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Abstract

The objective of this study was to evaluate if the administration of steroid-free equine follicular fluid (EFF)
suppresses FSH secretion in seasonally anestrous ewes, and if it delays the onset of estrus after treatment with
prostaglandin F2a. in cyclic ewes. In the first experiment, 19 seasonally anestrous ewes were divided into two
groups. The treated group (n = 10) was treated with 3 ml of EFF every 8 h for 5 days. The control group (n=
9) was treated with physiological saline solution. The EFF was previously treated with charcoal-dextran in
order to remove steroid hormones. Blood samples for FSH determination were obtained from both groups
every 4 h during the period of the EFF treatment. FSH concentration were compared between groups by a
variance analysis for repeated measures that used treatment and time as independent variables. FSH
concentrations were significantly lower in the ewes treated with EFF (P < 0.05). In the second experiment 22
cyclic ewes were synchronized with a vaginal sponge containing 45 mg of fluorogestone acetate. On day 11,
after the synchronized estrous, all animals were treated with 15 mg of PGF2a in order to induce luteal
regression. Synchronized ewes were divided in two groups. Animals in the treated group (n = 11) were
injected iv with 3 ml of EFF every 8 h for 72 h, starting on the day of the PGF20. administration. The ewes in
the control group (n = 11) were given physiological saline solution. Estrous detection was carried out every 8
h using males fitted with an apron. The onset of estrous was considered to occur when the female accepted
the male for the first time. The interval from PGF2a to the onset of estrous was significantly longer in the ewes
receiving EFF (131 £9.9), than in the control group (44 + 3.9). It is concluded that EFF treatment suppresses
FSH concentrations in seasonally anestrous ewes, and delays the onset of synchronized estrous in cyclic ewes.
This data indicates that EFF is a rich source of inhibin which is biologically active in the ewe.
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Resumen

Con el propésito de conocer si la administracién de liquido folicular equino libre de esteroides (LFE)
suprime la secrecién de FSH en ovejas en anestro estacional y retrasa la presentacién del estro inducido con
prostaglandina F2a, se realizaron dos experimentos. En el primer experimento se utilizaron 19 ovejas en
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anestro estacional divididas en dos grupos. El grupo tratado (n = 10) recibi6 por via intravenosa 3 ml de LFE
cada 8 h durante 5 dias. El grupo testigo (n = 9) recibi6 solucion salina fisiolgica (SSF) en lugar de LFE. El
LFE fue tratado previamente con carbén-dextrin para remover la fraccién de hormonas esteroides. En
ambos grupos se obtuvieron muestras de sangre cada 4 h durante el periodo de aplicacién del LFE para
determinar FSH mediante radioinmunoanilisis en fase liquida. Se compararon las concentraciones de FSH
mediante un andlisis de varianza, utilizando como variables independientes el tratamiento y la hora en que se
tomé la muestra. Las concentraciones de FSH fueron significativamente menores (P < 0.05) en las ovejas
tratadas con LFE. En el segundo experimento se utilizaron 22 ovejas adultas ciclando. A todas las ovejas se les
inserté una esponja intravaginal impregnada con 45 mg de acetato de fluorogestona* para la sincronizacién
del estro. El dia 11 del ciclo subsecuente al estro sincronizado (dfa 0 = dia del estro), todas las ovejas fueron
tratadas con 15 mg de PGF20,** para provocar la regresién del cuerpo liteo. Las ovejas asi tratadas se
dividieron en 2 grupos. El grupo tratado (n = 11) recibié6 por via intravenosa 3 ml de LFE cada 8 horas por 72
horas a partir de la aplicacién de la PGF2a. El grupo testigo (n = 11) recibié SSF en lugar de LFE. Se
detectaron estros 3 veces al dia utilizando un macho con mandil, y se consideré el inicio del estro cuando la
hembra acepté la monta por primera vez. El intervalo de la administracién de PGF2a a la presentacién del
estro fue significativamente mayor en las ovejas que recibieron LFE (131 +9.9 h) que en las del grupo testigo
(44 + 3.9 h). Se concluye que el tratamiento con LFE suprime las concentraciones de FSH en ovejas en
anestro estacional y retrasa la presentacién del estro sincronizado con PGF2a en ovejas ciclicas, lo que indica

que el LFE es una fuente rica en inhibina, que tiene actividad biolGgica en ovejas.
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Introduccidn

La inhibina es una hormona glicoproteinica que es pro-
ducida por las células de la granulosa y estd presente en el
liquido folicular de la vaca,'? oveja,!® cerda®y yegua.® La
administracién de inhibina purificada a ovejas
ovariectomizadas suprime la secrecién de FSH a nivel
hipofisiario, sin modificar la secrecién de LH.%*Lainhibina
tiene una elevada homologia entre especies,'! de tal forma
que la supresién de la FSH en la oveja también se ha
demostrado administrando liquido folicular bovino (LFB)
previamente tratado, para remover la fraccién de hormo-
nas esteroides.!2!#1718 En estos animales se ha observado
que después de la administracion de LFB se presenta una
supresién del desarrollo folicular y de la produccién de
estradiol, y cuando se administra durante el proestro, se
retrasa la presentacién del estro.!*!519%

La utilizacién de LFB con la finalidad de suprimir el
desarrollo folicular y, de esta forma, manipular la vida del
cuerpo liteo, ofrece buenas posibilidades. A este respecto,
Beard y Hunter? administraron LFB a ovejas con cuerpos
liteos de vida corta y lograron inhibir la luteélisis prematu-
ra. Asimismo, Miquelajauregui®® administr6 LFB durante
los dias 10 a 16 del ciclo, logrando retrasar la regresién del
cuerpo liiteo y alargar el ciclo estral, con lo que se abri6 la
posibilidad de desarrollar un método para controlar el
periodo de vida del cuerpo liiteo. Sin embargo, no existe
mucha disponibilidad de liquido folicular bovino, ya que el
foliculo de la vaca es relativamente pequefio (15 a 20 mm
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como méximo), ademis de que la mayoria de las vacas que
llegan al rastro no presentan desarrollo folicular.

Elliquido folicular equino también representa una fuen-
te rica en inhibina;*® ademds, los foliculos ovaricos de las
yeguas son grandes (hasta 50 mm) y casi todas las yeguas
presentan desarrollo folicular, aun durante el diestroy la
gestacion.® Enla yegua laadministracién de liquido folicular
equino libre de hormonas esteroides (LFE) suprime la
secrecién de FSH, inhibe el desarrollo folicular y retrasa la
presentacién del estro.?*®! Sin embargo, no se ha evaluado
si el LFE puede provocar estos efectos en la oveja. Por tal
razén el objetivo del presente trabajo fue conocer el efecto
de la administracién de LFE sobre la secrecion de FSH de
ovejas en anestro estacional y determinar el intervalo a la
presentacién del estro inducido con PGF20. en ovejas cicli-
cas tratadas con LFE.

Material y métodos

El trabajo se realiz6 en el Centro de Ensenanza Priactica,
Investigacién y Extensién en Rumiantes (CEPIER) de la
Facultad de Medicina Veterinariay Zootecnia de la Univer-
sidad Nacional Auténoma de México, localizado en el km
99 de la carretera federal México-Cuernavaca. El clima de
laregién es tipo c(w) (w)b (ij), que corresponde a semifrio-
semihimedo, con lluvias en verano y precipitacién pluvial
de 800a 1200 mm.”

Preparaci6n del liquido folicular equino

El LFE fue colectado de yeguas sacrificadas en un rastro
local. Inmediatamente después del sacrificio se succiono el
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Figura 1. Concentraciones de FSH de ovejas en anestro tratadas con liquido folicular equino libre de esteroides y testigos (P < 0.05). No se
observaron diferencias significativas por efecto de la hora en que se tomd la muestra ni la interaccion entre esta variable con el tratamiento.

liquido de los foliculos visibles y se conservé en refrigera-
cién hasta su traslado al laboratorio. El LFE se centrifugé a
1500 xg durante 15 minutos a 4 °C para la separacioén de
detritos. Con el fin de remover las hormonas esteroides, se
le adicionaron 10 mg/ml de carbén activado y 0.1 mg/ml
de dextrdn, y permanecieron en agitacién magnética du-
rante 1 hora. Posteriormente, el liquido se centrifugé a
1500 xg durante 30 minutos a 4 °C para separar las particu-
las de carbén y dextrdan. Este procedimiento se repitié 4
veces, y finalmente el sobrenadante se filtré con un filtro de
papel del ntimero 1. Al liquido obtenido de esta forma se le
adicionaron 100 Ul/ml de penicilina G y se conservé en
congelacién a—-20 °C hasta su utilizacién.'®
Se realizaron determinaciones de progesteronay estradiol

en el liquido folicular antes y después del tratamiento con
carbén/dextrdn; esta técnica permitié remover el 99% de
ambas hormonas esteroides.

Experimento 1

El trabajo se realiz6 en abril y mayo, que corresponden a
la época de anestro.* Se seleccionaron 19 hembras adultas
de las razas Hampshire y Suffolk. Con el fin de comprobar
su estado de anestro se obtuvieron 3 muestras de sangre
con intervalo de 4 dias, para determinar el nivel de
progesterona por radioinmunoandlisis en fase sélida.?®

Se formaron al azar 2 grupos: grupo tratado (n = 10) y
grupo testigo (n = 9). El grupo tratado recibié por via
intravenosa 3 ml de LFE cada 8 h durante 5 dias. El grupo
testigo recibi6 solucion salina fisiolégica en lugar de LFE. Se
tomaron muestras de sangre cada 4 h durante el periodo de
aplicacion de LFE. Las muestras se obtuvieron por

*  Pansorbin cells, Calbiochem, USA.
** Chronogest, Intervet, México.
***Lutalyse, UpJohn, México.

venopuncién yugular utilizando tubos al vacio hepariniza-
dos. Inmediatamente después de la obtencién, las muestras
se centrifugaron a 1500 xgdurante 10 minutos parala separa-
cién del plasma, el cual se conservé a ~20 °C hasta su analisis.

Se determinaron las concentraciones de FSH utilizando
un radicinmunoandlisis heterélogo en fase liquida’ Para el
desarrollo del sistema se traté el estindar USDA-bFSH-I2
con el método de Iodo-gen. Se utilizé la hormona USDA-
oFSH como estindar y el primer anticuerpo (NIDDK-anti-
oFSH) se preparé a una dilucién de trabajo de 1:8000. La
separacion del complejo antigeno-anticuerpo se realizé por
centrifugaciéon a 1500 xg a 4 °C durante 30 minutos con la
adicién previa de una suspension celular de Staphylococcus
aureus* a una concentracién de 45 mg/ml. * Bajo estas
condiciones, el sistema presenté una sensibilidad de 0.25
ng/ml, los coeficientes de variacién intra e interensayo para
la dosis baja (0.397 ng/ml) fueron de 4.41% y 12.02%,
respectivamente. Con dosis alta (14.3 ng/ml) los coeficien-
tes de variacién intra e interensayo fueron de 3.73% v
7.13%, respectivamente.

Las concentraciones de FSH se compararon entre gru-
pos mediante andlisis de varianza utilizando como varia-
bles independientes el tratamiento y la hora en que se
tomé la muestra.””

Experimento 2

El experimento se realizé en los meses de septiembre y
octubre, que corresponden a los de plena época
reproductiva.?* Se utilizaron 22 ovejas adultas que habfan
presentado 2 estros previos al inicio del experimento. A
todas las ovejas se les inserté una esponja intravaginal im-
pregnada con 45 mg de acetato de fluorogestona** para la
sincronizacién del estro. Las esponjas se retiraron 14 dias
después de la insercién; 2 dias antes de remover las espon-
jas se administré a las ovejas 15 mg de PGF20*** por via
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intramuscular. La deteccién de estros se realizé 2 veces al
dia utlizando un macho con mandil. El inicio del estro se
consider6 como el dia 0 del ciclo. El dia 11 del ciclo
subsecuente al retiro de la esponja, todas la ovejas se trata-
ron con 15 mg de PGF20. para provocar la regresién del

cuerpo liteo y permitir el desarrollo folicular preovulatorio.

Las ovejas asi tratadas se dividieron en 2 grupos: grupo
tratado (n = 11) y grupo testigo (n = 11). El grupo tratado
recibié 3 ml de LFE por via intravenosa cada 8 h durante 72
h a partir de la aplicacién de la PGF2a. y el grupo testigo
recibi6é 3 ml de solucién salina fisiolégica en lugar de LFE.
A partir de la aplicacién de PGF2a se detectaron estros 3
veces al dia (8,14 y 18 h). Se consideré como inicio del estro
cuando la hembra acept6 por primera vez la monta. Asimis-
mo, se obtuvieron muestras de sangre diariamente a partir
del momento de la administracién de PGF20. y en los
siguientes 2 dias, para determinar las concentraciones de
progesterona mediante radioinmunoandlisis en fase s6lida.

Se comparé el intervalo entre la administracién de
PGF20. y la presentacién del estro mediante una prueba
de t-Student.”’

Resultados
Experimento 1

Las concentraciones de FSH fueron significativamente
menores en las ovejas tratadas con LFE que en las que
recibieron solucién salina fisiolégica (Figura 1). Esta di-
ferencia fue mas marcada durante las primeras 60 horas
posteriores a la administracién de LFE.

Experimento 2

El 100% de las ovejas tuvieron un cuerpo liteo funcio-
nal al momento de la administracién de la PGF2o y
sufrieron lutedlisis. La concentracién promedio de
progesterona antes de aplicar la PGF2a fue de 2.9 £ 0.3
ng/ml, mientras que 24 y 48 horas después, el promedio
fue de 0.38 + 0.05 y 0.12 + 0.02 ng/ml, respectivamente.
El intervalo de la administracién de la PGF20. a la pre-
sentacién del estro fue significativamente mayor (P <
0.05) en las ovejas que recibieron LFE (131 £ 9.9 h) que
en las ovejas del grupo testigo (44 + 3.9 h) (media
error estandar).

Discusioén

Las concentraciones de FSH fueron significativamente
menores en las ovejas que recibieron LFE durante el
anestro que en las testigo. Estos resultados coinciden
con los obtenidos con la administracién de LFB a ovejas
durante el proestro,'®*'® diestro'** y en anestro
estacional.!’

El intervalo de la aplicacién de la PGF20. a la presenta-
cién del estro fue significativamente (P < 0.05) mas largo
en las ovejas tratadas con LFE que en las testigo (131
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9.9 hy 44 £ 3.91, respectivamente). Estos resultados son
similares a los obtenidos por Miller et al.*® y McNeilly,'8°
quienes administraron LFB y también observaron un re-
traso en la presentacién del estro en ovejas tratadas con
PGF2a.. Miller et al* demostraron que la prolongacién
del proestro en estos animales obedece al efecto del LFB
sobre el desarrollo folicular. Ellos realizaron
laparoscopias en las ovejas tratadas con LFB y observaron
una inhibicién del desarrollo folicular asociado con el
retraso en la presentacién del estro.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo utili-
zando LFE son similares a los conocidos efectos del LFB
en ovejas. Ademas, los resultados observados al tratar
ovejas con LFE son similares a los conseguidos en yeguas,
en las cuales la administraciéon de LFE retrasa la presen-
tacién del estro inducido con PGF20?® y suprime la
secrecion de FSH en yeguas ovariectomizadas.® Estos re-
sultados indican que el LFE es una fuente apropiada de
actividad de inhibina para realizar investigacién en la
oveja, lo que confirma la alta homologia que tiene la
inhibina en las diferentes especies."!

Por otra parte, existe informacién que indica que el
efecto supresor del LFB sobre el crecimiento folicular
no solo es mediado por la FSH, ya que en ovejas tratadas
con liquido folicular ovino, al cual previamente se le ha
retirado la fraccién de inhibina, continda inhibiendo el
desarrollo folicular.? De la misma forma, Baxter et al.,'
en condiciones in vitro, encontraron que el LFB sin
inhibina inhibe la proliferaciéon de las células de la
granulosa y la produccién de estradiol, y proponen que
el efecto del LFB en el retraso del estro obedece a un
mecanismo a nivel ovarico. Por otra parte, Law et al.'®
senalan que el LFB sin inhibina suprime el desarrollo
folicular y retrasa la presentacién del estro en vaquillas.
Los anteriores resultados indican que en el liquido
folicular existen otros factores, ademas de la inhibina,
que participan en la dindmica folicular y particularmen-
te en los mecanismos de dominancia. En el caso del LFE
no existe informacién sobre factores diferentes a la
inhibina, presentes en el LFE, que puedan afectar el
desarrollo folicular.

Se concluye que el tratamiento con LFE suprime las
concentraciones de FSH en ovejas en anestro estacional
y retrasa la presentacién del estro inducido con
prostaglandina F2a.
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