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RESUMEN

Para evaluar la aplicacion de naloxona sobre los niveles de LH, estrogenos,
prolactina y el crecimiento folicular, se utilizaron 28 cabras entre 2-6 afios, encastadas de
Nubia, con peso promedio de 38.8 kg, recién paridas. Las cabras se dividieron en seis
grupos: IA) Amamantando 2 cabritos, tratadas con solucién salina fisiologica (2 hembras);
IB) Amamantando 2 cabritos, tratadas con naloxona 1 mg/dia (con la mitad de la dosis en la
mafiana y la otra mitad en la tarde) (3 hembras); IIA) Amamantando 1 cabrito, tratadas con
solucion salina fisiolégica (6 hembras); IIB) Amamantando | cabrito, aplicandoles
naloxona | mg/dia (6 hembras); IIIA) Sin amamantar cabritos, tratadas con solucion salina
fisioldgica (5 hembras); IIIB) Sin amamantar cabritos, tratadas con naloxona 1 mg/ (6
hembras). La naloxona y solucion salina fisioldgica, se inyectaron intramuscularmente del
dia 4 al 90 posparto. A las cabras se les realizé dos laparoscopias, la primera a los 35 dias
posparto, coincidiendo con involucion uterina y otra a los 60 dias posparto, con la finalidad
de registrar el nimero y tamafio de foliculos y cuerpo lateos presentes en los ovarios. Para
la medicion de LH se utilizaron 2 cabras de cada tratamiento y se realizaron dos series de
obtencion de muestras sanguineas cada 15 minutos durante 4 horas, a los 36 y 61 dias
posparto, las cabras fueron canuladas, tomandose la primera muestra de sangre y de
inmediato se aplicé la inyeccion del tratamiento, centrifugando las muestras a 3500 rpm
durante 15 minutos. Los niveles hormonales se determinaron por radioinmunoanalisis. Los
datos se evaluaron mediante andlisis de varianza con el método de Friedman, para medidas
repetidas y comparacion de medias utilizando la distribucion de “t”. Dentro de los
resultados, a 36 dias posparto los mayores niveles de LH correspondieron a las cabras con 2
cabritos, mientras que a 61 dias estos niveles altos, correspondieron a los animalss sin
cabrito y a las cabras con dos cabritos tratadas con naloxona (P<0.0008). Para los
estrogenos, en las cabras sin crias amamantandose, que fueron tratadas con naloxona, los
niveles fueron menores que en las no tratadas (P>0.05). No existieron diferencias entre las
cabras que alimentaban un cabrito, tratadas y no tratadas con naloxona (P>0.05) y lo
mismo ocurrié en las cabras con dos cabritos lactantes (P>0.05). Para la prolactina, se
incrementaron los niveles en las cabras amamantando un cabrito 0 sin amamantar cabritos
(P<0.05), mientras que en las cabras con dos crias no hubo diferencias entre tratamientos
(P> 0.05). Asi mismo, no se encontraron diferencias entre los grupos tratados y los grupos
control, estando esto en concordancia con diferentes estudios que han mostrado el efecto de
los péptidos en la inhibicion de la LH, pero en este trabajo se muestra que la aplicacion de
la naloxona no cambid las concentraciones de prolactina (P>0.05). Durante el anestro
temprano en el posparto, los niveles de LH corresponden mas a estimulos uterinos y/o
ovaricos que a estimulos de lactacion, pero conforme aumentan los dias posparto, la accion
sobre el pezon suele interferir con la actividad hipofisiaria, encontrandose mayores niveles
en aquellos animales que no amamantaron y estan practicamente sin leche y en aquellas
cabras que habiendo tenido mayor frecuencia de amamantamiento recibieron un tratamiento
con naloxona. Cabe sefialar, que a los 35 dias posparto, las cabras de ambos tratamientos
sin cabritos, tuvieron mayor nimero de foliculos de 2 mm (P<0.05). En las cabras tratadas
con naloxona, se observa un menor nimero de foliculos de 2 mm, tanto a los 35 y 60 dias,
pero en ningun caso, fue significativo el desarrollo de foliculos de 4 6 5 mm.



I.- INTRODUCCION

Las caracteristicas reproductivas suelen ser de baja heredabilidad, por lo que el
ambiente ejerce marcada influencia sobre la actividad reproductiva tanto en el macho como
en la hembra, considerando al fotoperiodo uno de los factores importantes, por ser el mas

constante en su variacion a través del afio, sobre los procesos reproductivos en las cabras y
ovejas (Dalton, 1980; Mori, 1992).

Los caprinos en México, presentan periodos de anestro que limitan su capacidad
reproductiva y dentro de estos periodos, el anestro posparto o de lactacion suele ser
importante para el nimero de dias abiertos y por consiguiente para aumentar la produccion
de leche (Trejo y Pérez, 1987; Zarco ef al.,1995; Jainudeen y Hafez, 1989).

En nuestro pais, las explotaciones intensivas de caprinos y ovinos son cada vez mas
numerosas, sin embargo, los altos costos las hacen poco rentables. Esto sugiere la necesidad
de disminuir los costos de produccién o elevar la eficiencia productiva y reproductiva,
mediante el aumento de la fertilidad, la prolificidad y/o reduccion en el intervalo entre
partos. La obtencion de mas de un parto por afio es fisiologicamente posible, sin embargo,
es dificil lograr un parto cada 8 meses debido al anestro postparto y a los procesos de
involucién uterina. La duracion del anestro postparto depende entre otros factores, de la
raza, de la época de paricion y de la duracion de la lactacion (Urrutia et al., 1994; Ramos,
1995; Trejo et al., 1996).

El conocimiento de las bases endocrinas de la reproduccion y los mecanismos que
regulan la secrecion hormonal, han permitido el control reproductivo en los animales
domésticos con algunas ventajas, por ejemplo, el aumento en el numero de partos,
disminuyendo el periodo posparto y mejorando genéticamente el rebafio. En particular, uno
de los eventos fisioldgicos que merece especial atencion por su repercusion en los procesos
reproductivos, es la lactacion. Desde el punto de vista hormonal, se sabe que el
amamantamiento es un estimulo que inhibe los pulsos de la hormona luteinizante (LH), sin
que se vea involucrado la cooperacion de los esteroides ovaricos u otro tipo de estimulos
(estrés, fotoperiodo, alimentacion), directamente actia en la supresion de la actividad del
pulso de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), por lo que la frecuencia de
pulsos de la LH es suprimida por los estimulos del amamantamiento (Maeda et al., 1992;
Ramos, 1995; Trejo ef al., 1996).

Asi mismo, el amamantamiento puede incrementar el tono de los opioides
hipotaldmicos como respuesta al estimulo de amamantamiento, entre los que se encuentra a
la B-endorfina, la cual aumenta se incrementa dentro de la circulacion portal hipofiseal. y
puede causar la supresion de GnRH por un lado y por otro mantiene los niveles elevados de
prolactina (PRL). La administraciéon de bloqueadores de receptores a opioides, como la
naloxona (NAL) puede resultar en un incremento de la secrecion de la LH y un decremento
en la PRL, aunque en borregos este factor puede ser observado tanto en hembras con
amamantamiento o sin amamantamiento posparto, sugiriendo que esta respuesta estd mas |
relacionada a efectos posteriores de altos niveles de prolactina durante la gestacion
(McNelly et al., 1994; Sarkar et al., 1988).



Por lo que el objetivo del presente experimento fue el de evaluar la aplicacion de
naloxona como inhibidor de la B endorfina en dosis diarias, midiendo esta respuesta como
cambios en los perfiles de LH, estrogenos, prolactina y actividad ovarica en cabras posparto
amamantando o no, con uno q dos cabritos.



IL-REVISION DE LITERATURA.

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Es indudable que el avance de la ciencia va estrechamente ligado al desarrollo de
métodos y al disenio de tacticas y estrategias adecuadas que permitan dar respuestas
precisas a las interrogantes concretas que la naturaleza de tal o cual disciplina plantean.
Entender el funcionamiento del sistema nervioso central, ha sido sin lugar a dudas, uno de
los problemas que mas ha fascinado y preocupado al cientifico. Sus esfuerzos, sin embargo, -
han sido pobremente recompensados en virtud de la enorme complejidad anatémica y
funcional del sistema nervioso central (De la Mora ef al., 1990).

Desde los trabajos de los grandes anatomistas del siglo XIX, quienes se preocuparon
por comprender la estructura del cerebro, los enfoques del estudio del cerebro, han sufrido
cambios notables. El hecho de aceptar a la neurona, como una unidad independiente, tanto
desde el punto de vista anatomico como funcional, llevé a la idea de que en el
entendimiento de los mecanismos que permiten la comunicacion entre las neuronas, daria
las bases para explicar el funcionamiento del sistema nervioso. De ahi que en el siglo xx los
estudiosos del sistema nervioso hayan enfocado su atencion principalmente sobre los
mecanismos determinantes de la comunicacion neural y su control (Sandoval y Lara, 1990).

El sistema nervioso de un animal en desarrollo es susceptible a estimulos
ambientales, de origen exdgeno o endogeno (Hayashi y Okamura, 1992). Una de las
interrogantes mas importantes acerca del cerebro, es su relacién entre su estructura y el
comportamiento, por lo que se han desarrollado estudios bajo el concepto de
neurofisiologia. Desafortunadamente, la complejidad de la estructura del cerebro dificulta
la interaccién de sus componentes a sus capacidades. El cerebro estd compuesto por 180
billones de células y de éstas, SO billones estan involucradas en el procesamiento de
informacién (Kolb y Whishaw, 1990).

Las células germinales de un embrion en desarrollo, presentan dos tipos primitivos
de células del sistema nervioso: los neuroblastos y espongioblastos. Las primeras,
desarrollan a neuronas o células nerviosas, las cuales forman las unidades funcionales del
sistema nervioso. El segundo tipo de células desarrollan a las células gliales, que son las
que proveen varios tipos de funciones de soporte a las neuronas (Kolb y Whishaw, 1990).



La organizacion anatdmica y funcional del sistema nervioso central ha evolucionado
a través del tiempo, presentando finalmente la siguiente divisién anatomica:

DIVISIONES DEL PORCION DEL
DIVISIONES PRIMITIVAS CEREBRO DE LOS DESARROLLO DEL DIVISIONES
DEL CEREBRO MAMIFEROS CEREBRO HUMANO FUNCIONALES
Neocorteza
Telencéfalo Ganglios basales
Sistema limbico Cerebro anterior

Bulbo olfatorio
Ventriculos laterales

Procencéfalo Talamo

Epitdlamo
Diencéfalo Hipotalamo
Cuerpo espinal
Tercer ventriculo

Tecto :
Mesencéfalo Mesencéfalo Tegumento : Cerebro medio

Acueducto cerebral

Cerebelo
Metencéfalo Pons

Romboencéfalo Cuarto ventriculo
Mielencéfalo Médula oblongada
Cuarto ventriculo

Cordén espinal

Por su parte, el hipotalamo esta compuesto por 22 pequefios nicleos con sistemas de
fibras que pasan hasta la hipofisis. Aunque soélo representa el 0.3% del peso total del
cerebro, el hipotilamo estd involucrado en los aspectos de comportamiento, alimentacion,
comportamiento sexual, regulacion térmica, funciones endocrinas y movimiento (Kolb y
Whishaw, 1990). Estudios de inmunocitoquimica han revelado que las células productoras
de la GnRH, estan principalmente localizadas en la parte rostral del encéfalo, area de
septum y area predptica, extendiendo sus axones a dos é&reas, principalmente del
hipotalamo: la eminencia media y el érgano vasculoso de la lamina terminal (Norman,
1981; Hayashi y Okamura, 1992).

El hipotalamo es el area donde se incluyen las neuronas que producen los factores
de liberacion e inhibicion de diferentes hormonas. El descubrimiento de su relacion entre
éste y la glandula pituitaria, enfatiza el potencial que representa sobre el sistema
reproductivo. La introduccion del hipotalamo dentro de los eventos endocrinoldgicos y de
la glandula pituitaria, como mediador entre éste y las gonadas, dan las bases de la
reproduccion (Feder, 1981).

El nicleo supraquiasmatico del hipotdlamo esta en intimo contacto con la glandula
pituitaria y es el punto sensible de contacto para la regulacion de ésta por parte de los
esteroides como lo son los estrogenos y la progesterona. Asi mismo, la lesién del ntcleo
arcuato causa la liberacion de gonadotropinas por una abrupta secrecion de la hormona




liberadora de gonadotropinas por dafio en las neuronas hacia el sistema portal (Feder,
1981).

Cabe seiialar que el estudio de los péptidos relacionados con la actividad nerviosa
ha llevado a la descripcion de nuevos mecanismos de accion de los mediadores quimicos.
Asi, algunos péptidos originan respuestas que no son clésicas en sus caracteristicas de

inhibicion o excitacion, lo cual dio origen al nuevo concepto de neuromodulador (Sandoval
y Lara,1990).

Florey en 1967, citado por Sandoval y Lara, (1990) propone por primera vez, el
concepto de sustancias moduladoras, incluyendo “cualquier sustancia de origen celular, no
sinaptico, afecta la excitabilidad de las células nerviosas y que representa un lazo normal en
los mecanismos reguladores que gobiernan el funcionamiento del sistema nervioso”. En

esta categoria han sido incorporadas fundamentalmente las catecolaminas y los
neuropéptidos.

NEUROPEPTIDOS

La historia de nuestro conocimiento sobre los péptidos bioactivos, ejemplifica como
diversas clasificaciones han servido en su momento como marcos conceptuales dentro de
las cuales se entendia la existencia y la funcion de estas cadenas de aminoacidos en los
seres vivos, y aun en sus deficiencias y errores, se advierte el origen de posibilidades mas
interesantes y de relaciones antes insospechables (Valverde y Bayon, 1990).

Hace apenas dos decenios, los péptidos bioactivos conocidos eran etiquetados como
hormonas de la hipdfisis, las glandulas de secrecion endocrina, tracto gastrointestinal o
factores de liberacion (en el hipotdlamo) y la funcién que les era atribuida o el blanco de su
accion, ain estan patentes en los nombres que conservan. Aunque los conceptos de
hormona y factor de liberacion fueron fundamentales para el desarrollo de nuestras ideas
actuales sobre las relaciones entre los sistemas nervioso y endocrino, al usarlos como base
de una clasificacion de las sustancias que mediaban estas acciones, los péptidos aparecian
reducidos a la funcién que les dio ese nombre. Esta idea, si bien estimulo la bisqueda y
lleg6 al descubrimiento de nuevas hormonas y factores de liberacion, desalentd la
exploracion de otras funciones y localizaciones para los péptidos bioactivos. El fendmeno
se dio en forma tan acentuada que cuando se obtenia indicacion de la localizacion de un
factor hormonal fuera de su “sitio de origen” era porque éste habia sido redescubierto en su
nueva localizacion, como en el caso de la sustancia “P” descubierta en el tracto intestinal y
afios después en la hipofisis (Valverde y Bayon, 1990).

Al inicio del decenio pasado, estos ejemplos se multiplican y la investigacion
preliminar de las acciones de distintos péptidos en muy diversas localizaciones (entre las
que destacaba el sistema nervioso, tanto central como periférico), no sélo mostré la
fragilidad de su liga excluyente con la funcion con que historicamente se les asocid, sino
que fortaleci6 las ideas que entonces surgian sobre nuevas modalidades de transmision de
sefiales en el sistema nervioso. Asi, un neuropéptido, y por supuesto otros mensajeros
quimicos, pueden actuar en distintas rutas y distintos tipos de comunicacion: de sinaptica a



endocrina, de neurotransmision a neuromodulacién, dependiendo de la organizacion
funcional del sistema que transmite la informacion y de las modalidades de interpretacion
de los mensajes (Valverde y Baydn, 1990).

CLASIFICACION DE LOS NEUROPEPTIDOS

Los péptidos opioides del cerebro estan presentes en el sistema nervioso periférico
autdonomo, en glandulas exoécrinas y endocrinas y en el sistema endocrino difuso en la
mucosa gastrointestinal , tracto respiratorio y tracto genitourinario (Miiler, 1989). Asi
mismo, los péptidos endégenos estian involucrados en la regulacion del consumo de
alimentos (Cook, 1999; Hatfield et al., 2000) y comportamiento materno (Jarvis ef al.,
1999; Byrnes, e¢f al., 2000).

Es interesante el papel que juegan los péptidos opioides en el aprendizaje y la
memoria, asi como en la palatabilidad de los alimentos entre otros. Diversos estudios se
enfocan en la inhibicion de estos péptidos sobre las funciones gastrointestinales, su
potencial terapéutico, mediadores de las funciones cardiovasculares y su relacion con las
funciones inmunes. Asi mismo, los péptidos enddgenos participan en el comportamiento
sexual y produccion espermatica. La contribucién de los péptidos opioides en la produccion
de LH en la borrega es alta durante la fase activa de reproduccion comparado con la fase de
anestro, por otro lado, los péptidos enddgenos estan involucrados en la gestacion y otras
funciones reproductivas, donde la B-endorfina tiene conexiones directas con las neuronas
de GnRH (Parvizi, 2000; Vaccarino y Kastin, 2000).

Un opiaceo es una sustancia derivada del opio como la morfina y la codeina,
mientras que el opioide es una sustancia endégena con actividad morfinoide (endorfinas,
encefalina y dinorfinas). Las endorfinas se derivan de la fragmentacion de la
prepropiomelanocortina, siendo la hormona B-lipotropina un producto intermedio del cual
se deriva la B-endorfina. Las encefalinas son péptidos derivados de la preproencefalina. Las
dinorfinas se clasifican en endorfina a y  (Lorenzana, 2002).

Las endorfinas son distribuidas en el 16bulo anterior e intermedio de la glandula
hipéfisis y en el hipotilamo. En cuanto a su periodo de actividad, son estables durante
varias horas (Lorenzana, 2002).

Un gran nimero de péptidos y proteinas tienen funciones farmacoldgicas
importantes como neurotransmisores y neuromoduladores. Estas hormonas circulantes se
han identificado junto con sus sucesiones de amino4cidos. Son consideradas estructuras:
polipéptidas en sus formas biologicamente activas. Al parecer hay tres categorias generales.
El primer grupo consiste de una cadena corta de péptidos, tal como el residuo opioide de
cinco aminoacidos metionina-encefalina (Met5- encefalina) y leucina-encefalina (Leu5-
encefalina), donde esencialmente la estructura entera constituye el sitio especifico de
reconocimiento que determina sus interacciones con los receptores celulares de superficie y
posiblemente con otras moléculas. Las actividades y conformaciones de estos péptidos se
determinan enteramente, y se ha hecho un gran nimero de investigaciones sistematicas
mediante compuestos sintéticos andlogos, que frecuentemente incorporan restricciones



conformacionales (Hruby, 1982) a la manera de los estudios farmacolodgicos clasicos de
moléculas orgédnicas pequeiias. Un segundo grupo de hormonas polipéptidas consisten de
estructuras mas complejas que son suficientemente grandes para ser restabilizadas en
solucion acuosa por la formacion de un ntcleo hidrofobico. Los compuestos de este tipo, tal
como insulina o la hormona del crecimiento, pueden tener interacciones con sitios
obligatorios que involucran los residuos de aminoacidos bien separados en la cadena
péptida, pero retiene una conformacion particular por la estructura terciaria de la molécula.
En este caso, los sinérgicos sintéticos son mas dificiles de preparar, pero puede ser posible
sacar conclusiones directamente desde el estudio de una solucién o estructura de cristal con
la asistencia unica de sinérgicos, posiblemente incluyendo las variantes de especies y
analogos preparados por un quimico directo, modificando sitios especificos de residuos de
aminodcidos dirigido a la mutagénesis del gen correspondiente. La tercera y dltima
categoria de hormonas peptidicas consisten de polipéptidos que tienen estructuras propias
de naturaleza intermedia. Estos péptidos frecuentemente consisten de una sola cadena de 10
a 50 residuos de aminoacidos y cominmente un unico ¢ ningin puente de sulféxido
(Taylor y Kaiser, 1986; Parvizi, 2000).

PEPTIDOS OPIOIDES

El descubrimiento de los receptores especificos para morfina y otros opioides, han
dado un impulso a la investigacion de los componentes endogenos capaces de unirse
selectivamente a éstos. Ciertos estudios han demostrado que en el sistema nerviosos central,
ocurren dos clases de péptidos opioides: los péptidos de cadena corta (encefalinas) y los
peptidos de cadena larga (B-¢éndorfinas). En los siguientes afios se fueron descubriendo
diversos péptidos los cuales poseian actividades analgésicas actualmente una de las
clasificaciones de los péptidos opioides se les clasifica en seis grupos:

1.- Péptidos opioides consistentes de cinco aminodcidos como la metionina.
encefalina (Met-encefalina ) y la leucina —encefalina (Leu- encefalina).

2.- Péptidos formados o presumiblemente formados desde los precursores de la
encefalina, es decir de la proencefalina, entre las que se encuentra la J-neoendorfina

3.- B-endorfina y otras endorfinas relacionadas (ot y ¥).
4.- Péptidos del tipo  casomorfina, presente en la leche de la vaca.

5.- Kiotorfina, la cual estimula la biosintesis e inhibe la degradacion de la
encefalina.

6.- Dermorfina.

La reciente observacion de que la degradacion enzimadtica de un gran polipéptido
puede dar origen a fragmentos con secuencias en comun pero con acciones distintas y a
fragmentos diferentes cuyas acciones ocurren en concierto, ha sugerido la existencia de
verdaderas familias de péptidos. Estas familias expresan su funcién en las diferencias



regionales — anatdmicas o citologicas- en el manejo metabdlico de sus precursores y en los
cambios de estos manejos durante el desarrollo. Los péptidos destinados a la secrecion, se
sintetizan en general como parte de cadenas mas largas de aminoécidos, cuya subsecuente
fragmentacion intracelular deja libre la secuencia que ha de liberarse fisiologicamente. Pero
los sitios de la cadena en que ocurre esta fragmentacion pueden ser distintos en diferentes
tejidos. Asi, por ejemplo, el precursor propiomelanocortina se segmenta en las células
corticotrofas de la adenohipofisis para producir y liberar a la circulacién corticotrofina y p-

-lipotropina; en el hipotilamo basal, las neuronas que lo contienen producen
preferentemente f-endorfina, que es el segmento carboxilo terminal de la f3-lipotropina
(Valverde y Bayon, 1990).

Los opioides endogenos son péptidos producidos en diferentes partes del cuerpo y
en especial en el cerebro. Las acciones de los opioides estan particularmente descritas en
tres sistemas neuroendocrinos reproductivos (Russell e al., 1998):

a).- La regulacion de las neuronas secretoras de GnRH y por lo tanto de la secrecion de la
LH y la hormona foliculo estimulante (FSH), repercutiendo asi, en la gametogénesis,
produccién de esteroides sexuales y comportamiento sexual.

b).- Control de la secrecion de la oxitocina desde la glandula pituitaria posterior, con un
particular papel durante la gestacion y el parto.

c¢).- Regulacion de la secrecion de PRL, desde la pituitaria anterior por accion en las
neuronas preductoras de los factores hipotalamicos que controlan la secrecion de esta
hormona.

Diferentes estudios han demostrado el efecto de los péptidos en la inhibicion de la
liberacion de la LH, fuera de la estacion reproductiva, demostrando que la aplicacion de un

antagonista opioide, como la NAL, no cambia las concentraciones de PRL (Aurich ef al.,
2002)

En lo que corresponde a la accion de los opioides sobre la secrecién de GnRH y
oxitocina es inhibitorio, aunque estos mecanismos no son siempre activos, ya que son
sensibles a los niveles de hormonas esteroidales sexuales. En contraste, los opioides
generalmente estimulan la secrecion de PRL, asi como la sintesis y secrecion de leche
(Russell ef al., 1998). Asi mismo, existen reportes de que los pépticos opioides regulan la
secrecion de la hormona del crecimiento (Aurich et al., 1999).

PROPIEDADES GENERALES DE LAS NEURONAS PEPTIDERGICAS

Desde hace varios decenios ha venido reforzdndose la nociéon de que en el
mantenimiento de la homeostasis corporal y la ejecucion de patrones muy variados de
conducta, se manifiesta una fina integracion entre los sistemas nervioso y endocrino. La
regulacion de las funciones adenohipofisiarias por neuronas peptidérgicas hipotalamicas
resulta ser un caso particular de un fen6meno mucho mas general. La liberacion de péptidos
en la circulacion general o en espacios mas restringidos del ambiente extracelular ocurre en



muy distintas regiones del organismo: tanto en el sistema nervioso central como en la
periferia (Bravo ef al., 1990).

El incremento en el aislamiento, secuencia y sintesis de los neuropéptidos han
permitido su caracterizacién quimica asi como su identificacion en muchas de la areas del
cerebro, los cuales se encuentran en altas concentraciones en el hipotdlamo como lo es la
propiomelanocortina, de la que se deriva la p-endorfina (Miiler, 1989).

CARACTERISTICAS CITOLOGICAS

Los componentes del sistema opioide de los péptidos estan presentes en el cerebro
en edades tempranas del desarrollo, iniciando la expresion del gen propiomelanocortina en
la pituitaria al final de la gestacion y en el caso de la borrega alrededor del dia setenta de la
gestacion (Parvizi, 2000). '

El establecimiento de las neuronas peptidicas como un grupo conspicuo de
elementos celulares con propiedades comunes y distinguibles de las de otras neuronas, se
afianzo inicialmente sobre bases morfologicas. Ya en el segundo decenio del siglo pasado,
Speidel (1919) mostré en la médula espinal la existencia de neuronas que presentaban
caracteristicas morfologicas semejantes a las de células secretoras. Posteriormente, Scharrer
(1928, 1945) y Bargmann (1966) (Citados por Bravo et al., 1990) identificaron elementos
similares en el hipotdlamo de diversas especies y otros autores caracterizaron neuronas
analogas en el sistema nervioso central de invertebrados. Paralelamente, se descubrio que
los grupos de neuronas mds representativas de esta estirpe, presentaban en comun la
propiedad de estar congregadas en nicleos. De los cuerpos neuronales, de diametro
superior al promedio de las c¢élulas nerviosas, se observé la emergencia de un largo axon,
que se extiende hasta un 6rgano neurohemal, como la neurohipofisis en el vertebrado. Ahi,
las terminales axénicas establecen contacto anatémico con la circulaciéon sanguinea. La
microscopia electrénica reveld que los productos de secrecion se almacenan en forma de
granulos de 50 a 200 nm, llenos de material opaco a los electrones y, por ende, distintos a
las vesiculas sindpticas, habitualmente translucidas y con menos de 30 nm de diametro. Tal
organizacion citolégica confirmé la idea de que la funcion basica de estas neuronas es la
secrecion de hormonas. La identificacion ulterior de la estructura quimica de estos
productos de secrecion, demostré su naturaleza peptidica. En los nucleos supradpticos y
paraventricular del hipotdlamo, se identificaron sustancias de naturaleza peptidica,
estableciendo asi la comparacion entre neurona secretora y neurona peptidérgica. Sin
embargo, en afios recientes, gracias a los avances en procedimientos de anélisis bioquimico
y en inmunocitologia, se han encontrado que el conjunto de las neuronas peptidérgicas es
mucho mas basto de lo que se habia supuesto. Virtualmente no hay region del sistema
nervioso donde no se le haya detectado y, desde luego, muchas de estas células no parecen
terminar en espacios sanguineos. Incluso se ha llegado a postular la existencia de
verdaderas sinapsis peptidérgicas (Bravo er al., 1990).



BIOSINTESIS DE LOS NEUROPEPTIDOS

Para entender el papel de los péptidos opioides en el sistema nervioso central, es
necesario conocer los mecanismos involucrados en su biosintesis, liberacion y degradacion
metabdlica. Estos péptidos se originan por la degradacion enzimatica de proteinas de alto
peso molecular (prohormona), usualmente inactiva y sintetizada bajo el control del acido
ribonucleico mensajero (RNAm) a un nivel ribosomal. Probablemente el reticulo
endoplasmico esta involucrado en su biosintesis (Miiler, 1989).

A diferencia de los aminoacidos neurotransmisores, que pueden ser sintetizados en
la terminal nerviosa, los neuropéptidos se sintetizan, como el resto de las proteinas, en los
ribosomas localizados en el soma neuronal. Los axones y terminales parecen ser incapaces
de realizar cualquier forma de sintesis mitocondrial de proteinas. En suma, la sintesis de
neuropéptidos se realiza en los ribosomas del reticulo endoplasmico, en forma analoga a la
sintesis proteica en la mayoria de las células secretoras (Bravo ef al., 1990).

Un avance de importancia en el estudio de los mecanismos de biosintesis de
péptidos ha sido la caracterizacion y aislamiento de los RNAm que migran la informacion
para la sintesis del precursor. Asi mismo, mediante procedimientos de ingenieria genética
se han logrado copias del RNA al 4acido dexosiribonucleico (ADN) complementario, el
cual ha sido luego introducido a bacterias con objeto de producirlo en cantidades
suficientes para caracterizar la secuencia de aminoacidos del precursor. El neuropéptido se
sintetiza sobre los ribosomas del reticulo endoplasmico rugoso a partir de la informacion
cifrada en el RNAm correspondiente. En una primera etapa se genera un prepopéptido. Su
secuencia de aminoécidos es la sefial que da lugar a su internalizacion dentro del lumen del
reticulo. Una vez dentro, el propéptido se desplaza hasta el aparato de Golgi, donde es
sujeto a varias modificaciones postraduccionales (glicosilacion, metilacién, etc.). Es ahi
también, donde se establece su compartimentalizaciéon en granulos, dentro de los cuales
sera transportado hasta la terminal (Bravo et al., 1990).

Miiler en 1989, menciona que las enzimas involucradas en la biosintesis de los
precursores de los péptidos opioides son del tipo de tripsinasas como las endopéptidasas y
la n-carboxipéptidasas. Sin embargo, no se sabe aun si existen enzimas especificas para
Varios precursores o si existen procesos enzimaticos comunes a todas las prohormonas.

Aln es mucho lo que queda por investigar en cuanto a las diferentes etapas y
mecanismos participantes en la biosintesis de neuropéptidos y hasta la fecha ignoramos la
respuesta a interrogantes tan fundamentales como si las distintas familias de péptidos
comporten un precursor comun, si existen precursores diferentes para cada familia. Lo que
si se-sabe, es que de un precursor, como en el caso de la propiomelanocortina, pueden
derivar varios neuropéptidos, como la B-endorfina, B-MSH, la p-LPH, la ACTH, la a-MSH
y la y-MSH, cada uno con funciones diferentes, que varian desde la estimulacioén de células
cromaticas en la piel, o la de células adiposas, a diversos efectos sobre el sistema nervioso.
Parece ser que el mismo precursor puede ser degradado preferencialmente en cierta célula
hasta ciertos productos y en otra célula hasta otros, dependiendo esta opcion de
modificaciones postransduccionales que puede sufrir el precursor (Bravo ef al., 1990).
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LIBERACION DE NEUROSECRECIONES

De manera general, los neuropéptidos estdn mayormente concentrados en las
terminales nerviosas o en las terminales sinaptosomales y su liberacién es dependiente del
calcio ocurriendo una despolarizacion neuronal inducida por un exceso de potasio o
estimulacion eléctrica. La liberacién de los neuropéptido también puede ser estimulada o
inhibida por la aplicacidén de neurotransmisores u otros péptidos, indicando la existencia de
neurotransmisores de péptido a péptido lo cual es un importante paso en el control
neurchormonal o neuromodulador de los péptidos (Miiler, 1989).

El mecanismo de liberacion mas comunmente aceptado para los productos de
neurosecrecion es la exocitosis. Segin esta hipotesis, la membrana de la vesicula entra en
contacto con la cara interna de la membrana de la terminal axénica, se fusiona con ella y el
contenido del granulo, ya sin membrana, es expulsado de la célula. La liberacion
comprende varias etapas:

L. Desporalizacion de la membrana de la terminal neurosecretora. Este fenémeno,
actualmente ha demostrado para la liberacion de neurotransmisores, ha sido comprobado
para un gran nimero de sistemas neurosecretores y no parece haber duda acerca de que la
liberacién de sustancias en las terminales nerviosas se inicia con la desporalizacién de la
membrana de la terminal axénica. En condiciones fisiologicas, el cambio en el potencial de
membrana se suscita cuando la terminal es invadida por la llegada de un potencial de
accion iniciado en algin punto de la neurona, comiinmente cerca del soma. Sin embargo,
no es indispensable que el cambio de potencial alcance toda la magnitud de un potencial de
accion, basta con desporalizaciones menores, para que en forma proporcional a la magnitud
de dicha desporalizacién, se libere la sustancia del neurosecrecion. En el orden fisiolégico,
la cantidad de sustancia liberada es en funcion de la frecuencia y el nimero total de
impulsos que arriban a la terminal.

2. Entrada de calcio a la terminal. Al igual que la etapa anterior, esta entrada fue
demostrada inicialmente para la liberacion de neurotransmisores que luego se hizo
extensiva a la secrecién de péptidos en el sistema nervioso. Como la permeabilidad al
calcio depende del potencial de membrana, la entrada de este ién aumenta en forma
proporcional con la desporalizacién. La desporalizacion por si misma resulta insuficiente
para causar la liberaciéon de neurosecreciones. Se ignora aiin el mecanismo por el cual, el
calcio induce la liberacion de neurosecreciones, se ha planteado que aumenta la fluidez del
citoplasma o de las membranas del granulo v de la terminal. También se supone que por
interaccion eléctrica, neutralizando carga superficiales de membrana, promueve la
aproximacioén de los granulos a la cara interna de la terminal. Recientemente se ha
propuesto que el calcio también puede ser liberado a partir de la propia membrana, o de
depdsitos intracelulares y que sus efectos se ejercen mediante la liberacion de mensajeros
intracelulales como el AMP ciclico o las prostaglandinas. Existen datos indicativos de que
para producir su efecto liberador de neuropéptidos, el calcio intracelular debe unirse a una

proteina, la calmodulina, con 16700 daltones de peso molecular, que actiia como aceptor
especifico para este ion.
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3. Exocitosis. Sea cual sea el mecanismo inmediato, el resultado es la fusién entre la
membrana del granulo y la de la terminal. Estas figuras de exocitosis coinciden con un
aumento en el mimero de vesiculas claras en el interior de la terminal durante la liberacion,
por lo que se ha propuesto que sean los remanentes de las membranas granulares. Con
técnicas de criofractura se ha logrado confirmar la exocitosis durante la secrecion de
neuropéptidos. Si bien este parece ser el mecanismo mas comin de liberacion, de
neuropéptidos, no puede excluirse la posibilidad de que éstos se liberen también por otros
mecanismos, o bien en otros sitios de la neurona. De hecho, en las prolongaciones axonicas
suelen observarse “lagunas” intracelulares donde abundan granulos de secrecion. Sin
embargo, no hay pruebas de que se liberen ahi (Bravo et al., 1990).

DEGRADACION METABOLICA DE NEUROPEPTIDOS

Los sitios de ruptura en la molécula son siempre los mismos, lo que indica cierta
especificidad de las peptidasas que actia sobre ellos, una vez liberados en la sangre, es
probable que la degradacion sea el mecanismo principal de inactivacion de los péptidos. Sin
embargo, ain no esta del todo claro si las peptidasas actian sobre el neuropéptido en
condiciones fisiologicas, afectando su almacenamiento, liberacion o accion. Falta también
informacion sobre su localizacion subcelular. Asi por ejemplo, una peptidasa presente en el
espacio intersinaptico o cerca del receptor, tendra mas posibilidades que aquella localizada
en c€lulas gliales para modular la accién de un péptido sobre la membrana postsinaptica. La
mayoria de las peptidasas descritas son mas especificas para un enlace peptidico dado que
para el péptido integro. Otro fendmeno que pudiera intervenir para finalizar la accion del
péptido es la captacion. Una vez liberado, podria capturarlo una célula presinaptica, o bien,
la célula postsinaptica o los elementos gliales, donde seria degradado a sus aminoacidos
constitutivos. De hecho, las células peptidérgicas, en sistemas en que se les ha estudiado,
exhiben una notoria incapacidad para captar sus productos de secrecion (Bravo et al.,1990;
Russell er al.,1998).

RECEPTORES DE NEUROPEPTIDOS

Los efectos descritos a los péptidos sobre la secrecion de hormonas, el
comportamiento o la actividad eléctrica en el cerebro y la hip6fisis, sugieren la presencia de
receptores en estos lugares. Se supone que dichos receptores se encuentran sobre la
membrana plasmatica de la célula blanco. Asi, el primer paso en accion de estas sustancias
es su union al receptor, fase que puede estudiarse midiendo el ligamen de un péptido
radioactivo a su organo blanco y que debe cumplir con requisitos analogos de cualquier
neurotransmisor o neuromodulador, es decir, ser rapida, reversible, saturable y de alta
afinidad. El porcentaje de ligamen observado, que corresponde al de unidn receptor, puede
ser bajo para los péptidos porque éstos tienden a absorberse inespecificamente en mayor
proporcion que las catecolaminas. Para que esta union resulte funcional es preciso que vaya
seguida de un suceso efector que induzca una alteracion en la célula blanco. Los estudios de
unién definen sélo sitios que pueden ser o no el receptor fisiologico y tiene que ser
complementados con otros como la respuesta biologica a consecuencia de la unién del
péptido (Bravo et al., 1990).
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El receptor peptidico mejor conocido en el cerebro es el de los opioides. Su
presencia fue demostrada por la observacion de sitios de union estereoespecificos para
opidceos, incluso antes de que se hubieran caracterizado los ligandos enddgenos. Este
receptor se encuentra probablemente en membranas neuronales pre y postsinapticas. Los
iones de sodio debilitan la unién de los antagonistas y refuerzan la de los sinérgicos, lo que
permite distinguir entre los ligandos y sugiere que la unién del ligando produce cambios en
el estado de conformacidn del receptor. El sitio de union estereoespecifico es saturable y de
alta afinidad. Se admite que en la unién participan proteinas y fosfolipidos, ya que se rompe

al tratar las membranas con proteasas, reactivos sulfhidricos y fosfolipasa “A” (Bravo ef
al.1990).

También se encuentran en altos niveles de receptores y péptidos en interneuronas en
el hipotdlamo, lo que ha sugerido que los péptidos opioides participan en la regulacion
neuroenddcrina (Bravo et al.,1990). Respecto a la identificacion de neuronas que poseen
receptores opioides y que median los efectos de éstos, se ha sugerido que en las neuronas
gonadotrépicas poseen este tipo de receptores en las dendritas, axones y sus terminales
nerviosas (Kalra ef al., 1989).

Poco se conoce sobre los posibles efectos de los esteroides gonadales sobre la
sintesis de receptores opioides. El aumento en la unién a opioides se ha informado en
homogenizados hipotalamicos de ratas ovariectomizadas expuestas cronicamente a niveles
fisiologicos de estrégenos comparadas con animales tratados con vehiculo (Wilkinson et
al., 1983; Wilkinson ef al., 1985; Quifiones-Jenab ef al., 1997).

Sin embargo, la exposicion a corto plazo a estrogenos y progesterona ha resultado
en disminuir (Kelner et a/., 1980) o aumentar los receptores a opioides (Mateo ef al., 1992;
Quifiones-Jenab et al., 1997). Asi mismo, Maggi ef al (1993) usé ligado especifico de
receptor para estudiar los receptores en el hipotidlamo de la rata y mostrar evidencia de una
reduccién en la densidad sobre el término del pro-estro (Thom ef al., 1996).

Aunque fue esclarecido a mitad de los afios sesenta la accion de los productos
sinérgicos y antagonistas a los opioides se pudo explicar mejor su accion a través del
conocimiento de sus receptores, siendo la primera evidencia convincente para este
concepto, los trabajos realizados por Martin y sus colaboradores en 1976. Sus
observaciones de comportamiento y neurofisiologicos en la columna espinal en el perro
propusieron la existencia de tres tipos de receptores opioides. Estos receptores fueron
nombrados después (Malven, 1986; Miiler, 1989; Cosgrove ef al., 1993; Russell et al.,
1998):

1).- Mu (p), por morfina, el cual induce analgesia, miosis, bradicardia, hipotermia e
indiferencia a los estimulos ambientales.

2).- Kappa (x), por ketociclazosina, la cual produce miosis, sedacién general y
depresion de los reflejos flexores.
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3).- Sigma (o) por SKF 10047, la cual induce midriasis, incrementa la respiracion,
taquicardia y delirio.

4).- Delta (&) por deferente debido a que estd presente en el vaso deferente del ratén.

Debido a que posteriormente Mannalack ef a/., en 1986 demostraron que o receptor
no es de naturaleza opioide, se clasifico farmacologicamente tres tipos de receptores
opioides: p, 3, y K.

En el siguiente cuadro se describen los tipos de receptores aceptados por la Unidn
Internacional de Farmacologia (IUPHAR). La descripcion genérica de estos receptores los
cuales actian como sinérgicos se identifica como OP debido a que el receptor 8, fue el
primero en ser clonado, se renombro como OP), y los receptores k y p fueron

posteriormente clonados recibieron los nombre de OP, y OP; respectivamente (Dhawan ef
al., 1996). :

RECEPTOR OPIOIDE

LIGANDO OPIOIDE
ENDOGENO RECOMENDACION NOMENCLATURA NOMENCLATURA
PREFERENCIAL IUPHAR FARMACOLOGICA BIOLOGICA
MOLECULAR

Encefalinas OP, 5 DOR (deferente)

Dinorfinas OP; K KOR
(ketociclazocina)

B-endorfina OP, i MOR (morfina)

Asi mismo, existe evidencia de la posible existencia de otros tipos de receptores
opioides. En particular, el receptor epsilon (g), receptor zeta (£) y lambda (1) aunque se
sugiere que pueden corresponder a subtipos de los receptores p o k (Dhawan ef al., 1996).

Como se menciond anteriormente, los diversos efectos fisiologicos de los péptidos
opioides endogenos son mediados por tipos multiples receptores de opioides, los mas
definidos de estos a la fecha, son los p y & (Thom et al., 1996). Entre estos efectos, los
receptores p actian en la respiracion, funciones cardiovasculares, trdnsito intestinal,
alimentacion, aprendizaje, memoria, actividad locomotora, termorregulacion, secrecion
hormonal y funciones inmunes, de todas éstas, exceptuando la secrecién hormonal, son
muchas veces disminuidas al estimular estos receptores (Dhawan ef al., 1996).

Posteriormente se descubren las encefalinas y estudian las propiedades de los
opioides usando métodos de unién radioligando en tejidos periféricos. Lo cual demostrd
que los receptores opioides estan presentes no solo en el sistema nervioso central, si no
también en el periférico (Dhawan ef al., 1996).

La literatura indica que en hembras de otras especies asi como en la mujer, los

efectos de los opioides y sus antagonistas sobre la secrecion de las gonadotropinas, depende
del nivel de estrogeno y PRL al momento de la administracién. Sin embargo no hay
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informacidn disponible sobre los posibles cambios en el nimero y caracteristicas de union
de los receptores opioides en el cerebro, durante las diferentes fases del ciclo estral, en las
cuales se pueden caracterizar alteraciones significativas de los niveles circulantes de
estrogenos y progesterona (Limonta ef al., 1989).

Debido a que hay tres tipos de familias de genes, para la sintesis de opioides y tres
subtipos de receptores, existe una tendencia a la selectividad, asociada de una familia a un
receptor determinado: la familia de la prodinorfinas por los receptores «, las proencefalinas
por los receptores § y péptidos opioides por los p. Asi mismo, esta demostrado que uno 0
mas de los péptidos enddogenos de una familia pueden inhibir la secrecion de la LH
(Malven, 1986; Parvizi, 2000).

La distribucion del receptor p opioide en el nicleo accumbens (Acb) ha sido
examinada por autoradiografia e inmunocitoquimica microscopica. Estos estudios han
mostrado una denso y particular distribucién del receptor dentro del Acb. Estos sitio de
intensa union, presumiblemente ocurren en regiones que contienen neuronas GABAérgicas,
porque el GABA (4dcido gamma-aminobutirico) es el mayor neurotransmisor en las

proyecciones espinosas y también estdn presente en las neuronas espinosas (Svingos ef al.,
1997).

Modificaciones de las caracteristicas obligatorias de los receptores p opioide han
sido estudiadas en el cerebro de ratas hembras durante las fases diferentes del ciclo estral,
que son caracterizadas por los niveles secretorios de estrogenos y progesterona (Limonta ef
al., 1987; Casular et al., 1987; Gordon y Soliman, 1996).

Diferentes resultados han demostrado que en el total del cerebro y en el hipotalamo
de la rata hembra, la concentracién de receptores p opioides se altera significativamente
durante las diferentes fases del ciclo estral. Ademas, las mas altas concentraciones de
receptores p hipotalamicas presentes durante el periodo del ciclo estral, se asocian con altos
niveles séricos de estrogenos, mientras que la disminucion en la densidad de los sitios p son
concomitantes con el aumento en la secrecion de progesterona (Gordon y Soliman, 1996).

Asi mismo, se ha observado que el nimero de receptores p en el cerebro, muestran
variaciones significativas durante las diferentes fases del ciclo estral, pero no muestran
cambios en su afinidad. En particular, se ha observado un incremento en el nimero de estos
receptores a las doce horas del dia de proestro y a las dieciocho horas del primer dia del
estro, lo que parece concordar con la hipotesis de que los niveles circulantes de estrogenos
modifican el nimero de estos receptores. Estos resultados sugieren, que el efecto de
retroalimentacion negativa de los estrégenos sobre la liberacion de LH, puede ocurrir
debido a un cambio en el nimero de los | receptores en la amigdala, la cual es una parte
importante del complejo nervioso involucrado en el control neuroendocrino de la secrecion
de gonadotropinas (Limonta ef al., 1989).

Por otra parte, se ha propuesto que los estrogenos influyen directamente o

indirectamente en la densidad de los receptores p-opioides de ratas y ratones hembras
(Joshi et al., 1993; Mateo et al., 1992; Weiland y Sabio, 1986). El mecanismo de esta
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regulacién de los receptores p-opioides por estrégenos no estd completamente entendido.
Esta regulacion puede involucrar los cambios en la proteina nivelando el mensaje
translacional de modificacion, recirculacion, o degradacion, o por alterar los niveles de
mRNA o el valor de trascripcion del gen por alterar al receptor p opioide y/o la estabilidad
del mensaje (Quifiones-Jenab et al., 1997).

Quifidnez-Jenab et al, en 1997, observaron un incremento en los receptores p en el
nucleo ventro medial del hipotalamo y el nucleo arcuato después del tratamiento con
estrogenos en ratas ovariectomizadas. Sin embargo, esto no sucedié en el nicleo medial
posterior de la amigdala, hipocampo, sugiriendo que la regulacion estrogénica sobre este
receptor en el sistema nervioso central puede ser en parte mediada por la sintesis y/o
estabilidad del mensaje para el receptor p.

Existe poca informacion en algunas especies acerca del papel de los receptores a
opioides (5,1, y x) en los mecanismos neuronales de liberacion de oleada de GnRH/LH. En
borregas, el numero de receptores opioides y su afinidad estan regulados por esteroides
gonadales. Por lo tanto, es posible que los procesos desinhibitorios estén bajo una posible

regulacion de uno o mas subtipos de receptores opioides en un momento dado (Walsh y
Clarke, 1996).

Dos eventos fisiologicos que pueden modificar también el nimero y afinidad de los
receptores P pueden ser la gestacion y el parto. El nimero de estos receptores se incrementa
conforme avanza la gestacion, lo cual coincide con las concentraciones mayores de (-
. endorfina, la cual se une especificamente a los mencionados receptores. Las observaciones
acerca de que el nimero de estos receptores es mas bajo en hembras lactantes y en hembras
al termino de gestacion, comparado con hembras en otras etapas de la gestacion, muestra
que en animales lactantes el contenido hipotalamico de B-endorfina es significativamente
mas bajo que durante la gestacion y al tiempo de parto (Limonta ef al., 1989).

Las alteraciones regionales especificas con relacion al nimero de p y & receptores
en el hipotalamo de la borrega a través del ciclo estral. Estos cambios parecen ser debido al
ambiente esteroidal prevaleciente lo cual puede ser minimizado por el tratamiento con

esteroides en hembras ovariectomizadas lo cual puede ser relevante en la regulacion de la
GnRH (Thom et al., 1996).

Por lo anterior, existen alteraciones en los tipos y sitios de localizacion de los
receptores a opioides en el hipotdlamo en borregas a lo largo del ciclo estral. El mayor
cambio es un incremento del tipo & con relacion al tipo p en el area predptica durante la
fase latea del ciclo estral, lo que parece ser dependiente de la progesterona. Asi mismo,
existe un alza en el niimero de estos receptores durante la fase folicular del ciclo (Shen et
al., 1995; Thom et al., 1996).

El incremento en el nimero de receptores & en el area predptica, pero no en el
hipotdlamo medio basal en situaciones donde predomina la progesterona, puede estar
relacionada con el papel que juega esta hormona dentro de la retroalimentacién negativa
para la secrecion de la GnRH/LH. Lo anterior se destaca en borregas al aplicar NAL, ya
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que ésta es capaz de incrementar la secrecion de LH en hembras ovariectomizadas a las que
se les proporcioné progesterona, pero no en las hembras ovariectomizadas sin tratamiento o
en las hembras ovariectomizadas tratadas con estrogenos. En todo caso lo anterior es
debido a la accién de la NAL sobre los & receptores (Thom et al., 1996).

TRANSPORTE DE NEUROPEPTIDOS

Una de las propiedades conocidas desde hace mds tiempo sobre las neuronas
secretoras es su capacidad de transportar sus productos a lo largo de los axones. Una vez
sintetizados los neuropéptidos, quedan cubiertos por membranas del propio aparato de
Golgi, formando granulos que, como ya se menciond, contienen el producto de
neurosecrecion. No se ha documentado cabalmente si se modifica el didmetro, aunque se
han descrito cambios en la densidad dptica. Asi mismo, es ain asunto de controversia si el
proceso de sintesis concluye al formarse el granulo o si se prolonga durante el trayecto en el
axdn, pero hay datos que parecen indicar que el mecanismo por el cual los granulos ya
formados son transportados a lo largo del axon, comprende la participacion del
citoesqueleto neuronal. La velocidad con que se desplazan varia del 100 nm/24 h, lo que
permitio situar este movimiento en el grupo de flujo axopldsmico rapido. La interrupcion
del transporte por agentes inactivadores de microtubulos sugiere que estas estructuras
constituyen el armazon citoesquelético para el desplazamiento, y se han propuesto varios

modelos para explicar la interaccion de la membrana del granulo y del microtibulo (Bravo
et al., 1990).

MECANISMOS DE ACCION DE LOS NEUROPEPTIDOS

Los opioides inhiben el potencial eléctrico de accién y por lo tanto reducen la
secrecion de neurohormonas o transmisores en las neuronas en las que actian. Existen dos
tipos de accidn presinaptica o preterminal y postsinaptica. La accion presinaptica involucra
la reduccion de la liberacion de transmisores con despolarizacidn por potencial de accion, a
través de la hiperpolarizacion o la entrada en la reduccion de calcio. La accién postsinaptica
es a través de reducir la excitabilidad de la célula (Russell ef al.,1998).

Siendo tan variadas las secciones de los neuropéptidos se mencionan algunos de los
principales efectos a nivel celular:

Cambios en la permeabilidad selectiva y pasiva a determinados iones es decir, induciendo
la apertura o el cierre de canales i6nicos. Por estos mecanismos se altera la excitabilidad
neuronal cambiando la respuesta a los estimulos.

Estimulacion o depresion de la actividad de enzimas presentes en la membrana celular,
como la ATPasa de transporte, de cuya actividad depende la concentracion intracelular de
sodio y potasio. Otro nivel de este tipo de accion es la modificacion de la actividad de las
ciclasas que regulan la permeabilidad membranal.
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Cambios en la afinidad de receptores de sustancias neuroactivas. Asi, se ha planteado que
algunos péptidos opioides modifican la respuesta de neuronas a neurotransmisores. Estos
mecanismos de accion podrian operar en membranas presinapticas, modificando en
consecuencia la cantidad de neurotransmisores liberados.

Modificaciones plasticas. Estos cambios deben corresponder a efectos sobre la maquinaria
biosintética de la célula.

En el aspecto reproductivo, los opioides pueden generar accion en la maduracion del
ovocito y en las etapas tempranas del desarrollo embrionario (Kalyuzhni ef al., 1997).
Mientras que en el cabrio, los péptidos opioides modulan la secrecion plasmatica de la LH,
PRL y testosterona (Singh et al., 2000).

Los péptidos opioides ejercen un efecto estimulante sobre la secrecién de la
hormona del crecimiento y la PRL, y participan en el control de la secrecion de
gonadotropinas a nivel del hipotadlamo o hipofisis. La mayoria de estos resultados se
obtiene a través de la administracién de bloqueadores opioides (NAL, naltrexona) donde se
sugieren que los péptidos opioides inhiben la secrecion de la LH y/o FSH (Limonta et al.,
1989).

A continuacion se describirdan algunos de los péptidos de importancia a nivel
neuronal y cuyo efecto es en la fisiologia reproductiva.

El péptido de la pituitaria activador de la adenil ciclasa (PACAP) es uno de los
primeros aislados desde el tejido hipotdlamico. A través de estudios inmunchistoquimicos
se han mostrado fibras de PACAP inmunoreactivas que se distribuyen ampliamente en el
hipotalamo (Kéves et al., 1990), con los cuerpos de células localizadas en los nucleos
supraoptico y paraventricular (Koves ef al., 1990; Anderson et al., 1996). Se sugiere que
PACAP es una hormona hipofisiotrépica, sugiriendo que puede tener una funcién como
neurotransmisor modulando otros factores involucrados en la secrecion de otras hormonas
desde la glandula pituitaria. Tanto las fibras (Kéves ef al., 1990) como los receptores
(Arimura y Shiada,1995) para PACAP estan presente dentro del hipotialamo, en la
eminencia mediana y pituitaria posterior de las ovejas (Koves ef al., 1990), ratas (Taamada
et al., 1994; Koves ef al., 1991), humano y primates (Vigh er al., 1991), aunque existen
algunas diferencias entre especies en lo que concieme a la distribucién dentro de la
eminencia mediana (Anderson ef al., 1996).

Inyecciones intracerebroventriculares de PACAP suprimen la secrecion de PRL, LH
y hormona del crecimiento en ovejas ovariectomizadas (Sawangaraen et al., 1992),
mientras que en contraste, el tratamiento similar en ratas macho aumenté los niveles de LH
(Osuga y Mitsuhashi, 1992) y PRL (Yamaguchi et al., 1995; Anderson et al., 1996).

Los estudios anteriores sugieren un papel regulador central de este péptido en
funciones neuroendécrinas. Sin embargo, los sitios potenciales del cerebro donde PACAP

influye en la secrecion de las hormonas pituitarias no son conocidas (Anderson et al.,
1996).
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Otro neuropéptido es el factor de liberacion corticotropico que actia dentro del
cerebro para inhibir la secrecion de LH, se ha observado que la inyeccion
intracerebroventricular de este péptido resulta en la disminucion de la LH secretada. Estas
son presumiblemente acciones a nivel de hipotalamo porque no hay un efecto directo de
este péptido sobre la pituitaria en términos de alterar la secrecion de LH y porque el factor
de liberacion corticotropico (CRF) inhibe la secrecion de la GnRH. El CRF parece inducir
el modelo de estrés de la secrecion hormonal de la glandula pituitaria de la rata, por accion
de la via hipotaldmica o la accion directa sobre la pituitaria sobre la secrecion de ACTH
(Frias et al., 1997).

Se ha demostrado que la dopamina es un neurotransmisor en muchos tejidos y que
la existencia de un sistema periférico dopaminérgico ampliamente distribuido (Campana,
1982; Lackovic y Relja, 1982; Lackovic y Neff, 1983; Lackovic y Relja, 1983).

El nucleo arcuato es el centro hipotalamico que tiene la concentraciéon més alta de
cuerpos celulares del neuropéptido Y (NPY) que se proyecta al nucleo hipotalamico el cual
controla las funciones metabdlica y reproductiva (Peligro et al., 1989), tal como el nucleo
paraventricular (Billington et al., 1990) y el area preoptica medial (Weineret et al., 1988)
donde las terminales de NPY hacen contacto con las neuronas de GnRH (Tsuruo et al.,
1990; Abizaid et al., 1997).

Actualmente, la neurona de GnRH neuroendécrina en las ovejas no ha sido
identificado. Por su tamafio, las ovejas han sido de un gran valor para obtener informacion
sobre la dinamica real y caracteristicas secretorias del sistema neuroendocrino GnRH
usando técnicas de canulacion portal (Clarke ef al., 1987; Clark y Cummins, 1982; Levine
etal., 1982; Moenter et al., 1992; Barrell et al., 1992; Jansen et al., 1997).

La distribucion de neuronas de GnRH en el cerebro de numerosas especies
mamiferas se han descrito en forma detallada. En roedores, como la marmota y las ratas,
las neuronas de GnRH se encuentran primariamente dentro de la region septual, la region
del area predptica, y del hipotdlamo anterior (Silverman et al., 1979; Barry et al., 1985;
Dellovade et al.,, 1993; Lehman ef al., 1986a; Caldani ef al., 1987; Lehman et al., 1986b;
Silverman et al., 1982; Orfebre, 1980; Jansen et al., 1997).

Dentro de cada una de estas areas, proporciones iguales de células de GnRH se
proyectan hacia la eminencia mediana (Lehnon er al., 1986; Silvarat et al., 1989; Jenneg y
Desafia, 1986), sitio desde donde el péptido GnRH se libera a la vasculatura hipofiseal-
portal. En otros mamiferos, tales como la ovejas, las neuronas de GnRH también
encontraron en regiones mds caudales del hipotalamo, especificamente dentro del area
medio basal (Lehman et al., 1986; Caldani y Ballatier, 1988; Platee ef al., 1987; Jansen et
al., 1997).

Durante 10 afios, Li y Chung (1976) aislaron e identificaron un péptido de un

extracto de glandula pituitaria en camellos, sugiriendo el nombre P-endorfina (Malven,
1987).
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La P endorfina es un potente péptido opioidérgico derivado de la
propiomelanocortina es producida por neuronas del nucleo arcuato del hipotalamo de la rata
(Finley et al., 1981). El neuropéptido es importante tanto en la maduracion sexual como en
la disfuncion reproductiva inducida por estrés, modulando la actividad de las neuronas de la
GnRH a nivel central (Laatikainen, 1991; Ojeda et al., 1986; Seifer et al., 1991; Yang et
al., 1996).

DISTRIBUCION DE NEURONAS QUE CONTIENEN f- ENDORFINA

La B-endorfina, el mas fuerte analgésico de los pépticos opioides y se encuentra
presente en todas las especies incluyendo el hombre. Inicialmente fue aislada de la
pituitaria porcina, aunque también se localizo en el pancreas, antro gastrico y placenta, asi
como el sistema nervioso central (Miiler, 1989).

Las neuronas con propiomelanocortina presentan largas proyecciones de sus axones
desde el ntcleo arcuato hasta diferentes sitios del cerebro, donde las terminales liberan la 3-
endorfina. Asi mismo, la presencia del RNAm para la propiomelanocortina se ha
demostrado en los ovarios y placenta y la $-endorfina en el ovario y utero (Kalyuzhni et al.,
1997). Muchas de estas neuronas, tienen receptores a estrogenos, por lo que el efecto inicial
del tratamiento con estrogenos en animales ovariectomizados, es la de estimular la
expresion del gen de la propiomelanocortina (Russell et al.,1998).

Neuronas inmunoreactivas a la B-endorfina son identificadas en el nicleo arcuato,
extendiendo sus fibras hasta el area preoptica y la eminencia media. La actividad inhibitoria
de los péptidos opioides es también afectada por el fotoperiodo, pero a diferencia de la
dopamina, el tono de los opioides parece aumentar durante los dias cortos, durante la fase
de actividad sexual (Tortonese, 1999).

A través de pruebas de inmunoactividad, se ha demostrado la presencia de [3-
endorfina en algunas células del l6bulo anterior y en todas las células del par intermedio de
la pituitaria. Esta glandula es el mayor sitio de biosintesis de la propiomelanocortina. Asi
mismo, neuronas productoras de B-endorfina y de la propiomelanocortina estan presentes
en altas concentraciones en el hipotdlamo. En particular, los cuerpos celulares de las
neuronas endorfinérgicas estan rostralmente distribuidas en el area de la comisura anterior
que se extiende en el septum lateral y en el nticleo acumbens (Miiler, 1989).

Los primeros reportes de los altos niveles de B-endorfina en el sistema portal fueron
proporcionados en 1980 por Wardlaw e al, por lo que se propuso que el hipotdlamo
secretaba este opioide hacia este sistema. A continuacion, en el siguiente cuadro se

mencionan los niveles de la B-endorfina en el sistema portal en hembras ciclando y
ovariectomizadas (Clarke et al., 1989):

Asi mismo, los péptidos enddgenos, han sido identificados en el tejido ovarico de

diversas especies y puede ser uno de los componentes paracrinos o autécrinos que regulan
la funcién ovarica. Sin embargo, el papel fisiologico de los péptidos en el ovario no es muy
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claro, teniendo todavia inconsistencias de los niveles de la -endorfina ovarica a lo largo
del ciclo estral, detectando altas concentraciones en el proestro y minimos valores en el
estro y metaestro. El descubrimiento de este opioide en el ovario ha desencadenado
cuestionamientos acerca de que si éste opioide actua en la esteroidogénesis ovarica (Przala
etal.,en 2001).

Por otra parte, los niveles de (3-endorfina en los foliculos de los dias de 6-10 del
ciclo estral son bajos, mientras que del dia 11-16 éstos se incrementan, reduciéndose
nuevamente en el periodo preovulatorio, no existiendo diferencias en el comportamiento de
este opioide, con relacion al tamaifio del foliculo (Kamiski et al., 2000).

Przala et al., en 2001, concluyen que la 3-endorfina contenida durante el desarrollo
del cuerpo luteo de la cerda, juega un papel importante en la secrecion de PRL, oxitocina y
progesterona. Asi mismo, se ha detectado que las variaciones intraovaricas de este opioide,
durante el desarrollo del cuerpo liteo, no se correlacionan con las variaciones plasmaticas
de éste, a lo largo del ciclo estral de la cerda y la borrega.

Diferentes estudios sugieren que la retroalimentacion negativa de los estrogenos no
puede ser contrarrestada por la NAL, implicando que la accion de este esteroide. por alguna
via no relacionada a los opioides, involucrandose en un rango del sistema neuronal donde
se contienen a los péptidos opioides. Lo anterior tiene sustento con el hecho de que algunas

células que contienen f-endorfina también contienen receptores a estrogenos (Shen et al.,
1995; Russell et al., 1998).

La B-endorfina circulante en la sangre periférica, proviene principalmente desde las
células corticotréficas y melanotréficas de la glandula pituitaria mas que el sistema
nerviosos central (Lincoln y Ssewannyana, 1989). En el siguiente cuadro de describen los
niveles de B-endorfina en el sistema portal en borregas ciclando y ovariectomizadas.

Estado del Ciclo Estral N Concentracion de | Amplitud de pulso Frecuencia de
p-endorfina de B-endorfina pulso de B-
(ng ml) (ng ml) endorfina
(ng ml)
Dia 1 1 1.7 1.7 1.4
Fase lutea 8 7.6 7.5 1.4
Fase folicular 4 5.9 4.3 1.4
Ovariectomizadas 5 0.9

Las fibras y terminales inmunoreactivas para B-endorfina y péptidos opioides

endbgenos se encuentran a lo largo de la mayoria del sistema nervioso central

(Khachaturian et al., 1985; Mann ef al, 1997). En contraste, la localizaciéon de la B-
endorfina de los cuerpos neuronales se restringe a dos dreas distintas sobre el cerebro: la
region arcuata del nacleo del MBH (Bloomet et al., 1978; Watson y Frantz, 1983;

21



Khachaturian et al., 1985) y la regién caudal del nacleo tractus solitarius (Schwartzberger,
1983; Mann et al., 1997).

Miiler en 1989, menciona que fibras con alto contenido de [-endorfina se
-encuentran en asociacion con regiones del hipotalamo y el area preodptica, proyectando esta
asociacion hacia las zonas olfatorias, la amigdala, estructuras medias del talamo,
continuandose dorsalmente hacia varios nucleos del tronco cerebral y nucleo tractus
solitarius. Otras fibras estan presentes en la parte ventral del tronco cerebral. La densidad
de estas fibras disminuye de la linea media hacia las estructuras localizadas lateralmente.
Rostralmente, estas fibras inervan la parte anterior hipotalamica y las areas amigdaloides
anteriores. Asi mismo, fibras inmunoreactivas a la B-endorfina estan también presentes en
la corteza olfatoria, y en el hipotdlamo.

Durante la prefiez, las concentraciones de f-endorfina aumenta en varias estructuras
del cerebro, incluyendo el area predptica medial, hipotdlamo, area cerebral media y
amigdala, disminuyendo al preparto y durante la lactacion (Dondi ef al., 1991; Paneraj et
al.,1980; Warlaw et al., 1982; Mann et al., 1997). En el camero, las concentraciones de [-
endorfina en el hipotilamo, no presentan cambios significativos en relacion al estado
reproductivo (Lincoln y Ssewannyana, 1989).

BIOSINTESIS DE LA fFENDORFINA

La biosintesis de la B-endorfina ocurre como resultado del procesamiento
traslocacional de la proteina precursora, la propiomelanocortina (POMC). Las células que
expresan a RNAm de la POMC tienen la misma distribucion anatomica como los que
contienen B-endorfina (Mann et al., 1997).

En algunos estudios (Bradbury et al., 1976, Cox et al., 1976; Lazarus ef al., 1976)
con el péptido correspondiente a residuos 61 a 91 del carbono-terminal de B-lipotrofina se
produjeron grandes efectos y, en acuerdo con la sugerencia anterior de Li y Chung (1976),
llamaron P-endorfina a dicha sustancia. Estos incluyen reconocimiento que:

1) B-endorfina, es uno de los muchos productos de la particion proteolitica de la hendidura
de la B-lipotrofina y su precursor la POMC.

2) B-endorfina es sintetizada desde POMC en la parte anterior intermedio de la glandula
pituitaria, asi como también en el tejido de cerebro.

3) PB- endorfina se segrega hacia la sangre concomitante con la hormona
adrenocorticotrofica, otro producto de POMC (Malven, 1987).

La B-endorfina es un péptido opioide de 31 aminoacidos y cuya estructura quimica
es la siguiente (Dhawan e al., 1996; Russell et al., 1998):

Tyr-Gly-Gly-Fe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-Gln-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Fe-Lys-
Asn-Ala-Ile-Ile-Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys-Lys-Gly-Glu.
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La biosintesis del opioide enddgeno involucra el procesamiento proteolitico de tres
precursores pépticos distintos (Hollt, 1983). El residuo 31 del péptido f-endorfina se deriva
desde la propiomelanocotina, conteniendo varias copias de [MetS5]-encefalina y pequefios
péptidos de [Met5]-encefalina, asi como también [LeuS-encefalina, se derivan de la
proencefalina. Uno o varios péptidos conteniendo [LeuS]-encefalina, incluyendo las
neoendorfinas y dinorfinas “A” (dinotfinl-17) y dinorfina “B” (rimorfina), se derivan de
proencefalina “B”. Todos estos péptidos contienen la secuencia [Met5]-encefalina o la
[Leu5]-encefalina en el amino terminal (Floyd y Battenberg, 1984; Dhawan et al., 1996).
Las encefalinas solas contienen suficiente especificidad para su potente unién a los
receptores opioides con actividad sinérgica concomitante a su amino terminal. Sin
embargo, las extensiones del carbon terminal, resulta en importantes diferencias en sus
propiedades. Por ejemplo, la selectividad de encefalinas para k-receptores no es observada
para la B-endorfina que tiene afinidades similares para receptores & y p (Lord et al., 1977
Paterson ef al., 1983), o para los productos de proencefalina B que son selectivo para
receptores k opiodes y se unen menos fuerte o estrecha a los receptores para & y u (Chavkin
et al., 1982; Corbett ef al., Wuster er al., 1980). También se mostrado para conferir una
resistencia a la degradacion sobre el amino terminal de la estructura de la encefalina
(Austin y Smyth, 1977; Corbett et al., 1982; Marca et al., 1977, Taylor et al., 1981), que
es de otra manera rapidamente hidrolizado en vivo (Schwartz, 1983). En el caso de [3-
endorfina y también, posiblemente de la dinorfina, esta propiedad en particular es uniforme
con una funcidén como hormona circulante sobre la liberacién hacia la corriente sanguinea
desde la pituitaria (Taylor y Kaiser, 1986).

Una caracterizacion estructural de B-endorfina por el modelo peptidico se ha
desempefiado usando seis modelos de péptidos que eran designados y estudiados
secuencialmente (mas bien que en paralelo) (Blanc y Kaiser, 1984; Blanc et al., 1983;
Kaiser et al., 1985; Taylor y Kaiser, 1986). El disefio de estos péptidos estd basado en la
divisién de la hormona en tres unidades estructurales separadas: un receptor opioide como
sitio de reconocimiento al amino terminal (la secuencia de [MetS5]-encefalina en los
residuos 1-5) que se conectan por medio de un nexo hidréfilo (los residuos 6-12) a un
potencial amifilico en espiral en los residuos 13-29. El segmento del amino terminal se
retuvo en todas las modelo de estructuras del péptido, donde se esperé tener altas
interacciones especificas con los receptores opioides, y las tnicas sustitucién y eliminacion
de residuos de analogos ha confirmado esta expectativa. La region de vinculos hidréfilicos
parecid ser poco propensa para la formaciéon de estructuras secundarias en base de
parametros predichos (Chou y Fasman, 1978). No hay una distribucion en particular de los
residuos cargados que pueden tener una fuerte influencia sobre las interacciones con los
receptores opioides, por ejemplo, los residuos basicos mualtiples en dinorfina “A” (1-13)
(Chavkin y Goldstein, 1981).

El ambiente funcional de cualquier péptido actuando en interfases biologicas tales
como una superficie celular o proteinas frecuentemente serd amifilico (Kaiser y Kedzdy,
1983; Kaiser y Kedzdy, 1984). En otras palabras, la expresion de actividad involucrara
comunmente la unidén en la interfase entre el centro hidrofobo de una estructura y sus
alrededores acuosos. Este tipo de ambiente anisotrépico es favorable para inducir la
formacién de segmentos discretos de estructura secundaria en hormonas peptidicas de la
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tercera categoria, si estas estructuras resultan de la segregacion de residuos de aminoacidos
hidréfilos e hidrofobos en la cadena peptidica entran en competencia las secciones creando
un complemento amifilico (Taylor y Kaiser, 1986).

La formacion de estructuras amifilicas secundarias y sus propiedades expuestas, se
han estudiado en un gran numero de sistemas modelo para péptidos. Una hebra amifilica
que resultara de alternar residuos de aminoacidos hidréfobo e hidrofilos en la sucesion
lineal (Brack, 1977). El modelo de péptido con este tipo de sucesion que consiste alrededor
de seis residuos tiene dicroismos circulares (CD) los espectros indican un alto contenido de
hebras f3, la cual resulta de una tendencia pronunciada de estos péptidos a asociarse a si
mismo formando una lamina, B-amfilica (Brack, 1977; Osterman et al., 1984; DeGrado y
Lear, 1985; Murmure, 1985; Osterman y Kaiser, 1985). En la solucion acuosa, esas laminas
B pueden asociarse para encerrar sus caras hidrofilicas, o ellos podrian unirse muy
estrechamente en las interfases amifilicas tales como las superficies de vesiculas de
fosfolipidos o lipoproteinas séricas o la interfase aire-agua, donde se forman monocapas
sumamente estables. Las secuencias mas largas de residuos alternantes hidréfobos e
hidréfilos son comunmente dificiles de solubilizar en soluciones acuosas (Murmure, 1985;
Osterman y Kaiser, 1985; Taylor y Kaiser, 1986).

No obstante, una busqueda inicial de las regiones potenciales de la estructura
amfilica secundaria en las hormonas péptidas puede hacerse repasando las secuencias
lineales de residuos para regiones alternando residuos hidrofobicos y residuos hidrofilos
que podrian forman laminas. De esta manera, la potencialidad amifilica de la estructura
helicoidal se ha identificado en diferentes hormonas peptidicas, incluyendo la 3-endorfina,
calcitonina, glucagon, CRF, hormona del crecimiento, hormona paratiroidea y polipéptido

pancredtico, asi como también un nimero de péptidos homoélogos estructuralmente (Taylor
y Kaiser, 1986).

RECEPTORES, TRANSPORTE Y MODO DE ACCION DE LA - ENDORFINA

La gran variedad en las caracteristicas generales de estas estructuras amifilicas,
sugiere que éstas pueden contribuir a la diversidad funcional de las hormonas peptidicas.
Sin embargo, su ocurrencia comun también implica que ellos determinaran aspectos
generales de la accién de la hormona péptidica, que puede estar relacionada con las
propiedades amifilicas del modelo péptido. Por ejemplo, una hebra B podria unirse a un
sitio complementario sobre un receptor proteico, que ya sea ocasionando directamente una
transmision de sefiales o ubicando otras partes de la hormona en la orientacion correcta para
sus interacciones con receptor resultando en la transmision de sefial. Este tipo de la
interaccion de proteina se parece a la autoasociacion de los péptidos modelo sobre la base
hidréfoba de la estructura amifilica. El complejo formado por un péptido ligado a su
receptor proteico, podria cuando se consider6 como una totalidad, tener propiedades
estructurales similares a proteinas globulares que consisten de una cadena peptidea
continua, y las laminas amifilicas se encuentran usualmente sobre la superficie de esta
estructura (Eisenberg ef al., 1979; Richardson, 1982; Taylor y Kaiser, 1986).
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En el modelo peptidico, los residuos son importantes para restringir las
orientaciones relativas de las caracteristicas estructurales diferentes de la 3-endorfina sobre
los receptores opioides (Taylor y Kaiser, 1986).

La B-endorfina tiene una buena union a los |1 y & receptores, pero también se ha

mostrado que tiene una alta afinidad a otra clase de receptores como los € (Miiler, 1989;
Fuentes et al., 1998).

En suma, la densidad de los receptores opioides 1, que unen a la B-endorfina
también se incrementan durante la prefiez en el hipotédlamo (Dondi ef al., 1991) y en el area
predptica (Hammer and Bridges, 1987) y decrece durante la lactacion (Mann et al., 1997).

Ademas, infusiones de sinérgicos a receptores opioides dentro del ventriculo lateral
han mostrado que: los sinérgicos a receptores p inhiben la lordosis, mientras que los
sinérgicos a los receptores & y x facilitan el comportamiento de lordosis de las ratas
ovariectomizadas tratadas con estrogenos y progesterona (Pfaus y Gorzalka, 1987a; Pfaus y
Gotzalka, 1987; Pfaus y Pfaff, 1992; Quifiones-Jenab et al., 1997).

Existe una correlacion positiva entre la B-endorfina y el peso corporal durante el
ciclo estral, siendo evidente que ésta se involucra en el control del apetito, metabolismo de
carbohidratos y deposicion de grasa (Lincoln y Ssewannyana, 1989).

Por otra parte, se han detectado que los niveles de la B-endorfina son de dos a tres
veces mas altos durante la gestacion, que a lo largo del ciclo estral y durante éste, no se
detectan cambios significativos de la B-endorfina, sin existir tampoco, cambios en las

concentraciones de sus receptores localizados en el hipotadlamo, amigala e hipocampo
(Parvizi, 2000).

La informacion actual disponible acerca del contenido hipotalamico de péptidos
opioides y los cambios de la respuesta de LH a la aplicacion de sinérgicos y antagonistas a
opioides, son muy dificiles de interpretar. Los cambios en los niveles periféricos de la B-
endorfina son irrelevantes para el mecanismo central de control de la secrecion de GnRH ya

que este péptido no puede cruzar la barrera cerebro-sanguinea (Lincoln y Ssewannyana,
1989).

Asi mismo, la dopamina, B-endorfina y NPY han sido implicados en la regulacion
de la secrecion de la GnRH en yeguas, al tener una accién directa en las neuronas
productoras de este factor de liberacion (Scott ef al., 2003).

Estudios farmacoldgicos y morfologicos sugieren la probabilidad de una relacion
regulatoria entre el NPY y la B-endorfina a nivel hipotalamico. El NPY regula la liberacion
de la LH a nivel pituitario en diferentes especies, teniendo una influencia estimulatoria o
inhibitoria dependiendo del ambiente esteroidal, siendo que en animales ovarioectomizados
ocasionan la supresion y en animales intactos o con tratamientos esteroidales provoca su
liberacion. Las terminales nerviosas del NPY hacen sinapsis en las dendritas o cuerpo de
las células que contiene B-endorfina, por lo que se propone una interaccion entre estos dos
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péptidos. La NAL bloquea completamente los efectos inhibitorios del NPY sobre la
secrecion LH, lo que implica que el NPY puede estimular la liberacion de la f-endorfina
(Kalra er al., 1995).

Los péptidos opioides también estan involucrados en el decremento de la secrecion
de la LH, en circunstancias agudas y crénicas de estrés, ya que la B-endorfina aumenta bajo
situaciones estresantes, en diferentes partes del cerebro (Cagampang et al., 1991). Por otra
parte, Fordham ef al en 1991, sefiala una correlacion positiva entre los niveles séricos de la
B-endorfina y el cortisol, en situaciones de estrés.

La supresion de la LH pulsatil durante el ayuno, depende de la presencia de las
hormonas ovaricas, al aumentar la sensibilidad de la retroalimentacion negativa ejercida por
éstos. El sistema de los péptidos opioides regulan el incremento de este efecto sobre la
secrecion de LH, por lo que, la administracion de NAL bloquea la supresion de la
liberacion de la LH en ratas en ayuno, tratadas con estradiol, pero no en aquellas que no
tenian el tratamiento esteroidal. Lo anterior, soporta que la efectividad de la NAL en
inducir la liberacion de la LH, esta influenciada por la presencia de los esteroides ovaricos,
al momento de la aplicacion de la NAL, sugiriéndose que el ayuno, puede reducir el efecto
de la NAL sobre la liberacion de LH (Cagampang ef al., 1991).

Asi mismo, Dell"Alquila e al., en 2002, proponen que el complejo ovocito-cimulo,
junto con las células de la granulosa codifican el RNAm para expresar el receptor a la B-
endorfina, lo cual se asocia con la maduracion del ovocito.

COMPUESTOS BLOQUEADORES DE LOS PEPTIDOS OPIOIDES

El conocimiento de los receptores a opioides tiene sus bases en mas de 5000 afios
del uso medicinal del opio, el cual es obtenido de la semilla inmadura de la amapola. Las
propiedades analgésicas y antidiarréicas del opio, fueron reconocidas por los Sumerios y las
dinastias egipcias, asi como el uso terapéutico del opio fue discutido por Hipdcrates. La

naturaleza de los cambios que produce este compuesto se ha basado en su uso y abuso
(Dhawan er al., 1996).

Los dos compuestos quimicos sinérgicos a los opioides son la morfina y la heroina,
los cuales son derivados del opio y en un inicio tuvieron un uso terapéutico. Los principales
antagonistas a los opioides son la NAL y naltrexona (Dhawan ef al., 1996). La NAL, es un
antagonista a la accion opioide, el cual actiia a nivel de los receptores p, & y k, mostrando
una alta afinidad al primero de ellos (Russell ef al.,1998).

El primer antagonista puro, la naloxona, fue producido en los afios cuarentas
después de la sintesis de la nalorfina, la cual fue previamente usada para prevenir los
efectos de los receptores sinérgicos opioides. La naloxona es identificada como el primer

antagonista a los receptores opioides con alta afinidad a los receptores 1 (Dhawan ef al.,
1996).
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La NAL tiene una pobre absorcidn por via oral y por via intravenosa el inicio de
accion usualmente es de uno a dos minutos, si se administra intramuscularmente la droga
generalmente tiene un inicio de accion de aproximadamente cinco minutos, persistiendo por
un periodo de cuarenta y cinco a noventa minutos, llegandose a prolongar por mas de tres
horas. La NAL es distribuida rapidamente a través de todo el organismo con altos niveles
en cerebro, rifion, bazo, musculo esquelético, pulmén y corazon. Es metabolizada en el
higado, principalmente por conjugacién glucoronica y los metabolitos son excretados por
orina (Sanchez et al 1995).

La NAL, fue inicialmente desarrollada para utilizarse en los tratamientos de
sobredosis de drogas opioides. A dosis moderadas, la NAL es relativamente especifica
como antagonista de los péptidos opioides, actuando mejor sobre lo receptores ., que sobre
los & y k receptores. En general, los efectos biologicos producidos por la NAL en animales,
son el resultado del antagonismo de la fisiologia relativa a los pépticos opioides. Cuando
estos efectos bioldgicos son ocasionados por dosis moderadas de NAL se observa que los
receptores p son los que median estos efectos. Cuando la NAL administrada no produce
efectos significativos, las conclusiones son menos claras. Los receptores pueden no estar
involucrados, o los efectos pueden ser mediados por subtipos de receptores opioides no
antagonicos por la dosis de NAL utilizada en los experimentos. Respecto a la interaccion
especifica de la NAL y la LH sérica, los resultados negativos podrian también deberse:

a.- Almacenaje insuficiente en la pituitaria para LH que pueda ser liberada.
b.- Insensibilidad de las células secretoras de LH en la pituitaria al LHRH.

c.- Variaciones temporales de la LH sérica en controles de modo que la NAL induce
cambios no significativos.

Con base en las razones mencionadas acerca de que la NAL no afecta la liberacién
de LH desde la pituitaria anterior, es importante remarcarlo, debido a que muchos reportes
sefialan el incremento de la LH seguido de la administracién de NAL. Debido a que de la
NAL se tiene solo reportada la accién como antagonista de los receptores opioides, es
necesario determinar los mecanismos de accion (Malven, 1986).

En camneros, tratamientos con NAL a dosis de 0.75 mg/kg, por via endovenosa, no
produce cambios en el comportamiento sexual entre machos sexualmente activos e
inactivos (Stellflug, 2002). Asi mismo, Jackson y Kuehl en 2000, sugieren que el efecto de
la NAL sobre la secrecion de la GnRH de los cameros, esta afectada por el largo del
fotoperiodo y las concentraciones de testosterona, aunque no basan sus conclusiones, en la
teoria de que los péptidos opioides son los mediadores primarios de la retroalimentacion
negativa de la testosterona.

Los péptidos opioides actian primariamente a nivel del hipotidlamo para suprimir la
liberacion de LH por inhibicion de la GnRH y a través de la aplicacion de la NAL, se logra
la liberacion de la GnRH desde el hipotalamo, tanto en hembras oviectomizadas como en la
fase lutea, mientras la aplicacion de la NAL incrementa la secrecion de la LH en hembras
en la fase lutea, pero no en borregas oviectomizadas. Por lo anterior, se sugiere que este
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antagonista opioide es dependientemente del estatus gonadal de los animales, sugiriendo
que el componente de la independencia de los inhibidores a los opioides sobre la liberacion
de la GnRH, puede estar involucrado algunos aspectos de neuromodulaciéon que no se
refleja en la secrecion de LH. Es decir, la NAL permite la liberacion de la GnRH de manera
independiente del estatus ovarico, mostrando un efecto primario en la liberacion de este
factor desde el hipotdlamo en animales en la mencionada etapa del ciclo estral
Concluyendo que los péptidos opioides pueden tener una cierta modulacion sobre la
secrecion de la GnRH (Wu et al., 1991).

En vacas y ovejas, diferentes estudios han demostrado que existen opioides en el
hipotadlamo, que inhiben la secrecion de la LH, éstos se encuentran en la vecindad con
neuronas hipofisiarias que regulan la secrecion de hormonas de la adenohipofisis. La
administracion de NAL, incrementa la liberacion de la LH en varias especies, y para que
ésto ocurra, se requiere la presencia del péptido opioide capaz de inhibir la liberacion de la
LH y el receptor opioide funcional de la ruta metaboélica. Por otro lado, el nimero de cabras
paridas fue mayor en un grupo tratado con 0.02 mg de naloxona, en comparacion con el
testigo (Garcia et al., 2002).

En caballos, la naloxona incrementa significativamente la liberacion tanto de la LH
como la PRL, mientras que en yeguas, solo incrementa la secrecion de LH, por lo que se
sugiere que los péptidos enddgenos inhiben la secrecion de LH y PRL en el equino y que
existe una diferencia sexual de este bloqueo. Debido a que el uso de antagonistas opioides
incrementa los niveles plasmaticos de LH y PRL durante la fase litea se propone la
existencia de la accion de los opioides sobre ambas hormonas en primates. Mientras que en
otras especies la NAL estimula principalmente la liberacion de LH a través del incremento
de las secreciones de GnRH desde el hipotdlamo, sus efectos sobre la PRL en equinos es
menos claro. La secrecion de la PRL en el caballo es inhibida por la dopamina y una
reduccion de dopamina- permite que los opioides incrementen la secrecion de PRL en
cerdas lactantes y en ovinos lactantes y no lactantes (Aurich ef a/., 1996).

Caracteristicos incrementos en la actividad neuronal, asociados con el inicio de la
secrecion pulsatil de la LH han sido registrados en el hipotilamo medio basal del mono,
rata y cabra, a los cuales se les nombra actividad multiunitaria (MUA). Una ambigua
relacion se ha descrito entre el incremento en la actividad eléctrica (descarga) y el pulso de
LH bajo condiciones fisiologicas experimentales, indicando que las descargas del MUA,
representan la actividad eléctrica del pulso generador de GnRH.

La NAL incrementa la duracion y decrece los intervalos de las descargas del MUA
en dosis dependientes. Aunque los mecanismos precisos bajo los cuales la NAL afecta la
duracion y frecuencia de la descarga no son bien conocidos, ésta se puede relacionarse con
el bloqueo al efecto hiperpolarizante de los opioides. Los pépticos opioides hiperpolarizan
las neuronas, incrementando directamente la conductancia de la membrana en los sitios
postsindpticos o indirectamente, por supresion de la liberacion de neurotransmisores desde
las terminales nerviosas presinapticas. Sugiriendo la nocion de que el incremento de la

duracion de la descarga esta asociada con la despolarizacion de la membrana es causado
por la NAL (Nishihara ef al., 1992).
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También la NAL ha sido administrada cronicamente para establecer los mecanismos
de bloqueo a largo plazo por parte de los pépticos opioides, durante la fase de regresion del
ciclo estacional para inducir una respuesta reproductiva (Lincoln y Ssewannyana, 1989).

Currie ef al en 1991, al aplicar NAL en dosis de 0.33 mg/kg de peso en borregas no
obtuvo la secrecion de gonadotropinas esperado, sugiriendo que la supresiéon de la
secrecion de LH por actividad a los péptidos opioides es reducida al final de la fase lutea.
Asi mismo menciona que la administracion de la NAL durante la fase folicular no afecta el
retorno al estro.

Los cambios en la respuesta a NAL, en los diferentes estados del ciclo reproductivo
son igualmente confusos. En particular, la falla de NAL para incrementar la secrecion de
LH en las fases de regresion del ciclo, se toman como evidencia de que los mecanismos de
los pépticos opioides no estin involucrados en el control en esos momentos 0 que otros
factores actiian simultineamente para limitar la secreciéon de LH. En los ovinos durante el
periodo de regresion, hay un aumento en las concentraciones de GnRH en el hipotalamo, y
la hipofisis es capaz de liberar LH en respuesta a la GnRH exdgena. Por lo tanto, el
hipotilamo parece estar competente para inducir la secrecion de LH, hasta que la secrecion
de GnRH sea inhibida por un mecanismo el cual no sea facilmente revertido por el sistema
opioide (Kalra et al., 1989; Lincoln y Ssewannyana, 1989).

Tratamientos con NAL indican que al principio del proestro avanza al tiempo de la
oleada de LH, aunque en algunos estudios no reportan este efecto. Si una reduccion en el
tono inhibitorio opioide es parte de los mecanismos de la oleada de GnRH/LH en borregas
la interrogante permanece en por qué la NAL no afecta el tiempo de la oleada de LH en la
borrega contrastando con los efectos obtenidos en mujeres y roedores aunque, las dosis
usadas de este bloqueador (0.3 y 1.0 mg/kg) respectivamente, fueron menores
proporcionalmente a la dosis minima efectiva en ratas (0.03 mg/kg). Es posible que la
farmacocinética de la NAL difiere entre especies, y que una diferente dosis o
administraciéon central podrian cambiar los efectos en las borregas. En adicion, hay
evidencias en esta especie de que la oleada de GnRH esta estrechamente ligada a un
incremento de ]a respuesta por parte de la pituitaria a esta hormona, por lo que es posible
que la NAL incremente la secrecion de GnRH en borregas sin que cause un incremento
significativo en la secrecion de LH (Walsh y Clarke, 1996).

Fuentes y Peraza en ***, al aplicar 3 dosis de 0.4 mg de NAL, cada 12 horas,
comenzando 24 horas antes de retirar esponjas con acetato de medroxiprogesterona y 4
dosis de NAL aplicada cada 12 horas, comenzando 12 horas antes del retiro de las esponjas,
destacan la accion de la NAL en cabras, al avanzar la época de empadre, afirmando la

interaccion de las endorfinas endogenas como moduladoras y facilitadoras de la conducta
sexual.

La NAL ha sido utilizada extensivamente para estudiar el papel de los opioides en el
control estacional de la reproduccion en los ovinos la inyeccion o infusion de ésta causa un
agudo incremento en la secrecion de LH, ya que es una antagonista opioide pura. El
incremento de la secrecion de la LH por la aplicacion del NAL ocurre en animales
sexualmente activos, pero la respuesta es reducida o ausente en animales sexualmente
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inactivos. La administracion de esteroides gonadales en animales sexualmente inactivos, no
fortalece la respuesta de LH a la NAL, por lo que la respuesta a este bloqueador no es
debido a cambios en la secrecion de esteroides. Los cambios de la respuesta de LH a la
NAL relacionado con el ciclo reproductivo, puede ser inducida con un tratamiento a base
de melatonina, la cual minimiza los efectos normalmente asociados al fotoperiodo (Lincoln
y Ssewannyana, 1989).

Si la respuesta de la LH a los péptidos opioides provee un indice significativo de la
actividad regulatoria de éstos sobre la secrecion de GnRH, se evidencia que el sistema
opioide es funcional en la etapa de reproduccién mas que en la etapa no reproductiva. La
aplicacion de NAL altera significativamente la secrecion de LH durante las fases activas y
de regresién del ciclo. La respuesta acentuada en la etapa de regresion, es particularmente
interesante debido a que refleja el papel primordial de los péptidos opicides durante el
inicio de la regresion estacional (Lincoln y Ssewannyana, 1989).

En hembras intactas, la administracion de la NAL incrementa los niveles séricos de
LH en las borregas en fase litea, pero en animales maduros adultos en anestro no ocurre lo
mismo. Borregas en la fase folicular incrementaron sus niveles de LH sérica por infusiones
de NAL, pero no al aplicar inyecciones unicas. En hembras ovariectomizadas, las
infusiones cronicas de NAL incrementan los niveles de LH. Asi mismo, en borregas que
recibieron tratamientos con PRL después de la ovariectomia, seguido de una sola inyeccion
de NAL o infusiones continuas de ésta, incrementaron la LH sérica (Malven, 1986).

La NAL incrementa la liberacion de LH en borregas, cerdas y vacas. Las situaciones
especificas en las cuales desinhibe el bloqueo de secrecion de LH varia dependiendo del
estudio, debido a las siguientes circunstancias:

1.- Dosis de la NAL.

2.- Estado endocrino de los animales tratados.
3.- Ansiedad de los sujetos en experimentacion.
4.- Sensibilidad de la pituitaria.

Para que la NAL tenga éxito en el control de la secrecion de la LH, es necesario su
aplicacion en dosis altas, ya que debido a descuidos en este apartado, han proveido
resultados fallidos en diferentes experimentos, ya que al emplear dosis altas de NAL, se
bloquea la totalidad de los receptores a opioides, por lo que se sugiere en dosis de 0.8 mg,
se facilita la expresion del comportamiento sexual, en la estacion no reproductiva,
demostrando que los pépticos opioides y sus receptores son susceptible a la manipulacion
farmacoldgica, al usar dosis altas y bajas de NAL (Fuentes et al., 1998).

Rensis et al., en 1999, propone que para que la falla en tratamientos con NAL,

puede deberse a la ausencia de pépticos opioides, a una baja de los receptores a éstos o que
la accién de los pépticos opioides puede estar enmascarada por otro sistema inhibitorio.
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Asi mismo, implantes de NAL en regiones extrahipotalimicas fallan en la
estimulacion*de la secrecién de LLH, mientras que inyecciones intracerebrales de NAL
estimulan la liberacion de esta hormona. Lo anterior sugiere, que la accion de los péptidos
opioides se localiza en la eminencia media y el area preoptica (Kalra et al., 1989).

La secrecion de la FSH no parece estar influenciada por opioides en hembras
adultas y la estimulacién de la NAL sobre la secrecion de LH puede ser incrementada o
disminuida conforme se acerca la maduracion sexual. La naloxona provocé un incremento
de la frecuencia pulsiti de LH en hembras intactas prepuberes y en corderas
ovariectomizadas. Asi mismo, los sinérgicos opioides parecen suprimir la secrecion de LH
en hembras inmaduras, lo cual sugiere que la respuesta a cada sinérgico se diminuye
conforme se acerca la madurez sexual. La supresién de LH por péptidos opioides pero no
de FSH, alrededor de las veinte semanas de edad en corderas no presenta cambios
significativos en la supresion al primer estro. Es posible que la supresion opioide sobre la
secrecion de LH pueda declinar inmediatamente antes del inicio del ciclo ovulatorio en las
corderas y los efectos de la naloxona sobre la frecuencia pulsatil de la LH tiene un rango
hasta de un 80% de efectividad sobre la amplitud de esta hormona (Rawlings y Churchill,
1990).

En corderas prepuberes, el bloqueo de los receptores opioides con naloxona,
incrementa las concentraciones de LH y la frecuencia de la secrecion pulsatil, evidenciando
que los péptidos opioides regulan la secrecion de LH durante el periodo prepuberal. Sin
embargo, numerosos estudios han fallado en la respuesta de la NAL a mediados del anestro
- en borregas pospuberales, obteniendo solamente algun tipo de respuesta al principio o final
del anestro. La falla de la naloxona en incrementar la secrecion de LH en hembras maduras,
y en animales estacionalmente en anestro ha sido reportado por diferentes investigadores
debido a que farmacolégicamente no hay una accion del antagonista (Schall et al., 1991).

Ebling et al., en 1989, indican que los efectos de los antagonistas opioides en
corderas prepuberes bajo diferentes tratamientos esteroidales, incrementan la frecuencia
pero no la amplitud de la secrecién pulsatil de LH y que éstos nos son dependientes de la
presencia de esteroides ovaricos. La inhibicion opioide de la frecuencia de la LH en
ausencia de esteroides no parece ser influenciada por el fotoperiodo o el estatus
reproductivo de las corderas, a diferencia de lo que ocurre durante la maduracion sexual, lo
cual contradice la hipdtesis de que los cambios en las vias inhibitorias de los opioides son
la base neuroquimica en el decremento de la retroalimentacion negativa esteroidal que
resulta en la pubertad.

Asi mismo, la NAL inhibe la liberacion de PRI. en machos adultos pero no en
hembras ciclando. Esta diferencia sexual puede ser adscrita a un modelo diferente de
organizacion de los sistemas opioides en el cerebro, durante el periodo perinatal, bajo la
influencia de esteroides gonadales (McNeylly et al., 1989).

El efecto residual de los esteroides de la gestacion estan implicados en la regulacion
de la inhibicién de los opioides sobre la secrecion de la LH, durante el periodo posparto en
vacas. La remocién de los ovarios en vacas en este periodo, asi como el estimulo de
amamantamiento, no elimina la desinhibicién que produce la NAL, asi mismuo, el efecto de
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este antagonista opioide para estimular la secrecion de LH, es variable durante la gestacion
(Run et al., 1990).

Run ef al., en 1990, demostré6 que durante la gestacion o en tratamientos con
esteroides ovaricos, la aplicacion en vacas de NAL, a dosis de 0.5 y 1.0 mg/kg de peso
vivo, via endovenosa, no fue suficiente para estimular la liberacion de la GnRH o que fue
insignificante como para incrementar los niveles séricos de la LH, debido quiza a un
deficiente almacenamiento de ésta en la hipofisis o la respuesta de esta glandula. La falla de
la NAL para la estimulacion de la LH a los dias 7 y 14 después de finalizar la aplicacion de
los esteroides, soporta la hipotesis de que los ovarios ejercen un efecto residual sobre la
inhibicion de los opioides sobre la secrecion de la LH.

Cosgrove et al., en 1993, sefialan que en cerdas lactantes tratadas con NAL,
presentaron elevaciones en los niveles de LH, pero este antagonista opioide no afectd el
diametro folicular en los ovarios.

Por otro lado, Hopwood et al., en 1998, indican que existe una leve diferencia en la
respuesta en la secrecion de LH al tratamiento con NAL, en animales multiparos y
primiparos, durante la lactacion.

EFECTOS DE LOS OPIOIDES ENDOGENOS SOBRE LOS MECANISMOS REPRODUCTIVOS

Ciclo reproductivo

El ciclo estral es dependiente de la interaccién entre las gonadotropinas, las
secreciones esteroides ovaricas y los péptidos opioides enddégenos, lo cual aplica en
diferentes especies. Se ha propuesto que el control de la secrecion de LH durante el anestro,
no es equivalente en animales prepuberes, y debido a las contribuciones de sistemas
inhibitorios de tipo noradrenérgicos, dopaminérgicos y opioides en el anestro, la respuesta
varia de acuerdo a la edad y situacion estacional (Cosgrove ef al., 1993).

Las hembras caprinas presentan estro cada tres semanas. Dicho estro tiene una
duracién de uno o dos dias, en los cuales, la hembra permite al macho la cépula y la
ovulacion toma lugar horas después del final de estro. A menos que la hembra quede
prefiada, el ciclo estral aparece durante toda la estacién reproductiva que usualmente se
extiende durante todo el otofio hasta finales del invierno, cesando esta ciclicidad es la etapa
de anestro (Mori, 1992). Por lo anterior, debido a que la cabra presenta actividad sexual
ciclica durante determinadas épocas del afio, se les ha clasificado como hembras
poliéstricas estacionales, siendo esta presentacion estacional de su funcion reproductiva
determinada por varios factores, el fotoperiodo (Galina er al., 1990), disponibilidad de
alimentos, lactacion y el estrés entre otros (Hulet y Shelton, 1989).

El efecto antigonadal de los dias largos permanece por varios meses y cuando las

cabras se vuelven refractarias a la inhibicion de los dias largos, la actividad gonadal toma
lugar (Mori, 1992). La exposiciéon al fotoperiodo de dias largos, baja los niveles
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plasmaticos de LH en cabras ovariectomizadas tratadas con estradiol, con un curso similar a
la anovulacion inducida con dias largos en cabras intactas, sugiriendo un aumento en la
retroalimentacion negativa del estradiol sobre la secrecion basal de la LH, bajo el régimen
de dias cortos (Mori, 1992).

El efecto de retroalimentacion positiva del estradiol sobre la secrecion de LH, fue
también aumentada durante los dias largos, después de un periodo de latencia, el inicio de
la secrecion del estradiol para la oleada de LH es corto y por lo tanto, se requiere menos
cantidad de estradiol para inducir la oleada de LH. Estos resultados indican que el eje
hipotalamo-hipéfisis de la cabra, se vierte a una hipersensibilidad de tipo positiva, mientras
que el efecto de retroalimentacion negativa del estradiol es bajo dias cortos. Los ovarios de
las cabras y ovejas en anestro no poseen cuerpos luteos, pero contienen un nimero
considerable de foliculos antrales, los cuales secretan estradiol en respuesta a una descarga
de LH. Previendo que el eje hipotalamo-hipdfisis es mdas susceptible al estradiol en esta
€poca, una pequefia cantidad de estradiol liberada desde los foliculos podria ser capaz de
disparar una oleada prematura de LH. Es bien conocido que la exposicion prematura a LH,
puede provocar el desarrollo de foliculos atrésicos y ocurrir una ovulacion no deseable
durante la época de anestro, la cual podria ser evitada. El control fotoperiddico de la
secrecion de LH puede ser ejercido de manera indirecta por la via de la retroalimentacion
negativa de los esteroides y de manera directa por la actividad pulsatil de la GnRH (Mori,
1992).

Cambios en los niveles circulantes de las hormonas secretadas por la pituitaria
anterior y el ovario durante la fase folicular del ciclo estral en la hembra, es determinada
por la secuencia a determinados tiempos del estro y la ovulacién con un apropiado
intervalo. Al declinar los niveles de progesterona con la lutedlisis, se continua el desarrollo
folicular, el cual se asocia con un incremento del estradiol en el sistema circulatorio que

subsecuentemente induce oleadas preovulatorias de gonadotropinas y comportamiento de
estro (Mori, 1992). '

Por otra parte, la progesterona inhibe la sensibilidad de la pituitaria a la GnRH,
siendo su principal sitio de accion el hipotdlamo mas que la pituitaria. Asi mismo la
progesterona puede estar inhibiendo la secrecion de los estrogenos ovaricos con un
decremento en la liberacion de GnRH (Feder, 1981).

GnRH

El sistema neuroenddcrino registra, traduce e integra la informacion neural y
humoral al proporcionar las sefiales necesarias para diferentes eventos fisioldgicos (Levine,
1997). Las neuronas productoras de GnRH se localizan principalmente dentro de la region
septal, area predptica e hipotilamo anterior. En otros mamiferos como los ovinos y
primates, la GnRH también se localiza en las regiones caudales del hipotilamo,
especificamente dentro del hipotdlamo medio basal (Xion et al., 1997).

El pulso generador hipotalamico, el cual regula las descargas de GnRH hacia la
circulacion de la pituitaria y modula la secrecion pulsatil de LH, ha sido reconocido como
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la llave que determina la funcion reproductiva en todos los mamiferos examinados hasta la
fecha (Mori, 1992, Xion et al., 1997).

Aunque ciertos investigadores no coinciden con el término “factor de liberacion”
algunos otros, proveen la existencia de estos factores, los cuales son hormonas producidas
por neuronas en el hipotalamo basal y transportadas a la hipéfisis por un sistema vascular
portal, ocasionando la liberacion de LH y FSH (Feder, 1981).

El efecto de retroalimentacion positiva del estradiol parece ser ejercido por un
circuito neuronal que es intrinsecamente diferente al pulso que genera la GnRH. El origen
de dichos pulsos no ha sido aun determinado. En la cabra, las neuronas que contienen
GnRH son inmunohistoquimicamente identificadas en la porcion rostral del hipotalamo con
altas concentraciones en el area predptica medial (Mori, 1992).

La cantidad de luz influye en la regulacion de la reproduccion a través del ritmo
circadiano de la secrecion de la melatonina, por parte de la glandula pineal. La estacion
reproductiva en los ovinos es generada por este ritmo circadiano, lo cual se comprueba con
la exposicion a dias de diferentes longitudes de duracidn respecto a las horas luz o después
de la pinealectomia, lo que produce que funcionalmente se bloquee la transmision la
informacion fotoperiodica (Xion et al., 1997).

El mecanismo central sobre el cual actia el sistema circadiano, es en las neuronas
que sintetizan el decapéptido GnRH, las cuales con sus proyecciones a la eminencia media,
proporcionan un trayecto de control de la secrecion de gonadotropinas (Xion et al., 1997).

Las borregas y hamsters, son dos especies mamiferas con reproduccion estacional,
en las cuales existen mecanismos neuroendocrinos que gobiernan su ciclo estacional en la
reproduccion. En ambos, la actividad gonadal declina en la fase regresiva del ciclo estral,
debido a la supresion de la secrecion de la GnRH desde el hipotalamo, y con la consecuente
reduccion en la secrecion de LH y FHS desde la hipofisis. Los péptidos opioides, han
demostrado inhibir la secrecién de la GnRH y la actividad sexual, por lo que los péptidos

opioides pueden estar implicados en la infertilidad estacional (Lincoln y Ssewannyana,
1989).

Walsh y Clarke en 1996, sugieren que la pituitaria anterior en la borrega no contiene
receptores a opioides, por lo que su efecto sobre la secrecion de LH es mediada en la
secrecion hipotalamica de GnRH, mas que un efecto directo sobre las gonadotropinas,
reportando que los sitios de accion se encuentran en el area predptica del hipotdlamo en los
cuerpos celulares de las neuronas de GnRH. Asi mismo plantean la posibilidad de que el
efecto de los opioides en la secrecion de GnRH es indirecto, debido a que esta parcialmente
modulado por el gasto de catecolaminas en las neuronas secretoras de GnRH, mientras que
el efecto en la secrecion de PRL es mas directo.
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Gonadotropinas

La secrecion de LH y FSH estan reguladas por la secrecion de GnRH, el cual es un
decapéptido que se libera desde las terminales neurovasculares de la eminencia media y es
relacionado y conducido por la vasculatura portal hipofisial hacia la glandula pituitaria
donde se une a los receptores expresados en los gonadotropos y estimula la sintesis de LH y
FSH (Levine, 1997).

Tratamientos con estrdgenos sin progesterona permiten la estimulacion de GnRH,
ya que el esteroide mantiene las sefiales neuronales para conducir las sefiales adecuadas.

Asi mismo, los estrogenos inducen la expresion de receptores a progesterona (Levine,
1997).

LH

La secrecion pulsatil de las gonadotropinas es regulado por la secrecion periddica de
la GnRH hacia la circulaciéon portal de la pituitaria desde el hipotilamo. Este pulso
generador de LH es de un grupo de neuronas, las cuales controlan la liberacion intermitente
de GnRH hacia los vasos portales (Maeda et al., 1992; Nishihara e al., 1992). Esta
pulsatilidad en la secrecién de la GnRH es esencial para mantener una secrecion normal de
las gonadotropinas. Un decremento en la pulsatilidad de la secrecion de la GnRH, como se
observa en animales estresados o en razas estacionales fuera de la época reproductiva, es
incompatible con una funcién gonadal normal, debido a que cada pulso de GnRH se
continia con un pulso de gonadotropinas (Nishihara er al., 1992).

Asi mismo, factores ambientales internos y externos, donde se incluyen los
esteroides sexuales, péptidos opioides enddgenos, CRF, estrés, amamantamiento,
fotoperiodo y condiciones de alimentacion, pueden modificar la actividad eléctrica del
centro generador de GnRH, con lo cual, se afecta el modelo pulsatil de secrecion de .
gonadotropinas y finalmente, la reproduccion. Estos factores actian en el pulso generador
de GnRH a través de conexiones via aferente, que utilizan una variedad de monoaminas,
aminoacidos y péptidos de neurotransmision (Nishihara et al., 1992).

El incremento en la frecuencia de los pulsos de LH se presenta como una transicion
de la fase lutea, el cual es necesario para poder desarrollar una fase folicular, con los

eventos endocrinos preovulatorios necesarios para que ocurra el estro y la ovulacién (Mori,
1992).

La secrecion de LH durante el ciclo estral del ovino es controlada por la
combinacion de accion de estrogenos y progesterona, ya que los primeros inhiben la

amplitud de pulso de la LH y la segunda inhibe la frecuencia pulsatil de LH (Goodman et
al., 1996).

Es bien conocido que hay dos centros para la liberacion de LH en el cerebro. Uno es
el centro tonico, localizado en el MBH, el cual regula la secrecion tonica de la LH y es el
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responsable del desarrollo folicular. El centro ciclico esta localizado en el area predptica,
que regula la oleada de LH, el cual induce la ovulaciéon (Maeda ef al., 1992).

Por otra parte, a nivel de neurotranmisores, existen tres involucrados en la secrecion
pulsatil de la LH: péptidos opioides, serotonina y norepinefrina (Gore y Terasawa, 2001).

La secrecion basal muestra fluctuaciones a intervalos regulares y cada oleada de LH
estd compuesta de muchos pulsos y a cada uno de ellos corresponde uno de GnRH, el cual
es observado en la circulacion portal. Por lo tanto, el mecanismo cerebral, generador de
pulsos de LH, ha sido llamado “pulso generador de LH”. Asi mismo, se ha demostrado que
la frecuencia es el componente més importante de los pulsos de LH en el control de la
actividad del eje gonadal. Por ejemplo, factores ambientales suprimen o activan la
funcionalidad gonadal, al alterar la frecuencia de los pulsos tonicos de la secrecion de LH.
Los dias largos reduce y los dias cortos alarga la frecuencia de los pulsos de LH en carneros
y ovejas, por lo que el fotoperiodo altera la actividad gonadal. En ratas, la frecuencia de
pulsos es alterada profundamente por el ayuno, asi como por el estimulo del
amamantamiento sin presencia de esteroides ovaricos (Maeda ef al., 1992).

Cabe sefialar, que altos niveles de progesterona circulante, los cuales son secretados
por el cuerpo lateo lactacional formado después de una ovulacion posparto, juegan un papel
importante en la supresion de la secrecion de la LH en ratas lactantes. La secrecion pulsatil
de LH fue profundamente suprimida a mitad de la lactaciéon en hembras ovariectomizadas,
donde los pulsos de LH fueron evidentes hacia final de la lactacion, sugiriendo que el
efecto del estimulo de amamantamiento se va debilitando conforme avanza la lactacién y

presenta un mecanismo de accién diferente al de los esteroides ovaricos (Maeda et al.,
1992).

El estimulo de amamantamiento no afecta la oleada de LH a lo largo del dia, lo cual
ha sido demostrado en tratamientos cronicos con estrogenos, por lo que se afirma que este
estimulo no deteriora el mecanismo de induccion de las oleadas de LH, ni afecta el
mecanismo de retroalimentacion positivo de los estrogenos para inducir la oleada de LH.
Por lo anterior, se sugiere que el estimulo de amamantamiento esta directamente
involucrado en la actividad del mecanismo generador de pulsos de LH (Maeda et al., 1992).

La hiperprolactinemia inducida por compuestos sinérgicos opioides puede
contribuir a la inhibicion de concentracion de LH, aunque en ovinos hay poca evidencia del

efecto supresor de la PRL (oponiéndose al estimulo de amamantamiento) sobre la secrecion
de GnRH (Walsh y Clarke, 1996).

Los mecanismos por medio de los cuales actiia la PRL para inhibir la secrecion de
GnRH no ha sido bien comprendida. La reduccion de la liberacion de GnRH en la
hiperprolactinemia, podria ser el resultado de la secrecion dentro del hipotdlamo de una
sustancia que inhibe presinapticamente la liberacion de GnRH. Un candidato muy estrecho
es la PB-endorfina enddégena, ya que este péptido opioide ha mostrado actuar
presindpticamente para inhibir la liberacion de GnRH. Ademas, la administraciéon de un
antagonista opioide, como la NAL, ha mostrado un incremento en la liberaciéon de LH
(Sarkar et al., 1988).
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Esteroides

Desde 1932 se planteé la teoria de la regulaciéon de las hormonas reproductivas
sobre la glandula pituitaria a efecto de regular su actividad. Aunque el descubrimiento de
los esteroide hormonales originarios del ovario, actuaban sobre el tejido del diencétalo para
estimular o inhibir la liberacién de las hormonas pituitarias, no resultaba légica esta
posibilidad de accion. Solo después de que se confirmé el papel del diéncefalo en la
regulacion hipofisial se retomd la accién de las hormonas ovaricas sobre la pituitaria
(Feder, 1981).

Actualmente se tiene conocimiento de la accidon estimulatoria directa de los
estrogenos sobre la liberacidon de LH, la cual es independiente de la accién de la GnRH, ya
que actdan sobre la pituitaria anterior para incrementar la sensibilidad de esta glandula a la
accion de la GnRH. Asi mismo los estrgenos son capaces de ejercer una accién inhibitoria

directa sobre la pituitaria para la liberacion de LH, pero no sobre la secrecion de FSH
(Feder, 1981).

Respecto a la secrecion de PRL existe evidencia de una accién directa de los
estrogenos sobre su secrecion al actuar directamente sobre la pituitaria siendo este un

proceso saturable y que es capaz de ser traslocado por las células de la pituitaria (Feder,
1981).

La progesterona inhibe la frecuencia pulsatil de GnRH y el estradiol inhibe la talla
de pulsos de GnRH durante la estacién reproductiva por lo que el decremento de la LH es
inducido por estos esteriodes como reflejo de la’accion neural hipofisial. Las neuronas
productoras de GnRH poseen receptores a estos dos esteriodes. Sin embargo, existen
fuertes evidencias de que la inhibicion de la GnRH y LH es mediada parcialmente por
péptidos endogenos opioides, los cuales a su vez estan mediados por la presencia de
estrogenos (Goodman et al., 1996).

Asi mismo, el concepto de mediacion por parte de las neuronas sensibles a
esteroides, en el funcionamiento de los neurotransmisores y neuropéptidos es también
concebible, ya que los esteroides no sélo son selectivamente acumulables en el cerebro, si
no que también se producen en diferentes regiones del cerebro, como los catecolestrégenos,
los cuales modulan la secrecion de la LH, debido, muy probablemente, a la modificacién de
los centros neurotransmisores (principalmente catelominérgico), teniendo un efecto
estimulatorio en los procesos de secrecién de la LH preovulatoria, y un efecto inhibitorio en
la secrecion tonica de ésta (Parviza, 2000).

Prolactina

Debido a que hay una estrecha relacion entre el aumento dela secrecion de PRL y la
supresion ovarica, se sugiere que la PRL juega un papel importante en la secrecion de las
gonadotropinas o en la inhibicién de la accion de estas hormonas sobre el ovario
(Lamming, 1994).
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El modelo de secrecién de la melatonina bajo dias largos, es necesaria para inducir
la respuesta fotoperiddica de las génadas y la secrecion de PRL durante los dias largos. Es
decir, los ciclos de luz-oscuridad son convertidos por la glandula pineal como una sefial
endocrina para la secrecion de la melatonina, la cual finalmente regula la secrecion de PRL
desde la glandula pineal de la cabra. Por lo tanto, en el control fotoperiddico de la secrecion
de la PRL, la glandula pineal actia como una interfase la cual traduce la sefial neural de
entrada a través de la retina, hacia la sefial endocrina de salida, 1a melatonina (Mori, 1992).

La PRL es una hormona presente en la pituitaria de no todos los vertebrados y cuya
principal accion es la formacion de leche en la hembra preparada hormonalmente, en el
macho la secrecién juega un papel mas elusivo (Miiler, 1989). Es una hormona proteica
secretada por la pituitaria anterior, la cual es esencial para los mamiferos, para la
estimulacion de la glandula mamaria y para el inicio y manutencién de la lactacion (Russell
et al.,1998), asi mismo, esta hormona esta involucrada con el comportamiento materno al

parto, mostrando cambios en sus receptores a nivel cerebral a través de la gestacién y
lactacién (Mann y Bridges, 2002).

La mayor influencia reguladora sobre la secrecién de la PRL por parte del
hipotdlamo es inhibitoria, aunque también se sugiere un efecto estimulatorio (Miiler, 1989),
por otra parte se menciona que los estrégenos interactian en la proliferacion de los
lactotrofos, pero no en la secrecion de la PRL (Yin ef al., 2002).

Aunque estos cambios de PRL sugieren un papel directo en la supresion de la LH,
existe poca evidencia en ovinos. Tratamientos con supresores de PRL, pueden o no avanzar
el inicio del estro posparto, pero no parece influenciar la liberacion basal o pulsatil-de LH
en hembras lactando. Es posible que niveles altos de PRL reduzcan la secrecion de estradiol
y progesterona ovaricos. Los efectos citados anteriormente, pueden influir en la fertilidad
de las hembras lactantes, aunque una secrecion inadecuada de LH, es la explicacién mas
probable. Finalmente, existe poca evidencia de que la PRL suprima la secrecién de

gonadotropinas posparto, siendo la principal razon el estimulo del amamantamiento por si
solo (McNeilly, 1994).

Los niveles plasmaticos de la PRI durante la estacion reproductiva, se incrementan
en respuesta al aumento del largo de los dias, y se encuentra en niveles altos durante el
anestro posparto. Los niveles en hembras lactando, independientemente si estin en estacion
reproductiva o anestro, son mayores que en hembras no lactando, debido al mantenimiento
de la lactacion, la cual incrementa la secrecién de [f-endorfina (Mori et al., 1985; Lamming,
1994; McNeilly, 1994).

A) REGULACION DE LOS OPIOIDES ENDOGENOS, SOBRE LA SECRECION DE LAS
GONADOTROPINAS EN LAS DIFERENTES ETAPAS REPRODUCTIVAS

La administracion de opioides sinérgicos reduce las concentraciones plasmaticas de
"LH y se incrementan los niveles de PRL, retrasando la oleada de LH inducida por
estrogenos en borregas ovariectomizadas. Sin embargo, los efectos de los sinérgicos
opioides de alta especificidad sobre las concentraciones plasmaticas de LH y PRL no han
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sido reportadas y aunque no hay estudios desarrollados en esta especie se sugiere que los &
receptores pueden regular la secrecion de LH (Walsh y Clarke, 1996).

1) MECANISMOS QUE INDUCEN LA SUPRESION DE GnRH

Prolactina

El por qué de una estrecha asociacion entre un aumento de los niveles de PRL y la
supresion de la actividad ovarica sugiere que la PRL puede jugar un papel importante, ya
sea en la supresion de gonadotropinas o en la inhibicién de la accion de las gonadotropinas
en el ovario. La importancia de la PRL en la funcién ovarica normal varia entre especies.
En los ovinos altos niveles de PRL pueden reducir directamente los estrogenos ovaricos y
la secrecion de progesterona, reduciendo el efecto de retroalimentacion positiva de los
estrogenos en la liberacion de LH. Mientras estos efectos pueden contribuir a la reduccion
de la fertilidad en hembras lactantes, seguidas de una induccion al estro, esto estd mas
asociado a una inadecuada secrecion de LH por el estimulo del amamantamiento
directamente (MacNelly et al., 1994).

En las cabras, cuando se mantiene un fotoperiodo estacional, debido a una
exposicion continua artificial donde se aumenta el largo de la luz del dia durante otofio, se
observa el incremento de la PRL, sin afectar el tiempo normal del inicio de la actividad
ovarica ciclica (MacNelly et al., 1994

Del mismo modo, Sarkar er al., en 1988, también mencionan que la
hiperprolactinemia reduce la secrecion de la LH y decrece las funciones gonadales en
hembras y machos. Esta reduccion, puede ser causada por una inhibicion de GnRH,
secretada desde el hipotdlamo y no por cambios o por el hecho de existir niveles elevados
de PRL, en los tejidos blanco.

Cabe seiialar, que la sensibilidad de la pituitaria en liberar LH por accién de la
GnRH, ha sido mostrado en muchos casos ser reducida por niveles elevados de PRL, tal
vez en el numero de receptores de GnRH en la pituitaria. Sin embargo, se cree que el
neuropéptido GnRH regula el contenido de sus receptores en la pituitaria. Por lo tanto, la
PRL puede reducir la liberacion de LH desde la glandula pituitaria por una reduccion de la
secrecion de GnRH desde el hipotdlamo (Sarkar et al., 1988).

Ningun efecto directo de la PRL sobre la liberacion de GnRH del hipotalamo ha
sido sugerida para tener un efecto de retroalimentacion por periodo corto de la PRL en la
dopamina, en los cuales altos niveles de PRL incrementan cambios de la dopamina en el
hipotalamo, especificamente en las neuronas tuberoinfundibulares, y esto resulta en un
incremento en la liberacion hacia la circulacion portal hipofiseal y la inhibicion de la
liberacion de PRL mads adelante (MacNelly ef al., 1994).
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Opisides

Los mecanismos neurales involucrados en los efectos fotoperiddicos en el ciclo
reproductivo del ovino, es pobremente entendido. De manera general, es aceptado que el
fotoperiodo afecta la estacion reproductiva, mediado por la red hipotalamica que incide
sobre las neuronas productoras de GnRH. Tanto los sistemas opioides como los
dopaminérgicos estan implicados en la secrecion de la GnRH. Lo anterior se ha demostrado
a través de la sinapsis de las células secretoras de dopamina con las terminales de las
c€lulas secretoras de GnRH a nivel de la eminencia media en borregas y el uso de
antagonistas a la dopamina, que producen la secrecion de la GnRH (Fuentes ef al., 1998;
Tortonese, 1999). Otros neurotransmisores involucrados en la secrecion de la GnRH son las
catecolaminas, el GABA, glutamato, NPY, neurotensina, polipéptido intestinal vasoactivo
y B-endorfina y todos éstos estan influenciados por el estradiol (Smith y Genes, 2001).

El bloqueo de la secrecion de GnRH durante la estacionalidad, es asociada con un
aparente aumento en la sensibilidad del hipotilamo a la retroalimentacién negativa por
parte de los esteroides gonadales. Es posible que estos cambios representan una alteracion
en la actividad de las neuronas peptidicas, la cual en parte es mediada por el efecto de los
esteroides (Lincoln y Ssewannyana, 1989).

Por otro lado, hay en general acuerdos de que los opioides tiene un efecto
inhibitorio sobre la secrecién de las gonadotropinas a través de la regulacion de la secrecion
de la GnRH (Russell ef al.,1998; Parvizi, 2000) y no por accion directa sobre la hipéfisis
(Kalra et al.,, 1989, Thom et al.,, 1996; Russell er al.,1998). La estimulacién de los
receptores a opioides con morfina o un péptido opioide enddgeno como la -endorfina, ha
demostrado la supresion de la oleada ovulatoria de LH en ratas, asi como la secrecion
pulsatil de LH en ratas y primates. Por otra parte, la administracién de anticuerpos a -
endorfina o dinorfina o el uso de un antagonista a los opioides, como la NAL, estimula la
secrecion de LH. Ademas, se ha demostrado, que el efecto que tiene los opioides sobre la
secrecion de LH es a nivel del sistema nervioso central (Kalra ef al., 1989; Nishihara ef al.,
1992; Parvizi, 2000).

Los péptidos opioides pueden reducir simplemente la cantidad de GnRH liberada en
cada pulso, mas que reducir la actividad intrinseca del mecanismo generador del pulso de
GnRH. Sin embrago, las neuronas de GnRH por si solas, no expresan receptores a opioides,
pero el efecto de los opioides puede estar mediado por otras células cercanas a éstas o
presindpticamente, ejerciendo un efecto indirecto a nivel de las terminales nerviosas de las
neuronas de GnRH de la eminencia media (Cosgrove et al., 1993; Russell ef al.,1998).

El sistema de péptidos opioides en el hipotalamo regulan la secreciéon de Ja GnRH.
Como ya se mencion¢ los sinérgicos opioides reducen y los antagonistas a éstos aumentan
la secrecion de LH en muchas especies, incluyendo los humanos, primates no humanos,
borregas y roedores. Estos efectos son mediados por la modulacion de la secrecion de la
GOnRH, mas que por un efecto directo en la secrecion de las gonadotropinas. Los
mecanismos neuronales refuerzan la secrecion de la oleada preovulatoria de GnRH y LH,
mediante la excitacion y la eliminacion de los mecanismos inhibitorios, y como parte de los
mecanismos deshinibitorios puede ser una reduccién de los efectos inhibitorios de los
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opioides que afecta la secrecion de la GnRH. En borregas, estudios de los efectos de
sinérgicos y antagonistas a los opioides, sobre la secrecion de la LH, proporcionan
resultados confusos, por lo que el papel de los opioides endégenos sobre la secrecion de la
GnRH y LH, no es bien conocida (Walsh y Clarke, 1996).

El amamantamiento puede incrementar ¢l tono de los opioides hipotalamico, y ésto
puede causar la supresion de la liberacion de GnRH por un lado y por otro mantiene los
niveles elevados de PRL. La administracion de bloqueadores de receptores a opioides,
puede resultar en un incremento de la secrecion de LH y un decremento en la PRL, aunque
en borregos este factor puede ser observado tanto en hembras con amamantamiento o sin
amamantamiento posparto, sugiriendo que esta respuesta estd mas relacionada a efectos
posteriores de altos niveles de progesterona durante la gestacion (MacNelly et al. ,1994).

La administracion de un bloqueador de receptor a opioides, como la NAL a ratas
lactantes, cerdos, ovejas y vacas, puede resultar en un incremento en la secrecion de LH y
un decremento de la PRL, en los casos donde se evalud esta hormona. Aunque en borregos,
este efecto puede observarse tanto en hembras lactando como en hembras sin lactar,
después del parto, sugiriendo que la respuesta esta mas relacionada a efectos posteriores de
los altos niveles de progesterona durante la gestacion, aunque existe un incremento en la
liberacién de B-endorfina dentro de la circulacion portal hipofisiaria, como respuesta al
estimulo de amamantamiento (MacNelly ef al., 1994).

2) LH

Las interacciones entre la PRL, GnRH y la B-endorfina, fueron determinadas en
estudios ir vivo midiendo las concentraciones de 3-endorfina en la sangre colectada desde
los vasos pituitarios y la respuesta de GnRH hipotalamica y LH pituitaria a la NAL.
Cuando la NAL fue administrada (10 mg/kg) produjo un incremento significativo en los
niveles plasmaticos en ratas hiperprolactinémicas, pero no produjo un efecto significativo
en las ratas control ovarioectomizadas. La respuesta de GnRH a la NAL fue también alta en
ratas hiperprolactinémicas que en las control. La NAL no increment? significativamente las
concentraciones de GnRH en ratas control ovarioectomizadas. En estudios in vitro, la
interaccion entre PRL, GnRH y B-endorfina fue también estudiada usando cultivos
neuronales hipotalamicos de fetos (19 dias de vida fetal) y neonatales (5 dias después del
nacimiento). En ambos cultivos se produjo una cantidad significativa de f-endorfina (40-85
pg/ 5 x 10 5 células/lavada) después de 10 dias. El cultivo neonatal, pero no el fetal, produjo
una cantidad detectable de GnRH (8-12 pg/5 x 10 6 células/lavado). Al utilizar potasio (56
mN) estimula la liberacién de f-endorfina y GnRH de las neuronas hipotalamicas
cultivadas. La incubacién de estas neuronas con PRL estimulan la liberacion de 3-endorfina
de una forma dosis dependiente. Al aplicar 100 ng/ml de PRL produce un pequeiio
decremento no significativo de la liberacién espontanea de GnRH pero induce a una
inhibicion significativa de la liberacion de GnRH inducida por potasio. La NAL
incrementa moderadamente la liberacion de GnRH inducida por potasio cuando se prueba
de manera aislada. Este antagonista puede producir inversamente de manera completa la
inhibicion de la liberacién de GnRH inducida por PRL (Sarkar et al., 1988).
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La B-endorfina bloquea la liberacion preovulatoria de LH y la ovulacion, por la
accion directa sobre los gonadotropos, lo cual puede ser revertido a través de la aplicacion
de NAL. Por otra parte, este antagonista opioide es igualmente efectivo en la estimulacion
para la liberacion de LH en los intervalos del primer dia del diestro y la maiiana del
proestro (Kalra et al., 1989).

En estudios donde se empleo la administracion intracerebro ventricular de antisuero
para B-endorfina, indica que este opioide es activo en el area predptica para desinhibir la
liberacion de LH en la fase lutea de las borregas (Shen et al., 1995).

Sin embargo, Anderson ef al., en 1998, reportan que en la regulacion estacional de
la secrecion de LH, no existe un efecto de los péptidos endogenos, ni de la dopamina.

En la rata, se sugiere que los péptidos opioides tienen un efecto inhibitorio sobre la
actividad del pulso generador de GnRH y son profundamente involucrados en el control de
la frecuencia de la secrecion pulsatil de LH, en ausencia de esteroides gonadales. Esto se ha
demostrado en primera instancia, que cuando el tono inhibitorio de los péptidos opioides es
removido, el pulso generador de GnRH puede generar sefiales eléctricas en frecuencias

mucho mas altas que en animales ovariectomizados (Nishihara et al., 1992; Cosgrove et al.,
1993).

Walsh y Clarke en 1996, sugieren que la pituitaria anterior en la borrega no contiene
receptores a opioides, por lo que su efecto sobre la secrecion de LH es mediada en la
secrecion hipotalamica de GnRH, mas que un efecto directo sobre las gonadotropinas,
reportando que los sitios de accion se encuentran en el area predptica del hipotalamo en los
~cuerpos celulares de las neuronas de GnRH. Asi mismo, plantean la posibilidad de que el
efecto de los opioides en la secrecion de GnRH es indirecto, debido a que esta parcialmente
modulado por el gasto de catecolaminas en las neuronas secretoras de GnRH, mientras que
el efecto en la secrecion de PRL es mas directo.

En contraste con la rata, los péptidos endogenos no parecen estar involucrados en la
inhibicion del pulso generador de GnRH en monos ovariectomizados. Aunque los péptidos
opioides han sido sugeridos para mediar los efectos inhibitorios de los esteroides sexuales y
el CRF, el cual es mediado presumiblemente por el estrés, la NAL no tiene efecto sobre el
pulso de LH, ni tampoco en las descargas de MUA en ausencia de esteroides sexuales o
CRF. Los péptidos opioides involucrados en el control del pulso generador de GnRH, se
relacionan en el cerebro de la rata, pero no asi en el del mono. Estas diferencias entre la rata
y el mono en los efectos de la NAL, puede deberse a diferencias entre especies y o al
tiempo transcurrido después de la ovariectomizados (Nishihara ef al., 1992).

La retroalimentacion negativa de los esteroides ovaricos sobre la secrecion de LH
puede ser parcialmente mediada por un mecanismo hipotalamico. La ovariectomia atenta el
efecto de los antagonistas a los receptores opioides sobre la liberacion de la LH, mientras
que la progesterona restaura la magnitud del efecto de estos antagonistas en hembras
intactas (Shen ef al., 1995).
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La administracién de antagonistas a opioides en la fase tardia de la etapa folicular
del ciclo estral permite acelerar la liberacion de GnRH/LH (Shen et al., 1995; Thom et al.,
1996). En borregas, la infusion de NAL no adelanta la induccion de la oleada de LH por

estrogenos en hembras ovariectomizadas, sin que a la fecha la razdn sea conocida (Thom et
al., 1996).

El efecto estimulatorio de la NAL en la secrecion de gonadotropinas ha sido
preferencialmente descrito en animales intactos, pero no en gonadoectomizados. Con base
en la sugerencia de que los péptidos opioides median el efecto inhibitorio de los esteroides
gonadales sobre la secrecion de las gonadotropinas, se ha propuesto que la progesterona
reduce la frecuencia de los pulsos de LH a través de la mediacién por mecanismos de los
péptidos opioides endogenos en el mono y en la rata. En el mono, la NAL ha demostrado
no tener efecto en los pulsos de LH después de la gonadoectomia. Sin embargo, en ratas, no
es todavia claro, cémo los péptidos opioides afectan la secrecién de LH es ausencia de los
esteroides gonadales (Nishihara ef al., 1992).

Asi mismo, la administracién de antagonistas a opioides como lo es la NAL,
bloquea la supresion de la LH por efecto de los péptidos opioides, indicando que esta
respuesta endocrina esta mediada por receptores a opioides. Estudios en borregos
demuestran que la NAL fue capaz de afectar la secrecion de LH cuando fue aplicada en el
cerebro medio pero no se afectd cuando se aplicéd en las regiones caudales del hipotalamo.
Los efectos inhibitorios de los péptidos opioides en la secrecién de la LH parece variar en
relacion al ambiente esteroidal prevaleciente. En borregas, la administracion de opioides
inhibié la liberacion de LH y la naloxona estimulé su liberacién en hembras intactas. La
ovariectomia atenia el efecto de los antagonistas a los receptores opioides sobre la
liberacion de LH, mientras que la progesterona pero no el estradiol parece restaurar la
magnitud del efecto de los antagonistas opioides semejante al de las hembras intactas. El
efecto de la progesterona es independiente a la época del afio aunque el efecto de los
estrogenos se anula durante el anestro (Thom er al., 1996).

Por otra parte, en borregas se ha encontrado un incremento en la amplitud del pulso
de la LH cuando en la fase folicular fueron tratados con NAL, debido a un efecto en la
secrecion de GnRH, sugiriendo que una baja de la actividad opioide, puede contribuir a la
oleada de LH, durante el proestro. La diferencia del efecto de los antagonistas opioides a
través del ciclo estral, sobre la amplitud o la frecuencia de los pulsos de la GnRH/LH,
podria ser explicada debido a la alteracion en la expresion de los receptores opioides.
Durante la fase litea existen altos niveles de receptores 8 en el area preodptica, siendo la
misma situacion en hembras ovariectomizadas tratadas con progesterona en donde se
predispone la regulacion de la frecuencias de pulsos de GnRH. Por otro lado, el relativo
decremento de este tipo de receptores en las fases tempranas de la etapa folicular podria
negar este mecanismo. Por otro lado, existen evidencias en estudios realizados en ratas de

que los receptores u pero no los x estan involucrados en la secrecion de LH (Thom et al.,
1996).
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La administraciéon de sinérgicos opioides reduce las concentraciones plasmaticas de
LH y se incrementan los niveles de PRL, retrasando la oleada de LH inducida por
estrogenos en borregas ovariectomizadas. Sin embargo, los efectos de los agonistas
opioides de alta especificidad sobre las concentraciones plasmaticas de LH y PRL no han
sido reportadas y aunque no hay estudios desarrollados en esta especie se sugiere que los &
receptores pueden regular la secrecion de LH (Walsh y Clarke, 1996).

La posibilidad de que los cambios en los diferentes tipos de receptores son
regulados por la progesterona, es reforzada en los tratamientos con esta hormona en
hembras ovariectomizadas, sugiriendo que esta hormona incrementa los niveles de
receptores &. Asi mismo, se ha encontrado que los implantes con antagonistas a los opioides
en el area predptica e hipotdlamo medio basal, fueron efectivos pero existieron diferencias
en su efecto sobre la frecuencia y la amplitud de los pulsos de LH dependiendo del estado
del ciclo estral. Por lo tanto, existen alteraciones en la poblacion de receptores opioides lo
cual controla la secrecién de la GnRH, ya que existe un aumento en el nimero de
receptores 6 y p conforme progresa la fase folicular del ciclo estral. En adicién a lo anterior
también se ha reportado un incremento del nimero de receptores a loa largo de la fase
folicular en la borrega junto con un incremento en la secrecion de la p-endorfina en el

nucleo arcuato y eminencia media en el periodo subsecuente a la oleada de LH (Shen er al.,
1995; Thom ef al., 1996).

Los & antagonistas incrementan las concentraciones de LH en ratas
ovariectomizadas y tratadas con esteroides y también bloquean el efecto supresor de la B-
endorfina en la LH plasmatica. Asi mismo, se sugiere que los & sinérgicos podrian reducir
la secrecion de GnRH/LH en animales con gonadas pero no en borregas ovariectomizadas,
por lo que los péptidos opioides enddgenos estdn implicados en los efectos de
retroalimentacion negativa de la progesterona sobre la secrecién de GnRH y posiblemente
los 3 receptores median este efecto (Walsh y Clarke, 1996).

Los « receptores pueden regular la secrecion de GnRH en la rata durante la
gestacion. El nimero de estos receptores en el hipotalamo y su afinidad no es alterada por
tratamientos esteroidales en hembras ovariectomizadas, por lo que se sugiere un papel

sinérgico de los k receptores en la secrecion de la GnRH en las borregas (Walsh y Clarke,
1996).

En la mayoria de las especies, el amamantamiento inhibe directamente la liberacion
de GnRH resultante del hipotdlamo, principalmente inhibe la liberacién de LH y como
consecuencia hay una inhibicién del crecimiento de foliculos en el ovario o una
disminucion de esteroides ovaricos por los foliculos debido a una baja influencia por parte
de la hormona FSH, aunque los niveles de esta hormona son normales durante toda la
lactacion. La facilidad de la induccién a la ovulacion durante la lactacion, sugiere que no
hay una insensibilidad del ovario hacia las gonadotropinas durante la lactacion y el papel de
la PRL en la supresién de gonadotropinas no existe o es minimo. Aunque el
amamantamiento incrementa el tono de opioides dentro del hipotdlamo, esto puede ser mas
bien involucrado en el mantenimiento de la secrecion de PRL, aunque existen pequefias
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evidencias de que los opioides estan involucrados en la supresion o disrupcion del modelo
pulsatil de liberacion de GnRH durante la lactacion (MacNelly ef al.,1994).

Otros neuropéptidos que se han reportado estar involucrados en la liberacion de
GnRH, son el NPY y sustancia “P”, mientras que las endorfinas participan en contraste,
como un mecanismo inhibitorio. La participacion de los mismos, es posiblemente
modulada por circunstancias propias del cerebro, asi como los niveles de aminas y
esteroides (Hayashi y Okamura, 1992).

B) RELACION DE LOS PEPTIDOS OPIOIDES Y LA PROLACTINA

1) PEPTIDOS OPIOIDES Y LA SECRECION DE LA PROLACTINA.

El sistema hipotalamico de endorfinas es un componente esencial para la secrecion
de PRL. Diferentes estudios han demostrado que el amamantamiento induce la liberacion
de B-endorfina, por lo que se sugiere que la respuesta de las endorfinas fue debida a la
secrecion de la pituitaria anterior. Aunque se sugiere un efecto paracrino de la B-endorfina
de la pituitaria sobre la secrecion de PRL, no permite relacionar los mecanismos centrales
de la B-endorfina sobre la respuesta a la PRL (Clarke et al ., 1989).

El incremento en las concentraciones de -endorfina en el plasma portal pituitario
en ratas hiperprolactinémicas en el medio de neuronas hipotalamicas incubadas con PRL
sugiere que el péptido pituitario tiene una accion estimuladora en el opioide. Se ha
- observado un incremento en los contenidos hipotalamicos de la B-endorfina después de una
hiperprolactinemia crénica. El incremento de la secrecion de B-endorfina por PRL es
consistente con el incremento de la sensibilidad de las neuronas de GnRH a la NAL durante
una condicién elevada de PRL. Esto afirma que la f-endorfina es inhibitoria a las neuronas
GnRH. La habilidad de la NAL en superar el efecto inhibitorio de la PRL en la secrecion de
GnRH comparte la idea de que la NAL también bloquea la accién inhibitoria de la PRL en
la liberacion de LH en ratas ovariectomizadas y que también restaura la pérdida de LH
pulsatil en hiperprolactinémicos. Esto finalmente sugiere que la hiperprolactinemia inhibe
la secrecion de GnRH por un incremento del tono de B-endorfina en las neuronas secretoras
de GnRH en el hipotalamo (Sarkar er al., 1988).

Los péptidos opioides endogenos estan implicados en la secrecion de PRL, aunque
se sabe poco del papel que juegan los receptores a éstos, para afectar la secrecion de esta
hormona, sugiriendo que los opioides incrementan los niveles plasmaticos de PRL en
diferentes especies incluyendo los ovinos (Walsh y Clarke, 1996; Hopwood ef al., 1998;
Russell ef al.,1998). Estudios con antagonistas a los receptores de los péptidos opioides o
inyecciones de antisuero a f-endorfina a nivel intracerebroventricular, demuestran que los
péptidos opioides estimulan la secrecion basal de la PRL (Russell ef al.,1998).

Los péptidos opioides estan implicados en el control de la secrecion de PRL asi
como en la de la LH, pero los efectos son estimulatorios e inhibitorios respectivamente.
Durante los dias largos, cuando los niveles plasmaticos de PRL son elevados, la NAL
disminuye las concentraciones de PRL. Bajo dias cortos, cuando los niveles de PRL son
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bajos la NAL, no afecta los niveles de esta hormona (Lincoln y Ssewannyana, 1989,
Russell et al.,1998).

Soaje et al., en el 2002, sugieren que los pépticos enddgenos estan implicados en la
liberacion del PRL, inducida por el amamantamiento, para lo cual estudiaron la influencia
de los esteroides ovaricos y los opioides en la regulacién de la PRL, observando que al
aplicar NAL, redijo significativamente los niveles séricos de PRL, pero que implantes de
progesterona previenen el efecto inhibitorio de dicho antagonista opioide y que este efecto
no fue modificado con tratamientos de estrogenos. Concluyendo que el sistema opioide
modula la secrecién de la PRL inducida por el amamantamiento, que inicia desde una
accion moduladora desde antes del parto a una accion estimulatoria durante la lactacion,
mismas que son dependientes del descenso las concentraciones de progesterona al final de
la gestacion y después del parto.

La 3-endorfina es un potente opioide estimulante de la liberacion de 1a PRL (Russell
el al.,1998). La inyeccion de 0.5-2-5 microgramos de f§-endorfina permite una rapida y
significativa estimulacién de la PRL. En muchos experimentos, la NAL proporciona un
total bloqueo de los péptidos y de su accion sobre la liberacién de esta hormona. El
mecanismo por medio del cual los péptidos opioides, entre ellos la p-endorfina, estimula la
secrecion de esta hormona no se ha elucidado todavia, aunque muchos autores concluyen
que los receptores i y x estin involucrados en la secrecion de PRL, asi como la depresion
de la accion inhibitoria de la dopamina sobre los lactotropos pituitarios (Miiler, 1989).

La f-endorfina en el nacleo arcuato disminuye durante el proestro, mientras que el
contenido en la eminencia media, coincide con el alza de la secrecién de la PRL, dado que
existe una disminucion en esta zona, del contenido de dopamina (Russell et al., 1998).

Por otro lado, la naloxona a diferentes dosis no cambia el modelo de secrecién de la
PRL en procesos de estrés hipoglicémico (Miiler, 1989). Sin embargo, la secrecion de PRL

en el proestro o la estimulacion de amamantamiento en la lactacion es prevenida por la
NAL (Russell et al., 1998).

Por otro lado, los péptidos end6genos median la estimulacién de la secrecién de la
PRL, en respuesta al estimulo de amamantamiento, mientras que la administracion de
antagonistas a opioides, inhiben el estimulo mencionado y retrasan la liberacion de esta
hormona. Lo anterior se repite al aplicar suero anti -endorfina. Las neuronas productoras

de este péptido en el nucleo arcuato, son estimuladas por al amamantamiento (Russell et
al.,1998). '

En ciertas circunstancias, los péptidos opioides inhiben la secrecion de la PRL, por
ejemplo, la NAL incrementa la secrecion del PRL en la fase folicular del ciclo estral,
indicando asi dicha influencia inhibitoria. La B-endorfina es menos efectiva a mitad de la
gestacion y al momento de retirar la influencia de la progesterona, la NAL, aumenta la
secrecion de la PRL. Esta accion emergente de los péptidos opioides sobre la secrecion de

la PRL, es debido a la accion cronica de los estrogenos sobre le niicleo arcuato (Russell et
al.,1998).
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La NAL no tiene efecto sobre la secrecién de la PRL en la borrega, durante la fase
de dias cortos del ciclo estacional, cuando la secrecion de la PRL es baja, indicando la

accion de los péptidos opioides sobre los mecanismos regulatorios de la PRL (Russell ef
al., 1998).

Los péptidos opioides, en especial, la B-endorfina, estan involucrados en la

secrecion de la PRL, durante la lactacién y posiblemente durante el periodo posparto
(Hopwood er al., 1998).

2) MECANISMOS DE ACCION DE LA PROLACTINA SOBRE LA LIBERACION DE LA B-
ENDORFINA

Los mecanismos por medio de los cuales la PRL induce la liberacion de B-endorfina
fueron estudiados in vitro en cultivos de neuronas hipotalamicas. La respuesta a la pregunta
fue que la PRL induce a la liberacion de B-endorfina bajo un control formando localmente
metabolitos del acido araquidonico. En el hipotalamo, la conversién enzimatica del acido
araquidonico a algunos metabolitos activos puede ser importante en una reaccion integral
en los procesos entendidos de la activacion de la superficie celular a la exocitosis
dependiente de calcio para liberar varios neuropéptidos (Sarkar er al., 1988).

La liberacion de B-endorfina inducida por PRL desde las neuronas hipotalamicas
parece ser dependiente de calcio, ya que un antagonista calcico, el verpamil, reduce
significativamente la PRL que induce la proliferacion de B-endorfina (Sarkar ef al., 1988).

Existen estudios que proveen evidencias acerca del papel de metabolitos del acido
araquidonico en la secrecion de B-endorfina inducida por PRL. Primeramente, la PRL causa
la liberacion de prostaglandinas y B-endorfina en cultivos celulares. En segundo lugar, el
adicionar de manera endégena metaholitos de acido araquiddnico, estimula la liberacion de
p-endorfina in vitro. También, inhibidores del metabolismo del acido araquidénico
modifica los efectos de la PRL en la liberacion de f-endorfina. Y por ultimo se sugiere que

la liberacion de acido araquidénico es parte del mecanismo de liberacion de la PRL (Sarkar
et al., 1988).

El acido araquiddnico y sus metabolitos han sido implicados en la regulacion de la
secrecion de varios neuropéptidos en el tejido neural. Una vez formado en la célula durante
los cambios secretores y estimuladores de fosfolipidos, el 4cido araquidonico es
rapidamente metabilizado a través de varias rutas. Son dos las principales rutas metabdlicas
a seguir la via del ciclo oxigenasa, para la formacion de prostaglandinas y la via de la
lipoxigenasa formando acidos y leucotrenios. El incremento observado en la produccion de
prostaglandinas por la PRL es consistente con la estimulacion de prostaglandinasa la
secrecion de B-endorfina v con la inhibicion de indometacina de la liberacion de p-

endorfina inducida por PRL. Estos resultados sugieren que los metabolitos de la via ciclo
oxigenasa pueden mediar la accion estimuladora de la PRL en la liberacidn de B-endorfina,
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por lo tanto también se involucra a la via de la lipoxigenasa en esta accién (Sarkar ef al.,
1988).

C) REGULACION DE LOS OPIOIDES ENDOGENOS SOBRE LA SECRECION DE OXITOCINA.

La oxitocina secretada desde la pituitaria posterior, juega un papel importante al
parto, debido a que se involucra en las contracciones uterinas, expulsion fetal e inicio del
comportamiento maternal (Jarvis ef al., 2000), necesitando el retiro de la progesterona para
que se activen las neuronas del nacleo supraoptico (Antonijevic ef al., 2000). Asi mismo,
tienen un papel esencial en la estimulacion contractil de las células mioepiteliales en la
glandula mamaria, que produce la eyeccion de la leche al momento del amamantamiento
(Russell et al.,1998,; Lupoli, ef al., 2001; Baldi y McKusick, 2001; Marnet y McKusick,
2001).

La oxitocina es sintetizada en los cuerpos celulares de las neuronas magnocelulares
en los nucleos supradptico y paraventricular del hipotalamo y transportada a través de los
axones, para ser almacenada en las terminales de éstos en la pituitaria posterior (Russell ef
al., 1998; Marmet y McKusick, 2001).

1) COEXISTENCIA DE LA OXITOCINA Y LOS PEPTIDOS OPIOIDES.

El involucramiento de los péptidos opioides en los mecanismos de autorregulacion
de la oxitocina, es indicado en la coproduccién de los péptidos opioides de la proencefalina
“A” y proencefalina “B” en las neuronas productoras de oxitocina. Los péptidos opioides
estan contenidos en las mismas vesiculas secretoras que para la oxitocina (Russell ef
al.,1998; Wellnitz y Bruckmaier, 2001).

Dentro de la pituitaria posterior, algunas de las terminales nerviosas de la neuronas
magnocelulares, contienen 5- Met-encefalina, lo que puede contribuir a la mezela de los
peptidos opioides en el ambiente de las terminales de la oxitocina (Russell er al.,1998).

Cabe sefialar, que los péptidos opioides inhiben a las neuronas secretoras de
oxitocina y que la aplicacién de NAL, incrementa la expresion de las células del nucleo
paraventricular, previendo el citado efecto inhibitorio (Antonijevic et al., 2000; Jarvis ef al.,
2000; Baldi y Stelwagen, 2001).

Asi mismo, que existe un aumento en las concentraciones de B-endorfina durante la
fase de labor en el parto de las cabras (Hydbring ef al., 1999), mientras que Petrov ef al., en
1998, proponen que existe una poblacién amplia de receptores a opioides involucrados en

el inicio del comportamiento de amamantamiento, asi como en la respuesta a la
estimulacion al pezén.
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2) RECEPTORES A OPIOIDES Y NEURONAS PRODUCTORAS DE OXITOCINA

La presencia y distribucion de los receptores a opioides en las neuronas
magnocelulares, productoras de oxitocina, es demostrada a través de radioligandos. La
pituitaria posterior, tiene una alta densidad de receptores x, tanto en las terminales
nerviosas de la oxitocina como de la vasopresina, pero en las primeras son funcionalmente
importante. Como es de esperarse, también en los cuerpos celulares de las neuronas

productoras de oxitocina, tiene receptores k y una baja densidad de receptores p (Russell et
al.,1998).

3) NEURONAS PRODUCTORAS DE PEPTIDOS OPIOIDES Y NEURONAS PRODUCTORAS DE
OXITOCINA

La propiomelonocortina puede ser expresada en dos locus, los cuales pueden tener
influencia en las neuronas productoras de oxitocina. El primero, en la pars intermedia de la
pituitaria, produce péptidos opioides , incluyendo la B-endorfina. La relacion intima entre la
pars intermedia y la pituitaria posterior sugiere que la B-endorfina de esta porcion de la
pituitaria puede actuar en las terminaciones de la oxitocina (Russell et al.,1998).

4) ACCION DE LOS OPIOIDES SOBRE LAS NELURONAS PRODUCTORAS DE OXITOCINA.

Los péptidos opioides inhiben el reflejo de eyeccion de la leche. De primera accion
se reduce la secrecion basal de la oxitocina y de segunda accion, reduce la cantidad de ésta
en cada pulso, por lo que el sitio predominante de accion de los péptidos opioides, es la
pituitaria posterior. Cabe sefialar, que la NAL aumenta la estimulacion de la secrecion de la
oxitocina hacia el final de la gestacion(Russell ef al.,1998; Kraetzl et al., 2001a).

Existen dos mecanismos de los péptidos opioides inciden sobre las neuronas
productoras de oxitocina: bajo la regulacion de los mecanismos «, inhiben su liberacion a
nive] de las terminales de la pituitaria posterior y a través de los mecanismos p, inhibiendo
la excitacion de las neuronas centrales, rompiendo la respuesta de las neuronas productoras
de oxitocina a su gasto excitatorio. El bloqueo de las acciones de los opioides, través de la
NAL, incrementa la secrecion de la oxitocina (Russell et al.,1998).

La regulacion de los péptidos opioides sobre la oxitocina durante el parto, es
discutida en relacion a que otros neurotransmisores, junto con los opioides, inhiben esta
hormona, como parte normal de la respuesta fisioldgica al parto o si es inducida por el
estrés derivado durante el parto (Jarvis et al., 2000).

Aunque existe evidencia del control de los péptidos opioides en la liberacion de la
oxitocina, Kraetzl ef al., en 2001(b), propone que existen otros mediadores tal vez mas
potentes en la regulacion de esta hormona, bajo situaciones de estrés. Asi mismo, se
menciona que la aplicacion de la NAL, no influye en la inhibicion de la eyeccién de la

leche, cuando el ambiente no es familiar para los animales tratados (Macuhova ef al.,
2002).
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FISIOLOGIA DEL ANESTRO POSPARTO EN LOS RUMIANTES

El periodo posparto es el comprendido entre el parto y el comienzo de la actividad
ovdrica y ciclos estrales regulares (Gonzalez ef al., 1991). Es un periodo de transicién de
aciclicidad ovarica (Wise, 1994), de reposo reproductivo, que sin embargo no representa la
ausencia completa de actividad ovarica y hormonal (Khalid ef al., 1991). El posparto y la
anovulacion en la cabra y en la oveja son una consecuencia de la gestacion, el parto, la

produccion de leche, el amamantamiento o una combinacion de estos factores (Mandiki et
al., 1990).

El periodo de reposo sexual se caracteriza por la ausencia casi completa de actividad
ciclica reproductiva. Algunos factores para determinar el largo del anestro, incluyen
parametros como la involucidn uterina, el estado endocrino, la nutricion, la lactacion y la
estacion del afio. El periodo posparto en la oveja Pelibuey esta compuesto de dos fases: la
primera es la fase de anestro, seguida de una fase de actividad ciclica- ovarica, con uno o

mas ciclos luteos con comportamiento no aparente de anestro (Gonzélez ef al., 1991; Yavas
y Walton, 2000).

En las especies estacionales, como los caprinos, ovinos y equinos, la estacion
reproductiva es gobernada por el fotoperiodo, requiriendo sefiales de transduccion
neuroendocrinas, entre las que se incluyen la dopamina, opioides y melatonina, las cuales
median la actividad del cerebro y funcién gonadal (Parvizi, 2000).

La lactacion es un gran estimulo para el control y gobierno de los ciclos
reproductivos en las hembras mamiferas. Un periodo de anovulacion y anestro ocurre en
ovejas amamantando siguiendo al parto. Se observa una atenuacion de signos
neuroendocrinos que suprimen la funciéon gonadal (Williams, 1990). La lactancia induce
supresion de gonadotropinas y la ausencia de ciclicidad ovarica en hembras mamiferas (Mc
Vey y Williams, 1991; Lamming, 1994).

En la mayoria de las especies, el amamantamiento inhibe directamente la liberacion
de GnRH, afectando principalmente en la inhibicion de las LH, con la consecuente
inhibicién del desarrollo folicular 0 una secrecion baja de esteroides ovaricos. Los niveles
de FSH se muestran normales durante la lactacion (Lamming, 1994; Pérez er al., 2001).

La aciclicidad en el periodo de posparto es atribuible a la inhibicién del puiso
generador de GnRH, suponiendo asi la liberacion pulsatil de LH, el desarrolio folicular y la
esteroidogénesis. Asi mismo, existe evidencia que los péptidos opioides participan en la
supresion de GnRH durante el posparto y la lactacién en cerdas, vacas y borregas.
Tratamientos con NAL en borregas, ocasionan la elevacion de LH en los dias diez y
veintiséis posparto. Por otra parte, el amamantamiento provoca que la 3-endorfina actue de
manera autocrina dentro del hipotalamo, inhibiendo la liberacion de GnRH y también la

supresion de la dopamina sobre la secrecion de PRL (Cosgrove ef al., 1993; Callahan et al.,
2000; Pérez et al., 2001).
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Las concentraciones plasmaticas de PRL pueden representar el resultado del papel
que juegan los péptidos opioides. L.a administracion de NAL en borregas amamantando y
en borregas destetadas a los veinte dias posparto presentaron una elevacion en la secrecion
de LH en ambos grupos, comparado con su contraparte en la cual no hubo inhibicién de los
péptidos. Estos resultados sugieren que aunque los péptidos opioides tienen una menor
secrecion de gonadotropinas los efectos no fueron modificados por el amamantamiento
(Cosgrove et al., 1993).

El anestro estacional en la oveja y en la cabra esta caracterizado por un patrén de
infrecuencia en la pulsacion de LH. Esta infrecuencia resulta en una disminucion de la
liberacion de GnRH endogeno, pudiendo ser reversible por GnRH exdgeno (Jansen ef al.,
1991). Este periodo se distingue por una etapa de transicion de aciclicidad y se ha asociado
a la inhabilidad de generar pulsos de LH, debido a cambios en la habilidad de los
gonadotropos para sintetizar y liberar LH (Wise, 1994). Este periodo de reposo
reproductivo no representa la completa ausencia de actividad ovarica y hormonal, mas bien,

bien representa un estado similar al encontrado durante la fase lutea del ciclo estral (Khalid
etal., 1991]).

En los ovinos y caprinos, la presencia o ausencia de la ovulacion, representa la linea
de division entre la estacion reproductiva y el anestro, lo cual es el resultado de una
delicada relacion entre la progesterona, estrogenos, hormonas polipéptidas y sefiales
neurales. Durante el anestro, el rango de talla y nimero de foliculos antrales son similares a
los observados en la etapa reproductiva, pero la ovulacion, no ocurre. El bloqueo de la
ovulacion en el anestro, es causado por un decremento de la frecuencia pulsatil de la LH, la
cual ¢s el resultado de un incremento de la sensibilidad del eje hipotalamo-hipofisis a la
retroalimentaciéon negativa del estradiol, derivado de una variacion en los niveles de
receptores a esta hormona. Por otra parte, se han encontrado niveles mayores de estradiol

en borregas ovariectomizadas en anestro que en estacion reproductiva (Lamming, 1994;
Tasende et al., 2002).

En ovejas y cabras de latitudes altas, el anestro estacional puede llegar a durar 4 6 5
meses, empezando inmediatamente después del parto. En muchas razas de ovejas, el
periodo de anestro' debido a la lactacién queda encubierto por el anestro estacional, sin
embargo cuando el parto tiene lugar durante la época de cria, la duracion del anestro
estacional, suele depender solamente del grado de estimulacién mamaria (Hunter, 1985).
Normalmente el anestro estacional y lactacional ocurren al mismo tiempo. Esta
sobreposicion puede fortalecer la inhibicion de la actividad ciclica (Mandiki et al., 1990).
El anestro estacional es un factor limitante para la produccion intensiva de la crianza de
ovejas y cabras en el mundo (Robic ef al., 1992).

Se sefiala que el anestro posparto puede ser una consecuencia de la gestacion y/o
parto y no una consecuencia de la lactacion (Mandiki ef al., 1991).

Una funcién anormal, pero natural de la fase lutea, ocurre al inicio de la actividad
sexual después del anestro estacional o del posparto y al inicio de la pubertad, por lo que

sugiere que la progesterona es necesaria para una funcion lutea normal (Tasende et al.,
2002).
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La lactancia puede modificar la involucion uterina (Pope et al., 1989; yavas y
Walton, 2000) y esta etapa por si misma no es un factor que altere la duracién del anestro
posparto (Mandiki et al., 1991). Los mecanismos fisiologicos por los cuales la lactancia
puede retardar el retorno al estro no estan bien dilucidados, pero se sugiere que la lactacion
induce prolactinemia, la cual puede estar involucrada en la lentitud de la reanudacion de los
mecanismos en comportamiento de estro después del parto. Después del nacimiento del
cordero, se modifica el perfil hormonal, tanto la concentracion de LH como su secrecién
tonica son bajas y se incrementan gradualmente antes de la reanudacion de la ciclicidad
ovérica, ya sea en ovejas secas como en ovejas lactando. Como se dijo anteriormente, la
lactacion retarda la reanudacion de la secrecion pulsatil de LH y la ocurrencia de la primera
descarga de LH. La lactacion induce hiperprolactinemia, altos niveles de prolactina durante
la mafiana estan relacionados a la intensidad de relacion madre-hijo y el periodo del dia
(Mandiki er al., 1990). El manejo lactacional reduce drasticamente la intensidad de
lactacion, la cual también disminuye con la edad de los corderos. Se ha observado ademas
que la intensidad de la lactacién se incrementa con el numero de corderos criados, el
namero de corderos o el modo de lactacion no suele afectar el retorno al estro (Mandiki et
al., 1990; Yavas y Walton, 2000).

Existe una accion reciproca entre el hipotalamo, la adenohipdfisis y las gonadas. La
liberacion de LH de la hipdfisis, la produccion de androgenos por la células de la teca y la
aromatizacion de andrégenos a estradiol por las células de la granulosa. La dinamica de
retroalimentacion negativa de la progesterona y el estradiol y positiva por parte del
estradiol, son mecanismo de control y regulacion de la liberacion tonica y ciclica de las
gonadotropinas a nivel del hipotalamo e hipofisis en mamiferos domésticos. La prefiez
interrumpe esta accion ciclica, la secrecion de grandes cantidades de esteroides placentarios
particularmente, el estradiol, puede agotar el almacén de LH en la hipéfisis hacia el final de
la prefiez (Williams, 1990). En el posparto temprano la lactacion inhibe la secrecion pulsatil
de la LH y consecuentemente la primera descarga de LH. La inhibicion por lactancia puede
ser debida a un disturbio temporal en el balance hormonal, el aumento de prolactina y la
secrecion de cortisol (Mandiki er al., 1990). Inmediatamente después del parto, la principal
funcion reproductiva de la hipéfisis es estimular la sintesis y secrecion de leche de las
glandulas mamarias. La oxitocina interviene en el proceso de secrecion, mientras que la
sintesis de leche estd regulada por hormonas del complejo lactogénico, entre éstas estan la
ACTH y TSH, pero el principal componente hipofisiario es la prolactina. Por la relaciéon
inversa entre prolactina y gonadotropinas, la primera fase de la lactancia que es la mas
intensa, parece inhibir la reanudacion de la actividad ciclica ovarica. Esto podria
interpretarse como un mecanismo para impedir el establecimiento de una nueva prefiez,
mientras se atiende a las necesidades del recién nacido. A medida que las crias crecen y se
desarrollan, la intensidad del estimulo de amamantamiento permite segregar hormonas
gonadotropicas en cantidad suficiente para reanudar la maduracion de los foliculos y la
actividad ciclica del ovario. También es posible que influya el hecho de reducirse las
demandas metabdlicas. Una interpretacion de estos hechos podria ser que los impulsos
aferentes que llegan al cerebro provocados por la estimulacion de los pezones establezcan
un antagonismo entre dos neurosecreciones hipotalamicas, el factor inhibidor de la
prolactina y el GnRH. En el animal posparto es posible que la prolactina ejerza una accion
inhibidora directamente a nivel hipotalamico y/o ovarico. En las ovejas que crian a sus
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corderos, el anestro de lactacion dura de 5 a 7 semanas e incluso mas, pero la mayoria de
las ovejas presentan el estro a las dos semanas del destete. También en este caso existen
evidencias de un antagonismo entre la secrecion de prolactina y la de gonadotropinas que
influyen en el retraso de la respuesta ovérica durante la lactancia (Hunter, 1985).

El estado nutricional de la oveja durante el dltimo tercio de gestacion y la lactacién
temprana, jueéga un papel importante en el retorno de la ciclicidad estral posparto. La
suplementacion durante el altimo tercio de la gestacion y lactacion temprana reduce el
periodo de posparto y subsecuentemente incrementa la supervivencia de nacimientos
multiples, sin embargo, la fertilidad disminuye dramaticamente durante el periodo de
posparto. La lactacion y/o el amamantamiento demoran la primera ovulacion y el primer
estro en esta etapa. Cuatro efectos fisiolégicos que afectan la reproduccién durante la
lactacién y el amamantamiento han sido sugeridos:

1) El flujo sanguineo hacia la glandula mamaria puede trastornar el flujo sanguineo
hacia el aparato genital.

2) El metabolismo hormonal — gonadal y adrenal por el tejido mamario, puede
interferir con mecanismos endocrinos esenciales para la reproduccion.

3) La prolactina y la oxitocina liberadas durante el amamantamiento y/o lactacion
pueden inhibir funciones ovirica y/o hipofisiarias.

4) La interaccion social asociada a la lactacién y amamantamiento puede retardar la
reanudacién del ciclo estral.

Después del parto, la funcion de sincronizacion del hipotalamo, la hipéfisis, el ovario y
el aparato genital, pueden ocurrir al permitir la reanudaciéon de la actividad ciclica
reproductiva en ovejas. Este proceso incluye cambios en la liberacion de gonadotropinas,
los cuales se cree perjudican o inhiben durante el periodo de posparto la sensibilidad de la
hipo6fisis hacia la liberacion de las hormonas gonadotropicas, por lo que ésta es reducida.

Altos niveles de prolactina inducidos por el amamantamiento pueden también afectar la
actividad ovdrica. Se ha observado que uno de los primeros cambios evidentes en el eje
hipotalamo-hipéfisis durante el periodo posparto, es un incremento en la concentracion de
RNAm para las subunidades de LH.

La concentracion de RNAm para ambas subunidades es de 4 a 10 plegamientos altos
tanto dos dias después del parto como durante la gestacion tardia, con detecciones maximas
durante el periodo de posparto, es un incremento en la frecuencia de pulsos de LH un
tiempo después del parto, la progesterona queda elevada durante la lactacion, declinando de
6-10 dias antes del parto, con niveles bajos un dia antes del parto. La progesterona queda
baja durante el periodo del posparto temprano. La actividad ciclica ovarica se reanuda
cuando la progesterona incrementa otra vez. En ovejas de lana, los picos de progesterona se
han observado en el dia tres posparto. T.a LH hipofisiaria queda baja a través de la
gestacion y el periodo del posparto temprano (Gonzalez y Valencia, 1991).

Algunos autores concluyen, que tanto el amamantamiento como la presencia de tejido
mamario con amamantamiento pueden retardar el estro posparto, independientemente de la
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energia demandada para la lactacion. La frecuencia de lactancia y de intensidad o duracién
han sido consideradas como las primeras determinantes para el largo del anestro posparto.

Claramente el estimulo frecuente de amamantamiento alarga el intervalo posparto en
muchos mamiferos (Williams, 1990). Este estimulo causa un incremento transitorio en la
concentraciéon de cortisol, el cual declina en el periodo de posparto avanzado. El
incremento en la concentracion de cortisol indica que el estimulo es generado por el acto de
amamantamiento, sin embargo, no se puede decir que el estimulo de amamantamiento no
esta implicado en la liberacion de cortisol, pero se piensa que no existe relacion entre la
secrecion de cortisol y el estado reproductivo posparto (Gomez y Lopez, 1991).

La conexion neural de la glandula mamaria, particularmente del pezon, puede actuar
como desencadenador primario de los signos que suprimen la pulsatilidad de LH durante la
lactancia, proponiendo que el Unico factor para esto, es el estimulo sobre el pezon al mamar
la cria, aunque una estimulacion crénica del pezén no duplica la lactacion, ademas un
estudio mostré que el bloquear el hocico de terneros no alterd la lactacion, por lo que
parece que otras interacciones de conducta durante la lactacion tales como los estimulos
auditivos, visuales y olfatorios son también requeridos para inducir el anestro por lactacién,
tanto o mas que el estimulo tactil sobre el pezon. Sin embargo, podria ser diferente el
mecanismo fisiolégico involucrado en los bovinos en relacion a los ovinos, ya que la
estimulacion del nervio somatosensorial mamario es una causa del anestro posparto, debido
a que se han observado intervalos cortos de estros en ovejas denervadas de la glandula
(McVey y Williams, 1991). El parto, el amamantamiento, el dolor y el estrés asociados con
una alta concentracién periférica de opioides, han sido relacionados en la supresién de
gonadotropinas y la aciclicidad en el posparto (Smart ef al., 1994b).

Asociada con el anestro, existe una marcada supresion de la liberacién pulsatil de LH.
La lactancia interfiere con la liberacion de GnRH del hipotdlamo y de la hipofisis
(Williams, 1990). El periodo posparto esta caracterizado por una etapa de transicion de
aciclicidad. Las bases endocrinas de este periodo de anestro no son bien conocidas pero
envuelven en parte los mecanismos endocrinos que controlan la liberacion de LH. Como ya
se sabe, la liberacion de LH depende de la liberacién de GnRH, y la sensibilidad de la
hipofisis anterior a la GnRH, esta reducida durante al gestacion tardia y continua baja
durante el periodo del posparto temprano, debido quizas por las bajas concentraciones de
gonadotropinas durante este tiempo. Un segundo factor que puede contribuir a la baja
frecuencia de la liberacion de LH y sensibilidad a GnRH durante el anestro posparto en
ovejas, es la disponibilidad de LH para liberacion (Wise, 1994).

Las reservas de LH hipofisiaria y los patrones de secrecion de GnRH producen posibles
deficiencias en el eje hipotalamico-hipofisis, las cuales resultan en una reduccién en la
secrecion de LH durante la fase temprana del periodo posparto, por lo que se sugiere, que la
baja en la concentracion de LH sea probablemente una de las limitaciones iniciales al
reestablecimiento del ciclo estral, asi como la alteracion en la sensibilidad de este drgano
hacia la GnRH. La evaluacion del contenido de GnRH de las neuronas hipotalamicas
sugiere una reduccion en la sintesis de GnRH durante el periodo de posparto temprano.
Durante el periodo de posparto el hipotdlamo contiene suficiente cantidad de GnRH
almacenada para estimular la glandula hipofisis anterior. La ciclicidad ovarica parece ser el
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resultado del fracaso de desarrollo folicular, posiblemente debido a una inadecuada
frecuencia de pulsos de LH (Schirar ef al., 1989; Schirar ef al., 1990; Lishman e Inskeep,
1991).

El contenido de FSH hipofisiaria al parto y durante el periodo de posparto temprano, no
difiere apreciablemente del periodo de posparto tardio o durante el ciclo estral. Se ha
observado que no existe secrecion pulsatil de FSH y no afecta la lactancia sobre la
concentracion media durante el posparto (Williams, 1990). La FSH es deficiente durante el
periodo de lactacion temprana en la maduracion del foliculo preovulatorio (Lishman e
Inskeep, 1991). Durante el anestro temprano la concentracion en el plasma de FSH sigue un
claro patron circadiano, siendo que durante la mitad del anestro, los niveles en plasma de
FSH declinan. Se distinguen dos tipos de anestro: uno superficial o ligero y otro profundo.
El superficial esta caracterizado por niveles relativamente altos de FSH en el plasma y la
presencia de foliculos normales capaces de ser inducidos a ovular en respuesta a repetidas
inyecciones de LH. El anestro profundo, esté caracterizado por bajos niveles en plasma de
FSH y una reduccién en el nimero total de foliculos antrales capaces de responder a
estimulacion gonadotrépica (Oussaid ef al., 1993).

Soboleva et al., en 2000, sugieren que el desarrollo folicular es el resultado de la
estimulacion intraovarica gonadotrépica, asi como de interacciones inhibitorias entre los
foliculos,. donde los mas grandes suprimen el crecimiento de los mds pequefios. La
aplicacion exdgena de FSH esta asociada con un avance en la maduracién de foliculos
dependientes de gonadotropinas.

Se ha medido la liberacién de GnRH dentro de la circulacion portal en el tercer
ventriculo de la oveja y se ha visto que cada pulso de LH resulta de una descarga de GnRH
hipotalamico. Estos datos apoyan una asociacion abierta entre la actividad eléctrica de
neuronas, descargas hipotalamicas de GnRH y liberacion de LH. Estos cambios en el
patron de liberacion de GnRH estan relacionados a la concentracion de GnRH en el
hipotalamo (Williams, 1990).

Algunos neurotransmisores han sido implicados como medidores en la lactancia en
ratas. Estos incluyen serotonina, dopamina y péptidos endégenos, los cuales tienen efectos
reciprocos sobre la secrecion de prolactina y LH. Los estudios concernientes a la actividad
de los neurotransmisores clasicos en el control de liberacion tonica de LH en rumiantes son
aun limitados. Sin embargo, las catecolaminas pueden jugar un papel como mediadores de
los efectos inhibitorios de los esteroides gonadales sobre la secrecion de gonadotropinas. La
concentracion de péptidos endogenos opioides en el tejido neural, es afectada por la
lactancia y se relaciona con la sintesis y liberacién de GnRH. Los opioides enddgenos
pueden jugar una participacion integral en el anestro posparto (Williams, 1990).

Durante la estacionalidad reproductiva de los mamiferos, los péptidos opioides son
implicados en la modulacién de ésta. Una simple hipdtesis plantea un incremento en la
secrecion de los péptidos opioides desde las neuronas del hipotalamo, provocando una
inhibicion en la liberacion de la GnRH y la interrupcién de la comunicacidn del eje
hipé6fisis-gonadas, durante la fase de regresién del ciclo reproductivo. Diferentes estudios
en la borrega y hamsters, han investigado el papel de los péptidos opioides en las fases
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activas y de regresion, midiendo el contenido hipotalamico o periférico de la 3-endorfina,
los niveles hipotalamicos de los receptores a opioides y el efecto de sinérgicos (morfina) y
antagonistas (naloxona) a éstos. Estos estudios han demostrado el efecto de los opioides en
la reproduccion, aunque no es muy claro la evidencia del incremento de éstos en la etapa de
regresion, la cual pueda explicar la inhibicion reproductiva (Lincoln y Ssewannyana, 1989).

Una alternativa a esta hipotesis, es que el mecanismo de los opioides funciona
primariamente durante la fase activa del ciclo reproductivo y son casualmente involucrados
en el inicio de la regresion por influencia en el cambio en la sensibilidad del sistema de
control de la LH, a los efectos inhibitorios de los esteroides gonadales. Resultados de los
efectos del uso de naloxona y morfina demuestran que la influencia inhibitoria de los
péptidos opioides sobre la GnRH, es mucho mas evidente durante la fases activas y
regresivas del ciclo reproductivo estacional (Lincoln y Ssewannyana, 1989). As{i mismo,
Tortonese en 1999, propone que el efecto de supresion de los pépticos opioides son mas
evidentes durante la fase sexual activa de los dias cortos.

Es decir, la declinacion en la reproduccién en las razas estacionales, ¢s el resultado de
un incremento de la actividad de las neuronas peptidicas, las cuales inhiben la secrecién de
la GnRH (Lincoln y Ssewannyana, 1989).

En las borregas, esta bien establecido que parte de la influencia del cambio del largo
de los dias sobre la secrecion de LH, ocurre a través de la alteracion de los mecanismos de
retroalimentacion de los esteroides sobre el eje hipotaldmico. En particular, los estrégenos
tienen una considerable atencidn, ya que producen cambios a nivel de las neuronas
productoras de GnRH y aunque estas células no expresan receptores para estrogenos, la
poblacién-de células neuronales implicadas en la regulacion de la secrecion de GnRH, son
aquellas células que secretan dopamina, B-endorfina y GABA en el édrea predptica. Por lo
que, ¢l fotoperiodo puede influir en la biosintesis o actividad eléctrica de una o varias de
estas neuronas, para brindar los efectos estacionales de los estrogenos sobre las neuronas de
GnRH, actuando asi de manera indirecta (Skinner y Herbison, 1997).

El periodo de anestro posparto, representa un estado fisiol6gico en el cual, la NAL
induce la desinhibicion de la liberacién de LH. Asi mismo, borregas que no amamantan y
que fueron tratadas con NAL, no presentaron un incremento de los niveles séricos de LH,
sugiriendo que los péptidos opioides median la liberacion de LH la cual depende del

estimulo de amamantamiento en vacas y que es independiente de éste en borregas (Malven,
1986).

Algunos estudios citan que en ovejas expuestas a fotoperiodos de dias cortos, un
35% menos de células inmunoreactoras a la B-endorfina, tanto en el area rostral y caudal
del nucleo arcuato, que las expuestas a dias largos. Sin embargo, Skinner y Herbison en
1997, reportan un 20% mads de células reactoras a la B-endorfina en animales en anestro,
comparado con animales en la fase litea. Asi mismo, sugieren que las neuronas en el irea
predptica, pueden expresar receptores a estrogenos en fotoperiodos de dias largos y que
estas células pueden jugar un papel importante en facilitar los efectos inhibitorios de los
estrogenos sobre las neuronas de GnRH, durante el anestro.
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Por otra parte, el mecanismo a través del cual, la progesterona bloquea el
mecanismo inductor de los estrogenos sobre la GnRH, no es bien conocido. Ritcher ef al.,
en 2001, proponen que los péptidos opioides endogenos que median la retroalimentacion
negativa de la progesterona sobre la secrecion pulsatil de la GnRH, también bloquean la
oleada de GnRH. Anteriormente, se afirmaba que los péptidos opioides no estaban
involucrados en el bloqueo de la GnRH por accion de la progesterona, debido a que la
infusién de NAL, fallaba en la restauraciéon de la ovulaciéon en tratamientos a base de
progesterona, sin embargo, lo resultados de los tratamientos cronicos con NAL, con la
consecuente regulacion del tono opioide, podria estar disminuidos debido al efecto de la
progesterona sobre los opioides.

En estudios donde la oleada de LH no puede ser restaurada, través del uso de
antagonistas a opioides (NAL), se ha sugerido que los efectos inhibitorios de la
progesterona sobre la secrecion de GnRH son multimodales y que los péptidos opioides
estan diferencialmente involucrados en mediar el bloqueo ejercido por la progesterona. Por
lo anterior, se sugiere que los efectos inhibitorios de la progesterona durante la fase de
transmision son mediados a través de diferentes sistemas de neurotransmision, siendo uno
de éstos, el opioide (Ritcher ef al., 2001).

La inhabilidad de la NAL para restaurar la oleada de LH en ovinos tratados con
progesterona, puede ser explicada de la siguiente manera. Primero, la progesterona puede
estimular la liberacion de péptidos opioides que actiian en receptores, en los cuales no tiene
accion la NAL, aunque es improbable, debido a que la NAL y sus derivados son
antagonistas inespecificos a un receptor y actia a nivel de los tres principales receptores
opioides (9, i, ¥). Segundo, la NAL puede fallar en prevenir el bloqueo de la progesterona,
a dosis de 1 mg/kg. Por lo anterior, se sugiere que los péptidos opioides que median la
inhibicién la secrecion pulsatil de la GnRH ejercida por la progesterona, no son el principal
neurotransmisor involucrado para la prevencion de la activacion de la retroalimentacion
positiva de los estrogenos (Ritcher et al., 2001).

Tanto en hamsters como en borregas, hay un marcado cambio en las concentraciones de
B-endorfina, con relacion al ciclo reproductivo. Los maximos niveles de ésta ocurren en

ambas especies en el otofio o durante a la exposicion a los dias cortos (Lincoln y
Ssewannyana, 1989).

En ovejas prefiadas cuatro semanas antes del parto, se reduce el cortisol en respuesta al
estrés u hormona gonadotropica. El parto por si mismo, es doloroso y estresante para las
ovejas, asociado con altas concentraciones circulantes de cortisol y opioides. La
concentracion de los opioides meta-encenfalina y B-endorfina son elevados en el posparto
temprano en la oveja (Smart et al., 1994a).

Pérez et al., en 2001, con la finalidad de conocer el efecto de los estrogenos y los
opioides sobre la inhibicion de la secrecién e GnRH y LH, tanto en el hipotalamo, como en
la hipofisis, realizaron un experimento en el cual controlaban el tiempo de
amamantamiento, concluyendo que dicho manejo puede ser una alternativa para reducir el
anestro posparto en vacas.

57



Existen evidencias de los efectos de la lactacion sobre el largo del anestro posparto, en
ovejas sugieren que los opioides endégenos estan involucrados en la secrecion o inhibicion
de gonadotropinas durante el periodo posparto. En un estudio, la P-endorfina, se

incrementd durante e] amamantamiento, conjuntamente con los niveles de prolactina
{(Gonzalez et al., 1991).

Es durante la primera mitad del periodo de la lactacion, donde existen bajos niveles de

GnRH y los pépticos opioides son una de las claves neuropéptidas de esta situacion
(Parvizi, 2000).

Los patrones de secrecion de la prolactina en ovejas en lactacion durante el periodo de
posparto, muestran que el estimulo de amamantar resulta en un incremento significativo en
la concentracién de prolactina. En mamiferos, tanto la prolactina como el cortisol, son
secretadas en respuesta a estimulos externos como son la lactacion y el estrés, asi como su
relacion con los ritmos internos relacionados al suefo o fotoperiodo. Las concentraciones
de prolactina son altas durante el anestro y bajas durante la estacién de crianza. Los altos
niveles de prolactina no parecen ser inhibitorios de la funcion ovarica y esta hormona no
juega un papel importante en la regulacion de la actividad reproductiva estacional de la
oveja. La variacién de prolactina en el plasma, puede ser un signo del periodo de cria,
cuando los niveles estan bajos o de anestro con niveles altos. Estos hallazgos sugieren que
el parto, asi como los dias largos, pueden ser los responsables de la elevacién en la
concentracion de prolactina. Los patrones de secrecion de prolactina en ovejas en lactacion
durante el periodo de posparto, demuestran que el estimulo de amamantar resulta en un
incremento significativo en la concentracién de prolactina (Gémez y Lopez, 1991).

La oxitocina y la prolactina juegan un papel fundamental en el mantenimiento y
dindmica de la lactacién. El acto de amamantamiento es por si mismo un poderoso estimulo
para la liberacion de oxitocina. Impulsos sensoriales alcanzan la via de la médula espinal a
través de caminos parasimpaticos hacia las neuronas hipotaldmicas que producen oxitocina
y provocan su liberacion. La secrecion de prolactina es estimulada por el amamantamiento,
pero no por estimulos audiovisuales o psicoldgicos. A través del periodo lactacional, los
niveles de prolactina en el plasma varian de la siguiente manera: los valores basales son
bastantes altos durante las primeras semanas posparto y cada episodio de amamantamiento
eleva los niveles. Los mecanismos por los cuales el amamantamiento incrementa la
liberacién de prolactina parecen envolver la secrecion-liberacion de prolactina del
hipotalamo dentro del sistema portal y la supresion de liberacion de dopamina del sistema
dopaminérgico neural tdberoinfundibular. La dopamina por si misma, es un factor inhibidor
de la prolactina, la supresion de esta liberacion, aumenta la secrecion de prolactina
(Curlewis y McNeilly, 1991; Qjeda y Griffin, 1992).

Se han realizado estudios en ovejas secas y en lactacion y se han encontrado niveles
altos de estradiol 17p en el plasma durante el posparto temprano. La reduccién en la
intensidad de lactacion no afecta significativamente la concentracion en el plasma del
estradiol. El estradiol puede estimular la actividad hipotalamica y la secrecion pulsatil de
LH en el posparto de la oveja (Mandiki ez al., 1990). El estradiol es el principal esteroide
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mensajero producido por los foliculos y éstos, la accion inicial del estradiol es el de una
retroalimentacion positiva sobre su propia produccién via incremento de la sintesis de
androgenos en la teca interna. Durante el crecimiento preovulatorio, el foliculo favorece
mas la respuesta hacia LH y adquiere un incremento en la habilidad para sintetizar estradiol
(Lishman e Inskeep, 1991).

Se menciona que durante el periodo posparto que coincide con el inicio del anestro
estacional, el dia 20 posparto representa un intervalo consistente para incrementar la
liberacion de LH de la hipéfisis y que el destete precoz resulta en el aumento de la
secrecion de LH en el dia 40 posparto (Newton y Edgarton, 1989). Se sugiere que la
lactacion retarda la involucién uterina (Pope ef al., 1989). La reanudacion de la actividad
ciclica ovarica y el restablecimiento mediante una involucién uterina apropiada suelen
resultar en una concepcidn posparto exitosa. La involucion uterina en las ovejas y cabras es
completada hacia el dia 33 posparto, con regeneracion de glandulas y células epiteliales
carunculares que usualmente se alcanza el dia 14 y 28 posparto respectivamente (Hall et a/.,
1993; Yavas y Walton, 2000).

La funcién del cuerpo liteo de la prefiez cesa un poco después del parto y la sintesis
de progesterona por el tejido ovarico parece ser minima durante el periodo de posparto
temprano en la oveja. Si los efectos del cuerpo lateo de prefiez sobre el niimero de foliculos
encontrados en los ovarios durante el posparto son mediados por la reorganizacion de una
suplementacion preferencial de la sangre o por el establecimiento de componentes
intraovaricos durante la prefiez, el cuerpo luteo de prefiez puede enmascarar un aparente
efecto inhibitorio del tero gravido sobre la funcién ovarica en el periodo de posparto
temprano (Hall er al.,1993). ‘

El tratamiento con progesterona antes de la induccién de ovulacion en ovejas en
posparto o anestro estacional incrementa la incidencia de cuerpos luteos con vida de
duracion normal. En ovejas en anestro estacional el pretratamiento con progesterona
incrementa el nimero de receptores para LH en la granulosa y aumenta in vitro la
produccion de estradiol en respuesta al pico preovulatorio de LH (Hall ef a/.,1993).

La presencia de células luteas hasta el dia 140 de prefiez y de células méas pequeiias
hasta el dia 15 posparto en ovejas puede estar implicado en un control negativo de
secrecion de LH después del parto. Los foliculos antrales de menos de 2 mm de diametro,
estan presentes en ovarios durante la fase latea del ciclo estral y durante el periodo de
anestro en ovejas no prefiadas. La poblacion de foliculos de mas de 2.5 mm aumenta
después de la administracion de la Gonadotropina Coridnica Equina (eCG o PMSQG).
Algunos estudios han demostrado que la concentracion de FSH y LH en el plasma y la
frecuencia y amplitud de pulsaciones de LH se incrementa dentro de los siguientes 5 dias
después del parto y esto puede estar implicado con la presencia de foliculos mayores de 2
mm de didmetro. Después del parto, el rapido incremento de liberacién pulsatil de LH
coincide con el incremento de LH hipofisiaria y la liberacion de éste en respuesta a la
GnRH, con la concentracion de RNAm en la hipéfisis para las subunidades alfa y beta de
LH y con los receptores para estradiol (Al-Gubory et al., 1989).
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Las altas concentraciones basales de LH el dia 20 posparto y la liberacion de GnRH en
la oveja que inducen la liberacion de LH los dias 20 y 40 aproximadamente, estan
relacionados al control del anestro estacional y sugieren qua la recuperacion de la funcion
de la hipéfisis anterior y los efectos supresivos de la prefiez previa, no son prevenidos por
fotoinhibicién de los dias largos. Se menciona un incremento en la concentracion y en el
numero total de receptores para estradiol en el hipotalamo y tejido de la hipofisis anterior
alrededor del dia 22 posparto. Este incremento precede el comienzo de la actividad
posparto. Por otro lado, se ha observado una alta frecuencia en la pulsaciéon de LH entre los
dias 8 y 14 posparto en ovejas lactando con cordero durante el anestro estacional
comparado con ovejas en anestro estacional y sugieren que la prefiez puede participar
negativamente en la reduccion de la secrecion de LH asociado con el fotoperiodo,
induciendo aciclicidad. Al administrarse GnRH el dia 20 y 40 posparto, se presentdé mayor
liberacion de LH en la hipofisis, gran liberaciéon de GnRH o anulacion de los signos
inhibitorios de fotoperiodo en el periodo posparto. Las células hipofisiarias dispersas
liberan aproximadamente 47% del total celular del contenido de LH con su méxima
estimulacion in vitro por GnRH. La GnRH endogeno por si mismo, puede ser el principal
responsable del incremento observado de LH en respuesta a GnRH exdgeno. Tal vez el
ambiente hormonal de prefiez y parto, retardan los mecanismos responsables del anestro
estacional en ovejas. Se propone que el anestro estacional es el resultado de una hiper-
respuesta hacia la retroalimentacion negativa del efecto de estradiol. Durante el periodo del
. posparto que coincide con la transicion del anestro estacional, la falta de secrecién tonica
de LH puede permitir el almacén de esta hormona, para retornar a la normalidad. Esto
puede pasar por un incremento en los niveles bajos de secrecidon de GnRH en forma de
minipulsos o secrecion continua, resultando en un incremento en la respuesta de la hipofisis
(Barrel et al., 1992). Lo anterior, puede crear un periodo de aumento en la respuesta de la
hipéfisis, la cual puede ser manipulada farmacoldgicamente para acelerar la reproduccion
en programas de ovinos. En un experimento, la liberacion de LH después del tratamiento
con GnRH, fue grande en ovejas lactantes y no lactantes, sin embargo en un segundo
experimento, la liberacion de LH no difirié con el estado de lactacion. Muchos signos
convergen en los mecanismos que controlan la ciclicidad reproductiva durante el periodo
posparto. La inhibicion de la secrecion de LH durante el periodo posparto que coincide con
el anestro estacional es especialmente complejo, con recuperacion de la influencia de la
prefiez previa que es confundida por fotoinhibicion de dias largos (Newton y Edgenton,
1989).

Durante la lactacion, el amamantamiento controla tres de los mayores componentes
de esta etapa: la produccion de leche dentro de la glandula mamaria, la eyeccion de ésta 'y
en muchas especies, la supresion de la actividad ovarica (McNeilly et al.,1994). En este
ultimo apartado, el amamantamiento estimula un retraso de la ovulacién o si la ovulacion
tiene lugar, retrasa el tiempo de implantacién. En este caso, el intervalo entre partos se
extiende. En razas estacionales, los nacimientos ocurren al final de la estacion reproductiva
y el anestro lactacional coincide con el anestro estacional. Sin embargo, hay evidencia de
una reduccion en la fertilidad de hembras lactantes comparada con hembras no lactantes en
una induccion al estro (MacNelly er al., 1994).

El estimulo del amamantamiento o la lactacion y los cambios metabdlicos
relacionados a la produccién de leche durante la lactacion, resulta en un amplio cambio
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endocrino en la hembra (MacNelly et al., 1994). Lamming (1994), sugiere que el
amamantamiento puede inducir un incremento en la sensibilidad a la retroalimentacion

negativa del estradiol, pero que la respuesta puede variar, dependiendo de la raza de
borrega,

En la mayoria de las especies el amamantamiento induce un incremento de la
prolactina lo cual es esencial para la produccion de leche, con excepcién de los rumiantes.
En estas especies la hormona del crecimiento es de mayor importancia que la prolactina en
a manutencion de [a produccion lactea, la liberacion de la hormona del crecimiento ocurre
principalmente en respuesta a una relativa hipoglicemia asociada con la produccion de
leche siendo poco relacionada con el estimulo al pezdn o a la teta (MacNelly ef al., 1994).

El amamantamiento inhibe directamente la liberacion de GnRH  desde el
hipotdlamo resultando, principalmente en no permitir la liberacion pulsatil de LH y en la
resultante ausencia del crecimiento de los foliculos ovaricos o en una baja secrecion de
esteroides ovaricos por los foliculos por influencia de la FSH. Los niveles plasmaticos de
FSH son usualmente normales a lo largo de la lactacion. La facil induccion a la ovulacion
durante la lactacién, sugiere que no hay una insensibilizacion por parte del ovario a las

gonadotropinas durante la lactacion, involucrando posiblemente a la prolactina (MacNelly
et al., 1994),

En los ovinos, el contenido hipotalamico de GnRH, el contenido pituitario de LH y
los niveles plasmaticos de FHS, retornan a sus niveles normales a los catorce dias después
del parto, ocurra o no la lactacion, asi como el contenido de RNAm para la gonadotropina
o y las subunidades LHb, receptores de GnRH, receptores de estrogenos. Los niveles
basales de LH incrementan en paralelo con un incremento de la secrecion pulsatil de LH
durante la lactacién, aunque la tasa de incremento de la frecuencia pulsatil de LH
disminuye conforme aumenta el niimero de corderos amamantiandose. E! incremento en la
liberacién pulsatil de LLH, esta directamente relacionado con un incremento en la liberacion
pulsatil de GnRH en la circulacion portal hipofiseal. Al inicio de la lactacion cuando el
contenido de LLH en la pituitaria es bajo, sdlo de un 30 a un 40% de GnRH libera LH,
comparado con un 70-80% al final de la lactacién. Sin embargo, el efecto de la lactacion en
la reanudacion de los ciclos estrales varia considerablemente entre las diferentes razas de
ovinos, aunque los parametros de LH parecen volver a la normalidad al inicio de Ja
lactacion. En hembras lactantes paridas durante la estacion reproductiva, existe un
incremento paraddjico tanto en los niveles basales de LH vy en la secrecion pulsatil de LH,
la frecuencia de pulsos empieza a aumentar durante cada fase lutea o anestro estacional. La
LH responde al estimulo de GnRH y retorna a la normalidad tempranamente en las hembras
paridas en otofio, que las hembras paridas en primavera al final de la estacion reproductiva
o al inicio de la estacién de anestro, pero a pesar de esta respuesta normal a la GnRH, solo
alrededor del 50% de las hembras muestran una respuesta normal a la retroalimentacion
positiva del estradiol a los 30 dias posparto. Un tratamiento crénico en hembras lactantes
con bajas dosis de estradiol, disminuye la respuesta de la LH a la GnRH y causa una gran
supresién de LH en hembras lactantes que en hembras no lactantes ovarioectomizadas. Esto
sugiere que al amamantamiento puede inducir un incremento en la sensibilidad a los efectos
de retroalimentacion negativa del estradiol, pero la respuesta varia considerablemente entre
diferentes razas de ovinos (MacNelly et al., 1994).
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INDUCCION DEL ESTRO EN RUMIANTES EN ANESTRO POSPARTO

Los cambios en el fotoperiodo inducen alteraciones en el sistema neuroendécrino-
gonadal por accion de la glandula pineal, en un gran nimero de razas estacionales. La
melatonina es una hormona pineal que juega un papel importante al mediar los cambios en

el sistema reproductivo lo cual ocurre en respuesta a cambios estacionales en el largo del
dia (Petterborg et al., 1991).

CONTROL DEL ESTRO Y LA OVULACION

Los ovinos y caprinos y caprinos, tienen una amplia capacidad reproductiva, sin
embargo, deniro de las limitantes que frenan esta capacidad se encuentran el hecho de
presentar un anestro de tipo estacional que ocasiona intervalos entre partos de
aproximadamente 12 meses, cuando biolégicamente es posible lograr intervalos entre
partos de 8 meses, la mayoria de las veces al parir las hembras presentan un anestro de
lactacién o posparto, que suele confundirse con el anestro estacional, aunado a esto, los -
ovinos y caprinos pueden tener mas de una cria por parto, sin embargo las tasas ovulatorias
de las razas en México se sitian entre 1.5 y 1.8. Por lo que para lograr una cria eficiente y
productiva de las ovejas se requiere manipular la reproduccion ya sea por métodos
hormonales, fisicos o bioldgicos. Los métodos hormonales aunque costosos suelen tener
resultados mas previsibles que los métodos bioldgicos, por lo que a continuacion se analiza
la induccidn del estro con ovulacion, la sincronizacion del estro con ovulacion y el aumento
moderado dc la tasa ovulatoria.

CONTROL NEUROENDOCRINO DE LA REPRODUCCION EN LA OVEJA Y CABRA

Los mecanismos hormonales generales que regulan la reproduccion ovina durante el
fotoperiodo actuan sobre la glandula pineal que secreta melatonina y a su vez regula la
secrecidn de GnRH, la cual va a estimular a la hipéfisis que secreta la FSH y LH para
regular el crecimiento folicular y la ovulacion. Los estrégenos producidos por el foliculo,
son los responsables directos de la conducta del estro, pero en el caso de las ovejas y
cabras, se requiere de un estimulo previo de la progesterona sobre el hipotalamo, si no, se
presentara una ovulacion silenciosa sin la conducta manifiesta de aceptar la copula, por lo
tanto las hormonas de la glandula pineal, del hipotdlamo, de la hipéfisis anterior y la
progesterona, se pueden utilizar para manipular en los ovinos y caprinos el estro con
ovulacion.

Induccion del estro con ovulacion

La induccidn del estro con ovulacién se realiza cuando los animales estan en anestro
y por lo tanto esta blogueado el eje hipotalamo-hipofisis-génadas y no hay secrecion
apropiada de gonadotropinas. El objetivo de estos tratamientos consiste en reducir el
intervalo entre partos o la edad a la pubertad. Se aplica la induccion del estro cuando las
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ovejas y cabras se encuentran en anestro estacional, en anestro lactacional o para inducir la
pubertad. Es importante mencionar que los tratamientos de induccién sustituyen al eje
hipotalamo-hipéfisis-gonadas, pero no lo activan, por lo tanto, generalmente solo se tiene el
estro sincronizado y no se presenta una segunda oportunidad para gestar a las hembras.

Induccion del estro con ovulacion mediante el efecto macho

El "efecto macho” puede definirse como la induccién a la ovulacién que se presenta
después de la interaccion del macho con la hembra, posterior a un periodo relativamente
largo de separacion (Pearce y Oldham, 1984).

Pearce y Oldham, (1984) presentan un panorama historico del estudio del efecto
macho que se conoce desde 1944, en el que Underwood observd que en ovejas de la raza
Merino, el anestro se interrumpia probablemente por la introduccién del camnero.
Posteriormente se investigd mas al respecto, Schinckel en 1954, Lindsay y Signoret en
1978; Oldham en 1980 y Martin, 1984. Actualmente se ha establecido que la introduccion
del carnero provoca un cambio hormonal en ovejas y cabras en anestro estacional, en
animales lactando y que puede llegar a inducir la pubertad en hembras jovenes.

En rebafios en los que permanecen todo el afio el macho con la hembra, es dificil
que llegue a presentarse la estimulacion, por lo que es necesario que el carnero esté
separado un intervalo de tiempo para que al reintroducirlo desencadene la ovulacion.

El estimulo principal esta en las feromonas producidas por el camero secretadas en
la lana y grasa del vellon, aunque no debe ignorarse el contacto fisico y visual para mediar
una respuesta en la hembra (Lindsay, 1988; Lynch et al., 1992; Vandenbergh, 1994).

Este efecto puede ser también inducido con carneros castrados o hembras a las
cuales se les aplica un tratamiento corto con testosterona o estrogenos obteniendo una
respuesta semejante.

Para el mecanismo endocrino del "efecto macho", se ha propuesto una hipotesis en
donde la presencia del camero afecta directamente la relacion hipotalamo-hipéfisis, pero no
anula los efectos de retroalimentacion negativa de los esteroides ovéricos. Al momento de
entrar en contacto las hembras con el macho, se afecta la secrecién toénica de
gonadotropinas como una respuesta previa a la ovulacion. La frecuencia de pulsos de la LH
aumenta rapidamente cuando es introducido el macho, independientemente de los efectos
de retroalimentacion negativa del Estradiol 17-B, que no pueden ser facilmente revertidos
hasta después de 12 horas del estimulo. En la oveja y cabra se incrementan las
concentraciones basales de LH, pero no se incrementa significativamente la frecuencia de
las pulsaciones y aunque llegan a alcanzarse concentraciones altas; no se garantiza que la
ovulacién ocurra. Existen evidencias para sugerir que los niveles altos de LH preovulatoria

debidos al incremento de la secrecion temprana de estrogenos son suficientes para la
ovulacion.
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Si se llega a retirar de manera temprana al macho, esto interfiere en el incremento de
los estrogenos por estimulo de LH, la presencia continua de éste, es entonces necesaria para
estimular la oleada pulsatil de LH, por lo tanto, si se retira al macho tempranamente se
reduce la incidencia de la ovulacion (Lindsay, 1984).

En contraste con la LH, la FSH no muestra cambios inmediatamente después de la
introduccion del macho.

La ovulacién silenciosa es una caracteristica de una primera ovulacion de la estacion
de cria, primera ovulacién de pubertad y de una ovulacion inducida por la presencia del
macho.

El cuerpo liteo de la induccion debida al efecto macho, se presenta normal en
aproximadamente el 50% de las hembras y el otro 50% presenta regresion temprana en su
primera ovulacion. Las hembras con un cuerpo liteo normal, muestran estro en un tiempo
cercano entre los 18-19 dias después de la introduccion del macho. Mientras que en las
hembras con cuerpo luteo hipofuncional después de la primera ovulacion, se forma un
segundo cuerpo luteo tiene una regresion temprana a los 5-6 dias pero no se conoce la razon
de esto, por lo que la ovulacion y la conducta de estro con un cuerpo liteo funcional, se
presentan aproximadamente a los 24 - 25 dias de la introduccion del macho.

La respuesta ovarica al efecto del macho es similar a la del comienzo de la estacion
de cria y en términos practicos este efecto logra dos objetivos:

a) Un marcado avance en el tiempo de la estacion de cria.
b) Se logra una sincronizacion del estro.

Para incrementar el grado de sincronizacion a la respuesta, los cuerpos de vida corta
deben de ser eliminados y esto puede realizarse mediante el tratamiento con progesterona
alrededor de 5 después de haber introducido al macho, asi se eliminan los ciclos cortos
producidos por las ovulaciones silenciosas y las hembras muestran un ciclo estral de
duracién normal. Este grado de sincronizacion es suficiente para programas de
inseminacidn artificial.

Sin embargo debido a que la respuestas al efecto macho, no son consistentes y
tomando en cuenta que es un método relativamente barato, esta es una herramienta para
reducir el intervalo entre partos para criadores con empadre controlado que separan sus
machos pero no en muy recomendable para implementar un programa de cria intensiva con
incrementos en la produccidn de corderos y cabritos.

Induccion del estro con melatoning
La induccion del estro con ovulacién utilizando hormonas, pretende lograr la

fertilizacion e implantacion de los ovocitos liberados, por lo tanto, mediante mas lejos del
sitio de fertilizacion e implantacion (oviducto- ttero) se realicen los estimulos hormonales,
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la respuesta en términos generales, serd mejor, ya que la dosis de hormonas exdgenas son
altas con relacion a los niveles endogenos, alterando algunas funciones como el transporte
espermatico, la vida del cuerpo liteo y la implantacién embrionaria entre otras, lo que suele
traducirse en baja fertilidad (Scaramuzi, 1989).

Por lo anterior, el uso de melatonina tiene buenas expectativas como tratamiento de
induccion del estro. La glandula pineal es esencialmente, a la luz de los conocimientos
actuales, el reloj biolégico que controla la estacionalidad en los ovinos y caprinos, tanto en
machos como en hembras y la melatonina parece ser el componente mayor del mecanismo
fisiologico, que determina el reconocimiento cerebral de los cambios de luz. La melatonina
es una hormona de la pineal, que es regulada por los ciclos circadianos y se secreta durante
las fases de oscuridad (Goodman, 1994). La melatonina estimula la secrecion de GnRH y
como la melatonina se secreta en la fase de oscuridad del dia, entonces cuando los dias se
acortan, la melatonina se incrementa, se reducen los intervalos entre los pulsos de GnRH y
se presenta mayor actividad reproductiva en los pequefios rumiantes (Mori, 1992).

Donovan ef al., en 1994, aplicando un implante subcutdneo de liberacion lenta de
melatonina (700 mg), 12 horas después del parto y manteniéndolo por aproximadamente
200 dias, lograron obtener durante el verano del hemisferio norte, a finales de agosto, un
80% de las hembras tratadas en estro, contra un 20% del grupo sin tratar, lo que representa
aproximadamente 60 dias menos de intervalo entre partos por animal. En México, Marquez
et al., en 1985, trataron a las ovejas con melatonina (3mg/dia/87 dias), durante los meses de
febrero a mayo y obtuvieron un 80% de ovejas en estro, contra 0% en el grupo sin
tratamiento. Sin embargo, los resultados no son siempre consistentes (Eldon, 1993), por lo
que se requiere mas investigacion en México, para aplicar estos tratamientos.

Induccion del estro con ovulacion utilizande GnRH

La GnRH se secreta en forma tdnica o episodica en el hipotalamo y cada pulso de
GnRH, corresponde un pulso de secrecion de gonadotropinas, especialmente la LH, ya que
la FSH, aunque responde a los pulsos de GnRH, presenta mas bien una fluctuaciones circa-
horaria y no estrictamente pulsatil (Clarke, 1984).

Como la GnRH, estimula la secrecion de ambas gonadotropinas FSH y LH por parte
de la hipofisis anterior, entonces puede ser inducido el estro con ovulacién utilizando
sinérgicos de la GnRH.

Durante la estacion reproductiva, los pulsos de GnRH ocurren con relativa
frecuencia cada 3-4 horas, mientras que durante el anestro, la secrecion pulsatil es mas
espaciada entre 8-12 horas, lo que no permite el desarrollo folicular (Karsh, 1984). Por lo
tanto, la aplicacion de GnRH debe imitar la frecuencia pulsatil del hipotilamo, por lo que

se requiere de aplicar pequeiias dosis en intervalos de 3-6 horas o bien utilizar implantes de
liberacién lenta.

Con inyecciones unicas, la GnRH estimula la secrecion de FSH con 5 a 635 pg, por
via intravenosa (Wheaton ef al., 1982), sin embargo, dosis Gnicas no son suficientes para
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inducir el estro con ovulacion. Minoia ef al., en 1985, en el hemisferio norte, indujo el estro
en marzo, en animales con anestro 0.017 mg de un sinérgico de GnRH, por via
intramuscular a las 6:00-14:00-22:00 horas del dia, para un total de 16 inyecciones,
logrando 90% de estros y gestaciones en las hembras tratadas. Sin embargo, aunque se han
desarrollado implantes de liberacion lenta, estos estan disponibles comercialmente e
inyectar varias veces al dia, durante varios dias a un nimero considerable de ovejas o
cabras no resulta practico. Ademas, el tratamiento con GnRH, requiere de una preparacion
previa con progesterona para que el estro sea manifiesto y se presenta un porcentaje de
cuerpos luteos hipofuncionales que varia de 20 a 80%, incrementdndose cuando el
tratamiento no va precedido de progesterona (Hunter ef al., 1989).

Induccion del estro con ovulacion utilizando progestigenos

El uso de progestdgenos como preparadores de la oveja y cabra para inducir el estro
con ovulacion aplicando gonadotropinas, se ha generalizado ya que son tratamientos
relativamente baratos y accesibles de manera comercial (Alonso, 1981). Los principales
progestagenos utilizados son el Acetato de Fluorogestona (FGA), el Acetato de
Medroxiprogesterona (MAP) y el Norgestomet, Los dos primeros compuestos se aplican
por via intravaginal en esponjas y el Gltimo se aplica en implantes subcutaneos en silastic.
Las principales dosis utilizadas se presentan el la siguiente tabla:

FGA 30 mg en animales en anestro
40 mg en hembras en estacién reproductiva
MAP 50 mg en animales jovenes

60 mg en hembras adultas

NORGESTOMET |3 mg

Tomado de: Hunter, 1982; Cognie y Mauleon, 1989; Gordon, 1989; Lima et al., 1991; Flores et al., 1991.

Los progestagenos en estos tratamientos tienen como funcién, estimular al
hipotalamo para sensibilizarlo a la accion de los estrogenos y evitar la ovulacion silenciosa,
presentandose un estro manifiesto.

Las gonadotropinas tienen como funcién el madurar foliculos que pueden llegar a
ovular, las mas utilizadas son la PMSG y la gonatropina coriénica humana. La dosificacion
es un poco dificil, ya que no existen resultados de investigacién consistentes, pero en
general la dosis van de 300 a 700 U, aplicandose las siguientes recomendaciones
generales, en animales chicos, considerando el peso adulto, poner dosis bajas y en razas
pesadas dosis altas, en anestro estacional o de lactacién poner dosis latas, en estacion
reproductiva, dosis bajas.
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Induccion del estro con ovulacion utilizando progestdgenos y gonadotropinas

Las corderas y cabritas pueden inducirse al estro antes de cumplir un afio de edad, si
ya estan cerca de alcanzar el 40% de su peso adulto, en México se han probado tanto la
dosis del progestageno MAP, como de la gonadotropina PMSG. En tratamientos utilizando
50 mg en esponjas vaginales durante 14 dias, se obtuvieron resultados satisfactorios de 70%
de animales paridos, contra solamente 15% en los animales sin tratar. Asi miso, se han
reportado resultados de un 50-57% de pariciones en los animales tratados, contra un 0% en
0s grupos sin tratar, siendo bajo las condiciones de nuestro pais, la repetibilidad mas
probable, que con otros tratamientos hormonales.

Induccion del estro utilizando progestagenos y gonadotropinas en anestro lactacional

Los caprinos y ovinos en México, presentan un periodo del afio en que reducen su
actividad reproductiva, por lo tanto, no se reproducen de manera uniforme, a lo largo del
afo, se han estudiado algunas razas que tienen una época reproductiva larga y son muy
pocos los meses en los que no presentan un porcentaje bajo de estros, lo que se refleja a su
vez, en meses con bajas pariciones. Generalmente, los meses de menor presentacion de
estros son de marzo para mayo o de febrero a junio, dependiendo la raza (De Lucas et al.,
1983). Siendo este periodo de baja actividad reproductiva, lo que alarga el intervalo entre
partos, hasta casi un afio 0 mas, por lo que es factible mencionar quc el principal problema

reproductivo de estos animales, es la inactividad reproductiva asociada al parto y/o
lactacion.

Nett en 1987, propone para ¢l anestro de lactacion, un modelo fisiolégico para el
funcionamiento del eje hipotalamo-hipofisis-gonadas, basado en el conocimiento actual.
Dicho modelo parte del hecho, de que los ovarios son capaces de madurar foliculos en
cualquier etapa posparto, por lo que el anestro es debido principalmente ala deficiencia de
gonadotropinas. Se ha observado que durante el Gltimo tercio de la gestacion y el periodo
temprano posparto, se altera la secrecion de LH, pero no de FSH, por lo que Ja mayoria de
los estudios giran en torno a la LH. Durante la gestacion, existe un periodo largo de
retroalimentacion negativa de la progesterona y estradiol sobre el hipotalamo y la hipéfisis
anterior, lo cual altera la frecuencia de los pulsos de GnRH y se reduce la sintesis de LH.
Durante el posparto, existirian dos fases de recuperacién: la primera fase de 2 a 5 semanas
de duracion, se caracteriza por descargas infrecuentes de GnRH en el sistema portal de la
hipofisis anterior (cada 4-8 horas), lo que permite que se almacene LH en esta glandula,
esta fase tendria una regulacion interna y no se veria afectada por estimulos exdgenos
como el fotoperiodo o el mamado de los corderos. Cuando la hipofisis anterior almacena
suficiente LH y comienzan a liberarse en la circulacion general, pulsos de LH con amplitud
adecuada para estimular el crecimiento folicular, el estradiol producido es estos foliculos,
gjerce un efecto de retroalimentacion positiva sobre el hipotdlamo, que a su vez incrementa
los pulsos de GnRH y se obtienen pulsos mas frecuentes de LH, para estimular
nuevamente el crecimiento folicular y permitir la ovulacion. Sobre este ultimo paso,
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podrian actuar los péptidos opioides durante el estimulo sobre los pezones o la melatonina,
dependiendo del fotoperiodo para inhibir la secrecion de LH y alargar la presentacion de la
primera ovulacion posparto.

La mayoria de los criadores, no tienen partos frecuentes o el numero de animales
que los logran es reducido debido principalmente a los siguientes motivos:

a) Las crias no se destetan y el amamantamiento constante, bloquea la ovulacién de las
hembras, por lo que no entran en estro.

b) La lactacion es un periodo de altos requerimientos energéticos y la mayoria de las
hembras, estan lactando en los meses criticos de escasez de alimentos.

Por lo que se ha estudiado, un método para reducir el intervalo entre partos, aplicando
un tratamiento hormonal con progestagenos y PMSG, cuando a practicas de destete y buena
alimentacién tanto de las ovejas como de los corderos y se ha probado con buenos
resultados (Rivera et al., 1992, Navarro et al., 1993) el siguiente plan de tratamiento:

Se coloca en la vagina de la cabra u oveja una esponja con progestagenos, ya sea 40 mg
de FGA o 60.mg de MAP, durante 15 dias. Esta aplicacion se realiza cuando la hembra
cumple 45 dias de parida, asi, al retirar la esponja, la hembra tendra 60 dias de parida y ese
mismo dia se inyecta la PMSG, en dosis de: 500Ul para animales de 30-50 Kg. de peso o
de 700 UI para animales mas pesados, al mismo tiempo se desteta la cria. Las hembras
tratadas se colocan con el macho durante 7 dias en que presentaran estro, aunque la
mayoria entraran en estro, a las 48 horas de la inyeccion de PMSG.

La esponja con progestagenos tiene como funcién el que las hembras presenten estro
después de ovular y puedan ser montadas por los machos, la PMSG induce crecimiento
folicular y la ovulacién. En ciertas ocasiones con estos tratamientos se incrementan los
partos multiples, es destete elimina la influencias hormonales propias de la lactacion y que

bloquean la ovulacion. Si se omiten cualquiera de estos pasos, el tratamiento no funcionara
adecuadamente.

Los resuitados obtenidos por este método, van de 40 a 75 % de ovejas paridas sobre el
total de las ovejas tratadas, comparados con | al 10% de ovejas paridas en aquellos grupos

qué no se trataron, logrdndose intervalos entre partos promedio de 210 dias en aquellas que
paren.

68



Sincronizacion del estro con ovulacion

A diferencia de la induccion del estro, la sincronizacion se realiza cuando las ovejas
presentan ciclo estral y tiene activo el eje hipotdlamo-hipdfisis-gonadas, por lo tanto,
existen en los ovarios, cuerpos lateos o foliculos maduros. El objetivo de aplicar estos
tratamientos, es agrupar los estros en pocos dias, a fin de realizar inseminacion artificial,
transferencia de embriones o bien, sincronizar partos.

Existen dos mecanismos fisioldgicos basicos para sincronizar el estro:

1) El primero consiste en mantener un nivel artificial de progesterona después del dia
14 de estro, para inhibir el desarrollo folicular del proestro. Al retirar la fuente de
progesterona, se desarrollan los foliculos ovulatorios (Hunter, 1982).

2) El segundo se basa en inducir la regresion del cuerpo luteo para que todo el grupo

de hembras con cuerpo lateo entren en fase folicular al mismo tiempo (Hunter,
1982).

Sincronizacion de estro con ovulacion, utilizando progestdgenos

La aplicacion de progestagenos durante un periodo de 12 a 14 dias, es suficiente
para que la mayoria de las hembras lleguen fisiologicamente al dia 14 del ciclo estral, dia
en que finaliza el diestro e inicia un nuevo crecimiento folicular en el proestro, entonces, al
retirar la fuente de progesterona que suele ser un implante subcutdneo o una esponja
intravaginal, se reanuda el crecimiento folicular, presentandose el estro en la mayoria de las
hembras entre las 48 y 72 horas de retirado el tratamiento y la ovulaciéon ocurre en
promedio a las 55 horas postratamiento (Cognie y Mauleon, 1989). Generalmente, en el
primer estro, la fertilidad suele ser baja entre 30-60% de hembras que llegan al parto
después del tratamiento, pero en el segundo estro sincronizado, la fertilidad puede aumentar
hasta un 70% (Hunter, 1982), se puede aplicar gonadotropinas para aumentar la tasa
ovulatoria o como apoyo cuando no se tiene certeza de que las ovejas estan ciclando.

Entre las principales causas que influyen en la baja fertilidad, se han mencionado:
alteracion en el transporte espermatico y fallas de fertilizacion (Soto y Trejo, 1990),
alteracion del tiempo de aparicion del estro y presentacion del pico de preovulatorio de LH
y muertes embrionarias debidas a cuerpos lateos hipofuncionales o a alteraciones en la

calidad de la leche uterina, producida por los niveles altos de los progestagenos (Lopez e
Inskeep, 1988).

Analizando Las causas anteriormente descritas, se ve que la alteracion en el transporte
espermatico y la modificacién de las secreciones uterinas, se originan por el efecto de las
hormonas sobre el endometrio. Existe en el mercado un compuesto de accion progestagena
de poco efecto sobre el endometrio (Intervet, 1991), que tiene aplicacion en carnivoros,
pero que también ha sido utilizado en rumiantes.
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En México, la estacion reproductiva no esta claramente delimitada, por lo que los
tratamientos en marzo- abril, seguramente seran de induccién, mientras que de julio- agosto
seran de sincronizacion, pero los de mayo-junio, pueden variar y la experiencia
experimental asi lo indica.

Sincronizacion del estro con ovulacion utilizando prostaglandinas F2a

La prostaglandina F2a (PFG2a), es un derivado graso del acido araquiddnico, que
se produce en el endometrio y viaja por via sanguinea la ovario donde ejerce la accion de
lisis o destruccion del cuerpo lateo.

Como no existe una conexion vascular directa entre le ovario y el ttero, y para
evitar el metabolismo de las prostaglandinas en el sistema circulatorio, existe un
mecanismo de transferencia entre la vena utero-ovérica y al arteria ovarica y la arteria
ovarica (McCracken y Schramm, 1988).

Las prostaglandinas se utilizan para manipular la actividad reproductiva y su
mecanismo de accioén consiste en inducir la regresion prematura del cuerpo lGteo para
iniciar. un nuevo ciclo. La PFG2a reduce la progesterona circulante acelerando el
catabolismo o disminuyendo su sintesis. McCracken y Schramm en 1988 y Fitz ef al., en
1993, mencionan que la PFG2a causa lutedlisis por su accion vasoconstrictora, provocando
una reduccion en el flujo local de sangre al cuerpo lateo. Se mencionan ademas, otros
mecanismos de lutedlisis funcional, regulados por la PFG2a como son: el aumento del
nivel de calcio libre intracelular, la alteracion de la actividad de fosfolipasa “A”, o proteina
quinasa “C”, o la elevacion de radicales superdxido (Fitz ef al., 1993).

La accion de PFG2a depende de la presencia de un cuerpo luteo en el ovario y es
considerada la principal luteolisina en ovinos y caprinos. En animales no gestantes, la
luteolisis es causada por la PFG2ua secretada por el ftitero en el dia 16 postestro
aproximadamente (castro, 1996). Para la sincronizacion del estro y ovulacion, el uso de la
PFGZ2a y sus andlogos sintéticos, son tratamientos muy usados y su mecanismo de accion
consiste en inducir la regresion prematura del cuerpo luteo, con lo que se interrumpe la fase
progestacional del ciclo estral y se inicia uno nuevo. Asi mismo, se ha encontrado que al
administrar PFG2a via intramuscular los dias 4 a 6 del ciclo y una segunda dosis con 9 6 10
dias de diferencia, el 100% de las hembras tratadas, presentaban estro, a las 40 horas
después de la aplicacion (Castro, 1996). Por otra parte, la dosis también tiene particular
atencidn, ya que con 200 mg de PFG2aq, se indujo el estro en todas las hembras y cuando se
redujo la dosis a 15 mg, sdlo el 70% lo presentaron (Gordon, 1989).
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Sin embargo, la principal desventaja para el uso de las prostaglandinas en el control
del ciclo estral, es que no pueden ser utilizadas en hembras que no estan ciclando de forma
natural, por ejemplo, en la estacion de anestro.

La fertilidad después de la administracion de PFG2a con inseminacion artificial
disminuye, encontrando indicios de que el tratamiento interfiere con el transporte
espermatico, con una inhibicion de éste a nivel de cervix y hacia los oviductos, observando
que la adicion de las PFG2a en el semen de carneros, produce un aumento en el indice de
concepeion (Gordon, 1989; Evans y Maxwell, 1990).
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1. HIPOTESIS

El tratamiento con naloxona, un antagonista del efecto de la B- endorfina que se secreta en
funcion del niimero de estimulos sobre el pezdn, determinados por el nimero de cabritos,
bloqueara los efectos de la lactacion reflejados en los niveles hormonales de estrogenos,
prolactina y hormona luteinizante, asi como en la actividad ovérica posparto
en cabras criollas.
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IV. OBJETIVOS.

Evaluar los efectos de un tratamiento con naloxona en los niveles hormonales de
estrégenos, prolactina y hormona luteinizante, asi como en la actividad ovérica posparto
en cabras criollas.
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V.- MATERIAL Y METODOS

LOCALIZACION

El presente trabajo, se realizo durante los meses de enero a junio de 1998, en la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan de la Universidad Nacional Auténoma de
México ubicada en el kilometro 2.5 de la Carretera Cuautitlan-Teoloyucdn en el municipio
de Cuautitlan Izcalli, Estado de México, cuya ubicacion geografica es 19° 14’ de latitud
norte y 99° 14’ de longitud poniente a 2250 msnm.

ANIMALES

Se utilizaron 28 cabras adultas multiparas entre dos a seis afios de edad, de fenotipo
criollo, encastadas de Nubia, con peso promedio de 38.8 + 3.2 kg, recién paridas en los
meses de enero a abril, con sus respectivas crias, pertenecientes al rebafio experimental de
la Catedra de Reproduccion y Genética en Ovinos y Caprinos, durante todo el experimento,
las cabras permanecieron con un macho adulto, con peto marcador, apto para la
reproduccion.

Las cabras se dividieron en seis grupos de acuerdo al nimero de cabritos nacidos de
la siguiente manera:

Tratamiento Numero de Nimero de hembras Numero de
hembras’sin cabrito con un cabrito hembras con dos
lactando lactando cabritos lactando
Con naloxona 6 6 3

(1mg diluido en un mi de solucién
de solucién fisiol6gica al dia)

Con solucién salina fisiologica 5 6 2
(1 ml al dia)

La dosis de naloxona propuesta por Fuentes y Peraza en 1988, se fraccion6 de tal
manera que se aplicé 1 mg por dia.

La aplicacion de la naloxona (Fluka 70127) o la solucién salina fisiologica, fue
intramuscularmente en la tabla del cuello a partir del dia 4 posparto y hasta el dia 90
posparto.

CRECIMIENTO FOLICULAR

A todas las cabras se les realizaron dos laparoscopias, una a los 35 dias posparto,
coincidiendo con la involucion uterina (McEntee, 1990; Gordon, 1999) y otra a los 60 dias
posparto. En estas laparoscopias se observaron los ovarios y se tomaron los datos de
numero de foliculos y su tamafio.
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MEDICIONES HORMONALES.

A todas las cabras se les tomaron muestras sanguineas a partir del dia 35 posparto, y
los sangrados se continuaron hasta los 90 dias posparto, obteniéndose una muestra cada 4
dias es decir, dos veces por semana.

Las muestras fueron obtenidas de la vena yugular utilizando un tubo al vacio sin
anticoagulante con capacidad de 5 ml y una aguja estéril de dos puntas del calibre 21G X
11/2 pulgadas (Vacutainer). La sangre se centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos,
inmediatamente después de ser obtenida para separar el suero del coagulo, el suero fue
dividido en alicuotas en tubos eppendorf de 1.5 ml adicionados con § pl de solucion
saturada con Azida de sodio como conservador. Después de esto fueron mantenidas a -20°C
hasta su procesamiento.

Se separaron alicuotas para determinacion de las siguientes hormonas:

Estrogenos: el 178 estradiol fue determinado por Radioinmunoanalisis utilizando un
kit con 1odo 125, (ESTR-CTRIA de CIS bio International, Francia) con una sensibilidad de
0 a 5000 pg /ml y con un error intraensayo menor de 4%.

Prolactina: fue determinada por Radioinmunoanalisis utilizando un kit con iodo 125,
(RIA-gnost Prolactin de CIS bio International, Francia) con una sensibilidad de 0 a 200
ng/ml y con un error intraensayo menor de 10%.

Para la medicién de la LH, se utilizaron 2 cabras de cada grupo, a los 36 y la
segunda a los 61 dias posparto, las cuales fueron canuladas, tomandose la primera muestra
de sangre y de inmediato se aplicé la inyeccion de naloxona o solucion salina fisiologica,
recolectando cada quince minutos las muestras restantes durante 4 horas postaplicacion. Las
muestras sanguineas se procesaron de igual manera que las anteriores, separandose el suero
del codgulo y almacenando a -20 °C hasta su procesamiento.

La LH se determiné por radioinmunoanalisis utilizando un kit comercial a base de

iodo 125; (RIA-gnost hLLH de CIS bio International, Francia) con una sensibilidad de 0 a
200 mU.I./ml y con un error intraensayo menor de 10 %.

Analisis estadistico

Para los niveles de LH, prolactina y estrogenos, se utilizd el método estadistico de Friedman
ANOVA, para medidas repetidas (Steel y Torrie, 1980), de acuerdo al siguiente modelo:

Yijum=pn+T;+ Ci+ Sy + G + Eijum
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Donde: Yijum es la variable de respuesta; p es la media poblacional constante; T; es el
efecto del tratamiento (i = con o sin naloxona); C;j es el efecto del niimero de cabritos (j =
0,1,2); Sy es el efecto de la semana de estudio (agrupando los datos cada ocho dias) (k=
1...9); Gy es el efecto de cada cabra analizada como bloque; Eijum €s el error aleatorio
asociado a cada observacién ~ NID (0,6?).

Para los niveles de prolactina y estrogenos, las interacciones no fueron significativas, por lo
que no se incluyen en el modelo.

Para el tamafio y numeros de foliculos, se utilizé6 una prueba de comparacion de medias,
con la distribucion de “t”.
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V1.- RESULTADOS

Niveles de LH

En la grafica 1, se presentan los niveles de hormona luteinizante y se puede observar
que las cabras sin amamantar, tuvieron una elevacién drastica desde los 35 hasta los 61 dias
posparto, este mismo patrén pero con menor intensidad se presenté en cabras amamantando
dos cabritos, pero en las cabras que solo temian un cabrito lacltando. ocurrié un efecto
contrario ya que los niveles disminuyeron de los 36 a los 61 dias posparto (P< 0.02).

Con respecto al tratamiento con naloxona y el numero de cabritos. se obtuvo que
tos mayores niveles de LH correspondieron a las cabras amamantado dos cabrito a los 36
dias, mientras que a los 61 dias posparto las cabras sin crias lactando presentaron los
niveles m4s altos, seguidos de las cabras tratadas con naloxona gue amamantaban dos crias,
como se puede observar en las graficas 2 2 7 (P<0.0008).

Niveles de estrégenos

En las gréficas 8 y 9 se puede observar que-en las cabras sin crias amamantdndose,
que fueron tratadas con naloxona, los niveles de estrogenos fueron menores que en las no
tratadas, sin embargo esta diferencia no fue estadisticamente significativa (P>0.05).

En las graficas 10 y 11 se aprecia que po existen diferencias entre las cabras que
alimentaban un cabrito, tratadas y no tratadas con naloxona (P>0.05) y lo mismo ocurrio
en las cabras con dos cabritos lactantes (Gréaficas 12 y 13) (P>0.095).

Niveles de prolactina

Respecto a los niveles de prolactina durante el expenmento, se puede observar que,
el tratamiento con naloxona, incrementd los niveles de prolactina en las cabras
amamantando un cabrito o sin amamantar cabritos (P< 0.05) (Graficas 14, 15, 16y 17)
mientras que en las cabras con dos cabritos no hubo diferencias entre tratamientos (P>0.05)
(Graficas 18 y 19).

Comparando los niveles de PRL, para las hembras que no amamantaron ningun
cabrito sin y con naloxona, los animales del segundo tratamiento, presentaron una elevacién
alrededor del dfa 72 y 88 (Grafica i4).

Crecimiento folicular
En el cuadro I, aparecen los promedios del nimero de foliculos encontrados en los

ovarios en las laparoscopias realizadas a los 35 y 60 dias postparto, en €} que se observa
que el ovario derecho fue més activo que el ovario izquierdo. A los 35 dias, las cabras de
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ambos tratamientos sin cabrito, luvieron mayor numero de foliculos de 2 mm, que las
cabras con uno o dos cabritos (P<0.05). En las cabras (raladas con naloxona, se observa un
menor namero de foliculos de 2 mm, tanto a los 35 como a los 60 dias, pero en ningiin
caso, con o sin naloxona fue significativo el desarrollo de foliculos de 4 6 5 mm, que
pudieran haber sido dominantes (P<0.05).

Cabe seffalar que el tnico cuerpo luteo se presentd en una cabra con una cria amamantada
cuando se reviso a los 60 dias.
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VII. DISCUSION.

Aunque los caprinos en México muestran una estacionalidad moderada con
solamente dos a tres meses de anestro, los intervalos entre partos se aproximan al afio
(Gutiérrez, 1979; Trejo y Pérez, 1987; Trejo 1998), por lo que el anestro posparto o de
lactacion parece ser de importancia para reducir el intervalo entre partos, especialmente en
cabras lecheras, por lo que el estudios de la actividad ovarica posparto y los tratamiento
para activarla son de relevancia.

NIVELES HORMONALES

Hormona luteinizante.

Respecto a los niveles de LH, se sabe que durante el anestro temprano en el
posparto, los niveles de LH corresponden mas a estimulos uterinos y/o ovéricos que a
estimulos de lactacion, pero conforme aumentan los dias posparto, la estimulacion sobre el
pezon suele interferir con la actividad hipofisiaria, encontrandose mayores niveles de LH,
en aquellos animales que no amamantaron cabritos y estan practicamente sin leche y en
aquellas cabras que habiendo tenido mayor frecuencia de amamantamiento, recibieron un
tratamiento con naloxona, sin embargo ninguna de las cabras del experimento quedd
gestante en este periodo (Nett, 1987).

En algunos tratamientos con naloxona, se ha mostrado que se aumenta la oleada de
LH, pero este efecto no es constante (Wu et al., 1991; Sarkar et al., 1998); y otros estudios
muestran que no siempre se revierte el tono inhibitorio opioide (Kalra et al., 1989; Lincoln
y Ssewannyana, 1989), en esos casos, se ha postulado que la respuesta puede estar
modulada por diferentes tipos de receptores opioides algunos de los cuales no son afectados
por las diferentes dosis de naloxona utilizados en los experimentos, por lo que pueden
existir diferencias especificas entre el tratamiento con naloxona y los niveles de LH en el
suero periférico que estarian en funcion de diferentes variantes fisiologicas, como pueden
ser un almacenes insuficientes en la pituitaria de la LH que pueda ser liberada en un
momento determinado; puede cambiar también la sensibilidad a la GnRH de las células
secretoras de LH en la hipofisis o pueden existir variaciones temporales de la LH sérica, de

tal modo que la naloxona exdégena no induzca cambios fisiolégicamente detectables
(Malven, 1986).

En el presente trabajo el incremento de la LH a los 61 dias posparto, se aprecia que
fue normal en los animales que no amamantaban, sin embargo la naloxona solamente tuvo
efecto sobre las cabras sometidas a una lactacion intensa de dos cabritos. Sin embargo,
existen evidencias de que la naloxona no afecta la liberacion de LH desde la hipdfisis
(Lincoln y Ssewannyana, 1989). Entonces los trabajos como éste, donde se encuentra un
incremento de la LH seguido de la administracion de naloxona que actia solamente como
antagonista de los receptores opioides, no puede ser explicada por lo que aun es necesario
determinar los mecanismos de accion (Malven, 1986).
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Estrogenos y prolactina.

Para los estrogenos y la prolactina se observa una alta variabilidad, destacandose
que existieron picos de estrogenos en las cabras sin lactacion y picos aislados de prolactina
en las cabras amamantando sin naloxona.

Se ha mencionado como accion de los péptidos opioides sobre la reproduccién la
regulacion de las neuronas secretoras de GnRH y por lo tanto de la secrecion de la LH y
FSH (Lincoln y Ssewannyana, 1989; Walsh y Clarke, 1996), repercutiendo asi, en la
produccion de esteroides sexuales y comportamiento sexual. Sin embargo en el presente
trabajo no existié un efecto del tratamientos sobre la secrecion de estrégenos que es una
estimacion indirecta de] crecimiento folicular, por lo que se puede inferir que la naloxona
no fue capaz de bloquear los efectos de la B -endorfina.

[gualmente los opioides regulan la secrecién de prolactina, desde la pituitaria
anterior por accion en las neuronas productoras de los factores hipotaldmicos que controlan
la secrecion de esta hormona (Wals y Clarke, 1996; Hopwood et al., 1998; Russell et al,
1998). en este trabajo no se encontraron diferencias entre los grupos tratados con naloxona
y los grupos sin aplicacion de naloxona, estando esto en concordancia con diferentes
estudios que han mostrado el efecto de los péptidos en la inhibicion de la liberacion de la
LH (Aurich et al., 2002), pero también sugiere que la aplicacion de un antagonista opioide,
como la naloxona no cambid en este trabajo las concentraciones de prolactina.

ACTIVIDAD OVARICA

Cuando se revisé la actividad ovarica se pudo observar que las cabras con dos
cabritos tuvieron mayor numero de foliculos relativamente pequeiios entre los 2 y 3 mm de
diametro, mientras que las cabras con un cabrito tuvieron mas foliculos con 5 mm que se
consideran foliculos dominantes e incluso una de ellas ovulé encontrandose un cuerpo
lateo, por lo que su actividad ovarica puede considerarse mejor.

Pese que las cabras con un solo cabrito tuvieron mejor desempefio ovarico, es decir
con foliculos dominantes y con cuerpo luteo, ninguna cabra del experimento qued6 gestante
durante ese periodo, lo que puede atribuirse que la lactacion no tiene mucho efecto en esa
época del afio, cuando las cabras suelen encontrarse en anestro estacional, pero cabe sefialar
que fue un afio excesivamente caluroso y seco por efectos del fenomeno del nifio y esto
pudo afectar la fisiologia de las cabras independientemente de la lactacion.
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VIIL.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

En base a lo expuesto anteriormente, se puede concluir que:

El uso de la naloxona, con la dosis empleada y en las condiciones particulares de
este trabajo, en cabras bajo anestro posparto, no presentd ninguna ventaja en el
reinicio de la actividad reproductiva de los animales, ya que ninguna cabra mostrd

estro o quedo gestante durante el tratamiento.

Las hembras con un cabrito tuvieron foliculos de mayor tamafio y una incluso
ovulé.

Los niveles de estrégenos fueron mayores en las cabras amamantando dos cabritos.

El nimero de cabritos amamantados no influyé sobre el retorno al estro en las
cabras criollas paridas de enero a abril.

Se requieren mas estudios, abarcando diferentes épocas del afio.

En trabajos futuros, medir la actividad hipotdlamo - hipdfisis, a través de la
medicién de diferentes hormonas involucradas.
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