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Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la inhibicion temporal de la
sintesis de prostaglandinas en cabras sometidas a estrés nutricional durante los primeros
30 dias post-servicio sobre el porcentaje de cabras gestantes a los 30 dias. El trabajo se
realizo utilizando 34 cabras primiparas de la raza Nubia, de 10 a 26 meses de edad, las
cuales se distribuyeron por peso, edad y condicién corporal a tres tratamientos: TES)
grupo testigo sin estrés nutricional y sin tratamiento; EN) grupo sometido a estrés
nutricional al 50% de la racion; EN + FLX) similar al tratamiento EN, con suministro de
inhibidor de sintesis de prostaglandinas (Flunixin, SANFER) al sexto y séptimo dia post-
servicio. Los animales se pesaron y se midieron al inicio y al final del experimento, y se
determiné Indice de Masa Corporal (IMC), estimandose con los resultados obtenidos la
diferencia de peso e IMC entre el inicio y final del periodo de estrés nutricional. Los
servicios se dieron a estro sincronizado (CIDR por 10 dias + 250 UI eCG + 10 mg de
PGF2a); 2 servicios por cabra separados por 6-8 h, utilizando 3 machos previamente
evaluados. Se diagnostico gestacion por ultrasonografia transrectal a los 35-40 dias post-
servicio y se obtuvieron muestras de sangre entre los dias 0 y 30 post-servicio en las que
se determind6 RIA la concentracion plasmatica de progesterona (PROG-RIA-CT,
KIP1458) . Los animales de los grupos EN y EN + FLX perdieron peso e IMC durante
el periodo de estrés nutricional (-2.4 y -1.8 £ 0.4 kg y -0.5 y -0.39 £ 0.09 puntos;
P>0.05) mientras que los del grupo TES incrementaron (+0.6 + 0.4 kg y +0.14 £0.09
puntos; P<0.01 con respecto a EN y EN + FLX). Los porcentajes de gestacion no
difirieron estadisticamente entre tratamientos (P > 0.05; 81.8, 72.7 y 66.7 % para TES,
EN + FLX 'y EN). Las concentraciones plasmaticas de progesterona durante la fase latea
no difirieron entre tratamientos (P>0.05), sin embargo y a diferencia del grupo TES, en
los grupos con EN se observo un marcado retraso en el inicio de la fase lutea de los
animales que no quedaron gestantes. Se concluye que el estrés nutricional provocod un
retraso en el inicio de la fase lutea que probablemente estaria asociada a pérdidas
embrionarias tempranas y disminucion de la tasa de gestacion. La aplicacion de un
inhibidor de la sintesis de prostaglandinas al dia 6 y 7 después del estro/servicio no fue
capaz de contrarrestar esa falla litea y mejorar la tasa de gestacion.

Palabras clave: cabras, inhibidor de sintesis de prostaglandinas, estrés nutricional, tasa
de gestacion.
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Summary

The aim of the present study was to evaluate the effect of the temporary inhibition of
prostaglandin synthesis in goats subjected to nutritional stress during the first 30 days
post-service on the percentage of pregnant goats at 30 days. The project was carried out
using 34 primiparous goats of the Nubia breed, from 10 to 26 months of age, which were
distributed by weight, age and body condition to three treatments: CTR) control group
without nutritional stress and without treatment; NS) group subjected to nutritional stress
50% of the ration; NS + FLX) similar to the NS treatment, with provision of
prostaglandin synthesis inhibitor (Flunixin, SANFER) on the sixth and seventh day post-
service. The animals were weighed and measured at the beginning and at the end of the
experiment, and Body Mass Index (BMI) was determined, estimating with the results
obtained the difference in weight and BMI between the beginning and end of the period
of nutritional stress. Services were given to estrous synchronized (CIDR for 10 days +
250 IU eCG + 10 mg of PGF2a); 2 services per goat separated by 6-8 h, using 3 bucks
previously evaluated. Gestation was diagnosed by transrectal ultrasonography at 35-
40 days post-service and subsequently the blood samples were analized by means
of Radio-Inmuno Analysis (RIA) using kits (PROG-RIA-CT, KIP1458). The animals
of the NS and NS + FLX groups lost weight and BMI during the period of nutritional
stress (-2.4 and -1.8 + 0.4 kg and -0.5 and -0.39 + 0.09 points; P >0.05) while those of
the CTR group increased (+0.6 + 0.4 kg and +0.14 + 0.09 points; P <0.01 with respect to
NS and NS + FLX). The gestation percentages did not differ statistically between
treatments (P> 0.05; 81.8, 72.7 and 66.7% for CTR, NS + FLX and NS).

Plasma progesterone concentrations during the luteal phase did not differ between
treatments (P> 0.05), however and unlike the CTR group, in the groups with NS a
marked delay was observed in the beginning of the luteal phase of the animals that were
not left pregnant. It is concluded that nutritional stress caused a delay in the onset of the
luteal phase that would probably be associated with early embryonic losses and
decreased gestation rate. The application of an inhibitor of prostaglandin synthesis at day
6 and 7 after estrus / service was not able to counteract this luteal failure and improve

the gestation rate.

Keywords: goats, prostaglandin synthesis inhibitor, nutritional stress, pregnancy rate.
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I INTRODUCCION

Los caprinos, fueron introducidos a México en la colonia por los espafioles,
adaptandose a gran parte del territorio nacional y demostrando una alta adaptabilidad
para una produccion pecuaria rentable, debido a que es una especie muy resistente a la
sequia y a la escasez de forrajes, por lo que se ha desarrollado como una fuente de
ahorro de muchas familias. En México, los sistemas de produccion caprina se han
constituido como una fuente de trabajo familiar, ademds de haber demostrado con la
produccion y transformacion de la leche, una capacidad empresarial de la especie, en
diferentes regiones del pais (Mayén, 1989).

Uno de los sistemas de produccién més importante en México lo constituye el
sistema de pastoreo extensivo, ubicado en las regiones aridas y semidridas. La
alimentacion se basa en el forraje disponible en los pastizales o agostaderos, con poco o
ningln apoyo de forrajes cultivados (Arteaga, 2006; De Lucas y Arbiza, 2006).

El sistema de produccion esta limitado esencialmente a la produccion de carne en la
modalidad de cabrito lechal; un segundo producto lo constituyen animales de mayor
edad, denominados tripones (machos jovenes castrados y hembras adultas) para la
preparacion del platillo conocide como birria (Jiménez et al., 2013). La leche, en estos
sistemas, es considerada como un producto secundario, y su produccion se limita a unos
pocos meses y su uso_es basicamente para autoconsumo y la elaboracion de quesos
artesanales (Gomez et al., 2009.)

En este sistema de produccion, las cabras dependen para su sustento principalmente
del forraje natural disponible en los agostaderos o pastizales, el cual experimenta una
fluctuacion a lo largo del afo, regida por la variacion en la temperatura ambiental y por
la estacionalidad en el régimen de lluvias, lo que genera una elevada disponibilidad de
forraje de buena calidad en los meses que abarcan de verano a otofio, mientras el resto
del afio se caracteriza por escasez y bajo valor nutricional. De esta forma, las cabras
experimentan estados recurrentes de subalimentacidon, lo que afecta su desempefio
productivo, situacion que se ve agravada por la estacionalidad reproductiva caracteristica
de esta especie. En estas condiciones, las tasas de paricion rara vez superan el 50%,

limitando seriamente la rentabilidad de los rebanos (Echavarria et al., 2006).



Las pérdidas tempranas en la gestacion en cabras lecheras, afecta negativamente la
produccion. Cerca del 40% de las pérdidas durante la prefiez ocurren entre los 15y 17
dias después del estro, siendo este un periodo critico, donde el conceptus debe producir
suficientes cantidades de IFN-t (Interferon-tau) para prevenir la secrecion pulsatil de
PGF2a y asi poder mantener el cuerpo luteo (Jonker, 2004; Bilby et al., 2006).

Las bajas tasas de paricion son reflejo, por un lado, de fallas de fertilidad al momento
del empadre y, por otro, a las pérdidas embrionarias y abortos que ocurren a lo largo de
la gestacion. Se sabe que la nutricion esta fuertemente asociada con-el desempefio
reproductivo, pudiendo afectar cada uno de los diversos componentes del proceso
(Scaramuzzi et al., 2006). Se ha especulado que la elevada incidencia de abortos que
ocurren en los rebanos en los sistemas extensivos podria deberse, al menos en parte, a
problemas nutricionales durante la prefiez (Mellado ez al., 2006; Urrutia et al., 2012).
Recientemente se ha propuesto que gran parte de las pérdidas tienen lugar al inicio de la
gestacion, durante los primeros 30 dias<y que podria deberse a fallas en el
mantenimiento funcional del cuerpo luteo generando fases luteas de muy corta duracion
(Herrero et al.,, 2011). Sin embargo, debidoa que son de dificil deteccion, rara vez las
bajas tasas de paricion son atribuidas a este fendmeno.

Actualmente existen distintas  estrategias para mejorar la fertilidad, tales como el
incremento de la vida util del cuerpo luteo y prevenir la muerte embrionaria temprana.
Una de estas estrategias implica el uso de flunixin meglumine, un antiinflamatorio no
esteroideo que inhibe la sintesis de las prostaglandinas, especificamente la sintesis de la
enzima ciclooxigenasa (COX) (Ake-Lopez, 2005). El fundamento para suministrar
flunixin _meglumine, es inhibir la actividad de las prostaglandinas G/H sintasa-2 y
reducir la sintesis uterina de PgF2a, las cuales contribuyen a prevenir la luteolisis
durante la gestacion temprana.

El presente estudio fué¢ diseniado para probar si con el uso de un inhibidor de sintesis
de prostaglandinas, se reducen las fases luteas cortas y se mejora la fertilidad en cabras
sometidas estrés nutricional e inducidas hormonalmente a ovular durante la transicion a

la estacion reproductiva.



II ANTECEDENTES
2.1 Descripcion de los sistemas productivos en México

La caprinocultura en sistemas extensivos se desarrolla principalmente en regiones
aridas y semidridas, bajo esquemas de pastoreo, los cuales se caracterizan por practicas
sencillas de manejo (Echavarria et al., 2006). La cabra se desempefia bien en ambientes
que son limitantes para otras especies, es por eso que podemos encontrarla generalmente
en zonas aridas y semidridas donde existe la escasez de forraje. Para determinar las
necesidades alimenticias de las cabras, se debe evaluar: raza, sexo, estado fisioldgico,
nivel de produccion y aumento diario de peso vivo (ADPV). Las exigencias
nutricionales son mayores en las etapas de crecimiento, al final de la gestacion y al
principio de la lactacion, donde la suplementacion es necesaria. Se debe tener en cuenta
que ante una deficiente alimentacion durante los periodos criticos, se pueden tener
consecuencias que pueden ser: baja tasa reproductiva, elevada mortandad de crias por
inanicion, bajo indice de crecimiento en cabritos, pubertad tardia por bajos peso, alta
incidencia de enfermedades parasitarias e infecciones y baja produccion de leche
(Gioffredo y Petryna, 2010).

La alimentacion de la cabra estd basada en el forraje natural que se encuentra
disponible de los pastizales 0 agostaderos, aunque no es comun que se ofrezca algin
apoyo de forrajes cultivados. Los primeros individuos caprinos se derivan de una mezcla
indefinida de razas de origen espafiol traidas a México durante la colonia, estas se
caracterizaban por su gran resistencia y adaptacion (Mason, 1981; Mellado, 1997), lo
que les ha permitido el poder ser animales altos productores ante las condiciones
ambientales adversas que dominan estas regiones del pais. Sin embargo, en los tltimos
30 640 afos, se han realizado cruzamientos entre hembras de genotipo variable
“criollo” con machos de razas puras, con el fin de mejorar las caracteristicas tanto del
cabrito y/o el nivel de produccién y calidad de leche (Montaldo et al., 2010)

El sistema de produccion se limita principalmente a la produccion de carne en la
modalidad de cabrito lechal, que es un platillo tipico del pais. Otro producto que
constituyen los animales de mayor edad, los cuales son denominados tripones (machos

jovenes castrados y hembras adultas) para la preparacion de birria, un platillo muy



demandado en amplias zonas del pais (Goémez-Ruiz, 2007). En estos sistemas, la leche
se considera como un producto secundario y esta limitada a unos pocos meses, aunque
su uso basicamente es para autoconsumo y la elaboracion de quesos artesanales. Existen
algunas unidades de produccion, en las que se utilizan ciertos componentes tecnologicos
que permiten ampliar los periodos y los volimenes de produccion de leche, y los
excedentes son vendidos a la industria dulcera, que principalmente se utiliza para-la
fabricacion de cajeta y otros dulces de leche (Morlan et al., 2005).

Las necesidades nutrimentales de las cabras son diferentes segin su estado
fisioldégico (crecimiento, mantenimiento, engorda, inicio o final de la gestacion o
lactancia). La calidad de los forrajes y piensos deben ser acorde con dicho estado
fisiologico para que el animal pueda ingerir los nutrientes necesarios y suficientes
(Gomez et al., 2009).

Las cabras que se encuentran con una baja condicion corporal “responden” al
estimulo de los machos cabrios, aunque esta respuesta se retrasa y es menor que en
cabras con una apropiada condicion corporal (Mellado et al., 1994).

Es indispensable una alimentacion adecuada para que exista un funcionamiento
reproductivo normal. La alimentacion insuficiente produce trastornos en el desarrollo
fetal o debilidad en el recién nacido (asi como también en una madre flaca aumentan las
causas de distocia), interfiere en el desarrollo genital y en la funcion reproductiva, ya
que la glandula hipofisaria secreta cantidades insuficientes de hormona que deben actuar
sobre las glandulas sexuales haciendo que dejen de funcionar de manera correcta. Una
buena alimentacién aumentara la actividad folicular (Castro, 2002).

El flushing o golpe alimentario, consiste en aumentar los niveles de energia o
proteina de la dieta en las hembras antes y durante la epoca de reproduccion, con el fin
de influenciar positivamente el peso corporal, condicion corporal, tasa de ovulacion y
numero de crias por parto. Alternativamente, es posible mantener esta practica
nutricional de 10 a 15 dias después del apareamiento con la finalidad de contribuir a la
adecuada implantacion del embridon en el utero, reduciendo la mortalidad embrionaria
temprana (Speedy, 1986).

El flushing de las ovejas para incrementar el nimero de corderos nacidos, se ha

practicado durante siglos. Hay diferencias de la raza en respuesta al flushing, las razas



de baja fertilidad segiin Speedy (1986), responden bien, pero las razas mas prolificas
responden en una forma menos draméatica o simplemente no responden.

En ovejas que reciben una alimentacion de bajo nivel energético, determina una
disminuciéon importante de la luteodlisis prematura (sin suplemento: 44%, con
suplemento: 2%), pero este fendmeno no debe ser siempre atribuido a una mala
alimentacion. Con la administracion de un tratamiento de superovulacion, en ovejas que
han recibido una racidn alimenticia insuficiente, puede causar luteolisis prematura de los

cuerpos luteos (Jabbour et al., 1991).
2.2 Estacionalidad reproductiva

La especie caprina, exhibe estacionalidad reproductiva como-expresion de un ritmo
biolégico enddgeno circadiano, que es modulado por-las distintas variaciones de la
duracion del fotoperiodo a través del afio (Chemineau et al., 2004).

Un factor importante que limita la productividad en los sistemas de produccion
caprina en México, es la estacionalidad reproductiva, condicion que depende
principalmente de la estacionalidad ovulatoria que presentan las razas caprinas utilizadas
en nuestros diferentes sistemas de produccion (Mellado et al., 1991; Silva et al., 1998;
Estrada et al., 2009).

La estacionalidad reproductiva que muestra esta especie -caracterizada por presentar
ovulacion acompafiada de estro a intervalos promedio de 21 dias durante los meses de
otofio e invierno y un periodo de anovulacion el resto del afio (Estrada et al., 2009;
Rivera et al., 2011) es un factor que limita de forma importante la productividad en los
sistemas._de produccion caprina, lo que origina una estacionalidad en el flujo de
productos-¢ ingresos (Mellado et al., 1991). Esta puede ser modulada por factores no
fotoperiodicos como: bioestimulacion, disponibilidad de alimento y condiciones
climaticas (Delgadillo et al., 2001; Mirzaei et al., 2011; Urrutia et al., 2012).

La gestacion de la cabra dura 5 meses (Lindsay, 1991), por lo que para parir en la
primavera, las hembras deben quedar gestantes durante el otofio del afio anterior. La
reduccion en la duracion del dia que se presenta durante el otofio sirve como seial para
que se presenten ciclos estrales fértiles (Goodman, 1994). Los cambios en el patron de

secrecion de melatonina que se producen en las diferentes épocas del afio afectan la



secrecion pulsatil de gonadotropinas (GnRH) (Evans ef al., 1995; Padmanabhan et al.,
1997). En los ovinos y caprinos se produce un incremento de la frecuencia de pulsos de
estas hormonas durante el otofio, lo que estimula el crecimiento folicular en los ovarios y
como consecuencia, la secrecion de estrogenos (Greenwald y Roy, 1994). Estos ltimos
actan a nivel hipotalamico para estimular la secrecion preovulatoria de GnRH (Evans et
al., 1997), la cual estimula la secrecion preovulatoria de LH necesaria para que se
produzca la ovulacion.

Se considera que el ciclo anual reproductivo de las cabras consta de 3 periodos,
siendo estos: 1) Periodo de apareamiento, cuando los animales presentan actividad
ciclica estral/ovulatoria; 2) Periodo de anestro, cuando esta actividad ciclica se
suspende; 3) Periodos de transicion hacia el apareamiento y al anestro, periodos en que
existe capacidad de responder o no a estimulos no fotoperiddicos que pueden influir

sobre la actividad estral/ovulatoria (Vera, 2011).

2.3 Ciclo estral de la cabra

El ciclo estral consiste en una serie de cambios morfologicos y fisiologicos en los
ovarios y en el tracto genital, los cuales permiten la expresion del estro, la ovulacion y
preparacion del tracto genital para la copula, transporte de gametos, fertilizacion e
implantacion embrionaria (Fatet et al., 2011).

La especie caprina presenta una caracteristica reproductiva poliéstrica estacional, con
estros que se presentan cada 19 a 21 dias. Es frecuente que al comienzo de la época
reproductiva y después de incorporados los machos, un porcentaje de cabras presenten
estros infértiles y ciclos estrales de corta duracion (de 5 a 7 dias) (Cueto et al., 2000).

Esto representa una adaptacidon, que asegura que las crias nazcan en un periodo
adecuado del afio para su supervivencia (Haresign, 1992).

La pubertad en las cabras, se presenta entre los 5 y 7 meses de edad (Coérdova-
Izquierdo et al., 2008). La actividad reproductiva se presenta con el inicio de la pubertad
a edades variables, y esté relacionada con el peso vivo del animal. Se considera que los
estros con ovulacion se presentan cuando la hembra alcanza el 46% del peso de una

hembra adulta (Cueto et al., 2000).



El momento preciso para cubrir por primera vez una cabra depende de su peso y la
condicion corporal, se recomienda que la cabra joven tenga como minimo el 75% del
promedio del peso adulto y una condicién corporal (CC) de 3,0 puntos (escala de 1-5)
(ACPA, 2006).

Se considera que los cuerpos luteos (CL) de los primeros estros al inicio de la época
reproductiva pueden presentar una vida media corta debido a que son deficientes en la
produccion de progesterona (Chemineau ef al., 1984).

El estro tiene una duraciéon media de 24 a 36 horas, que estd manifestada por
hiperactividad, busqueda del macho, movimiento de la cola, miceién frecuente,
edematizacion y enrojecimiento de la vulva e inmovilidad frente al macho. Al comienzo
del estro, es frecuente la descarga de mucus transparente, que toma un aspecto
blanquecino cremoso, una vez producida la ovulacion. La actividad homosexual de
montas entre hembras antes y durante el estro que se observa en bovinos, no es muy
frecuente en el caprino. El momento de la ovulacion en relacion al inicio del estro es
variable: entre 30 a 42 horas (Cueto et al., 2000).

El ciclo estral esta regulado principalmente por 4 hormonas: foliculo estimulante
(FSH), luteinizante (LH), progesterona (Ps) y estrogeno (E;). Las dos primeras se
producen en la hipofisis anterior y E2 y P4, son producidas por los ovarios. La FSH tiene
como funciodn intervenir en la estimulacion del desarrollo de los foliculos del ovario para
la produccion de ovocitos, y la LH actlia en la fase final del crecimiento de los foliculos
y desencadena la ovulacion (Cueto ef al., 2000).

Las cabras con dos o mas fetos tienen una gestacion mas corta que aquellas que
tienen solo uno (Quittet, 1990).

El ciclo estral de las cabras estd constituido por un proceso de transformaciones
especificas de tipo morfoldgico, histoldgico y enddcrino. El objetivo de la actividad
ciclica estral es preparar las condiciones favorables para la fecundacion, nidacion y
desarrollo fetal, y a consecuencia de ello, se dividira el ciclo estral en distintas periodos
con una duracion variable (Alvarez, 2013). Segln la sintomatologia el ciclo estral se
divide en: Estro: 2 a 3 dias, Metaestro: 7 dias, Diestro: 9 dias y Proestro: 3 dias (Baril et

al., 1993 y Evans, 2003).



2.4 Ciclos estrales cortos

En la especie caprina, durante el ciclo estral y a lo largo de la gestacion, los cuerpos
luteos producen P4. Durante la fase folicular del ciclo estral, el nivel de hormonas es
muy bajo, a partir de la ovulacion la concentracion de P4 se incrementa paulatinamente
durante los primeros diez dias del ciclo, donde alcanza su mayor concentracién
(Chemineau et al., 1982).

Este nivel se mantiene elevado hasta que la prostaglandina F2o (PGF2a) destruye los
cuerpos luteos al final del ciclo (Sawada et al., 1994).

La P4 que se produce en los cuerpos luteos, es esencial para poder mantener la
gestacion, mientras que la aplicacion de agentes luteoliticos desencadena el aborto
(Heap y Flint, 1984).

La concentracion de P4 puede variar segun la cantidad de cuerpos luteos 6 tejido luteo
e incluso varia en la raza del animal (Chemineau et al., 1982). Durante el ciclo estral, al
incio de la gestacion, se han encontrado altas concentraciones de P, en cabras que
tenian un mayor nimero de cuerpos luteos (Jarrell y Dziuk, 1991). El nivel de P4 estd
relacionado con el tamafio de los. cuerpos luteos asi como a la cantidad de tejido luteo
(Kelly et al., 1983).

El ciclo estral de corta duracion, se caracteriza por una secrecion baja, a veces nula,
de P4 por el cuerpo luteo (Ott et al., 1980; Chemineau et al.,1984).

Muchas de las cabras presentan ciclos estrales cortos (5 a 7 dias), pero esto no limita
a las hembras para que la mayor parte de ellas estén gestantes para la segunda semana de
estar en contacto con los machos (Mellado, 2008); cuando se estimula el estro en
cabras anéstricas por medio del contacto con machos sexualmente activos, es
comun que las cabras presenten ciclos estrales de corta duracion, sin embargo, el
segundo ciclo suele ser de duraciéon normal y habitaulamente fértil (Chemineau et
al, 1984; Delgadillo et al, 2001).

Se ha observado una mayor frecuencia de ciclos estrales cortos asociados a una
menor condicion corporal en cabras en zonas tropicales (Delpino y Gonzalez-Stagnaro,
1993). El reinicio de la actividad sexual después del anestro estacional asi como en el

posparto aumenta la incidencia de ciclos estrales cortos (Camp et al., 1983).



Una frecuencia de 17.3% de ciclos estrales de corta duracion fue observada al inicio
de la estacion sexual en la zona tropical, siendo mas elevados en cabras jovenes que en
cabras maduras (27.2 vs 25.2%) (Greyling y Van Niekerk, 1986).

Se han observado incrementos en la incidencia de ciclos estrales cortos en cabras al
reinicio de la actividad sexual posparto (Riera, 1982; Gonzales-Stagnaro, 1993).

Después de que se presentd un ciclo corto, viene una segunda ovulacion, en la cual el
CL es de duracion normal, y en un 90% de las hembras, es acompafiado de una conducta
estral, (Chemineau, 1983; Martin et al., 1986; Chemineau, 1987).

La profundidad del anestro modifica la frecuencia de aparicion de estros
conductuales, que estan asociados a la primera ovulacion, asi como la presentacion de
ciclos estrales cortos, de manera que mientras mas profundo es el anestro, menor sera la
presentacion de conducta estral y mayor la proporcion de ciclos cortos (Chemineau,

1983; Chemineau, 1987).

2.5 Regulacion de la funcion lutea

Los cuerpos luteos fueron descritos por Regnier de Graaf, quien sefiald6 que después
del coito aparecieron “cuerpos globulares” en los ovarios de una conejas, y que
permanecieron ahi hasta después del parto, y que el numero de cuerpos luteos estd
relacionado con el nimero de crias que los animales producen (Short., 1977). Prenant
(1898), descubrio que el cuerpo luteo puede producir sustancias que regulan la gestacion
luego de examinar la histologia de los cuerpos luteos y concluir que estos actian como
glandula.

Los' principales 6rganos blanco de la P4, son el tracto reproductivo y el eje
hipotalamo-pituitario. Las acciones de la P4 en el tracto reproductivo son prepararlo para
el inicio y mantenimiento de la gestacion. Al parecer, la P4 ejerce la mayoria de sus
efectos regulando directamente la transcripcion de genes a través de receptores nucleares
especificos (Moutsatsou y Sekeris., 1997). Estos receptores modulan la expresion de
genes al unir elementos especificos de respuesta a la P, en el ADN, bajo la previa
exposicion a los estrogenos (E2), que inducen la produccion de receptores para P4 (Ing y
Tornesi., 1997; Kaneko et al., 1993; Kraus y Katzenellenbogen., 1993) necesaria para

que esta ultima actte en el tracto reproductivo (Gordon et al., 2000).
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En el utero, la P, actia sobre el endometrio como un factor de diferenciacion
(Cummins y Yochim., 1984). Durante la fase folicular, los estrogenos inducen la
proliferacion de las células endometriales, y las elevadas concentraciones de P4 durante
la fase lutea del ciclo reproductivo, inhibiendo la mitosis en el endometrio (Padykula et
al., 1989). Las proteinas uterinas proporcionan un entorno que fomenta el desarrollo
embrionario temprano. En el tutero, la P; induce la quiescencia del miometrio
(Parkington., 1983), previniendo también las contracciones uterinas al ‘bloquear la
capacidad del estradiol de inducir receptores adrenérgicos ( Bottari et al., 1983).

La duracion de ciclos reproductivos se rige en parte por la P4. Las concentraciones
circulantes de esta son bajas durante la fase folicular. Las concentraciones de estradiol
son crecientes durante este tiempo y actian en el eje hipotdlamo- hipofisiario para
estimular su baja amplitud; los pulsos de alta frecuencia de LH, impulsan el desarrollo
folicular hasta la ovulacion (Lucy ef al., 1992). Después de la ovulacion, se desarrolla el
cuerpo luteo y las altas concentraciones de P4 restringen la secrecion de LH a baja
frecuencia y la P4 bloquea el aumento de GnRH en hipotalamo (Attardi y Happe., 1986;
Kasa et al., 1992).

La P, disminuye la cantidad de LH liberada en respuesta a GnRH (Janovick y Conn.,
1996), debido a la reduccion del ntimero de receptores para GnRH en la glandula
pituitaria. Los altos niveles de P4 también resultan en una disminucion de la expresion de
los genes que codifican las subunidades “b” de LH (Brann et al., 1993) y de FSH (Brann
et al., 1993; Digregorio y Nett., 1995). Los efectos de la P4 sobre la secrecion de GnRH
parecen depender-del entorno endocrino total, debido a que la P4 puede facilitar las
oleadas .de. GnRH inducidas por estradiol (Attardi y Happe., 1986; Allen y
Wintersteiner., 1934; Bauer et al., 1995; Brann y Mahesh., 1991; Brann et al., 1991;
Kreyet al., 1993).

La oleada preovulatoria de GnRH induce a la ovulacion y la diferenciacion de células
foliculares residuales que forman el cuerpo luteo, que comienzan a producir P4 a altas
velocidades mientras que las células de la granulosa y de la teca del foliculo producen
estrogenos coordinadamente (Bao y Garverick., 1998; Fortune y Quirk., 1988).

El aumento preovulatorio de LH produce luteinizacion de las células de la granulosa

y de la teca, y altera la via esteroidogénica de modo que la P4 es la hormona esteroide
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principal producida por cada uno de estos tipos de células después de la luteinizacion
(Garrido et al., 1993; Koos., 1995).

La proliferacion de hormonas luteotropicas son aquellas que favorecen el crecimiento
o funcién del cuerpo luteo. Durante una fase latea normal, el cuerpo lateo incrementa su
tamafio y su habilidad de secretar P,. Una vez que el cuerpo luteo ha obtenido su
tamano maduro y ha alcanzado su maximo potencial de secrecion de P4, la funcién latea
es mantenida por unos 10 dias; si la cabra queda gestante, la secrecion de P4se mantiene,
por el contrario, si la hembra no queda gestante, se inicia la regresion del cuerpo luteo,
dando lugar al inicio de una nueva ovulacion (Gordon et al., 2000).

Las concentraciones de Ps en suero son dependientes de la cantidad de tejido
esteroidogénico, flujo sanguineo y capacidad del tejido esteroidogénico para sintetizar la
P4. La cantidad de este tejido depende tanto del nimero, como del tamaio de las células
luteas esteroidogénicas, que aumentan durante el desarrollo luteo. El flujo sanguineo en
el cuerpo luteo también aumenta a medida que aumentan las concentraciones de P4 en
suero (Denamour., 1966; Denamur et al., 1973; Haworth., 1997).

Otro mecanismo por el cual las hormonas luteotropicas puden ayudar en la funcion
lutea, es la disminucion de la expresion de receptores de PGF2a (Niswender y Nett.,

1994).

2.6 Luteolisis

Se define como luteolisis a la muerte estructural del cuerpo luteo. En una luteolisis
normal, ocurren dos eventos que estdin muy relacionados; en el primero, hay una pérdida
en la capacidad de sintetizar y secretar P, (McGuire et al., 1994); en la seguido se
verifica la pérdida de las células que componen al cuerpo luteo (Knickerbocker et al.,
1988).

La PGF2a es el factor del utero que inicia la lutedlisis (Hansel et al, 1973;
McCraken et al., 1970). El inicio de la lutedlisis por medio de la PGF2a, es un efecto
local entre cada cuerno uterino con su ovario (Ginther., 1974). Durante la regresion
lutea, las disminuciones iniciales de las concentraciones de P4 en suero no se deben a la
pérdida de células luteas esteroidogénicas, ya que el nimero de células luteas no

disminuye hasta que las concentraciones de P4 en suero lo hagan (Braden ef al., 1988).
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Es posible que la disminucion en la secrecion de P4, se deba a la disiminucion del
flujo sanguineo luteo y a la disminucion de la capacidad esteroidogénica de las células
luteas (Gordon et al., 2000).

La PGF2a inicia un ciclo de retroalimentacion positiva, que libera oxitocina y PGF2a
tanto de origen luteo como uterino (Silvia et al, 1991). Esta estimula la sintesis y
secrecion de PGF2o desde el utero en bovinos (Lafrance y Goff., 1985; Roberts y
McCracken., 1976), yeguas (Goff et al., 1987), cerdas (Kieborz et al., 1991), y ovejas
(Walker et al., 1997).

La PGF2a puede ser sintetizada por los cuerpos luteos de las cerdas (Guthrie ef al.,
1978), ovejas (Rexroad y Guthrie., 1979; Tsai y Wiltbank., 1997), vacas (Pate., 1988).

Durante una fase lutea tardia del ciclo estral, la PGF2a que se encuentra en fuentes
periféricas, puede estimular la sintesis de PGF2a en el cuerpo luteo de las ovejas (Tsai y
Wiltbank., 1997). La PGF2a que es producida localmente en el cuerpo luteo, actia a
través de un mecanismo paracrino o autocrino para poder inducir la lutedlisis (Auletta y
Flint., 1988).

Las prostaglandinas F2a y E2 se sintetizan utilizando fosfolipidos de membrana

<

como sustrato en una serie de reacciones de tres etapas, denominada “via de la
ciclooxigenasa”. Las fosfolipasas A2 y C, que estdn localizadas en la membrana
plasmatica, hidrolizan a los fosfolipidos de la membrana, liberando acido araquidénico
que puede utilizarse como sustrato para la sintesis de PGF2a (Kawai y Clark., 1986). La
ciclooxigenasa (COX), cataliza la etapa limitante de la velocidad en la biosintesis de
prostaglandinas, que es la conversion del acido araquidonico a prostaglandina H2
(PGH2) (Dewitt y Smith., 1995). Finalmente, la PGH2 se convierte rdpidamente en
PGF2a por la prostaglandina F sintasa (Watanabe ef al., 1985).

La PGF2a disminuye la sintesis lutea de la P4, en mamiferos (Niswender y Nett.,
2000), y se puede disminuir esta sintesis por distintos mecanismos intracelulares que
incluyen: 1) Regulacion negativa de los receptores a hormonas luteotropicas; 2)
Disminucion en la absorcion celular de colesterol; 3.- Disminucion del tranposrte de
colesterol a través de la celula y a través de las membranas mitocondriales; 4)

Disminucion en la actividad enzimdtica, especificamente en las enzimas

esteroidogénicas requeridas para la biosintesis de progesterona. Debido a que las tasas
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normales de sintesis de P4 dependen de las hormonas luteotropicas, la PGF2a podria
reducir la respuesta del tejido luteo a estas hormonas (Guy ef al., 1995; Smith et al.,
1996).

La luteolisis prematura se traduce como una gran disminucion de la progesteronemia

y la produccion de embriones en este caso es muy baja (Borque et al., 1993).

2.7 Fisiologia de la gestacion temprana

Se conoce como reconocimiento materno de la gestacion en los rumiantes, al proceso
fisioldgico a través del cual el conceptus (embrion + membranas extraembrionarias)
evita que se desencadene el mecanismo luteolitico ejercido por la PGF2a a través de la
emision de sefiales moleculares paracrinas (interferon tau, IFN-t, producido por el
trofoectodermo). De esta manera, la vida del cuerpo luteo y la produccion de P4 se
prolonga para asi mantener un medio ambiente uterino que promueva la sobrevivencia y

crecimiento del conceptus (Igwebuike, 2006; Lépez et al., 2008; Tovio et al., 2008).

La implantacion y desarrollo embrionario involucra procesos muy complejos donde
interactua la sefalizacion de diversos factores de crecimiento como el factor de
crecimiento que es parecido a la insulina tipo 1 y tipo 2 (IGF I e IGF II), factor de
crecimiento transformante alfa (TGF-a), factor de crecimiento transformante beta (TGF-

B) y factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) (Betancourt et al., 2006).

La IGF I e IGF 1I ejercen efectos mitogénicos implicados en el proceso de desarrollo
embrionario temprano y la formacion de la placenta en muchas especies, incluyendo los
seres humanos, roedores y animales de granja. De hecho, el desarrollo del blastocisto en
la vaca puede ser estimulado por inyecciones de la hormona de crecimiento (GH), las
cuales aumentan la sintesis de IGF I hepatica y progesterona, lo cual puede incrementar
a su vez la sintesis y secrecion de IGF I endometrial (Satterfield et al., 2008).

A pesar de que la gestacion temprana representa un alto riesgo en la que ocurre la
mayor proporcion de pérdidas en los pequefios rumiantes, existen evidencias en varias
especies de que esas pérdidas se pueden incrementar debido a que exista una condicién

de subnutricidon y eventualmente una sobrenutricion (Ashworth, 1995; Parr et al., 1987).
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Se ha especulado que en los rumiantes la mayor parte de la pérdida de gestaciones
ocurren entre los 2 y 30 dias post servicio; esta pérdida de gestaciones tempranas,
pudiera estar asociada a una mala calidad del ovocito que haya sido generada durante
diferentes estadios del desarrollo folicular (Quinvilan et al., 1966; Boland et al., 2000;
Ashwort et al., 2009).

Una parte importante sobre las interrupciones de la gestacion en caprinos, es que-la
presentacion de abortos no necesariamente estan asociadas a procesos infecciosos, sino
que en muchos casos se deben a deficiencias nutricionales, derivadas de un consumo
pobre de energia (Hussain et al., 1996; Mellado et al., 2001).

Moreira et al. (2000) y Morales-Roura et al. (2001) sugieren que la rbST
(Somatotropina Bovina Recombinante) podria favorecer la supervivencia embrionaria a
través del mejoramiento de la funcion del cuerpo luteo.-Una de las causas de la muerte
embrionaria esta relacionada con el retraso del desarrollo embrionario, lo que reduce la
capacidad del embrion para producir Interferén, por lo cual el embrion no puede
suprimir la sintesis de la PGF2a.

El retraso del desarrollo embrionario se puede deber a las concentraciones séricas
bajas de P4, que padecen las vacas lecheras, porque el cuerpo lateo produce menos P4 y

las hormonas esteroides se catabolizan mas rapido (Vasconcelos et al., 2003).
2.8 Muerte embrionaria

Las muertes embrionarias tempranas, son la principal causa de pérdidas de
gestaciones en rumiantes. En pequefios rumiantes, cerca del 20 % de los embriones
presentan muerte embrionaria temprana durante los 15 dias siguientes a la fertilizacion
(Ramén, 1997).

La mortalidad embrionaria est4 asociada generalmente con la regresion prematura del
cuerpo luteo o con la produccion insuficiente de P4 por esta estructura. Sin embargo
hasta el momento los tratamientos que se han desarrollado para contrarrestar este
fendmeno no han permitido obtener un aumento consistente en el mantenimiento de la

gestacion (Hernandez y Zarco, 1998).
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2.9 Maduracion de ovocitos

El ovario es una estructura con funciones gametogénicas y endocrinas, estas se
encuentran reguladas a través del eje hipotalamo-hipofisisiario-gonadal. Las encargadas
de la sintesis y secrecion pulsatil de la GnRH son las neuronas peptidérgicas
hipotalamicas del nucleo, las cuales regulan la sintesis y la liberacion de la FSH y LH,
que se mueven de manera sistémica en la sangre hasta que se unen a sus receptores
especificos en las gonadas de la hembra Roberts (1971). En el ovario, la FSH induce la
maduracion folicular y la biosintesis de E, y P4, sin embargo, la LH estimula la
secrecion de andrégenos y la luteinizacion de los foliculos posovulatorios (Parrot y

Skinner., 1999).

De acuerdo a su estructura, se pueden definir cinco fases del desarrollo folicular, los
cuales son: foliculos primordiales, primarios, secundarios, terciarios y de Graff o
preovulatorios, si bien es comun clasificar los foliculos en preantrales (desde
primordiales hasta secundarios) y antrales (desde terciarios hasta preovulatorios). Una
vez que la ovulacion se ha llevado a cabo, la estructura folicular evoluciona hasta la
formacion de un cuerpo luteo, siendo esta considerada la fase final de maduracion del
foliculo. Normalmente el desarrollo folicular en el ovario se mantiene detenido en la
fase de foliculos primordiales hasta que se inicia la pubertad. De aqui en adelante, uno o
mas foliculos dominantes lograran terminar su desarrollo y sus ovocitos se liberaran al
término de los correspondientes ciclos estrales. Los foliculos que no llegan a terminar su

desarrollo degeneraran, conviertiéndose en atrésicos (Van Voorhis., 1999).

Los ovocitos son células germinales femeninas que se generan en los ovarios. Se trata
de una fase del desarrollo del 6vulo, cuando atn no ha madurado. El ovocito surge
debido al proceso de gametogénesis que se desarrolla en las hembras de los mamiferos.
El procedimiento comienza con una célula germinal primordial que se transforma en un
oogonio a través de la meiosis. Este oogonio, tras la ovogénesis, se convertird en un
ovocito que finalmente derivara en un 6vulo maduro (Pérez y Merino, 2013).

Al momento de la ovulacion, los ovocitos quedan recogidos en el infundibulo, y se

trasladan a la ampolla tubarica donde tiene lugar la fecundacion. Después, el huevo se
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divide en dos blastdmeros, cuya segmentacion se produce en el transito del embrién
dentro del oviducto continuando después en el utero. El paso del embridn, del oviducto
al utero tiene lugar a los 4 dias de la aparicion del estro, encontrando la moérula joven en

el estadio de 16 células (Baril et al., 1995).

3.0 Mecanismos de accion de los antiinflamatorios no esteroideos

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s) inhiben diversas reaceiones, aunque
para 1971, no se conocian los efectos antiinflamatorios, antipiréticos y analgésicos, hasta
que Vane y sus colaboradores y Smith y Willis pudieron comprobar que las
concentraciones pequefas de aspirina e indometacina, inhibian la-produccion enzimatica
de prostaglandinas (PG). Para esas fechas, se tebian algunas pruebas de que las PG,
participaban en la patogenia de la inflamacion y la fiebre, lo que reforzo la hipdtesis de
que la inhibicion de la biosintesis de estos fArmacos podria explciar ciertas acciones de

estos medicamentos (Higgs ef al., 1983).

El proceso inflamatorio incluye diversos fendmenos que pudieran desencadenarse por
diversos estimulos, ya sean agentes infecciosos, isquemia, interacciones antigeno-
anticuerpo, lesiones térmicas o fisicas, etc, cada estimulo desencadena un patrén
caracteristicos de respuesta que constituye una variante menor del mismo fenémeno. La
respuesta comun viene acompafiada de signos clinicos conocidos como: eritema, edema
y dolor a la palpacion y en ocasiones de manera espontanea (Gallin et al., 1992; Kelley

et al., 1992).

Todas las actividades que realizan los antiinflamatorios no esteroidales (AINE’s)
giran alrededor de la accién que ejercen sobre la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa
(COX), que se encarga de activar la sintesis de prostaglandinas, las cuales a su vez, son
las encargadas de realizar diversas actividades fisiologicas (Hall et al, 2001). La
administracién de inhibidores de la sintesis de prostaglandinas, como la indometacina o
el flunixin-meglumine (Ramoén, 1997, Miquelajauregui, 1993, Troxel y Kesler, 1984)
permiten alargar la fase litea o simular una fase litea normal; pero estas drogas pueden

interferir con el establecimiento de la gestacion, debido a que inhiben la sintesis de
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prostaglandinas (Ramoén, 1997), las cuales son indispensables para la implantacion del

embrion (Gandolfi ef al., 1992).

La ciclooxigenasa (COX) es una enzima necesaria para que se lleve a cabo la sintesis
de prostaglandinas a través de la oxidacion del acido araquidonico. Las prostaglandians
realizan diversas funciones que estdn relacionadas con la homeostasis, inflamacion .y
desarrollo de neoplasias. Los mecanismos mas importantes en la accion de los
medicamentos que son similares a las aspirinas y los antiinflamatorios no esteorideos,
era la inhibicion de sintesis de prostaglandinas, hoy en dia, este tipo de medicamentos
interfieren con la accion de la COXI1. Seglin estudios, la actividad de COX puede
incrementar en células activadas y esta actividad no es inhibida completamente por los
corticosteroides (Masferrer et al., 1996). Bajo esta evidencia, se descubrid la existencia
de dos isoformas de la COX, (COX-1 y COX-2). Ambas ciclooxigenasas tienen una
afinidad por el acido araquiddnico, y son homoélogos en un 90%, pero estos presentan
una afinidad distinta por el sustrato y se encuentran en lugares distintos de la célula

(Garcia y Gomez-Reino., 2000).

Los principales efectos terapéuticos de los AINE’s, son consecuencia de su propiedad
de poder inhibir la produccion prostaglandinica. La primer enzima en la via sintetica de
las PG, es la ciclooxigenasa de acidos grasos, la cual transforma el 4cido araquidénico
en productos intermediarios que son inestables, PGG,, PGH,. Sabemos ahora que
existen dos formas de ciclooxigenasa, llamadas ciclooxigenasa-1 (COX-1) vy
ciclooxigenasa-2 (COX-2). La primera es una isoforma constitutiva que aparece en
vasos sanguineos, estomago y rifiones, sin embargo la segunda se presenta en
situaciones de inflamacion (Goodman et al., 2008). La ciclooxigenasa-1 (COX-1) se
expresa en la mayoria de los tejidos, especialmente en plaquetas, células endoteliales,
tracto gastrointestinal, microvasculatura renal, glomérulos y tdbulos colectores
(Abramson y Weissmann., 1989). La expresion de COX-1 aumenta cuando es
estimulada, los glucocorticoides no la inhiben y es la responsable de la regulacion del
flujo sanguineo renal, excrecidon de sodio y proteccion de la mucosa gastrica. Por su
parte, la COX-2 es indetectable en la mayoria de los tejidos en situacién basal. Se ha
comprobado que la COX-2 no sélo participa en la mediacién de la inflamacion, sino

que tambien lo hace en funciones reguladoras y otras circunstancias patoldgicas.
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La COX-2 aumenta en presencia de citoquinas inflamatorias, factores de
crecimiento o endotoxinas (Abramson y Weissmann., 1989), a nivel de células
migratorias como monocitos y macréfagos, sinoviocitos, fibroblastos, células
epiteliales o endoteliales y, condrocitos.

Los AINE provocan una inhibicién en la produccién de PG endometriales; 'y
disminuyen el dolor en la dismenorrea primaria. La COX-2 juega un. papel
importante en la dismenorrea (Morrison et al., 1999), aunque tambien se cree que
tiene una actividad importante en la ovulacién y en el embarazo. En este sentido la
COX-2 se encuentra expresada en los ovocitos que se estdn en desarrollo (en la
facilitacion de la ruptura folicular) y en el ttero (en el proceso de implantacion del
embridn).

El 4cido araquidonico puede transformarse por medio de 12-lipooxigenasa en 12-
HPETE y 12-HETE, o bien por medio de la via de la S-lipooxigenasa en diversos
leucotrienos. En este sentido, los AINE’s inhiben la enzima de la ciclooxigenasa y por
ende la produccion de PG, pero no suprimen las vias de la lipooxigenasa ni la formacioén
de leucotrienos (Lecomte ef al., 1994; O’Neil et al., 1994). La anexina I, es una proteina
antiinflamatoria que interactiia e inhibea la fosfolipasa cistolitica A2a (cPLA2a) (Solito
et al., 1998; Kim et al., 2001).

La cPLA2a se activa por medio de estimulos inflamatorios con el movimiento de la
fosfolipasa desde el citosol, hasta la membrana perinuclear, donde se hidrolizan los
fosfolipidos que contengan acido araquidonico. La anexina I es inducida por los
glucocorticoides, que al inhibir cPLA2a, se bloquea la liberacion de acido araquidénico
y su conversion-a eicosanoides, como lo son las prostaglandinas, tromboxanos,
prostaciclinas y leucotrienos (Roviezzo et al., 2002; Pitzalis et al., 2002).

Se ha determinado en animales bajo exprmiento y mujeres que los AINE’s prolongan
la  gestacion; las PG de la serie E y F son potentes uterotropicos, por lo tanto su
biosintesis por parte del utero aumenta de manera extraordinaria unas horas antes del
parto, aunque se ha planteado la hipdtesis de que posiblemente, estas intervengan en el
desencadenamiento y progresion del trabajo de parto y la expulsion (Goodman y

Gilman., 2008).
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En un estudio realizado por Cuervo-Arango, 2011, donde se utiliza Flunixin en
diferentes momentos relativos a la administracion de hCG en la falla de la ovulacion y la
funcion lutea en yeguas, ¢l reporta que la administracion de flunixin en estas yeguas fué
efectiva para bloquear la ovulacion, siempre y cuando el tratamiento comenzara < 24 hrs
después de hCG y continuara de 12 hasta >36 hrs. Finalmente, las yeguas que fueron
tratadas con Flunixin durante el periodo periovulatorio y que ademés ovularon,
produjeron concentraciones similares de P4 que los controles ovulatorios no tratados, por
lo cual, no hubo efecto en el tratamiento.

En otro estudio realizado por Pinaffi et al.,2012, en el cual ellos querian estudiar el
efecto de los pulsos de PgF2a con los pulsos de prolactina. (PRL) basados en la
inhibicion de la secrecion de PRL o PgF2a, en que sus resultados mostraron una
disminucién en las concentraciones de PRL hasta las 12 hrs, y fue restaurada a las 24
hrs, por otra parte el tratamiento con  Flunixin inhibi6 la secrecion
de PGF20q, asi como lo indica la ausencia de deteccion pulsos de PGFM y menores
concentraciones de esta misma en muestras tomadas por hora en el grupo de Flunixin

que en los otros grupos.

20



111 JUSTIFICACION
3.1 Justificacion

Los estados de desnutricion que pueden experimentar las cabras durante el inicio de
la gestacion en los sistemas de pastoreo extensivo, probablemente son causantes de
elevados indices de muertes embrionarias dentro de los primeros 30 dias de gestacion,
fenémeno que parece estar relacionado con una falla litea temprana. La generacion de
estrategias que aseguren la vida del cuerpo liteo y, por ende, niveles-adecuados de
progesterona circulante, podria contribuir a reducir las pérdidas embrionarias y, en

consecuencia, a elevar las tasas de paricion.

IV HIPOTESIS

4.1 Hipotesis

La aplicacion de un inhibidor de la sintesis de prostaglandinas durante los primeros
dias de gestacion va a prevenir la falla latea que se ha observado en cabras sometidas a

estrés nutricional y de esta manera incrementard la tasa de gestacion.
V OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la aplicacion de un inhibidor de prostaglandinas (Flunixin), en
cabras sometidas a estrés nutricional al inicio de la gestacion, sobre la vida del cuerpo
luteo y el mantenimiento de la gestacion, en cabras empadradas durante el periodo de

transicion a la estacion reproductiva.

5.2 Objetivos Especificos

* Evaluar el efecto del estrés nutricional aplicado durante el periodo inicial de

gestacion en el mantenimiento de la gestacion.
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e Caracterizar la funcion latea de cabras sometidas a estrés nutricional al inicio de

la gestacion y tratadas con un inhibidor de prostaglandinas.
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VI MATERIALES Y METODOS
6.1 Localizacién y Descripcién del Area de estudio

El trabajo se realiz6 en las instalaciones del Centro de Selecciéon y Reproduccion
Caprino “CESYRC” de Gobierno del Estado de San Luis Potosi, ubicado en el
municipio de Soledad de Graciano Séanchez, S.L.P. localizado en las coordenadas
22°12°38.92” latitud norte, 100°54°03.70” latitud oeste y a una altitud de 1859 msnm
con una temperatura promedio de 17.1°C y una precipitacion promedio de 362 mm

anuales (SEDARH, 2016).
6.2 Material genético utilizado

Se utilizaron 34 cabras hembras caprinas raza Nubia de 10 a 26 meses, que se
distribuyeron por edad, peso e IMC a tres tratamientos: EN) grupo sometido a estrés
nutricional durante los primeros 30 dias post-servicio; EN + FLX) similar al tratamiento
EN, al que ademas se le suministré un inhibidor de sintesis de prostaglandinas después
del servicio (83 mg/45kg p.v. de FLUNIXIN, Sanfer, a los 6 y 7 dias post-servicio); y
TES) grupo testigo, sin estrés nutricional y sin aplicacion del inhibidor de sintesis de

prostaglandinas.

Se utilizaron 3 machos de 2 a 4 afos de edad, estos fueron previamente evaluados
tomando en cuenta: volumen (ml), motilidad progresiva (%), concentracion espermatica
(M=células espermaticas x 107/rn1), color del semen, densidad del semen, circunferencia

escrotal.
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Cuadro 1. Resultados en la evaluacion de los machos utilizados en este experimento.

Caract. espermaticas Macho 1 Macho 2 Macho 3 Parametros
Volumen (ml) 0.7 1.0 1.3 0.5 - 1.5 ml (Hafez, 1996).
Motilidad progresiva 70% 80% 85% 69.8 - 90.35% (Farshad et al.,
2009).

Concentracion espermatica 264.97 352.76 552.29 200-600x10’ml (Hafez,

(Mx107/ml) 1996).

Color Blanco Blanco Amarillo Blanco (Ali y Mustafa.,
1986).

Densidad Lechoso Lechoso Cremoso Cremoso (Aliy Mustafa.,
1986).

Circunferencia escrotal (cm) 28 335 33.7 20.32 —31.07 (Torretta et al.,
2017).

6.3 Manejo nutricional

Se formul6 una dieta integral para animales en desarrollo y crecimiento, calculada
para que los animales tuvieran una ganancia diaria de peso de 80-83 gr, con los
siguientes ingredientes: alfalfa henificada, maiz molido, rastrojo, soya, melaza, salvado

de trigo, minerales de desarrollo para proporcionar 14% de PC y 2.6 Mcal de EM/Kg.

Una vez que las cabras se distribuyeron a sus respectivos tratamientos (testigo vs lote
estrés nutricional vs lote estrés nutricional con tratamiento), se sometieron a un periodo
de 15 dias de adaptacion a la dieta, periodo en el cual se les ofrecid 1.4 kg de la dieta
preparada registrando el rechazo diario. Una vez teniendo los datos del rechazo del
alimento, se obtuvo un promedio de consumo voluntario. Con base en esto y de manera
individualizada, se determind la cantidad de alimento a ofrecer a los grupos restringidos
(50% del consumo voluntario). Las cabras del grupo control obtuvieron la dieta a libre

consumo con un rechazo aproximado del 7-10%.
6.4 Disefio experimental

Las cabras se alojaron en corrales provistos de comederos trampa (para poder
proporcionar la cantidad de alimento adecuada segun el tratamiento, separados por
tablas) y bebederos de pileta. Los animales se pesaron y se determiné su indice de Masa

Corporal (IMC, Tanaka et al., 2002).
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Las cabras se sometieron a un tratamiento de induccion/sincronizaciéon con la
colocacion de un dispositivo de liberacion interna de droga controlada (CIDR, Pfizer)
que contiene progesterona natural, la cual se retird6 10 dias después. Al momento del
retiro del dispositivo, se les inyectaron 250 Ul de eCG (FULLIGON, MSD Salud
Animal) y 1.5 mg de PGF2a (LUTALYSE, Pfizer). A las 48 horas del retiro del CIDR
se detectaron celos y las hembras fueron servidas con uno de 3 machos de entre dos.a
cuatro afios de edad, previamente evaluados, a los cuales se les determind: volumen
(ml), motilidad progresiva, concentracion espermatica (M/ml), color, densidad y
circunferencia escrotal, de los cuales, los valores obtenidos compardndolos con los
valores reportados por otros autores, nos mostraron que fueron machos aptos para la
reproduccion; se dio un segundo servicio a las 6-8 hrs aproximadamente. Se asignd
aleatoriamente al macho para cubrir a 3 hembras de cada tratamiento. Para evitar el
sobre trabajo de los machos, se formaron 4 subgrupos de hembras y se escalonaron sus
servicios en intervalos de cuatro dias.

A las cabras del grupo estrés nutricional con tratamiento se les suministré a cada
animal 83mg/45 kg p.v. de Flunixin meglumine (Flunixin, SANFER) al sexto y séptimo
dia despues del servicio, con el fin de comprobar algun efecto en la reduccion de fases
luteas cortas, estando restringidas nutricionalmente.

Se tomaron muestras sanguineas por venopuncion yugular con tubos vacutainer con
EDTA, cada tercer dia durante 30 dias después del servicio, teniendo un total de 11
muestras sanguineas por cabra. Se utilizé una méquina centrifuga (Thermo IEC Centra
CI2) para obtener el suero sanguineo a 3000 rpm por 15 minutos y posteriormente se les
hizo prueba por Radio-Inmuno Andlisis (RIA) para determinar concentraciones
plasmaéticas de progesterona utilizando kits (PROG-RIA-CT, KIP1458). A los 45 dias
después de la monta se diagnosticd gestacion por medio de ultrasonografia transrectal

(5.0 Mhz, EDAN).

6.5 Variables de respuesta
* Peso vivo e IMC inicial, final y la diferencia entre estos.

* Tasa de gestacion a 45 dias post-servicio.
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* Concentracion promedio de progesterona (P4sMed): Valor medio de
progesterona en ng/mL durante la fase litea o en animales gestantes durante

el periodo de muestreo.

* Concentracion maxima de progesterona (PsMax): Valor maximo de
progesterona en ng/mL durante la fase litea o en animales gestantes durante

el periodo de muestreo.

* Concentracion minima de progesterona (P4sMin): Valor minimo de
progesterona en ng/mL durante la fase litea o en animales gestantes durante

el periodo de muestreo.

* Tiempo para inicio de la fase Iutea (IFL): Dias entre el dia del estro/servicio
y el inicio de la fase lutea (valores >0.5 ng/ml de progesterona plasmatica en

al menos 2 muestras consecutivas).

* Incidencia de fases luteas cortas (FLC): Numero de animales que presentaron

una fase litea con duracién <8 dias, del total de animales no gestantes.

6.6 Analisis estadistico

Para peso vivo, IMC y sus diferencias el analisis estadistico se realizd6 mediante
andlisis de varianza (ANDEVA) para un disefio completamente al azar considerando
como factor al grupo-de tratamiento (GPO). Para las concentraciones plasmaticas de
progesterona ademds del efecto de GPO se incluyo6 el de estado gestacional (DXG) y la
interaccion de estos factores. La tasa de gestacion fue evaluada mediante regresion

logistica considerando solamente el factor de GPO.
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VII RESULTADOS

7.1 Diferencias de peso vivo e IMC

En el Cuadro 2 se muestran los cambios de peso e IMC durante el periodo de estrés
nutricional, las cabras comenzaron el experimento con un buen peso (37 kg) y un buen
IMC (8.1 puntos); los animales de los grupos EN + FLX y EN tuvieron una pérdida
similar de peso e IMC (P> 0.05) mientras que los del grupo TES tuvieron un incremento

a, b P<0.001, TES vs EN + FLX y EN.

Cuadro 2. Peso Vivo (PV, kg) e Indice de Masa Corporal (IMC, puntos) inicial y final y
sus diferencias (D-PV) y (D-IMC) en cabras control (TES) y sometidas a estrés

nutricional post-servicio con (EN + FLX) y sin inhibidor de la sintesis de

prostaglandinas (EN).
Grupo Peso inicial ~ Peso final D-PV IMC inicial IMC final D-IMC
experimental
TES 369+2.1 375+19 . 06+04b 797+£032 8.13+£0.31 0.14+£0.09b
EN 37.08+2.0 346+18  -24+04a 7924030 7.42+0.29 -0.5+0.08 a

EN +FLX 375+21 356+19 -18+04a 847+032 8.05+031 -039+0.09a

a, b. Literales distintas en la misma columna indican diferencia significativa (P< 0.05).

7.2 Gestacion

En el Cuadro 3 se muestran los resultados en el diagnodstico de gestacion por
ultrasonografia. No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) entre tratamientos.
En el grupo TES el 81.8% de las cabras fueron diagnosticadas gestantes. En el grupo EN
el 66.7% de las cabras fueron diagnosticadas gestantes. En el grupo EN+FLX el 72.7%

fueron diagnosticadas.
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Cuadro 3. Porcentaje de gestacion por medio de ultrasonografia a los 45 dias post-

servicio.

Diagnostico de gestacion por

ultrasonografia
Tratamientos % Gestacion
TES 81.8
EN 66.7
EN + FLX 72.7

7.3 Niveles de progesterona

En el cuadro 4 se muestran los promedios de las concentraciones media, minima y
maxima de progesterona (P4) plasmadtica en las cabras de los grupos TES, EN y EN +
FLX, durante la fase latea de las cabras no gestantes o de las gestantes durante todo el
periodo de muestreo donde no se observo diferencia significativa (P>0.05) Con base en
las concentraciones de P4, se determin6 que el 97% de las cabras presentaron ovulacion
después del protocolo de induccion/sincronizacion, mostrando evidencia de actividad

latea.

Cuadro 4. Concentraciones plasmaticas de progesterona (P4) a los 30 dias post-servicio

entre los tres grupos experimentales.

Grupos experimentales P4 media P4 min P4 max
TES 2.14£0.3 ng/ml 1.1+ ng/ml 3.5+0.4 ng/ml
EN 1.9+ ng/ml 0.9£0.2 ng/ml  2.840.3 ng/ml
EN + FLX 1.6£0.3 ng/ml  0.9+0.2 ng/ml  2.5+0.4 ng/ml

7.4 Caracterizacion de la fase lutea
El inicio de la fase lutea fue influido por los efectos de grupo de tratamiento (GPO,

P<0.05), estado gestacional (DGX) y la interaccion GPO por DGX (P< 0.01, Cuadro 5).
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Cuadro 5. Efecto de la interaccion grupo de tratamiento (GPO) por estado gestacional
(DGX) sobre el inicio de la fase lutea (dias) en cabras control (TES) y sometidas a estrés

nutricional post-servicio con (EN + FLX) y sin inhibidor de la sintesis de

prostaglandinas (EN).
Gestante No Gestante
TES 5.0+£0.7 a 3.0£14a
EN+FLX 3.9+0.7 a 10.5+1.4 b
EN 3.2+0.7 a 8.0+£1.0 b

a, b indican diferencia estadistica (P< 0.05)

A diferencia del grupo control en el cual los dias a inicio de la fase lutea fueron
similares en las cabras gestantes y no gestantes, en los grupos EN y EN+FLX se observo
un marcado retraso en el incio de la fase lutea de los animales no gestantes respecto a los
gestantes.

En el cuadro 6, se observa el porcentaje de fases luteas cortas en cabras no gestantes
observadas en los tres tratamientos, no hubo diferencia significativa (P>0.05) entre

tratamientos,

Cuadro 6. Porcentaje de fases lateas cortas en animales de los tres tratamientos.

Grupos experimentales % Fases luteas cortas
TES 0% (0/2)
EN 24% (1/4)
EN + FLX 33% (1/3)

29



VIII DISCUSION

En base a los resultados obtenidos en el presente experimento, observamos que el
inhibidor de sintesis de prostaglandinas no tuvo efecto sobre la tasa de gestacion en los
grupos experimentales, pudiendo atribuirse a diversos factores, tales como dia del ciclo
para iniciar el tratamiento y su duracidn, insuficiente grado de estrés nutricional, y/o
buen IMC en que se encontraban los animales antes del experimento.

Aké-Lopez et al. (2005) realizaron un trabajo en México donde utilizaron ovejas
pelibuey, donde utilizaron Flunixin meglumine, con el fin de determinar el efecto de este
farmaco en la duracion del ciclo estral y fase lutea, con la finalidad de aumentar la tasa
de partos y la prolificidad. El uso de Flunixin Meglumine aparentemente tuvo un efecto
menor, ya que aumentd la duracion del ciclo estral y la fase lutea, pero el tratamiento
con flunixin se suministrd al inicio de la disminucion de la concentracion de P4 en
sangre. Lo que significa que el proceso luteolitico ya habia comenzado y por lo tanto la
aplicacion de flunixin solo retrasaba un poco la lisis del CL, lo que explico la ligera
prolongacion de la fase lutea y el ciclo estral, ademds de que no se registr6 una mejor
tasa de partos en las hembras tratadas con flunixin. En nuestro trabajo, el grupo tratado
con flunixin (EN+FLX) tuvo numéricamente una mejor tasa de concepcion con respecto
al grupo que solo estuvo bajo estrés nutricional (EN), sin embargo esta diferencia no fue
estadistica, pudiendo deberse esta aparente falta de efecto a distintas posibilidades.

Cetin et al. (2014), realizaron un estudio en Turquia, en el cual utilizaron 163
hembras caprinas raza Saanen, donde el objetivo de su estudio consistia en comprobar el
efecto del flunixin y la PGE2 sobre la fertilidad 15 dias después del servicio, y
encontraron que la administracion de flunixin durante una fase luteal tardia es
perjudicial para la gestaciéon temprana en cabras. En contraste, la administracion
intravaginal de PgE2 puede usarse para aumentar la fecundidad de las cabras. Nuestros
resultados indican, también numéricamente, un mayor porcentaje de fases luteas cortas
en los animales bajo estrés nutricional no gestantes, lo cudl sin embargo no pudo ser
prevenido por la aplicacion del inhibidor de la sistesis de prostaglandina; una posibilidad

es que se requiera aplicar el inhibidor por mayor tiempo para lograr el efecto deseado.
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Se pudo generar una condicion de estrés nutricional en los grupos EN + FLX y EN,
sin embargo, en un nivel menor al generado por Herrero ef al.,, (2011; -1.4 puntos de
IMC), en una condicion similar de estrés nutricional.

Por su parte, Agredo et al. (2017) en un estudio similar, observaron que el IMC en las
cabras aumento en el grupo TES mientras que en el grupo EN este se redujo, en cuanto
al peso vivo de los animales, este aument6 en el grupo TES mientras que en el grupo EN
el peso se mantuvo. Se encontrd una fase litea corta en uno de los 9 animales que no
quedaron gestantes, teniendo una respuesta no significativa representando-el 11.1%.

La nutriciéon es un factor importante que afecta la funcidon reproductiva en los
rumiantes domésticos (Tchamitchian et al., 1973; Restall y Starr, 1977) y cabras
(Walkden-Brown et al., 1994), y el desempeio reproductivo que estd correlacionado
directamente con los cambios de peso vivo (Zarazaga et al., 2005).

Se ha especulado sobre el efecto del estrés nutricional sobre la actividad del cuerpo
luteo en la etapa inmediata a la ovulacion. De tal manera que se esperaria que las cabras
sujetas a estrés nutricional mostraran retraso en el inicio de la fase lutea y/o fases luteas
cortas. Ambas situaciones eventualmente ocasionarian pérdidas embrionarias, lo que se
reflejaria en bajas tasas de gestacion (Smith, 1978). Cabe resaltar que en el presente
estudio, en los grupos EN y EN+FLX se observd un marcado retraso en el incio de la
fase lutea de los animales no gestantes respecto a los gestantes fendmeno que no ocurrid
en el grupo control. El balance energético positivo conduce a un aumento en las
concentraciones de leptina e insulina en sangre y una mayor captacion de glucosa;
pudiendo afectar directamente al ovario, favoreciendo el desarrollo folicular y la tasa de
ovulacion en ovejas (Scaramuzzi ef al., 2006). A su vez, el balance energético positivo
también esta asociado con alteraciones en el metabolismo hepatico (Parr et al., 1987;
Parr et al, 1993) donde estos en ocaciones pueden provocar alteraciones en la
retroalimentacion negativa entre el ovario y el eje hipotdlamo-hipofisario
disminuyéndola y posiblemente, un efecto positivo sobre el desarrollo folicular. Aunque
no existe mucha evidencia que sugiera que el balance energético positivo actiie como
estimulador especifico en el eje hipotalamo-hipofisario (Wade et al., 2005). Cuando el
balance energético positivo persiste, el animal inevitablemente aumentard el peso

corporal, sin embargo, el efecto estimulante de la nutricion en el desarrollo folciular
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puede ocurrir incluso antes de que haya un aumento detectable en el peso corporal. Se ha
propuesto un andlisis descriptivo de los efectos de la nutricion en el peso corporal, lo
que ha llevado a una clasificacion de los efectos nutricionales en cuanto a la tasa de
ovulacion, estos son:

* Efecto "agudo". Este se observa en ausencia de un cambio detectable en el peso

corporal.

* Efecto "dinamico". Se asocia con el aumento del peso corporal.

* Efecto "estatico". Esta asociado con el peso corporal elevado per se.

Rivera et al. (2011) reportan que la duraciéon de las fases luteas es de
aproximadamente 14 dias en cabras que cubrian sus requerimientos nutricionales
mientras que en cabras subnutridas, la duracion de la fase lutea disminuye de tres a
cuatro dias. Chemineau et al., (1982) por su parte, reporta que la duracion media de las
fases luteas inducidas y naturales no difirieron (16 frente a 15 dias); el nivel medio de P4
durante la fase lutea inducida fue superior al de la fase latea natural (7,5 ng / ml frente a
4,5 ng / ml), lo cual concuerda con lo observado en el presente estudio, en el que la
mayor parte de los animales presentaron una duracion de aproximadamente de 16-18
dias con niveles entre 0.5 y 7.0 ng/ml.

El tiempo de inicio de la fase lutea, se pudo ver afectado debido al balance energético
negativo que probablemente experimentaban los animales en los grupos de EN después
de la monta, lo cual puede ser indicativo de que el estrés nutricional en los primeros
dias, asi como lo reportan Ramirez et al. (2013) y Pérez et al. (2013), donde en cabras
con bajas reservas corporales de energia retardan su actividad ovulatoria en época de
anestro profundo y en etapa de transicion hacia la estacion reproductiva.

En el presente estudio, la restriccion nutricional no se reflejé en un incremento en la
presentacion de fases luteas cortas, lo cual contrasta con lo observado por Herrero et al.
(2011), quienes reportan en su estudio, en el que compararon cabras con bajas y altas
reservas corporales de energia, encontrando que estas ultimas comenzaban su actividad
litea en menor tiempo, lo que refuerza la idea de que el peso vivo y el IMC afecta
directamente la actividad lutea, tanto en el inicio de ésta como en el periodo activo. Se
esperaba que en los grupos restringidos se vieran mayor nimero de fases lateas cortas o

un incremento en el porcentaje de muertes embrionarias y que el Flunixin corregiria
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estas fallas luteas, sin embargo, esto no ocurrid. Esta falta de efecto pudiera estar
asociada a la necesidad de iniciar el tratamiento en un dia diferente del ciclo y/o en la
duracion del mismo aspecto que seria de interés probar en futuros experimentos.
Asimismo es posible que en el presente estudio, no se haya reflejado el estrés nutricional
en las cabras, debido a que al inicio del experimento estas se encontraban en buena
condicion corporal, ademas que para generar un estrés nutricional similar al que se
encuentran las cabras en los agostaderos, se requeririan animales que padezcan de estrés
nutricional cronico o haber sometido a los animales al estrés nutricional meses antes del
experimento.

Segun los resultados obtenidos por medio del RIA, pudimos observar que la
concentracion de P4 presentd una elevacion sugerente de actividad lutea entre los dias 3
a 5 después del estro en las cabras que quedaron gestantes y en las control que no
quedaron. Las concentraciones maximas de P4 se.observaron hacia el duodécimo dia. La
mayoria de las hembras presentaron una concentracion de P4, no mayor de 5 ng/ml, a
excepcion de un animal, cuyos niveles de P4 llegaron casi a los 7 ng/ml. En contraste,
una cabra tuvo niveles inferiores a 0.5 ng/ml a lo largo de todo el periodo de
observacion, por lo que se consideré que no ovuld y se elimind de los andlisis
posteriores. La unica diferencia observada en cuanto a funcion litea fue el retraso en el
incio de eta actividad observado en los animales sometidos a EN que no quedaron

gestantes.

A diferencia de lo observado por Herrero et al., (2011) y Agredo et al., (2017), en el
presente trabajo no se encontrd estadisticamente un efecto negativo del estrés nutricional
sobre los porcentajes de gestacion. Sin embargo, numéricamente si se observa que el
grupo control present6 el mayor porcentaje (81.8 %), seguido del grupo EN+FXN (72.7
%) y por ultimo el grupo EN (66.7 %). Lo anterior podria sugerir que si hubo un efecto
negativo del EN sobre esta variable, aunque no tan manifiesto debido al buen IMC que
presentaban todos los animales al inicio de la restriccion nutricional. Asimismo, que la
aplicacion del inhibidor de sintesis de prostaglandinas aparentemente tuvo un efecto

protector marginal.
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Uno de los problemas que se tienen con las muertes embrionarias muy tempranas es
que no se pueden detectar debido a que el embridn se reabsorbe y la hembra repite estro
en un tiempo considerado normal. Con las muertes embrionarias un poco mas tardias la
evidencia indirecta es por un alargamiento anormal en el intervalo entre estros. Los
embriones que mueren hasta el dia 12 no causan disturbios en el ciclo, pero los que han
sobrevivido mas alld de ese tiempo previenen la regresion del cuerpo luteo. Esto se
explica debido a la rapida elongacion de las membranas que comienzan en el dia 12. Por
lo cual las muertes embrionarias resultan en el retraso del estro debido a que la secrecion
del cuerpo luteo es mantenida hasta que se reabsorben las membranas. En este calor, la
fertilidad es menor, asociada al deterioro en el transporte espermatico (Fernandez-
Abella, 1993).

Existe evidencia sobre una menor supervivencia de los embriones en animales con
bajo peso (Guerra et al., 1971; Edey, 1976). Este es atribuido a un desequilibrio o una

deficiencia hormonal y a la tasa ovulatoria.
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IX CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio indican que el estrés nutricional provocod un
retraso en el inicio de la fase lutea y sugieren que esta condicion de falla lutea estaria
asociada a pérdidas embrionarias tempranas y efecto negativo sobre la tasa de gestacion.
La aplicacion de un inhibidor de la sintesis de prostaglandinas al dia 6 y 7 después del

estro/servicio no fue capaz de contrarrestar esa falla litea y mejorar la tasa de gestacion.
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