal en hileras indica diferencias sigmficativas,

El pico maximo de LH detectado en los tratamuentos 3 y 4, fue signuficativamente (P<0.05)
mas alto que el observado en los tratamuentos | 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 observd que el GnRH sm Naloxona previa provocd uma

mayor liberacidn de LH. Esos aumentos en la secrecion de LH tardaron en preseatarse no mas de
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dos horas y media, en e! caso del tratamiento 1, la elevacion méxima observada se presento cass
seis horas despues de administrar Naloxona y al igual que e este tratanuento, en el 2, na 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
Tl y T3 (Cuadro L0).

4.6. Respuesta Comparada entre GnRM, Nx y Ss (Cuadro 11; Figura §)

Este analisis comparativo incluye la respuesta a GnRH (promedio de los tratarmentos | y 2,
MIT1 y MIT2), Nx (MIT3) v S5 (MIT4) y corresponde a les datos obten:dos durante &l pruner
muestreo, mmediatamente después de la admuustracion de cada uno de los compuestos. En ¢l
Cuadro 11, se observa que la concentracion de LH en la hora cero, fue sunular (P>0 0%) para los
grupos de cabras que recibieron ya sea GnRH. Naloxaona (Nx) o Solucion salma fisiologica (Ss)
En lo referente a la concertracion maxuma de LH, los niveles observados en respuesta al GunRH
(44 24 ng/ml) son significativamente supenores (P<Q 01) a los obtenidos cuando se aplice Nx
(12 04 ng/ml) y estos a su vez san mayores a obtenmidos en Ss (6 06 ng ml)

El tiempo en horas (h), transcurrido despues de la adnunistracion de los tratanuentos al
momento de la concentracion maxima de LH. fue menor (P<0 001) cuando se aplica GnRH (2 19
h} que cuando se trata con Nx (5 75 h) o con suero salno (6.92 h}, la wformacion obtauda de la
admumustracion de Ss mdica un pico en la concentracion de LH, que no necesanamecte es una
respuesta al tratanvento (Cuadra 11).

La concentracion promedio de LH por tratamiento, fue siguficativamente superior
(P<001) en los anumales tratados con GnRH con 13.95 ng/ml contra 7.49 ng/ml de los que
recibieron Naloxona y 497 ag/ml de los que se admmistro Ss. En este caso, al anahizar las
diferencias eatre 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 1}).

Se presenta pico preovulatorio de LH solo en las cabras que recibieron GnRH como
tratamuento (respuesta no ndependicnte de tratamientos, P<0.0]), la concentracian promedio
observada en él fue de 22.39 ag LH/ml y su duracion 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 presemta aumentos de LH por encima de los 10 ag LH/ml
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sostemidos por tres horas, aunque B elevacin no fue wnmediata, come en los amumales tratados
cen GnRH, ya que comenzo cuatro horas después de que se adminiistro 1a Naloxona (Cuadro 11)
La frecuencia total de pulsos de LH fue mdependiemte (P>0.05) de la admimustracian de los
compuestos utilizados en el estudio La amplitud media de LH en esos puisos, 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, se plasman las diferencias tipicas en
los niveles sénicos de LH obtemidos en el presente estudio, en respuesta ya sea a GoRH, Nx o Ss.

Cuadro 11
Comparacion de las caractensticas de liberacion de LH (ng/ml) en respuesta a3 GaRH
(T1 y T2), Nx (T3, primera admmistracion) y Ss (T4; primera administracion)
aplicados en cabras durante el anestro estacional

TlyT2 T3 T4 Nivel de

siﬁﬂiﬁcancm

LH en lahora 0 3981 3.95 332 P>0 05

Pico maximo de LH* 44 24a 12.04b 6 03¢ P<0 0l

Hora de pico maximo* 2.1% 5 75a 692a P<0 001

Promedio de LH*® 1395a 7.49b 4 97b P<0 0l

Presentacion de

pico preovulatonao® Si No No P<0 05

Concentracion de LH

en pico 2239 A= .

Duracign del pico

preovulatorio® 5.03a 1.81b — P<g 0l

Total de pulsos de LH

en 6 horas 24 25 19 P>0 ¢5

Ampirtud media de

Eulsos" 15.36a 6.84b 5 85k P<0 05

Valorss son onpresados en mied:ia de Uratanuartos *Dhierante lderal en halera mdics dueroncias wgnificalss as antre
trstanuieos. Las conomtraciones de LH som an ng ml de suero smguinco. El uampo wranscumdo de la repucsa
a l concentracidn radxima ¥ la duracian de 1s ckevacion sestends en Ja concatracian de LH 308 en horas.
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indica la hora 0, momenlto en que fueron admuinistrados Yos productos quimscos y s iucio ¢l wucstreo
sanguineo cada 15 munutos por 10 horas.

4.7. Efecto general de los tratamientos sobre la secrecién de LH

Eo el Cuadro 12, se presentan en reswmen, los efectos que sobre la secrecion de LH
tuvieron los cuatro tratamientos (T1-T4; ver Figuras 1 y 2) y los compuestos admunistrados en
cada muestreo (M). La diferencia en cuanto al promedio genera! de secrecion de LH, fue
altamente significativa solo en respuesta a la administracion de GnRH en los tratamientos 1 y 2,



dentro del muestreo | (MIT1 y MIT2), y no se afectd por la administracicn de Naloxona,
solucion salina y GnRH en los tratamientos J y 4 del cuarto muestreo (M4T3 y M4T4).

4.8. Promedio y pico méaximo de LH (Respuesta general a tratamientos)

Del Cuadro 13, se desprende que el promedic de LH durante todo el peniodo de tratanuento
¥ la elevacida (pico) maxima de LH fueron mayores (P<0.001) para aquellos ammales tratados
con GnRH al principio (Tl y T2) del experimento, que los tratados con él al final (T3 y T4). En
lo referemte al promedic gemeral de LH, se presentaron diferencias emtre ellos, T! (6 814) fue
meucr que T2 (8 364), v T3 (5.714) fue mayor que T4 (4.97). El pico maximo hormoual mas akto
lo obtuvo T1, le siguieran en orden descendente: T2, T4 y T3 Los valores obtemidos en la
variable oivel basal de LH, no presentaron diferancias significativas entre los cuatro tratarmuertos
(T1=1.83, T2=1.96; T3=1 36, y T4=1.40) mcluidos en este trabajo.

Cuadro 12
Analisis de la vananza del efecto de GnRH, Naloxana y solucion salina fisiologica
administrados solos o combinados sobre la secrecion de LH.
-

Muestreo ¥ Tralamiento Fueate de vaniacidn Efccto Eﬂnciﬂl P
MITI GnRHS Signuficaunvo <00yl

M2T1 GnRH+Nx® No sigruficativo >0 03

M3T1 GaRH+Nx+Nx® No sigruficativo >0.08

M4T1 GaRH+Nx+Nx+Nx®D No signficativo >0.05

MiT2 GnRHS Significative <0 001

MzT2 GnRH+55® No siguficativo >0,05

M3T2 GnRH+Ss+Ss®D No sigruficativg >00S

MéT2 GnRH +Ss+Ss+SsB No signaficativo >0.05

MI1T3 Nx® Na sigmficativo H)US

M2T3 Nx+Nx® No signuficativo >0.05

M3T3 N+ Nx+Nx® Ne sigruficativo >0.05

M4T3 Nx+Nx+Nx+GnRH® No significativo >0.05

MIT4 Ss® No significativo >0.08

M2T4 Ss+SsD No significativo >0.05

M3T4 S5+Ss+55@ No sigruficativo >0.05

MiTd S5+Ss+Ss+GnRHD No sigruficativo >0.05

Cuadro 13
Efecto general total de los tratarruentos sobre diferentes parametros relacionados con los mveles
sericos de LWmI)
GuRH+Nx GnRH+Ss Nx+GoRH Ss+GuRH Nive] de
significancia

Promedio de LH* 6.81b 8.36a 571 49% P <0.001
Nivel basal de LH 1.83 1.96 .36 140 P>0.05
Pico maximo de LH* 25.75b 47 803 1417 2128 P <0.031

*Dhferente literal en hilcras 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 con la fase folicular se reduce significativamente debido a
que ¢l generador de pulsos llega a ser extremadamente sensible a las pequeiias pero
suficientes cantidades de estradiol que son producidas por los foliculos pequeiios e
intermedios localizados en el ovano durante el anestro estacional (Karsch, 1979). Los
dias largos también 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
pulsitil. Los niveles basales son de 0.1 2 2.0 ag/ml para fase lutea y anestro estacional de
ovejas y cabras no gestantes (McLeod et al, 1982b; Dobson, 1983). Robinson et al.
(1987), indican en ovejas en anestro estacional uveles basales de hasta 8 ng/ml. Gordon
et al (1987), sefialan que la concentracion basal menor a | 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 S ng/ml reportado por Buttle y Morant, (1986) para
cabras gestantes

La secrecion basal de LH puede ser interrumpida con pequeiios pulsos de vida
corta (al menos 30 munutos), 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, Scaramuzz y Baird, 1979,
Yuthasastrakosol et al, 1977, Fiman y Haresign datos no publicados, citados par
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 (1988), reportan pequefias pero continuas salidas de
LH desde la pituitaria de cabras gestantes, con pequefios 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 la cabra, en quienes dicen se

mantienen.

5.1. Niveles basales de LH

Los niveles séricos basales de LH obtenidos en este trabaje, 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 estableciddo para la misma
ctapa fisiologica de avejas (McLeod et al., 1982b) y cabras durante la fase lutea (Dobson,
1983). Estas, son inferiores a 3 5 ng LH/ml, valor méaximo promedio obtenido por Kaplan
y Katz (1995) en cabras sujetas a foloperiodos artificiales. Los valores 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 séricos 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 admintstrar los tratamientos, fueron similares para todos los grupos de
cabras. Esto mdica uniformidad en el estado fisiologico de anestro estacional en ¢ cual se
mantenian, confirmado ademas, por la ausencia de repuesta biologica aparente a las
inyecciones de prostaglandina Faq. Estos valores promedio de LH fueron superiores a los
niveles basales obtenidos por Robin et al (1994) en cabras en anestro estacional, cuyo
valor miximo promedio fue de 1.0 ng/ml y son también altos en comparacion con 1.5
ng/ml, valor reportado como nivel supetior del rango considerado como basal reportado
por Dobson, (1983) para la fase litea 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 astificial.

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



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

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

5.3. Respuesta a Nx

Esta definuda la funcion whibitoria de los péptidos opioides sobre la secrecion de
gonadotropinas, especialmente de LH eun diferentes especies, incluyendo la oveja. Esa
funcién 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, el periodo de anestro estacional ha
sido comparado con el periodo prepuberal, en los dos periodos la LH esta suprunida 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 inhibitorios de origen noradrenergicaos,
dapaminérgicos y opiodcrgicos (Schall et al, 1991).

Los efectos de un antagonista de los péptidos opioides, 1a Naloxona, han
confirmado los puntos de vista anteriores, v su efecto positivo sobre 1a secrecion de LH
depende de la etapa fisiologica por la cual atraviesa el amimal (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 2 15, medio de 2.07 y tardic de 2.86; y aunque los valores
hormonales aqui encontrados fueron ligeramente superiores a los de este autor, estan
dentro del rango de los niveles basales para LH sugenidos por Robinson et 2l (1987) y
son mas parecidos a los valores obtenidos con ovejas jovenes tratadas con Nx (Braoks et
al., 1986a).
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La administracion de Nx en cabras en anestro estacional, no afecta la frecuencia y la
amplitud de pulsos de LH. Fue posible llegar a esta conclusion al no encontrarse
diferencias signuficativas entre las cabras tratadas con Nx y las testigo a las que administro
Ss. El pretratamiento con GuRH, tampoco propicid diferencias entre las cabras tratadas
con Nx y las del grupo testigo que recibieron Ss. Sin embargo, en comparacion con las
quc se trataron solamente con Nx y Ss, las variables estudiadas tuvieron valores mas
bajos en ambos grupos de cabras (INX y Ss) pretratados con GnRH.

La forma pulsatil en que se libera la LH, se vio afectada por la adnunistracion
previa de GnRH. Las cabras en las que se aplico Nx y recibieron un pretratamiento con
GnRH, tuvieron en total, menos puisos (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 caractenzacion de esta respuesta fue
posible gracias al esquema de muestreo disefiado que permitio colectar muestras de suero
sanguineo hasta por 108 horas después de que se inucio la admumstracion de los
tratamientos.

Con base en lo anterior, es posible pensar que despues de un gran estimuto, 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 hipéfisis pueda responder a otro estimulo, aunque
sea de baja intensidad que como en este caso, se hizo con la aplicacion de Naloxona. En
ese sentido s¢ 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 ja mitad (8.29) y al final (10.43) del anestro, fue
muy superior al valor mds alto (6 84) aqui reportado Los resultados que abtuvieron
Brooks et al. (1986a) en el anestro temprano (3.75 ng LH/ml) son més 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 ¢sta vanacion, los tratamuentos no presentaron diferencias

significativas, comncidiendo en ese sentido con este trabajo
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Muy pocos pulsos y niveles circulantes de LH reducidos se observaron durante el
periodo de tratamiento luego de admimstrar 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 la reportada en ovejas de lana, en las cuales se
sefiala que no se afectd la secrecion de LH luego de que se administrd.

En este trabajo se comprueban para cabras en anestro estacional, las observaciones
en ovejas intactas ¢n anestro estacional realizadas por Meyer y Goodman (1986), Brooks
et al. (1986a y b) y Yang et al. (1988), quienes 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 2 GnRH

Todas las cabras tratadas ¢on GnRH respondieron al tratamiento, como se
evidencia por los patrones endogenos de libevacion de LH A pesar de que en los
tratarmuentos en los cuales el decapéptido se admmistrd después de la Naloxona y la
solucion salina no se mantuve la categoria de pico preovulatoro 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. El GnRH induce en
forma inmediata un aumento sostenido en los niveles séricos de LH En los tratamientos 1
y 2, se produjeron picas de LH tipo preovulatorio cuya duracton promedio fue de 5.03
horas y que comenzaron 15 minutos después de aplicar el tratamuento, alcanzando un
valor méiximo promedio por tratamiento de 44 24 ng/ml alrededor de 2.19 horas post
GnRH. Ocho horas después de la inyeccion, la concentracion promedio de LH disminuyo
considerablemente pero fue significativamente mas alta que los valores correspondientes
a las cabras tratadas con Naloxona, solucion salina y GnRH después de Naloxona y

solucion salina,



Se detectd un patran de liberacion pulsatil en la mayoria de las cabras tratadas con
GnRH, y a pesar de haber una gran variacion entre tratamientos, 0o hubo diferencias
significativas. Sin embargo, la amplitud del pulso de LH entre tratamientos fue diferente,
coincidiendo con las diferencias entre tratamientos para la varable concentracion
promedio de LH durante ¢l aumento sostenido.

Una de las causas posibles de las diferencias, tanto en la amplitud de pulsos como
en la concentracion promedio de LH durante el aumento sosterndo, pueden tener su
origen 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 el 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 pequefias cantidades de LH bioactiva que s liberada hacia la
sangre cuando se inyecta una cantidad suficiente de GnRH (Faulkes et al., 1990).

Aunado a lo anterior, durante el anestro estacional, €l hipotalamo de la cabra para
secretar en forma adecuada GnRH enddgeno que propicie un pio preovulatono de LH,
requicre ser expuesto antes a camtidades pequeilas pero comstantes del mismo
decapéptido, tal y como lo demostraron Knigth et al. (1988) al admurustrar vanas
inyecciones miltiples con dosis bajas de GnRH.

Ese hecho lue tratado de corroborar por Robin et al (1994), quienes probaron
después de un tratarmento con un progestageno, la aplicacion de dos myecciones de 125
ug de GnRH cada una con diferencia de 48 horas, no obteniendo en ningiin 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 trato con PMSG en lugar del GnRH,
y la respuesta no se huzo esperar. El 100 porciento de las cabras tratadas presento picos
preavulatonos tanto de LH como de FSH. Estos resultados, los explicaron las autares
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, actia a nivel hipofisis o a
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nivel hipotalamo, para provocar la respuesta secretoria de gonadotropinas en cabras
durante ¢l anestro estacional.

Estos resultados son similares a los reportadas por Robinson et al. (1987), quienes
trabajando con ovejas sincronizadas con 30 mg de acetato de fuorogestona en esponjas
vaginales mantenidas por 12 dias y una inyeccion de 500 ui de PMSG al retirar la
espotja, reportaron concentracicnes basales del orden de 1 a 8 ng LH/ml. La
concentracion picc fue de 58 ng/ml y el intervale de los niveles basales al pico fue de 2.4
horas, la duracion de la oleada preovulatona fue de 6 a 8 horas y el tiempo desde el
primer aumento hasta el retorno a los niveles basales fue de 8 a 10 horas.

Nuestros resuhados son significativamente menores a los reportados por Haresign
et al (1975), quienes, en ovejas cictando durante la €poca reproductiva natural no
encontraron diferencias en la concentracion maxima de LH en el pico preovulatorio en e
estro natural (205 ng/mi) y en el estro sincronizado con progesterona implantada el dia 8
del ciclo y mantenuda por 12 dias (185 ng/ml). Condiciones simlares di¢ a conocer para
la duracion de la oleada de LH, en el 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 trataniento con progestagenos se
les admurustrd una inyeccion de PMSG (90.4 ng/ml) o de GnRH (81.0 ng/ml), algunos de
los valores aqui obterudos (individuales de hasta 76.4 ng/ml), sou ligeramente infeviores 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 similar fue a la que
se liego en este trabajo luego de revisar los valores medios de LH circulante para todos
los tratamientos.

Los resultados observados en este trabajo coinciden con los obtenidos en vaquillas
Holstein sincronizadas previamente y a las cuales se les administraron S y 10 ug de
GnRH, en ellas, los niveles de LH se elevaron en los siguientes 15 minutos despues del
GnRH alcanzando niveles paresidos a los preovulatorios eo aproximadamente dos horas.
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En esas vaquillas, la LH se mantuvo alta por seis horas y no se eucontraron 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 (1933)
cuando aplicaron una inyeccion masiva de 125 pg de GnRH (dos horas después de
terminar 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 maxamo 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 la estimulacion constante de las
inyecciones reducidas y multiples de GuRH.

Existen diferentes defimiciones de lo que se considera un pico preovulatonio. Las
dos mas bajas en lo que corresponde al tiempo de duracién son proporcionadas por
McLeod y Haresign, (1984) y Clarke (1995) McLeod y Haresign (1984), lo definen
€Omo un aumento sostenido por mis de 6 horas y coacentraciones séricas arriba de 10
ng/ml. Los niveles pico de esta hormona deben ser de mayores de 30 ng/ml El pico
comienza en el momento cuando se alcanzan por primera vez los 10 ng/ml. Clarke
(1995), considera que un pico preovulatono 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. Aun bajo las benévalas condiciones de Clarke (1995), los tratamientos 3 y 4 del
presente trabajo, no alcanzan la categoria de pico preovulatorio.

Coincidentes también con el presente estudio, Greyling y Niekerk (1990),
trabajando durante la ¢poca reproductiva con cabras Boer pretratadas con un
progestagenv intravaginal y luego de administrar inyecciones via iv o im de PMSG al
retirar el progestageno, obtuvieton niveles maximos promedio durante el pico
preovulatonio 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 ag/ml de LH. A pesar de las grandes diferencias
entre los valores minimo y méiximo no reportan diferencias significativas entre ellos.
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Brown et al (1988), estudiaron el efecto del 125 ug de GaRH en ovejas en anestro,
observando valor maximo de 21.9 ng/ml, alrededor de 1.5 horas después de la inyeccion
y €l pico preovulatorio se inicio 0.5 horas después del GnRH. 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 gvejas (Cumming et al,
1973), se sefiala que la owvulacion ocurre emtre 18 y 28 horas después del pico
preovulatorio. En ¢l presente trabajo, a pesar de que se considera dentro de las vanables
en estudio, dadas las condiciones no fue posible evaluar la respuesta ovulatoria al
monitorear los niveles de progesterona despues de los tratamientos, por lo que solamente
se supone que ocurrio ovulacion cuando se presento el aumento sostenido tipo pico

preovulatonio de LH.



6. CONCLUSIONES

Del presente trabajp, se desprendem las siguientes conclusiones, aplicables cuando las
condiciones sean somulares, en cabras adultas durante su anestro estacional:
» Elnivel basal promedio de LH obtenido en este trabajo fue 1.64 ng/ml.
e La concentracion promedio de LH duramte el tismpo ent que no s¢ administraron tratamientos
fue de 4.17 ng/ml.
« El GnRH provoco una elevacion tipo descarga preovulatoria de LH en las cabras a las cuales
s¢ admmistra GaRH solo.
« En los tratamieatos en los cuales se admmistro GnRH después de Nx y Ss y fueron sometidas
a tres muestreos mtensivos previos, 1a descarga de LH fue afectada y no alcanzd la categonia de
pica preavulatoric, posiblemente por el estrés ocasianado por los muestreos itensivos a los cuales
fueron sometidas
e La concentracion maxima de LH en respuesta al tratamiento con GnRH sin Nx previa fue
44 24 ng/ml vy se presento 2.19 horas después de su admuistracion.
+ La concentracion media de LH después de aplicar el GnRH fue 13.95 ng/ml, en comparacion
¢on la concentracion promedio de 5.31 obtenida cuando se aplicé el GaRH con un pretratamiento
de Nx, Ss y tres muestreo smtensivos provios.
o La Naloxona o afecta la frecuencia y amplitud de los pulsos de LH, sw embargo, cuando se
aplica GnRH antes, estas dos variables se alteran y se observa una reduccidn significativa en sus
valores.
¢ La evidencia generada en este trabajo indica que los niveles reducidos de LH observados
durante el anestro, no dependen de péptidos opiaides. Esto lleva a suponer que el efecto mhubitorio
sobre el generador de pulsos de LH, podria ser de otro origen, tal vez esteroidal.
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