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Abstract

The effect of the administration of steroid-free equine follicular fluid (eFF) during the luteal phase on the
ovulation rate of Rambouillet ewes was evaluated. Twenty six cycling ewes previously synchronized were
used. On the ninth day of the oestrus cycle (day 0 = estrus day) ewes were assigned at random in two groups.
Animals from the treated group (n = 13) were intravenously treated every 8 h with 3 ml of eFF for 72 h. Ewes
from the control group (n = 13) were injected with saline solution (SSF) instead of the eFF. All ewes were
treated with 15 mg of PGF2a after the last treatment with either SSF or eFF. Detection of estrus was performed
using a male fitted with an apron. Ovulation rate was determined on the sixth day after estrus by laparoscopy
counting the corpora lutea. The proportion of ewes with multiple or simple ovulation, and the number of
ovulations were compared using the Ji square- and student’s “t” tests, respectively. Blood samples were
taken from 4 ewes in the treated group, and from 5 ewes from the control one every 4 hours for a period of
144 h after the administration of eFF. Concentrations of FSH were determined, and the results were compared
using the variance analysis. Ovulation rate was higher (P <0.05) in treated ewes (2.0 + 0.29) than in the control
ones (1.23 £ 0.12). The proportion of ewes with multiple ovulations for the treated group was 69.23%, and
23.07% for the control one (P < 0.05). Concentrations of FSH were not statistically different between groups
(P > 0.05). After the suspension of eFF, levels of FSH did not increase significantly (P > 0.05). It is concluded
that the treatment with eFF during the luteal phase 72 h before the application of PGF2a increases the
ovulation rate without modifying concentrations of FSH.
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Resumen

Se evalué el efecto de la administracion de liquido folicular equino libre de esteroides (LFE) durante la fase
IGtea sobre la tasa de ovulacion en ovejas de raza Rambouillet. Para este fin se utilizaron 26 ovejas que se
encontraban en estro, éstas fueron sincronizadas previamente. El dia nueve del ciclo (dia 0 = dia del estro),
las ovejas se asignaron al azar a dos grupos. A los animales del grupo tratado (n = 13) se les aplic6 3 ml de
LFE iv cadaochohorasdurante 72 h. Las ovejas del grupo testigo (n = 13) recibieron solucién salinafisiolégica
(SSF) en lugar de LFE. Todas las ovejas fueron tratadas con 15 mg de PGF2a después de la Gltima aplicacion
del LFE o SSF, y se detectaron estros con machos provistos de mandil. El dia seis posterior al estro se
determiné la tasa ovulatoria mediante el conteo de los cuerpos IUteos a través de laparoscopia. Se comparo
la proporcién de ovejas con ovulacion multiple y simple, asi como el nUmero de ovulaciones, mediante las
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pruebas Ji cuadrada y “t” de Student, respectivamente. En cuatro ovejas del grupo tratado y en cinco del
grupo testigo se tomaron muestras sanguineas cada 4 h durante 144 h a partir de la administracién de LFE,
en aquéllas se determinaron las concentraciones de FSH. Estas Gltimas fueron comparadas mediante analisis
de varianza. La tasa ovulatoria fue mayor (P < 0.05) en las ovejas tratadas (2.0 £ 0.29) que en las testigo (1.23
1 0.12), la proporcion de ovejas con ovulacién multiple para el grupo tratado fue de 69.23% y 23.07% para el
grupo testigo (P < 0.05). Las concentraciones de FSH no difirieron estadisticamente (P > 0.05) entre grupos
en los dias evaluados, y no se observé un incremento en sus niveles después de suspender la administracion
de LFE. Se concluye que el tratamiento con LFE durante la fase lUtea 72 h antes de la aplicacién de PGF2a
incrementé la tasa ovulatoria sin modificar las concentraciones de FSH.
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Introduccion

La inhibina constituye una hormona glicoproteinica
producida en las células de la granulosa y tiene como
funciéninhibirlasecrecién de FSH anivel hipofisiario.t
Lainhibina esta presente en concentraciones elevadas
enelliquidofolicularen lasdiferentes especies domés-
ticas.?® La administracion sistémica de este fluido,
despuésde remover lafraccion de hormonasesteroides,
disminuye las concentraciones circulantes de FSH vy,
en consecuencia, se observa una supresion del desa-
rrollofolicular.58Enovejastratadascon liquidofolicular
bovino (LFB) se ha encontrado que después de inte-
rrumpir su aplicacion, se presenta una respuesta de
“rebote”, caracterizada por un aumento en los niveles
de FSH. Este efecto se haasociado con el incrementoen
latasa de ovulacion observadaen estas hembras.®*’La
mayoria de los estudios en este campo se han hecho
utilizando el LFB como fuente de inhibina; sin embar-
go, ladisponibilidad de este fluido es limitada dado el
pequefio tamafio de los foliculos bovinos (15 a 20 mm
de didmetro, como méaximo).

El liquido folicular equino también representa una
fuente ricaeninhibina,*ademas se obtiene en grandes
volimenes debido al tamafio de los foliculos de la
yegua.! En la yegua la administracion de liquido
folicular equino libre de hormonas esteroides (LFE)
suprime la secrecién de FSH e inhibe el desarrollo
folicular.’*!* Estos efectos también se han observado
en ovejas tratadas con LFE,** |o que confirma la alta
homologia que tiene lainhibinaen las diferentes espe-
cies. Noobstante que el LFE tiene actividad de inhibina
en la oveja, se desconoce si su aplicacion durante la
fase latea tiene efecto sobre la tasa de ovulacion,
similar al observado en animales tratados con LFB.%*
En este contexto, el objetivo de este estudio fue evaluar

* Laboratorios Intervet, México.
** |_aboratorios Upjohn, México.

el efecto del tratamiento con LFE durante la fase lUtea
72 h antes de la aplicacion de PGF2a, sobre la tasa de
ovulacién y las concentraciones de FSH en ovejas
Rambouillet.

Material y métodos

El estudio se realizé en dos lugares: a) Unidad Ovina
de la Facultad de Medicina Veterinariay Zootecnia de
laUniversidad Autbnomadel Estado de México (UAEM),
ubicada en Toluca, Estado de México, México; la ciu-
dad se encuentra en los 19° 25’ de latitud Norte; el
climade laregionestipo C(w,) (w) big, que correspon-
de a templado-frio con lluvias en verano;* y b) en el
Departamento de Reproduccion de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM).

Se utilizaron 26 ovejas de la raza Rambouillet que
estaban en estro. El trabajo se efectué durante agosto
y septiembre. En todos los animales se sincronizaron
los estros mediante lainserciénvaginal de unaesponja
impregnada con acetato de fluorogestona, Chrono-
gest 40 mg.* Las esponjas se retiraron 14 dias después
de la insercion; la deteccion de estros se realizo dos
vecesal dia utilizando un macho con mandil. El diadel
estro fue considerado como el dia cero del ciclo. El dia
nueve del ciclo las ovejas fueron asignadas al azar a
dos grupos. A los animales del grupo tratado (n = 13)
se les aplic6 3 ml de LFE por via intravenosa cada 8 h
durante 72 h (dias 9, 10 y 11). A las ovejas del grupo
testigo (n = 13) se les aplicé solucion salina fisiol6gica
bajo el mismo esquema. Al finalizar el tratamiento, a
todoslosanimalesse les provocé laluteélisis mediante
la inyeccién de 15 mg de PGF2a (Lutalyse**) y se
detectaron estros con machos provistos de mandil dos
veces al dia (8:00 y 17:00 h).

El liquido folicular equino fue colectado de yeguas
sacrificadas en un rastro local. Inmediatamente des-
puésdelsacrificiose succionéel liquido de los foliculos
visibles y se conservo en refrigeracion hasta su trasla-
do al laboratorio. Con el fin de remover la fraccion de
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Cuadrol
TASA DE OVULACION DE OVEJAS RAMBOUILLET
TRATADAS, DURANTE LA FASE LUTEA, CON LIQUIDO
FOLICULAR EQUINO LIBRE DE ESTEROIDES

Grupos n Proporcion de ovejas Tasa de ovulacion
con ovulacion maltiple

Tratado 13 69.23(9/13)? 2.0+0.292

Testigo 13 23.07 (3/13)° 1.23+0.12°

ab Diferentes literales en la misma columna indican diferencias
significativas (P < 0.05).
LB

hormonas esteroides, el LFE fue tratado con carbdn
activado y dextran, de acuerdo con la técnica descrita
por Hernandez et al.*

Para la determinacién del nimero de ovulaciones
se realizaron laparoscopias el dia seis posestro y se
contabilizé el nimero de cuerpos lateos. En las
laparoscopias se utilizo la técnica descrita por Seeger
y Klatt' y Fitzgerald y Stellflug.?® Se comparo la pro-
porcién de ovejas con ovulacion multipley simpley el
numero de ovulaciones mediante las pruebas Ji cua-
draday “t” de Student, respectivamente.

A cuatro ovejas del grupo tratado y a cinco del
grupo testigo, se les tomaron muestras de sangre cada
4 h durante 144 h a partir de laadministracion de LFE.
Las muestras se obtuvieron por venopuncién yugular
utilizando tubos al vacio heparinizados. Inmediata-
mente después de su obtencion, las muestras se
centrifugaron a 1 500 g durante 10 minutos, para la
separacion del plasma, el cual se conservo a —20°C
hasta su analisis. Se determinaron las concentraciones
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1
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Figura 1. Concentraciones medias + error estandar de FSH de
ovejas Rambouillet tratadas con 3 ml de liquido folicular equino
libre de esteroides (LFE) cada 8 h durante la fase lGtea (barra
horizontal), previo a la administracion de PGF2a (flecha). Las
muestras sanguineas fueron obtenidas a intervalos de 4 h a partir
del inicio del tratamiento con LFE.

de FSH utilizando un radioinmunoanalisis homélogo
en fase liquida.'* Bajo estas condiciones, el sistema
presento unasensibilidad de 0.25 ng/ml, el coeficiente
devariacion intraensayo paraladosis baja (2.5 ng/ml)
fue de 12.02%, y para la dosis alta (7.44 ng/ml), de
9.22%. El coeficiente de variacion interensayo para la
dosis baja (2.26 ng/ml) fue de 5.16%, y para la dosis
alta (7.12 ng/ml) de 1.65%.

Las concentraciones de FSH se compararon me-
diante andlisis de varianza utilizando como variables
independientesel tratamientoy lahoraen que se tomo
la muestra.”

Resultados

El grupo tratado con LFE tuvo 2.0 £ 0.29 cuerpos
IGteos; por su parte, el grupo testigo tuvo 1.23 +0.12,
esta diferencia fue significativa (P < 0.05) (Cuadro 1).
También se encontré unadiferenciasignificativaentre
grupos con respecto al porcentaje de ovejas que tuvie-
ron mas de una ovulacién. Las concentraciones de
FSH (Figura 1) no difirieron estadisticamente (P >
0.05) entre grupos. Tampoco Vvariaron significativa-
mente a lo largo del tiempo en ninguno de los grupos.

Discusion

En los animales tratados se incremento significati-
vamente la tasa de ovulacién, por lo que en el dia seis
posestro se encontraron 2.0 £ 0.29 cuerpos luteos en el
grupotratado vs 1.23+0.12 cuerpos lUteos en el testigo
(P < 0.05). Estos resultados son similares a los obteni-
dos en otros estudios parecidos en los que se utilizé
LFB.%20 Sin embargo, en dichos estudios el efecto
sobre latasa de ovulacion se asoci6 con un incremento
de las concentraciones de FSH, después de la finaliza-
cion del tratamiento con LFB. En el presente trabajo no
se observo un efecto del LFE sobre las concentraciones
de FSH y tampoco fue posible observar un incremento
(rebote) después de suspender su administracion, lo
gue permite sugerir que el efecto del LFE sobre latasa
de ovulacién puede ser independiente de las concen-
traciones de FSH.

Si bien los tratamientos agudos con FSH se utilizan
para provocar superovulacién,? se ha observado que
lavariacionen latasade ovulacionentreindividuosno
depende delavariacionen las concentraciones de FSH
entre ellos.?2%

El mecanismo por el cual el tratamiento con LFE
incremento la tasa de ovulacién en el presente trabajo
se desconoce, pero puede deberse al efecto inhibidor
del LFE sobre el desarrollo de los foliculos. Asi, se ha
observadoenovejasqueel LFE suprimeel crecimiento
folicular, particularmente de los foliculos > de 4 mm
de diametro.® Es posible que el LFE provoque la
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eliminacidn del foliculo dominante, lo que permitiria
un aumento en el nimero de foliculos potencialmente
reclutables por la FSH.% Se ha demostrado que la tasa
de ovulacion puede incrementarse por un aumento en
el namero de foliculos dependientes de gonadotropi-
nas, sin haber unamodificacidn en las concentraciones
de FSH.* Por ejemplo, en ovejas el tratamiento de
sobrealimentacion energética (flushing) ha incremen-
tado la tasa de ovulacion s6lo con aumentar la oferta
de foliculos sensibles a la FSH.%

No obstante que el tratamiento con LFE no afectd las
concentraciones de FSH, si pudo haber un efecto su-
presor del desarrollo folicular, ya que este efecto no
s6lo es mediado por la supresion de las concentracio-
nes de FSH. El efecto del liquido folicular sobre el
desarrollo folicular no s6lo depende del contenido de
inhibina, ya que tanto en vaquillas como en ovejas, la
administracion de liquido folicular al que previamen-
te se le removié lainhibina, continué provocando una
inhibicién del crecimiento folicular.26% Esto altimo
indica que en el liquido folicular existen sustancias
gue participan en laregulacion del desarrollofolicular
directamente en el ovario. Aunque se esperaba que el
LFE suprimiera las concentraciones de FSH, este efec-
to no fue comprobado en el presente trabajo. Estos
resultados fueron diferentes a lo encontrado por
Hernandezetal.,'* quienes trataron ovejas en anestroy
en diestro, y observaron un efecto supresor significa-
tivo sobre los niveles de FSH. Asimismo, son diferen-
tes a los resultados obtenidos en otros estudios en
ovejas utilizando LFB como fuente de inhibina.”»% En
esteestudioyenlostrabajos realizados por Hernandez
et al.!* se utilizé una preparacion cruda de liquido
folicular equino, la cual solo se trat6 para eliminar la
fracciéon de hormonas esteroides, ya que su contenido
proteinico y en particular de inhibina se desconoce. A
pesar de que el liquido folicular se colectoy procesé de
la misma forma en ambos estudios, es posible que el
contenido de inhibina haya variado entre un estudio y
otro, ya que las concentraciones de esta hormona
pueden variar de acuerdo con el dia del ciclo y el
tamafio de los foliculos de los cuales se obtuvo.>*

Los resultados de este estudio permiten concluir
gue el tratamiento con LFE durante la fase lGtea 72 h
antes del tratamiento con PGF2a incrementd latasa de
ovulacion sin que se modificaran las concentraciones
de FSH en ovejas de la raza Rambouillet.
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