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1.1.- CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE LA

NEUROENDOCRINOLOGIA DE LA REPRODUCCION.

Dentro de 1la fisiologfa de los animales domésticos, la
endocrinologfia y la fisiologfa de 1la reproduccion, son las
disciplinas que han tenido un mayor desarrollo. Este
importante desarrollo estd en relacion con los principales
objetivos de la produccidn animal, entre los cuales resalta
la obtencion de animales gque crezcan y se reproduzcan lo
mis répido y economico que sea posible. Como los procesos
del crecimiento y de la reproduccidn se hallan, en gran
parte, bajo control endocrino, la endocrinologia se
encuentra estrechamente relacionada con el mejoramiento de
la produccidn animal. Pero, luego de una interesante serie
de experimentos (que trataremos resumidamente mas adelante)
se demostro que el sistema enddcrino estaba controlado por
el sistema nervioso central (SNC). Previa a é&sto, la
glandula hipdfisis (s.: glandula pituitaria) era
considerada la "directora de la orquesta endocrina" y por
tal motive recibf{a la mayor atencion. Con la introduccidn
del SNC la hipdfisis quedd relegada al papel de

intermediaria de la informacidn aportada por el SNC.

Una breve descripcidn historica de los pasos
fundamentales que atravesd la neurocendocrinologia de la
reproduccidn hasta nuestros dfas, servird para
introducirnos al tema. Podemos comenzar definiendo el

concepto de secrecion interna, establecido
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experimentalmente luego de los trabajos de Berthold (24) vy
Claude Bernard (21), como sustancias biologicamente activas
(denominadas hormonas) descargadas en la corriente
sanguinea desde los organos capaces de sintetizarlas. Una
ver demostrada la funcidén enddorina de la hipdfisis, como
as{ también su importante accidn reguladora de otras
glandulas enddcrinas; surgid un creciente interes por
determinar los mecanismos responsables de controlar su

actividad.

Algunos trabajos de la literatura indicaban que 1los
principios gonadotréticos hipofisarios eran descargados en
la circulacion en respuesta a un estimulo nervioso reflejo
generado durante el coito en la coneja (84, 85) y la rata
{129, 265, 266). Estas evidencias sefialaban que la
hipéfisis anterior estaba bajo el control del sistema
nervioso, principalmente, por aferencias nerviosas
simpéticas provenientes del ganglio cervical superior (245,
266). En el afio 1933, Hinsey & Markee (i37) sugirieron que
el SNC modificaba la actividad de la adenohipofisis a
traves de sefiales hormonales provenientes del 1dbulo neural
(s . neurohipdfisis). Estos investigadores especularon que
el estimulo excitatorio desde el hipotdlamo activaria 1la
neurohipétisis Yy que esta afeotaria el Idbulo anterior por

una senal hormonal.

Al mismo tiempo surgf{a el interes por los hallzazgos de

Popa & Fielding (207, 208) sobre un plexo vascular que unia



la adenohipéfisis y el hipotdlamo; pero en base a sus
resultados estos investigadores concluyeron equivocadamente
que la sangre flufa desde la hipéfisis hacia el hipotdlamo.
En 1935, Houssay iﬁ 3i. (142) en una breve descripcion de
sus observaciones, determinan que el flujo sanguineo en el
sistema porta-hipofisario del sapo era siempre desde el
hipotalamo hacia la hipéfisis, alcanzando la no siempre
reconocida prioridad de este hallazgo. Una serie de
trabajos posteriores (105, 104, 275, 277) confirmaban, en
otras especies, que ia direccion del flujo sanguineo era

similar a la encontrada en el sapo.

Meites & Sonntag (178) comentan que: “la existencia
de hormonas en el cerebro de los mamiferos fue sugerida por
Friedgood y Brooks ( 40-45 afios atras), extendiendo las
ideas que Ernst y Berta Scharrer desarrollaron en especies
no mamiferas a fines de 1920". Posteriores estudios
citologicos de los ndcleos supracptico vy paraventricular
(231) produjeron importantes evidencias en favor de gque en
el hipotdlamo existi{an neuronas capaces de sintetizar
factores humorales. De esta manera, se establecio el
principio de la neurosecrecidon, o sea cdlulas del tejido
nervioso capaces de elaborar y liberar una sustancia de
naturaleza proteica. Con estos antecedentes y los del
flujo sanguineo en el sistema porta-hipofisario, Hinsey
(134) publica su hipotesis sobre la descarga de sustancias
neurohumorales del hipotilamo hacia la adenohipofisis por

medio del sistema portal.



Antes de aparecer la hipdtesis de Hinsaey (136),
Marshall & Verney (171) hab{an demostrado que la ovulacion
en la coneja podia ser inducida por estimulacion eléctrica
a través de la cabeza. Tambien Harris (121) utiliza el
mismo procedimiento para inducir la pseudoprehez en la
rata, sugiriendo la posibilidad de un control neurohumoral
de la adenohipéfisis pero a traves de una inervacion
directa de la glandula desde el hipotalamo. Otros
experimentos, tambieén confirmaban la participacion del
sistema nervioso en la actividad reproductiva: a)
induccion de pubertad precoz por lesiones del hipotélamo
(268) y b) cambios en el funcionamiento del ovario vy dtero
luego de lesionar diferentes zonas del hipotélamo de
cobayos (70, 71). Si bien lo expuesto por Hinsey (136) vy
estos otros antecedentes pueden considerarse una base de la
hipétesis neurohumoral, resultados posteriores (105, 124)
dieron la base mas solida para que Harris (122)
estableciera -finalmente- la nocion del control

neurochumoral de 1la adenohipétisis.

El mecanismo de control de la adenohipdfisis se fue
aclarando con la demostracion de actividad liberadora da
hormona adrenocorticotrofica en el hipotilamo (110, 226); y
mfs tarde, por la actividad liberadora de hormona
luteinizante (123, 175). Este Ultimo hallazgo dio un nuevo
impulso para que futuras investigaciones relacionzdas con

la Fisiologf: de la chroduocién tuvieran al SNC como uno



de sus objetivos. Ast, fue posible determinar por trabajos
in vivo e in vitro que el factor liberador de hormona
luteinizante (LHRF) estaba localizado en unz ancha franja
del hipotilamo extendida rostrocaudaimente y gque incluye la
tegién supraquiasmitica, 1a eminencia media v el tallo
hipofisario (173). Posteriores evidencias surgen de unos
cldsicos experimentos en los cuales la hipdfisis fue
trasplantada al hipotdilamo de ratas hipofisectomizadas (%0,
114). Estos animales mantienen su funcidn gonadotrdfica al
igual que se observa diferenciacidn de las células
bascdfilas adenohipofisarias cuando los implantes se ubican
en una determinada zona del hipotilamo, denominada area
hipofisiotrdpica. Este area hipofisiotropica se extiende
desde el quiasma optico hasta la eminencia media. Otros
trabajos de singular importancia fueron les realizados con
léesiones y estimulaciones de-1lza regién
preéptico-supraquiasmética que demostraron 1la participacién
de esta zona en el control de la descarga de Iz hormona
luteinizante (LH) responsable de 1la ovulacion (18, 80).
Asimismo, Halasz & Gorski (114) mediante el uso de una
ingeniosa micro-cuchilla que permite aislar la regidn
tuberal del resto del cerebro, encontraron un blogueo de la
ovulaocion coeristente con una respuesta normal a la
castracidn (aumento del nivel basal de las gonadotrofinas
luego de la ovariectomfa). Con los resultados obtenidos
por este m‘todo y otros (i.e.: lesiones y estimulaciones
del SNC, tratamiento neonatal con esteroides que vuelve a

la rata hembra esteril), Barraclough (18) presenta la



hlpétesis de un doble control hipotilim!eo responsable de
la secrecion hipofisaria de las gonadotrofinas (LH y
hormona foliculoestimulante-FS8H): un centro primario
ubicado rostralmente (irea preéptica-supraquiasmitica) que
controlarfa los cambios ciclicos, y otro en la region
tuberal basal (ndcleo arcuato-eminencia media) para

gobernar el nivel basal.

La aislacion V' caracterizacion gquimica de tres
hormonas hipotalémicas, hormona liberadora de tirotroiina
(TRH) (31), hormona liberadora de hormona luteinizante
(LHRH)* (172) y hormona inhibidora de 1la liberacion de
hormona de crecimiento (somatostatina) (29); dio un
considerable impulso a la neuroendocrinologia. Al contar
con suficiente cantidad de estos péptidos fue posible,
entre otras cosas, producir anticuerpos especfficos;

permitiendo el desarrollo de tecnicas de alta

* Algunos autores prefieren denominarla hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH). Pero hasta el momento
se mantiene la cqnttoversia entre los que sostienen que una
misma hormona hipotalimica (LHRH o GnRH) serfa la
responsable de controlar 1la secrecion de las gonadotrofinas
hipofisarias (LH y FS8H), contra los que opinan que la FSH

tendria -ademis- un mecanismo de control propio.



sensibilidad (radioinmunoensayo, inmunohistoquimica)
capaces de medir y/o localizar estos peptidos en tejidos y
fluidos corporales. Por ejemplo, por medio del
radioinmunoensayo fue posible medir la concentracion de
LHRH en sangre del sistema porta-hipofisario de ratas
anestesiadas y correlacionarlo -en el mismo animal- con los
niveles de LH en el plasma perifdrico (88). Muy
recientemente, Levine et al. (163) han analizado
minuciosamente la correlacion entre la descarga de LHRH y
l1a de LH en ovejas no anestesiadas. La inmunohistoquimica
fue el metodo que posibilitd localizar, con mayor
precisién, las neuronas productoras de los peptidos
hipotaldmicos. De esta manera se han descripto las vias
involucradas en la sintesis y liberacion de LHRH en el
cerebro de varias especies de mamiferos: rata, raton,

cobayo, ovino, bovino, equino y mono rhesus (57, 58, 59,

151, 242).

Recientemente ha sido posible describir 1a estructura
primaria del factor liberador de corticotrofina (CRF)
(248) . Para el factor inhibidor de la liberacidn de
hormona melanocitoestimulante (MIF) se ha propuesto una
secuencia de aminoacidos (49, 189), pero aun existen
controversias al respecto. Si bien se trabaja activamente
para determinar la estructura quimica del resto de las
hormonas hipotalamicas, aun quedan algunas por definir,

ellas son: factor liberador de hormona de crecimiento



Pég.

(GHRF), factor liberador de prolactina (PRF), factor
inhibidor de la liberacidn de prolactina (PIF), y factor

liberador de la hormona melanocitoestimulante (MRF).

El estudio de la influencia de los neurotrasmisores
hipotaldimicos en l1a secrecion de hormonas hipofisarias ha
alcanzado un notable desarrollo en los ultimos 15 afios.

Con relacién a este tema han sido publicados algunos
trabajos de revision (178, 269). Entre los
neurotrasmisores (sustancias de distinta naturaleza qufmica
que, como resultado de su liberacidn se activa o inhibe una
c€lula post-sinaptica) encontrados en el hipotalamo, y que
han sido mas estudiados podemos citar: dopamina,
noradrenalina y serotonina. Tambien se han aislado del
hipotélamo otros neurotrasmisores capaces de modificar la
liberacion de hormonas hipofisarias (174): histaminza,
péptid; intestinal vasoactivo (VIP), opiodes cerebrales,
dcido gama-aminobutirico (GABA), sustancia P, neurotensina,
bombesina, acetilcolina. Los neurotrasmisores se piensa
que actdan sobre los sitios receptores, estimulando o
inhibiendo, la actividad de las c€lulas responsables de la
gintesis de las hormonas hipota;imicas. Ciertos
neurotrasmisores, rednen las condiciones como para
-tambien- ser considerados hormonas, a este grupo
perteneceria la dopamina. Luego de ser sintetizada por
neuronas hipotalihicas hay evidencias de que la dopamina se
descarga directamente en el sistema porta-hipofisario y gque

aotua sobre las celulas prolactfnicas hipofisarias



inhibiendo la descarga de prolactina (PRL).

De acuerdo con lo descripto hasta ahora se comprueba
que las neuronas neurosecretoras hipotalamicas son las
responsables de controlar el tipo y la cantidad de
gonadotrofinas que la glandula pituitaria libera en el
sistema circulatorio. Si bien €sto es cierto, en el
contexto fisioldgico del animal, este sistema
hipotdlamo-hipofisario recibe una serie de estimulos
internos y externos que modifican su actividad. Los
estimulos sensoriales provenientes del medio externo son
variados (i.e.: luz, olfato, receptores tactiles cutaneos,
etc.) y recorren distintas estructuras neurales, para
-finalmente- alcanzar el hipotalamo. A este organo
convergen una serie de vias neurales que los integran con
estructuras como el telencéfalo y mesencefalo. La
influencia de estas estructuras en el control de la
descarga de gonadotrofinas hipofisarias ha sido demostrada
(35, 252, 262). Los estimulos internos que recibe el eje
hipotdlamo-hipofisario son provenientes del nivel
plasmitico de las hormonas segregadas por las glandulas
perifericas. Estas hormonas son las responsables de los
mecanismos de retroalimentacién (feedback), negativos o
positivos, a los cuales el hipotdlamo y la gldndula
pituitaria responden con un incramento o una disminucidn en

la sintesis y descarga de sus hormonas (87, 185).
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1.2.- ACTIVIDAD SEXUAL CICLICA DE LA HEMBRA ADULTA:

GENERALIDADES.

A partir de la pubertad, las hembras mamiferas
mantienen una vida reproductiva regular (ciclos estrales o
menstruales), cuyo objeto es la conservacidn de la especie.
Esta sucesion de ciclos estrales o menstruales es
interrumpida por 1la gestacién y (durante cierto periodo)
por la lactancia (138). Este esquema se repite hasta Ia
transicion gradual a la senilidad, la que se caracteriza
por una disminucidn en el numero de foliculos en
crecimiento y la consecuente modificacion de la producci&n
de estrdgenos foliculares, los gque afectaran al ovocito
(induciendo anomalias en el desarrollo embrionario y muerte

futura), el dtero, el hipotélamo v la hipéfisis (34) .

Esta manifestacion sexual ciclica caracteristica de 1la
hembra adulta, difiere de aquella de los machos que
presentan una actividad sexual denominada tdnica, debido a
que ocurren variacionés minimas a lo largo de su estacion
reproductiva. La diferenciacion entre la actividad sexual
masculina y femenina tiene su base estructural y funcional
en diferentes Jrganos, entre ellos: sistema nervioso,
Jrqanos genitales, hiqado. Dependiendo de la especie
animal, cada una de estas estructuras alcanzan su
diferenciacion sexual en distintos periodos del desarrollo
intrauterino o postnatal. Trabajos recientes en la rata,

han descripto una zona del drea predptica-hipotalamioca



-denominada nicleo del dimorfismo sexual- cuyas
caracter{sticas ultraestructurales difieren entre machos y
hembras (103). Este nucleo presenta siempre
caracterfstices femeninas pero, durante un perfodo
determinado (denominado periodo critico), se vuelve
sensible a hormonas esteroideas de la circulacidn. En el
caso de una cria macho los testf{culos segregan andrdgenos
en el momento coincidente con el perfodo critico,
transformando al nucleo del dimorfismo sexual de manera tal
que adopta caracteristicas masculinas. Cuando la cria es
una hembra el periodo critico transcurre sin estimulacion
esteroidea, ya gue la actividad secretoria del ovario

comienza recien despues del fin del periodo critico.

La base funcional de los ciclos estrales o menstruales
es el resultado de un ritmico interjuego entre la hipofisis
y el ovario. Por 1o tanto, la fisiologia del ovario y los
mecanismos hormonales y neurales que integran la hipofisis
con la gonada femenina son los agentes determinantes de
esta actividad cficlica. En ausencia de 1la hipinsis los
ovario se vuelven quiescentes, y en las hembras
ovariectomizadas la hipdfisis libera un elevado nivel de
gonadotrofinas. Solamente cuando la hipdfisis y el ovario
interactyan mutuamente, a veces estimulando y otras
inhibiendo, se pueden observar los ciclos estrales o

menstruales.

Resulta bastante diffcil poder disecar y explicar con



claridad los circuitos neuroenddcrinos que integran el eje
hipotalamo-hipofisario ocon el ovario, en la hembra adulta.
Para simplificar podemos clasificar estos circuitos en
relacion al numero de estructuras que participan: 1) La
hormona puede regular directamente a las celulas que la
producen, por ejemplo una hormona hipotaldmica puede
modular su propia producecion por accion directa sobre el
SNC (circuito ultracorto hipotélamo—hipotalimico)4 2) La
segunda posibilidad es que lz hormona hipofisaria actue
directamente sobre el SNC (circuito corto
hipofiso-hipotalimico). 3) La hormona hipofisaria regula
la gléndula periférica cuya secrecion actua directamente
sobre el SNC (circuito largo hipotalimo—hipdfisis—gléndula
periférica). 4) La prefiez es el ejemplo de un compleijo
mecanismo de dificil regulacidn, durante 1a cual se
desarrolla una gléndula transitoria como la placenta, que
es el cuarto nivel de regulaciodon (circuito
cerebro-hipofiso-gonadal-placentario). 5) Finalmente
existe otro mecanismo fisiolégico de control endocrino sin
intervencion del hipotélamo, en el cual la secrecion de la
glindula periférica actuando sobre la hipdfisis anterior
.controla su secrecion vy la respuesta a la hormona
hipotalimica (circuito hipofisario-gléndula periférica).
Estudios realizados en animales y humanos han demostrado
que si bien la LHRH es capaz de estimular la descarga de
LH, la intensidad de cada respuesta es dependiente de la

concentt;cién de los esteroides ovéricos (74) .



Las fases que componen el ciolo estral o menstrual
pueden ser divididas de acuerdo oon: las modificaciones
mortotisiolégioas correspondientes al ciclo ovadrico, o por
las alteraciones ciclicas en los o}ganos sexuales
secundarios (i.e.: Udtero, cérvim, vagina, vulva). De
acuerdo con las modificaciones morfofisiolodogicas
correspondientes al cioclo ovarico, el ciclo estral de los
mamiferos puede dividirse en dos fases caracteristicas: la

fase folicular y la fase luteal.

FASE FOLICULAR. La fase folicular corresponde al periodo
que transcurre desde la formacion del folficulo antral hasta
la ovulacidn. Durante esta fase la descarga de FSH
adenohipeofisaria seria la responsable de promover el
desarrollo de los foliculos antrales y la consecuente
produccion de estrogenos. Por medio de estudios realizados
in vivo e in vitro se ha demostrado que 1a F5H cumple el
papel mis importante en la iniciacion de la formacidn del
antro folicular. Esta gonadotrofina estimula ]la mitosis de
las celulas de la capa granulosa y la formacidn del tluido
folicular (el que se alojara dentro de la cavidad o antro

folicular).

El desarrollo de los foliculos primordiales (formados
por un ovooito rodeado por una sola capa de cdlulas
epiteliales planas) hasta el estadio de preantrales, no es
estriotamente dependiente de la estimulacidn gonadotrdfica;

va que en hembras hipofisectomizadas la formacioéon de



folf{oculos preantrales continia a un ritmo casi normal

(138) . Cuando un foli;ulo primordial inicia su crecimiento
culmina en la ovulacidén o en la degeneracién foliocular (s.:
atresia folicular), este dltimo destino es comun para la
mly0tia de los foliculos. S§i bién adn resta mucho por
conocerse sobre los mecanismos responsables de la atresia
folicular (270), parecetfa que el numero de foliculos
antrales que alcanzan la ovulacidn estaria relacionado con
el nivel de FS8H. Estudios en hamsters han permitido
observar que una caida del nivel plasmético de FSH coincide

con el per{odo de atresia folicular (104).

El perfodo gue demanda el total crecimiento folicular
hasta la ovulacidn es un punto de gran importancia dentro
de la fisiologia oviarica. Los datos disponibles (113)
pertenecen a los pequefios roedores, en los cuales se
observa una duracion de alrededor de 20 dias, siendo 4 dias
para l1a maduracidn final luego de la formacion del antro
folicular. Teniendo en cuenta gue la maduracidén final en
ovejas, vacas y cerdas es de alrededor de 17 a 34 dias
(259), la duracidn total del desarrollo folicular en los
mamiferos de interés zootécnico es mayor que 20 dias v,

posiblemente, sea cercana a é meses.

Conforme los foliculos van madurando, producen mayor
cantidad de cstréqenos; los que estimulan el tracto genital
femenino. A medida que van creciendo los folfculos, el

aumento en el nivel de esttéqenos €s un factor de gran



importancia para desencadenar el sindrome de receptividad
sexual (s.: estro, celo o calor). Esta conducta de
receptividad serxual de 1a hembra depende de un adecuado
balance hormonal, ya que la ovariectom{a impide su
ptesentaeién. Los esteroides ovaricos serian la sefial
tisiolégioa para iniciar la motivacidn sexual, estimulando

determinadas células ubicadas en el SNC.

Durante el estro se produce una sincronizacion entre
l1a conducta de receptividad sexual de la hembra (que la
prepara para recibir la cépula del macho) y el momento de
la ovulacidn. La descarga preovulatoria de las
gonadotrofinas ocurre cuando los niveles de progesterona
{(Pg) son minimos y los estrégenos han alcanzado su maximo.
La capacidad de los estrdgenos para liberar las
gonadotrofinas en ausencia de Pg, ha sido demostrada por
experimentos en hembras castradas (201). Los estrégenos
actuarian 2 dos niveles: hipotélamo e hipéfisis. Como
resultado de una retroalimentacidn positiva sobre el
hipotilamo, los estrégenos inducen la descarga de LHRH la
que llegaté a la hipdfisis para estimular las células
gonadotropas -previamente sensibilizadas por 1la accion
nstrogénioa— produciendose la descarga de LH y FSH (aun no
se conoce exactamente si esta Ultima hormona cumple algun
papel importante en la ovulacion). El momento de la
ovulacioén puede tomarse como el acontecimiento que marca el
fin de la fase folicular. En algunas especies (vaca y

perra) puede detectarse una hemorragia genital préxima al



momento de la ovulacion.

La fase folicular incluve el per{odo anterior al
estro, denominado proestro. En las hembras poliéstricas
dste transcurre entre el final del ciclo anterior y el

comiengo del estro.

FASE LUTEA. Después de la ovulacion la cazvidad folicular
se colapsa, la pared folicular se luteiniza y, luego de un
cor to perfodo, esta estructura vuelve a adguirir un tamaho
semejante al preovulatorio. A expensas de la luteinizacion
de las células de 1la pared folicular (s celulas de 1z
granulosa) se organiza el cuerpo Idteo gue sera el
responsabie de secretar Pg. En este proceso de
luteinizacion se puede observar, entre otras cosas:
hiperplasia y/o hipertrofia de lzs células granulosas,
gotas lip{dioas en el citoplasma, incremento del tamano del
citoplasma, desarrcllio de una red capilar entre las celulas
(127). Todas las celulas agranulosas de las diferentes
especies se luteinizan, pero en algunos animales, un
destino similar puede tambien afectar a las ceéelulas de Ia
teca internaz aunque nunca mis que en una pequefna proporcién
del cuerpo ldteo (184). La participacidn de la teca
interna en 1la ccmposicién del cuerpo ldteo tiene
importancia histofisiolégica ya que, en relacion con la
cantidad de estas celulas, el cuerpo ldteo sintetiza V4

libera estrégenos vy andrégenos.



Durante la ovulaocidn se produce la ruptura de 1la
membrana basal que rodea al folfculo, este acontecimiento
seria ~-para algunos autores (55)- el desencadenante del
proceso de luteinizacion. Cuando esta membrana basal se
rompe artificialmente (125) y cuando se eliminan las
células de la granulosa para ser mantenidas iﬂ vitro, o en
la ciamara anterior del ojo (89) se produce la
luteinizacion. También se ha inducido luteinizacion de
células granulosas en cultivo cuando se le agregd AMP
ciclico al medio de incubacidn (56). El-Fouly et al. (73)
encontraron que, por medio de la extraccion cuidadosa del
ovocito (ovectomia) de foliculos antrales, se inducia
luteinizaciédn. Estos investigadores no encentraron ninguna
respuesta luego de la puncién de la membrana basal del
foliculo ni despuéds de la salida del l{guido folicular; por
lo tanto, postularon que el ovocito cumplitfa una funcion
inhibitoria sobre la formacion del cuerpo 1dteo (esto
parece no cumplirse en especies gue, como la yegua forman
cuerpos ldteos a partir de foliculos no ovulados). Los
foliculos ovectomizados son funcionales durante 5 dias
solamente. Si se le agrega una dosis de LH dentro del
folioulo vacio luego de 1a ovectomia, este cuerpo liteo se
vuelve funcional por el mismo perfodo que dura la

pseudoprefiez del conejo (52).

El porfodo de vida funcional de los cuerpos ldteos
durante el ciclo de un animal no prenado puede dividirse,

de acuerdo con los niveles plusmétioos de Pg en: fase de



aumento, fase de mantenimiento y fase de regteslén (224) .
El desarrollo del cuerpo liteo acompafia a las fases de
aumento y mantenimiento, pero la regresién morfoldgica
demora mas tiempo que la caida del nivel de Pg. Cada una
de estas fases son muy variables entre las difentes
especies animales (por ejemplo: las fases de aumento y
mantenimiento pueden durar 5 a 10 dias en especies
polidstricas, o 10 dias a 3 semanas en carnivoros

! .
monoestricos).

El control funcional del cuerpo ldteo dependeria, de
un balance funcional entre factores luteotrdficos V4
luteoliticos. Estos factores luteotrdficos V4 luteoliticos
difieren entre las distintas especies animales y, hasta el
momento, quedan muchos aspectos por dilucidar. Los
reodores, vy mas particularmente la rata, han sido objeto
del mayor numero de investigaciones al respecto. Evans Eﬁ
al. (76) demostraron que el factor hipofisario que
mantenfa la funcidn ldtea en la rata era similar a la PRL.
Durante muchos afios se pensd que la PRL era la hormona
luteotrdfica de todas las especies, hasta que una serie de
investigaciones demostraron que esta generalizacién era
incorrecta (190). En el afio 1970, Ray & Moudgal (213)
demuestran que el cuerpo ldteo de la prefiez necesita, entre
los dias 8 y 9., del estimulo de LH para continuar su
secrecion de Pg. Esta dependencia del cuerpo luteo de 1la

rata, de la PRL tanto como de la LH, ubica 3 esta ultima

como otra hormona luteotrofica. Hasta el momento plrecor(a
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que la LH es el principal componente del complejo

luteotrdfico en el mayor nimero de especies animales (224).

La Pg actuando a nivel uterino provee un medio
adecuado para la implantacidn del embridn y para el
mantenimiento de la prefiez (10). A su vez, mediante un
mecanismo de retroalimentacidn negativa sobre el eje
hipotédlamo-hipofisario inhibe 1la secrecidon de las
gonadotrofinas hipofisarias responsables de la maduraciodn
folicular y la ovulacién, y -de esta manera- se impide la

aparicion de nuevos estros.

Si el ovulo producido no es fecundado, el cuerpo 1dteo
mantiene su actividad funcional solo durante un limitado
perfodo de tiempo. Después ocurre la lisis del cuerpo
ldteo como resultado de la accion de agentes luteolfticos.
La prostaglandina F2a (PGF 2a3) es posiblemente uno de los
factores luteoliticos esenciales que causan la muerte del
cuerpo 1dteo, aunque también existen variaciones entre las
especies. En algunas hembras (la oveja es el ejemplo mejor
documentado; 102, 141, 177) las prostaglandinas de origen
uterino son incuestionablemente el factor mas importante en
determinar 13 muerte del cuerpo ldteo (239). Ln muchas
otras especies, el dtero tiene una importancia menor (e.g.:
conejo, rata) o casi ninguna (e.g.: primates, marsupiales,
reproductores monoestricos) en determinar el pnrfodo de
vida funcional del cuerpo luteo; a pesar de que estas

especies sintetizsan prostaglandinas uterinas del mismo modo



que la oveja (1, 258). Luego de la lutedlisis, el nivel
plasmitico de Pg case abruptamente facilitando 1la secrecion
de las hormonas hipofisarias (LH y FS8H) al desaparecer la
retroalimentacidn negativa sobre el eje
hipotilamo-hipofisario. De esta manera se inicia un nuevo

proestro.

Algunos autores dividen la fase litea en dos perfodos:
metaestro (intervalo comprendido entre la ovulacion y la
produccidén de Pg por el cuerpo ldteo) y diestro
(corresponde al per{odo de vida funcional del cuerpo

ldteo) .

1.3.- ALGUNAS CONSIDERACIONES QUE CARACTERIZAN

EL CICLO ESTRAL DE LA RATA.

En la seccion anterior hemos comentado que los eventos
del ciclo estral son el resultado de un armonico interjuego
entre hipotilamo, hipdfisis anterior y ovario. Resulta
sumamente interesante analizar los varios efectos
inhibitorios y estimulatorios que las hormonas ejercen
sobre las estructuras arriba citadas, para formar un

repetido patrén enddcrino con una solida periodicidad.

A continuacidn se intentara desoribir la secuencia de
eventos endoorinolégicos que ocurren durante el ciclo

estral en la especie de laboratorio mas estudiada, la rata.



Mucho de lo desoripto del ciclo estral de la rata puede ser
aplicado a otras especies. Pero tambien hay algunas

diferencias intcrespooificas que resultan de gran interes.

Antes de la eristencia de los métodos bioqufmioos para
determinar las concentraciones de hormonas en sangre, los
endocrinélogos fueron capaces de observar cambios ciclicos
en la actividad ovdrica. Fara ello se basaron en dos
indicadores bioldgicos que se pueden observar en la rata
hembra no copulada: cambios ciclicos en su conducta sexual
y modificaciones de la citologia vaginal. La conclusion
que estas variaciones ciclicas eran el resultado de 1la
descarga de las hormonas ovdricas fue confirmado por la
ovariectomia gque cesd inmediatamente estas fluctuaciones
(234). Existen tambien otros procedimientos para evaluar
los cambios durante el ciclo estral, el peso uterino y el
examen microscdépico del ovario. Estos métodos tienen la
desventaja de regquerir 1la intervencion quirﬁrgica del

animal.

Las variaciones en la conducta sexzual y en la
citologf& vaginal, pueden determinarse en un mismo animal vy
en reiteradas oportunidades. La técnica para evaluar
cambios en 1la oitologfa vaginal es simple y rapida (250).
Este mdtodo consiste de un lavaje del lumen vaginal Y
posterior observacidn microscépica de la citologfa vaginal.
La mayorfa de las ratas de laboratorio no prehadas tienen

un ciclo estral que dura entre 4 y § dias (144). La
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oitologl; vaginal en la rata con cioclo estral de 4 dias .de

duracidn es el siguiente: estro vaginal, células

epiteliales cornificadas (duracion 36 hs); diestro vaginal,

presencia de polimorfonucleares ademds de otras células

epiteliales (duracion 48 hs); proestro vaginal, celulas

epiteliales nucleadas y ausenoia de polimorfonucleares
(duracién 12 hs). Las observaciones de la conducta sexual
ge realizan colocando a 1a hembra con un macho y evaluando
la frecuencia de respuestas de lordosis (una de 1las
respuestas motoras que presenta la hembra cuando es
receptiva a 1la c&pula ). La induccion de las respuestas
motoras de la hembra en celo pueden, tambien, provocarse
por la estimulacion de los flancos vy regién perineal con 1la
mano del experimentador. Por estos meétodos, se pudo
determinar que la conducta de receptividad sexuazl de la
rata hembra aparece junto con Ila citologfa vaginal gue
corresponde al proestro-principio del estro (cada 4 o S

dias) (281).

Otro impertante avance en el entendimiento de la
cioclicidad fue provisto por el hallazgo que la ovulacion
depende de cambios en el perfodo luz y oscuridad. Teniendo
en ocuenta esto es que es importante mantener a las ratas
bajo un ciclo de luz-oscuridad controlado. Usando un ciclo
de 14 hs de luz y 10 hs de oscuridad (con luces prendidas
entre las 05.00-19.00 hs), Everett (78) encontro que las

tatas ovulaban entre las 01.00-03.00 hs del estro vaginal.
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A continuacidn se intentara describir los principales
eventos enddcrinos de un ciclo estral de 4 dias, en el cual

l1a ovulacion oourre a las 01.00 hs del estro vaginal.

12 HORAS DESPUES DE LA OVULACION (13.00 hs del estro
vaginal): El estradiol, Pg, LH y PRL en el plasma
sistémico son bajos. Los valores de FSH estin descendiendo
pero no han alcanzado su valor basal (9%8). La FSH
descargada durante la tarde del proestro y mafana del estro
vaginal seria 1la responsable de estimular el desarrollo de
los foliculos preantrales que ovularan proximamente (271).
8i se impide la estimulacion gonadotréfica (e.qg.: por
medio de hipoiisectom{a) los foliculos no crecen mas alla

del estadio de preantrales (169).

En el ovario se puede observar 1la reparacién de la
pared folicular en los foliculos que ovularon, en la
cavidad folicular se estan desarrollando las cdlulas
luteales. También se observan foliculos terciarios en

crecimiento.

36 HORAS DESPUES DE LA OVULACION (13.00 hs del primer dia
de diestro vaginal): El estradiol, LH, FSH y PRL en sangre
son bajos. A pesar de su baja concentracion, la LH v la
FSH, ocontribuyen al crecimiento lineal de los toliculos Y
al desarrollo de su teca interna (principal fuente de
cnttéqcnon oviricos) (240). Los niveles plasmiticos de Pg

son elevados debido a la secrecion autonoma de los cuerpos



ldteos recien formados (260).

56 HORAS DESPUES DE LA OVULACION (09.00 hs del segundo dia
de diestro vaginal): La PRL, LH y FSH en sangre son bajas.
La LH (quizds la FSH también) continda estimulando el
crecimiento lineal de los folficulos ovaricos, y la
produocién de estrdgenos foliculares. La produccidn de
estrégenos foliculares es muy importante pués previene 1la
atresia folicular (120). También sensibiliza al ovario
para la accién de las gonadotrofinas induciendo la sintesis
de receptores para LH en las células granulosas (216) y
favoreciendo la uniodon de la F8H con su propio receptor en
las celulas granulosas (167). En este momento comienza a
aumentar la liberacion de estrdgenos en la circulacidn pero

sin alcanzar para producir efectos visibles (193).

Los cuerpos liteos contindan presentes y los niveles
basales de LH podrian ejercer efectos I{iticos sobre €stos

haciendo disminuir 1la produccién de Pg (223, 234).

62 HORAS DESPUES DE LA OVULACION (15.00 hs del segundo dia
de diestro vaginal): Los niveles de estradiol continuan
aumentando y, por lo tanto, estimulando el eje
hipot‘llmo-hlpofisario. La concentracion serica de
gonadotrofinas se mantiene baja. Los niveles de Pg han
descendido como consecuencia de la lisis funcional de los
cuerpos ldteos. Es importante comentar que estos cuerpos

ldteos del ciclo estral pueden ser activados y producir una
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pseudoprefies (fase 1dtea de 1a rata) si reciben un estfmulo
luteotrofico antes de la tarde del segundo dfa del diestro.
Si este estimulo luteotrdfico llega en la mafiana del

proestro la activacidén no es posible (195, 234).

Se observan iélfculos ovdaricos que poseen el antro
foliocular bien desarrollado. Al mismo tiempo, foliculos de

diferentes tamafios comienzan a mostrar signos de atresia.

80-85 HORAS DESPUES DE LA OVULACION (09.00-14.00 hs del
proestro vaginal):. Los niveles sangufneos de PRL han
iniciado su ascenso, los de LH y FSH se mantienen bajos;
pero los de estradiol han alcanzado su maximo. Ademas de
sus acciones sobre el folfculo ovarico, el estradiol actua
sobre la hipéfisis vy el diencefalo aumentando el ndmero de
receptores estrogénicos (17%, 237). En el hipotélamo, el
estradiol también produce la descarga de LHRH hacia el

sistema porta-hipofisario (228).

En este estadio del ciclo estral se ha descargado
suficiente cantidad de estradiol como para desencadenar el
mayor incremento del peso uterino y la descarga de LH, FSH
vy PRL (194). Varios procedimientos experimentales
comentados por Neill & Smith (194), han demostrado que el
estradiol es el causante de la descarga de las tres
hormonas oitadas. El blogueo de la estimulacidn
estrogénica sobre el diencéfalo (mas particularmente sobre

las ireas predptica, hipotalimica anterior V']



suptaqulnlmitica) y/o la hipétisll por el tratamiento con
antisueros o Anttestréqcnos durante el dfa previo al
proestro impide la descarga de LH ovulatoria. 8i el
tratamiento con antisuero o antiestrdgeno se realiza en la
mahana del proestro no oocurre el bloqueo, ya que para el
medio dfa del proestro el estradiol ha estimulado

suficientemente sus 6rganos efectores.

Si se realiza ovariectomia en este momento del ciclo,
la hembra no presentaré i1a conducta de receptividad sexual
subsecuente (209%). Esto indicaria que el umbral para la
activacidn de la conducta sexual por estradiol es mayor que
para la cornificacion vaginal, alcanzar el maximo peso

uterino y la descarga de LH, FSH y PRL.

85-89 HORAS DESPUES DE LA OVULACION (14.00-18.00 hs del
proestro vaginal): Las areas predptica, hipotalémica
anterior y supraquiasmidtica liberarian un pulso de LHRH
como resultado de la estimulacidn estrogenica. La LHRH
llega a 1la adenohipéfisis, aumentando la sensibilidad de la
glindula a una nueva estimulacidn por LHRH (4, 44). Esta
sensibilizacion de la ;denohipétisis para la LHRH, puede
también ocurrir por la sccidn directa -sobre esta- del
estradiol (5, 239). La llegada de nuevo LHRH a 1la
tdcnohipétisis previamente sensibilizada, resultara en un
incremento de la concentracidn sangu{nea de LH. Blake (24)
ha extraido muestras de sangre ceda 5 minutos entre las

14.00 v 20.00 hs del proestro vy encontré: un leve



incremento de la LH entre las 14.00-14.45 hs, luego un
ripido aumento entre las 14.45-16.50 hs. Estos valores
mizximos permanecieron sin cambios hasta las 18.00 hs y
desde aquf iniciaron un lento descenso. Este pico de LH
tiene mﬁltiples efectos: a) Tremenda aceleracion en el
crecimiento y desarrollo (denominado maduracidn
preovulatoria) de los folfoculos destinados a ovular (234).
b) Producir la atresia de los foliculos antrales que no
ovularan (1646). ¢) Induccidn de una importante descarga de
Pg en sangre (260). El origen de esta Pg son los cuerpos
ldteos de la ovulacion previa y que habian dejado de ser
funcionales (lisis funcional) en la tarde del segundo dia

de diestro (por ésto se denominan “cuerpos ldteos viejos™) .

Por otra parte, la Pg liberada durante este periodo,
tambie€n produce importantes efectos: a) Completar el
estadio final de la ruptura folicular por una acecion
directa sobre la pared del foliculo (251). b)Y Facilitar 1la
conducta de receptividad sexual (la que comienza a las
17.00-18.00 hs vy finaliza despuéds de la ovulacion; B83).
Previamente habiamos mencionado que el umbral de los
estrogenos para desencadenar la conducta de receptividad
sexual era mayor que para liberar LH. Por lo tanto, el
estradiol necesita de un estimulo adicional, el de la Pg
preovulatoria, para desencadenar la receptividad sexzual.
8i la descarga de Pg es el resultado del aumento
preovulatorio de la LH, podemos deducir que la hembra

aceptara la ocopula cuando la ovulacion sea un fencmeno



inenxorable. Tambien se ha postulado que 1a LHRH
hipotlllhicl descargada por los estrdgenos facilita la
conducta de receptividad sexual (183, 203). ¢) Disminucion
del peso uterino, fundamentalmente, por permitir la salida
del liquido intraluminal (Bé). d) Evitar que se produzcan
elevaciones diarias de LH, identicas a las del proestro, en

otros momentos del ciclo estral (194).

Aproximadamente en el mismo tiempo que ocurre la
descarga de LH 1la secrecicn de PRL llega a su maximo. Al
igual gque para la LH, los estrdgenos son los responsables
del aumento de la PRL (193). Una posible accion de esta
PRL podria ser la de iniciar la lisis estructural de los
"cuerpos luteos viejos" (278), los que comienzan a ser

invadidos por fibrocitos.

Un significativo aumento de la FSH ocurre una pocas
horas despue% de la elevacion de la LH, PRL vy Pg. Los
responsables de iniciar este inoremento de la FSH, ser{an
los estrogenos (176) por intermedio de la LHRH, y algunos

autores consideran que la Pg también actuaria (37).

92 HORAS DESPUES DE LA OVULACION (21.00 hs del proestro
vaginal): Los niveles plasmaticos de LH y PRL han
dalcanzado valores basales, pero los de FSH se mantienen
elevados. Las oconcentraciones de LHRH en sangre portal son
basales. Los valores de estradiol en sangre habian

inioiado su descenso a las 14.00 hs del proestro llagando,



ahora, a concentraciones basales. La Pg esta descendiendo.

96 HORAS DESPUES DE LA OVULACION (01.00 hs del estro
vaginal): Se produce la ovulacion. Los valores sanguineos
de LH, PRL, estradiol, Pg y LHRH son bajos. Solamente las
concentraciones de FSH se mantienen elevadas. Recientes
estudios han demostrado que la FSH se encuentra regulada,
ademas de los esteroides ovaricos, por un factor inhibidor
proveniente del fluido folicular (denominado inhibina)

{170) . Esto podria explicar algunas de las diferencias que
egisten entre los patrones sanguineos de FSH y LH en 1la

rata.

Como ha sido comentado previamente la rata de
laboratorio presenta, generalmente, ciclos estrales que
duran 4 6 5 dias. Es importante resaltar que rara vez el
ciclo estral de la rata puede ser menor de 4 dias (78) ni
tampoco durar 4 dias y medio. Esto ultimo significa que la
rata posee un preciso "reloj bioldgico de 24 horas"
involucrado en el control del ciclo. Uno de los
experimentos que demuestran esto fue realizado por Everett
& Sawyer (82), administrando pentobarbital sddico al medio
dia del proestro (bloqueando la descarga de LH de esa
tarde) y postergando la ovulacion por 24 horas. Tambien se
ha demostrado que la rata ovarieotomizada y tratada con
astradiol presenta una descarga diaria de LH cada 24 horas
(38). De estos, y otros hallazgos, se concliuye que la rata

hembra presenta -todos los dias del ociclo estral- una sefal



neural (descarga de LHRH hipotalimica) para liberar la LH
ovulatoria, pero para que esta sehal se exprese se deben
elevar las concentraciones de estradiol (159). Las Fiquras
1.1y 1.2 resumen los principales eventos del ciclo

ovadrico, citologia vaginal vy endocrinologia durante el

ciclo estral de la rata.

Otra particularidad que caracteriza al ciclo estral de
la rata, al igual que otros roedores como el hamster y el
raton, es que el cuerpo 1dteo del ciclo es activo durante
un corto perfodo (generaimente 2 a 3 dias). Inmediatamente
despuéds de 1la ovulacion las paredes del folfculo se
colapsan y se inicia la luteinizacion de las células de la
granulosa y de la teca interna. El cuerpo luteo alcanza su
maximo tamafio en el primer dia del diestro vaginal y lo
mantiene hasta 24 horas después de la préxima ovulacion (es
importante recordar que este cuerpo ldteo dei ciclo estral
sufre la luteolisis funcional en el sequndo dia del diestro
vaginal, a pesar de e€sto, no modifica su tamafio hasta
después del proestro). Esto explica porqueée, si realizamos
una diseccion de un ovario de una rata adulta en cualquier
estadio de su ciclo estral, se puede observar tres o mas
generaciones de cuerpos ldteos. La cantidad de Pg que
segrega el cuerpo ldteo del ciclo es muy poca (33) no
alcanzando a preparar al dtero para la implantacion del
embridn. Esta escasa cantidad de Pg cumple un importante
papel regulando la longitud del ciclo estral (78). Cuando

l1a rata hembra es cubierta por un macho vasectomizado se
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Figura 1.1.- Representacidn esquematica de los principales eventos ové

ricos y su relacién con las modificaciones de la citologia vaginal, du

rante el ciclo estral de la rata. LHRH, hormona liberadora de hormona

luteinizante; PRF, factor liberador de prolactina; PIF, factor inhibi-

dor de la descarga de prolactina; LH, hormona luteinizante; FSH, hormo

na foliculo estimulante; PRL, prolactina.
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induce la fase lditea o pseudoprefiex que dura §12-14 dias.
Tal como comentaremos en detalile mis adelante, esta
activacion de los cuerpos luteos del ciclo es consecuencia
de la descarga inducida, de factores luteotroficos
hipofisarios, luego de la estimulacidn cervico-vaginal que

produce el pene del macho.

1.4.- CARACTERISTICAS PRINCIPALES DEL CICLO ESTRAL

EN ESPECIES DE INTERES ZOOTECNICO.

Comparativamente con los estudios llevados a cabo en
roedores de laboratorio (e.g.: rata, ratdn, hamster), las
especies de interes tootecnico (e.g.: bovino, ovino,
caprino, porcino, equino) han sido menos usadas como animal
de experimentacion. Es por ello que, aun quedan muchas
incognitas para ser aclaradas en los mecanismos
fisiol&ﬁicos que integran el proceso reproductivo en estas
especies. No obstante debemos reconocer que, la
neuroendocrinologf{a de la reproducci&n en la oveja, es la
mejor conocida entre las hembras de interes zootecnico.

Por este motivo en algunas oportunidades nos referiremos al

ciclo estral de la oveja con mayores detalles.

La duracidn del ciclo estral y de cada uno de sus
estadios, como as{ tambie€n el momento de la ovulacidn,
dependen de la especie. Por el contrario, las variaciones

entre las hembras de una misma especie son
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-comparativamente- menores. La Table 1.3 muestra la
longuitud del ciclo estral y momento de 1la ovulacion en

especies de interes zootecnico.

La sucesion de los ciclos estrales esta influenciada
por factores ambientales. El factor mas importante es el
fotoperfodo (215) aunque tambien resultan condicionantes la
temperatura ambiente y la alimentacion. Estos estimulos
son los responsables de determinar el ciclo sexual
estacional. Tomando como base las variaciones estacionales
sobre la sucesion de los estros, las hembras de las
distintas especies han sido clasificadas como poliéstricas
continuas o estacionales. Las hembras poliéstricas
estacionales, que presentan su estacion sexual limitada a
cierta época del amo, pueden ser divididas -a su vez- en
dos grupos: a) las que ciclan cuando el periodo de luz
diaria aumenta (hamster, equino) ¢y b) por el contrario,
cuando el fotopetiodo disminuye {(ovino, caprino). La vaca
y la cerda son consideradas poli€stricas continuas vya que
presentan ciclos estrales durante todo el aho, sin perfodos
de anestro estacional (como los presentados por la oveja,
cabra o yegua). Sin embargo, se ha observado que ciertos
aspectos de la reproduccion de la vaca (e.g.: edad a la
pubertad, tamafio ov‘rico, secrecion de LH o PRL) estarian
influenciados por la estacidn (232). Tambien la
temperatura modifica la fertilidad en la vaca, en los
paises templados y calidos la fertilidad es mayor durante

la primavera que en el olima caluroso del verano (255).
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Seguidamente ocomentaremos algunos aspectos
neuroenddcrinos de la fase folicular y luteal del ciclo

estral en especies de interés zootécnico.

FASE FOLICULAR. De acuerdo con lo comentado previamente
"{seccion 1.2) la fase folicular del ciclo estral
corresponde al per{odo entre la formacion del foliculo

antral y su ovulacién.

El tiempo que transcurre desde la regresién del cuerpo
ldteo hasta la ovulacion es bastante corto en la oveja vy
cabra (2 a 3 dias) como también en la vaca, cerda Yy yegua
(3 a 6 dias). Este corto perfodo de la fase folicular no
reflejaria la verdadera y precisa duracion del crecimiento
folicular. Sin embargo, la presencia de foliculos antrales
a2 lo largo de la fase ldtea sugiere que la real duracidn de
la fase folicular es mas larga que 2 a §é dias. Esto
también estaria avalado por las estimaciones de Turnbull et
al., (259) sobre la duracidn del crecimiento de los
foliculos antrales; quienes encontraron que desde 1la
formacion del antro folicular hasta la ovulacion
transcurren de 17 a 34 dias (equivalente a la duracion de
uno o dos ciclos estrales). Estas y otras evidencias
experimentales han llevado a que Thibault (254) desarrolle
una hipétesis en la que postula que la verdadera fase
folicular, en los mamiferos de interés zootécnico, podria

superponerse parciaimente con la fase lutea. El estimulo
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inicial para 1la formacion del antro folicular, al igual que
en los roedores, 1lo realizar{an la FSH y los estrégcno-;
pero para la maduracion preovulatoria final tambien es

necesaria la LH ademas de la FSH (257).

En la oveja y la cerda se ha podido determinar un
segundo incremento de FSH unas 20 a 30 hs posteriores a la
descarga preovulatoria de LH y TFTSH (199, 214) . Este
aumento postovulatorio de FSH seria el responsable de
formar una poblacién de foliculos antrales que incluye los
futuros candidatos para ovular. Cuando se estudiaron las
relaciones hormonales y el desarrollo folicular en dos
razas de ovejas con alto y bajo porcentaje de ovulaciones,
se encontro que l1a raza con mayor numero de ovulaciones
tenfa una descarga postovulatoria de FSH significativamente
mis elevada, vya que -17 dias mas tarde- se observaba en los
ovarios un mavor numero de folfculos antrales (36). En la
vegua se ha demostrado la presencia de dos incrementos de
FSH, uno al final del estro-principio del diestro, y el
segundo durante el diestro unos 10 a 13 dias antes de ia
préxima ovulacion (75). Cuando el efecto de ambas
descargas de FSH fue inhibido por la administracidn de un
antisuero generado contra un extracto crudo de pituitarias
equinas, el desarrollo folicular fue suprimido (205, 204).
En la Figura L;l podemos observar una representacion
esquemitict del ciclo folicular del cobayo, que podrfa
semejarse al de las especies de interes zootécnico. EI

cobayo posee una fase Idtea de 12 dias que seria
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Figura 1.4.- Representacidn esquemidtica del ciclo folicular en el co
bayo. La linea continua mis gruesa corresponde al difmetro de los fo-
liculos de mayor tamafio, recalculado de los datos de Myers, Young &
Dempsey (188). Las puntas de flecha indican la ovulacidn. El resto de
las lineas continuas y discontinuas dan la idea del crecimiento y atre
sia, respectivamente, de otros grupos de foliculos que no alcanzan la

ovulacidn. Este dibujo fue tomado de Everett (78).
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equivalente al de las especies citadas.

A medida que el folfculo o los folfculos destinados a
ovular van madurando se seqrega mayor cantidad de
cstrégenos. Durante la fase ldtea de la oveja se han
descripto incrementos de estrdgenos (130, 199) que podrfan
ser provenientes de los foliculos que se vuelven atrésicos.
Pero el mavor incremento de estradiol (199) se produce al
final de la fase ldtea, proveniente de la teca interna del
foliculo destinado a ovular (131). Este elevado nivel de
estradiol en sangre sera el responsable de desencadenar la
conducta de receptividad sexual vy, también, liberar las

gonadotrofinas hipofisarias.

Las manifestaciones de 1l1a conducta de receptividad
sexual de la hembra son el resultado de la estimulacion de
los estrégenos sobre determinadas zonas del SNC. Pero para
que ocurra esta conducta es condicion que el nivel
plasmatico de Pg sea bajo. Sin embargo en vacas y ovejas
ovariectomizadas se encontro una mayor respuesta de
receptividad sezual cuando al tratamiento con minimas dosis
de estrégeno se le sumd otro previo con Pg durante 8 a 12
dias. Esto indicaria que la secrecion de Pg por el ocuerpo
ldteo es un factor importante en sensibilizar al SNC para
facilitar la posterior accion de los estrdgenos en la
conducta de receptividad sexual y descarga de
gonadotrofinas (83). Las ovejas sin fase ldtea previa

(e.g.: primera ovulacion durante la pubertad, o primera
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ovulacion luego del anestro estacional) a menudo ovulan sin
manifestacion de la conducta estral. Este estro
“gsilencioso" es posiblemente causado por la falta de la
previa estimulacion de la Pg sobre el tejido neural que

media la conducta sexual (220).

El aumento del nivel sanguineo de estradiol, es
tambien el responsable de 1la ovulacion. Una detallada
descripcidn de los niveles hormonales unos dias antes y
durante el periodo periovulatorio, ha sido determinado en
la oveja. Legan & Karsch (160) analizan una serijie de
resultados experimentales y describen los eventos
hormonales que llevan a la ovulacion en esta especie.
Resumidamente estos pasos son: a) La Pg segregada por el
cuerpo Idteo ejerceria una accidén inhibitoria sobre la
secrecion basal de LH. Esta secrecidn basal de LH, durante
la tase ldtea, presenta incrementos pulsétiles cada 2 horas
(16). b) Como resultado de la lutedlisis la concentraciodn
de Pg cae abruptamente. Esta disminucidn de 1la Pg permite
que se aumente el nivel basal de LH y la frecuencia de sus
pulsos & mas de uno por hora (14). Este incremento de la
LH dura alrededor de 48 horas. c) Esta particular
secrecion de LH estimula la secrecion de estradiol del
foliculo(s) preovulatorio. El incremento del estradiol
comienza alrededor de un dia antes del inicio del estro
conductual y alcanza concentraciones 5 veces mayores a las
del comienzo. d) Por ultimo, los niveles circulantes de

estradiol alcanzan el umbral necesario para desencadenar la



descarga ovulatoria de LH (al mismo tiempo aumentan las
concentraciones de FSH). El pico de ambas gonadotrofinas
se produce 21-24 horas antes de 1la ovulacidn (54). Al
igual que en los roedores la LHRH estimula la descarga de
LH y FSH (140). Una maxima secrecidn de LHRH ocurre
inmediatamente antes del inicio del estro conductual (92) y
coincide con la mayor sensibilidad de la adenohipofisis
para responder a2 la hormona hipotaldmica (91). La oveija es
también similar a la rata en que una previa exposicion de
LHRH a la hipdfisis sensibiliza a la glandula para

subsecuentes exposiciones del péptido (51).

Como principal conclusidn de esta secuencia de
eventos, Legan & Xarsch (140) proponen la hipétesis de que
l1a Pg cumplirfa el papel mas importante en la iniciacion de
los eventos que llevan a la ovulacidn; vya que el incremento
de los estrégenos seria una consecuencia del previo
descenso de la Pg. Por lo tanto, la Pg serfa "la
organizadora" de la ciclicidad estral en la oveja. Este
papel organizador de la Pg, tambien se ha sugerido para 1la

vaca (246) .

FASE LUTEA. Termino medio la fase lutea dura 14-15 d{as en
la oveja y 16-17 dias en 1la vaca, cerda y vegua. El cuerpo
ldteo se forma a partir de las celulas granulosas y de 1la
teca interna del foliculo(s) ovulatorio, y su actividad
funcional sera reflejada por la sintesis y descarga -en la

sangre poritirlol- de Pg. La Tabla 1.5 muestra los
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momentos en que la Pg plasmitiol se mantiene elavada vy

cuando desciende, en las diferentes especies.

Los factores postulados como responsables de la
formacidn del cuerpo luteo (luteinizacion) han sido
comentados en la seccion 1.2. Con relacion a las
sustancias que desencadenan y mantienen la secrecion de Pg.,

dijimos que eran diferentes entre las especies.

a) Oveija. En esta especie factores aun no bien
determinados de origen hipofisario, serian los responsables
de la activacion y mantencidn de la fase lutea (144). Esta
conclusidn fue el resultado de la ausencia de formacion del
cuerpo ldteo luego de realizar hipofisectom{a
inmediatamente después de la ovulacion. Cuando 1la
hipofisectomfa se realizo en un estadio mas avanzado del
ciclo estral, el cuerpo ldteo involuciono inmediatamente.
Una de las sustancias posiblemente involucradas seria 1la
PRL, aunque su grado de importancia ha sido objeto de
debate (469, 145, 147, 233). Cuando se redujo la cantidad
de PRL en la sangre por la administracion de
bromoergocriptina (sustancia inhibidora de la descarga de
PRL) en ovejas ciclicas, la longuitud del ciclo no fue
alterada como tampoco la seorecidn de Pg ni 1la regresién
del cuerpo luteo (168, 194). Por otra parte, varios
investigadores oconsideran que la LH cumplirfa el papel mas
importante en 1la mantencion de la fase ldtea (48, 144, 145,

146) . Esta hipétcsis estar{a avalada por el hallazgo de
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que la administracion pulsatil de LHRH, durante la fase
Idtea, aumenta los niveles de LH e impide la jutedlisis
(3). Hasta e] presente, lo mas aceptable serfia suponer que
la LH v la PRL son ambas luteotrdficas y pueden actuar an

combinacidn para mantener la actividad del ouerpo liteo del

ciclo (68, 146).

b) Vaca. Los resultados eiperimentales existentes son
dudosos como para poder determinar la importancia de la PRL
como sustancia luteotrofica. La unica evidencia que apoya
esto, es la obtenida por Henricks et al. (133) que
observaron una continua secrecidn de Pg (aunque con niveles
inferiores al normal) luego de la seccidén del tallo
hipofisarioX en el dfa 2 de 1a fase ldtea. Por el
contrario, el mayor nimero de investigadores se inclina por
considerar que la LH seria la hormona luteotrdfica en esta
especie (117). Una prueba in vivo de considerable

importancia fue la administracion de un antisuero anti-LH

bovina (245). La inyeccién de este antisuero entre

* Es importante recordar que este procedimiento
experimental libera a la adenohipdfisis del control
inhibitorio de la descarga de PRL, por lo tanto los niveles

de esta hormona se mantienen elevados.
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los dias 2 a 6 de la fase létea produjo 1la disminucion del
peso y la cantidad de Pg del cuerpo luteo. Carlson _i 11.
(40) encontraron un significativo incremento del nivel
plasmitico de Pg, que durd 5 horas, en vagquillonas intactas
e histerectomizadas que se les administro dosis subcutineas
de LH. No obstante estos resultados, el nivel de LH a lo
largo de la fase ldtea es bajo y constante (132) vy

Rothchild (224) encuentra una falta de correlacion entre

los niveles de Pg vy LH durante el ciclo estral.

¢) Cerda. La hipofisectomfa inmediatamente después de la
ovulacidon no modifica la longuitud del ciclo ni 1la
actividad del cuerpo Idteo (181). Esto indicar{a que luego
del estimulo ovulatorio no serian necesarios factores
luteotrdficos hipofisarios adicionales para la normal
actividad ldtea. En 1la ocerda se ha demostrado que los
estrégenos son luteotroficos (152). Cuando se inyecté
dietilestilbestrol en el dfa 11 del ciclo estral, se

observo una prolongacién de la actividad del cuerpo Idteo.

La finalizacidon de la actividad funcional del cuerpo
luteo estarfa controlada pPOr un mecanismo luteolftico. En
las especies de interes zootecnico este mecanismo tiene
gran trascendencia ya que es el responsable de la duracion
del ciclo estral en cada animal. Como consecuencia de la
disminucidn de los niveles de Pg se inician, en estas
especies los eventos que culminan en la ovulacion. Es por

esto que la inducoion artificial de lutedlisis acorta la



duracidn de la fase ldtea y permite sincrontizar el estro en

lotes de animales.

a) Oveija. Tal como erxpresamos en la seccidn 1.2, para 1a
oveja parece no existir dudas de gue el mecanismo
luteolitico es mediado por la PGF2a de origen uterino (102,
141, 177). Scaramuzzi & Baird (230) han confirmado esto
ultimo al lograr bloquear la luteclisis peor administracidn
de un antisuero anti-PGFZa. La Pg actuando sobre el dtero
induciria la s{ntesis de la PGF2a, también los estrdgenos
aumentarian su ptoduccién si el tejido ha sido estimulado
-previamente- por la Pg (165). Las demostraciones de 1la
actividad luteol{tica de la PGF2a han sido obtenidas con la
ayuda de una preparacién que petmitié trasplantar el
dtero-ovario (con su correspondiente irrigacién) a la
regién subcutanea del cuello de la oveja (53, 124). Esta
prepatacién posibilité mantener el ciclo estral normal y
estraer muestras de sangre de la circulacidn Utero-ovarica,

en el animal conciente.

Una importante cantidad de trabajos de investigacién
Loonsultar Baird (15) para revisiénl han permitido postular
el posible mecanismo fisiolédgico de lutedlisis en la oveja:
la PGF2a abandonaria el dtero por medio de la vena uterina
para luego ser transferida a la sangre arterial ovdrica por
una difusidn a traves de las paredes de la vena
Utero-ovarica hacia la arteria ovirica. Este pasaje de 1la

PGF2a desde la sangre venosa a la arterial es posible



gracias a un estrecho contacto entre la vena dtero-ovarica
y la arteria ovidrica (esta dltima se dirige haocia el ovario
enrollada sobre la vena) (100). De esta manera, en la
oveja, cada cuerno uterino controla al cuerpo ldteo del

ovario ipsilateral.

b) Vaca. En l1a vaca se ha confirmado la hipétesis,
descripta en la oveja, del mecanismo luteolftico de la
PGF2a uterina (139). Tambien son iguales que en la oveja
las relaciones anatdmicas entre la vena Utero-ovarica y la
arteria ovdrica. No obstante esto, Hansel & Fortune (119)
enumeran una serie de resultados experimentales recientes
que -en parte- complican la explicacién del mecanismo
luteolfitico fisiolégico de la vaca. Estos investigadores
postulan que 2 la accion de la PGF2a uterina habria que

sumarle otros mecanismos aun no del todo dilucidados.

En 1958, Greenstein _i _l. (107) fueron los primeros
en demostrar gque inyecciones de estradiol durante la fase
lutea, del ciclo estral del bovino, inducen lutedlisis.
Aunque este tratamiento con estradiol es luteolitico en
vaquillonas histerectomizadas, su total efecto necesita la
presencia del dtero. Si recordamos que los esttégenos
comienzan a incrementarse al final de la fase lutea, antes

de la cafda de la Pg, un paso inicial en la luteolisis

normal pod:fa ser debida a los nstrégenos.

o) Cerda. Pareoe poseer el mismo mecanismo que la oveja.



La Unica diferencia es que existe una anastomosis entre las
venas uterinas de cada lado, por lo cual el efecto de cada

cuerno uterino es sobre ambos ovarios (180).

d) Yegua. Los estudios de Ginther & First (101) con yeguas
histerectomizadas, demostraron que el cuerpo ldteo del
ciclo estral esta controlado por sustancias luteoliticas
del dtero. Pero a diferencia de otras especies (e.g.:
oveja, vaca) la luteolisina uterina de la yegua, no llega
al ovario por una circulacidn local entre el dtero vy la
gonada, ya que no existe contacto entre la vena
dtero-ovirica y la arteria ovarica (100). Como el agente
luteol{tico uterino alcanza el ovario por medio de la
circulacion general, 1la histerectomfa unilateral no impide
la lutedlisis en el ovario adyacente. La brusca caida de
los niveles plasmsticos de Pg al final de la fase lutea
coinciden con un incremento en las concentraciones de
13,14-dihidro-15-ceto-prostaglandina F2a (un metabolito de
la PGF2a que se forma por oxidacidn, en el pulmén), lo que
indicaria que -3l igual que en otras especies- la PGF2a es
probablemente el mayor componente de la luteolisina uterina

en la yegua (249).

1.5.- CARACTERISTICAS DE LA FASE LUTEA O PSEUDOPRENEZ

DE LA RATA.

Los mecanismos neuroendocrinos que controlan la fase



IJtoa, a exoepcién de la rata y el raton, son poco
conocidos. Fuera de estas dos especies poco se sabe aceroa
de los factores que regulan la funcién de la ldenohipéfisis
durante la fase lutea del ciclo ovarico; como tampoco,
sobre las hormonas hipofisarias u otros factores

luteotroficos que mantienen la actividad del cuerpo luteo.

Tal como fue comentado en la seccion 1.3, durante el
ciclo estral de la rata -al igual gue las demas hembras de
interds zootécnico- posee una espontdnea descarga ciclica
de LH que provoca la ovulacidn. El cuerpo ldteo que se
forma en el sitio de ovulacion {cuerpo ldteo del ciclo) es
activo durante un corto perfodo, generalmente 2 o 3 dfas,
para luego involucionar. La cantidad de Pg gque segrega es
muy poca (33, 194) no alcanzando a preparar al dtero para
la implantacion del embridn. "Al producirse el coito, los
est{mulos del macho inducen una serie de respuestas
neuroendoorinas en la rata hembra, entre las que cuenta la
prolongacién de la vida del cuerpo ldteo (cuerpo ldteo de
la pseudoprefiez o prefiez). Long & Evans (144) fueron los
primeros en observar que la estimulacidn mecanica del
tracto genital de la rata producia una prolongacién del
diestro vaginal. A partir de ellos, se denomind
pseudoprefiez a la fase ldtea de la rata inducida por un
coito estéril o un estimulo artificial. Otros est{mulos
también son efectivos para desencadenar la pseudoprefnes:
la estimulacion eldotrica de cervix (238) o la contfnua

succidn de los pezones por varios dias (236). Esta



respuesta de pseudoprefies sea correlaciona con la presencia
de grandes ouerpos idteos en el ovario (s.: cuerpos idteos
de la pseudoprefiez); responsables del aumento pregresivo de
los niveles circulantes de Pg (274). Esta Pg permitiré la
prolongacidn del diestro vaginal y la preparacidn del dtero

para recibir al embribén ¢(210).

En 1938, Westman & Jacobsohn (273), encontraron que la
pseudoprefiez no se producia cuando las ratas habian sido
hipofisectomizadas antes de 1la estimulacién cervical. Dos
hallazgos posteriores, demostraron que la activacion ldtea
en la pseudoprefiez y primera mitad de la prefiez, era 1la
consecuencia de la elevada secrecion de PRL: a)
inyecciones de PRL mantenian la funcion ldtea en ratas
hipofisectomizadas (13, 76) y b)) que la estimulacidn
cervical disminufa la cantidad de PRL en la adenohipafisis
(134, 157). Dos tipos de neuronas neurosecretoras,
ubicadas en 1la regién mediobasal del hipotélamo, serfan las
responsables de controlar la secrecion de PRL: ias que 1la
inhiben v las que estimulan. Las neuronas inhibitorias
parecen predominar ya que la desconeccion experimental de
las influencias del hipotilamo sobre la hipdfisis (i.e.:
seccidn del tallo hipofisario, lesiones de la eminencia
media, trasplante de hipéflsis a sitios eotépicos,
inoubacidn in vitro) induce una ripida y prolongada
elevacidn de la secrecion de PRL (81, 161). Esto dltimo,
es debido a que un grupo de neuronas neurosecretoras

hipotalimicas poseen una secrecion tdnica de factores



inhibitorios de la descarga de PRL (PIfs), de los cuales el
mas importante es la dopamina. También han sido desoriptos
un gran nimero de factores liberadores de la descarga de
PRL (Prfs), de todos ellos el mas importante es la hormona
liberadora de tirotrofina (TRH) (65). Tanto los factores
inhibidores como los liberadores de la descarga de PRL
llegan a la adenohipéfisis, por medio de 1la circulacion
porta-hipofisaria, para modificar la actividad de las

células prolactinicas (s.: lactotropas).

La via que recorre el reflejo de pseudoprefiez es
compleja y poco conocida. Se inicia por un recpetor
sensorial ubicadoe en la regién cervicovaginal (144) . Desde

4 4 . N
aqul nace la via sensorial aferente gque recorre el nervio
pélvico (39, 153), el cual penetra en la medula espinal a

l1a altura de 1la regién sacra. Asciende a lo largo de
lugares no determinados de la médula espinal y llega el
cerebro, En el cerebro atraviesa regiones adn desconocidas
para, luego, alcanzar la regidn mediobasal del hipotilamo.
Las neuronas neurosecretoras de esta regién del hipotilamo
modifican su actividad, volcando en el sistema
perta-hipofisario adecuadas cantidades de PIFs y/o PRIs.
De esta forma, la influencia del estimulo cervicovaginal
aloanza finalmente a las células ptolactinicas de la
ldcnohipéfisis y se ordena la liberacién de PRL. La PRL

inicia la via eferente del reflejo, responsable de

estimular la actividad funcional del cuerpo ldteo.



El aumento en la descarga de PRL en respuesta a la
estimulacidn cervicovaginal, presenta un patrén de dos
picos diarios que se repiten a lo largo de 1la pseudoprefies
y primera mitad de la prefiez (6, 25, 33, 64, 94, 212, 247).
Estas dos descargas diarias de PRL estin en estrecha
relacidn con el ritmo de luz diario al que se someten las
ratas (95). Uno de estos picos se inicia cuando la lusz
esta prendida alcanzando su maximo nivel al apagarse €sta;
se lo conoce como pico diurno. El otro pico diario, se
denomina nocturno pues comienza a liberarse cuando la luz

esta apagada vy llega a su maximo cuando €sta se prende.

Este patron de secrecion de PRL tipico de la
pseudoprefiez, hace que este reflejo neuroenddecrino tenga
caracteristicas inusuales (192). Un reflejo neuroenddcrino
"ideal" es aquel en el cual la descarga de una hormona se
produce luego de la aplicacidn del estimulo; cuando este
est imulo cesa, la hormona deja de liberarse. Por ejemplo,
el estimulo de la succiédn que la eria produce sobre la rata
madre hace descargar PRL, pero cuando termina el estimulo,
no se libera mas hormona (47, 109) . En la pseudoprefiez el
est imulo cervicovaginal es suficiente para inducir una
prolongada descarga de PRL que dura alrededor de 10-12 d{as
(935). Esto hizo pensar en la existencia de un mecanismo de
“"memoria" (282), ubicado en alguna regién del cerebro adn
no determinada, capaz de retener la informacidn del
estimulo cervicovaginal y expresarlo periodicamente. La

estimulacion cervicovaginal durante el diestro precedente a



la ovulaoidn puede inducir una pseudoprefies diferida (108),
siendo esta otra evidencia del mecanismo de “"memoria®.
Luego de la estimulacion en diestro la hembra puede
“"almacenar"” en su cerebro esta informacidén (alrededor de 6
dias), durante este periodo los foliculos maduran y
alcanzan la ovulacién, se forma un nuevo cuerpo luteo que
recibird el estimulo luteotrdfico previamente “"almacenado"

y asi se inicia la fase lutea diferida.

La pseudoprefiez o fase litea de la rata, es homéloga a
la fase ldtea “espontinea" gque normalmente ocurre en el
ciclo estral de los mamiferos de interé€s zootdcnico (vaca,
oveja, cabra, cerda, vyegua). La duracion de la
pseudoprefiez de la rata es entre 12-14 dias (77>,
equivalente a Ia duracidon de las fases ldteas en las
hembras antes citadas. La principal diferencia entre ambas
fases luteas es la naturaleza refleja y “"espontinea" de
cada una. También existiria cierta similitud entre 1la
duracién de la fase folicular del ciclo estral de las
especies de interés zootécnico v la fase folicular de la
pseudoprefiez de la rata. Durante la pseudoprefiez de la
rata, el tiempo que demora el foliculo antral hasta su
ovulacidn se incrementa de 4 (tiempo que, normalmente,
demora durante el ciclo estral) hasta 12-14 dias (272).
Este enlentecimiento del desarrollo folicular posiblemente
sea debido al efecto de los elevados niveles plasméticos de
Pg. Esta prolongada fase folicular es equivalente a la que

normalmente comentamos que ocurrfa en las especies de
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interds sootdonico (ver seccidn 1.4). Cuando se induce una
reduccidn de los niveles de Pg durante la fase lutea de
vacas u ovejas por enucleacidn del cuerpo ldteo o
luteclisis por PGF2a, se produce una inmediata aceleracion
de la maduracion folicular que culmina -dentro de los 3
dias del tratamiento- en la ovulaciocn; de esta manera se
acorta el ciclo estral. Robertson (219) sugirio que una
oveja con ausencia de tejido luteal luego de su ovulacion
puede tener un ciclo estral de 4 dias, andlogo al que
presenta laz rata. El fenocmeno contrario, i.e.: que Ja
rata tenga ciclos semejantes al de las especies de interes
zootecnico, tambien es posible natural o
experimentalemente. Naturalmente puede ocurrir en ratas
viejas en las que se observan pseudoprefieces a repeticiJn
con estro y ovulacidn entre cada fase ldtea (27). Los
distintos procedimientos experimentales para inducir ciclos
con pseudoprefiez son: a) el estimulo de succidn continuo a
partir del postpartum, prolongo la lactancia un afio e
indujo ciclos con ovulacion cada 18 dfas (30); b) cuando se
le coloca un implante de adenohipdfisis bajo la capsula
renal a una rata que, ademas, mantiene su propia hipdfisis
intacta (211); ¢) lesiones en distintos centros del
hipotialamo anterior o de sus aferencias del sistema limbico
(50, %7, 135). El factor comuin en todos estos ciclos con

pseudoprefiez es el elevado nivel de PRL.

Es interesante remarcar que el termino pseudoprefiez es

utilizado para referir diferentes fendmenos fisiolodgicos y
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patolég!oos (42) . Entre algunos de sus usos podemos citar
a la pseudoprefies de la perra, que es una ptolongnoién
espontanea de la fase lutea del ciclo (alcanzando una
duracion similar a la de la prehez normal con desarrollo de
las mamas y lactacidn); y que -inclusive- se presenta en
hembras que no han tenido coito (12). También se denomina
pseudoprefiez a la fase lutea iniciada luego del coito
este€ril en aquellas hembras que poseen ovulacidén inducida
(por ejemplo: coneja, gata, hurdén); pero en este caso, la
formacion y activacion del cuerpo luteo es consecuencia de
l2 ovulacion refleja. Respuestas de pseudopremiez que
pueden considerarse equivalentes a la de la rata, son las
que se encuentran en diversas especies de Muridos vy

Cricetidos, entre ellas el raton v el hamster.



2° PARTE:

DETALLES EXPERIMENTALES



2.1.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Los animales usados en este trabajo son hembras
virgenes, entre 170-260 grs de peso, de la cepa Wistar;
criadas en el Laboratorio de Reproduccion y Lactancia
(LARLAC-CONICET, Mendoza). Durante el experimento los
animales permanecieron alojados en el bioterio baijo
condiciones de luz (luces prendidas entre las 06.00 y 20.00
hs) y temperatura (22%2°C) controladas. Todos los animales
tuvieron libre acceso a pellets de alimento balanceado y
agua. Salvo cuando se indigue lo contrario, las hembras
fueron alojadas en jaulas colectivas con 7 a 8 animales en

cada una.

2.2.- DETERMINACION DEL CICLO ESTRAL.

los cambios de la citologfa vaginal fueron el
indicador de los estadfos del ciclo estral. Se utilizd el
método descripto por Long & Evans (144), con algunas
modificaciones. Diariamente se efectuo un lavaje de la
vagina, con la ayuda de un pequenho gotero cargado con una
gota de agua corriente. Por medio de este lavaje se
recuperan las células descamadas del epitelio vaginal y los
polimorfonucleares que migran a traves de la pared vaginal.
El lavaje vaginal sin tinci&n, se observo en un mioroscopio
thico a bajo aumento (100x), las células presentes fueron

distinguidas por su forma, tamaho y presencia o no del



nucleo. A cada estad{o del ciclo estral le corresponde una
caracterfstica imagen de la citologia vaginal: estro

vaginal, cdlulas epiteliales cornificadas y ausencia de

polimorfonucleares; diestro vaginal, presencia de

pol imorfonucleares ademds de celulas epiteliales; proestro
vaginal, celulas epiteliales ovales con nucleo y ausencia

de polimorfonucleares.

Para determinar por medio del eztendido vaginal, la
duracidn del ciclo estral y el momento aproximado de Ia
ovulacidn, se sigu16 el ocriterio de Everett (77). En 1la
rata con ciclo estral de 4 dfas se observa: dia 1y 2, el
extendido vaginal de diestro; dfa 3, un proestro vaginal; vy
dia 4, el extendido vaginal de estro. La ovulacion ocurre
durante la noche previa al 4to. dia. La secuencia de los
extendidos vaginales en las ratas con § dias de ciclo
estral se presenta de dos formas: a) en la -primer forma,
se observan 3 dias sucesivos de diestro vaginal, en el 4to.
se produce el proestro vaginal y el dfa Sto. el estro

vaginal; b) en la otra forma, los dos primeros dias

corresponden al diestro vaginal, en el 3er. dia se observa
un proestro vaginal (similar a2l que presentan al 3er. dia
las ratas con ciclo estral de 4 dias), el dto. dia el

extendido vaginal es una mezcla de cédlulas ovales con
cornificadas, v el Sto. dia corresponde al estro vaginal.
En ambos grupos de ratas con 5 dias de ciclo estral la
ovulacidn se produce durante la noche que precede al 5Sto.

dia.
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De acuerdo con lo comentado previamente se deduce que
una sola muestra de extendido vaginal, no es suficiente
para determinar precisamente el momento del ciclo estral de
cada hembra. Es por €sto que, a las hembras seleccionadas
para este trabajo se les estudid la secuencia de tres
ciclos estrales antes de iniciar el correspondiente
tratamiento experimental. Salveo cuando se indique 1o
contrario, se usaron hembras que presentaban ciclos

estrales regulares de 4 dias.

2.3. - ESTIMULACIONES SENSORIALES.

2.3.1.~ ESTIMULACION CERVICOVAGINAL.

Para realizar la estimulacidn cervicovaginal
artificial, se utilizd un estimulador disefiado por
Castro-Vazquez & Carreho (44). El mismo consistio de una
barra cilindrica de acero, de 4,8 mm de espesor, pulida y
con los bordes romos. Un tope deslizable adaptado a la
forma del perineo de la rata permitioc graduar 1la
penetracion de la barra dentro de la vagina. Dos
procedimientos de estimulacion cervicovaginal fueron
usados, los que se distinguieron en la manera de tomar a la

hembra durante la ;plicloién del estimulo:

Tipo 1: La rata se tomd por el dorso (los dedos del



investigador rodeando los miembros anteriores y el torax) y
el estimulador fue rapidamente introducido en la vagina
hasta que el tope (que habfa sido previamente ajustado para
obtener la penntrlcién deseada) se apoyé sobre el perineo
del animal. Durante la estimulacidn la rata permaneolé a
unos 45°de la vertical, reposando ligeramente sobre la

palma de la mano, y con su cabeza hacia arriba.

Tipo I1: La rata, parada sobre la superficie de una
mesa, fue tomada por los flancos con el {ndice y pulgar de
la mano izquierda del investigador en un modo similar al
usado por el macho durante el abrazo sexual.
Inmediatamente, después, con el estimulador en la mano
derecha, se lateralizo la base de la cola con el {ndice v
mayor de esta mano. Tras encontrar con el pulpejo de ambos
dedos el ostium vaginal vy clitoris se introduijo rapidamente
la varilla del estimulador en la vagina, cuyo tope fue

fijado previamente para obtener 1la penetracién deseada.

En ambos procedimientos el rango de penetraciones fue
entre 0 v 24 mm, la varilla permaneci5 dentro de la vagina
sin aplicarle movimientos. La duracion de la estimulacion
fue de 5 segundos, salvo en aquellos casos en que se

indique lo contrario.

2.3.2.~- ESTIMULACION DE LA REGION PERINEAL.

Tipo IlI: En esta forma de estimulacion la rata no se
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extrajo de su caja pero fue tomada, de la extremidad distal
de su cola, por medio de la mano izquierda del
investigador. La estimulacidn fue realizada con el pulpejo
del dedo fndice de la mano derecha durante unos pocos
segundos, Yy consistid de una suave friccion de la piel que

rodea la vagina vy el clitoris.

2.4.- EVALUACION DE LA RESPUESTA LUTEA.

La activacion lutea fue evaluada por la prolongacién
del diestro, el que ocurrioc como consecuencia de la
estimulacidn cervicovaginal o algﬁn otro tratamiento
experimental. Se considero respuesta de pseudoprefesz
positiva a aquellos animales gue presentaron 9% o mas dias
de diestro vaginal (i.e.: presencia de polimorfonucleares

en el extendido vaginal).

En casos determinados, tambien se evaluo la actividad
ldtea, por medio de ia determinacion de los niveles de Pg
plasmdtica en el septimo dia de diestro vaginal. Este dfa
fue elegido porque la secrecidn de Pg durante 1la
pseudoprenesz alcanza niveles miximos entre el sexto vy

octavo dia (60, 128, 202).

2.5.- EXTRACCION DE SANGRE Y DETERMINACION DE

PROGESTERONA.



2.5.1.- MUESTRA DE SANGRE.

La sangre fue obtenida de la vena yugular externa con
jeringas heparinizadas. En todos los casos las ratas
fueron anestesiadas con eter. Las muestras se tomaron
entre lIas 11.00-12.00 hs y el lapso transcurrido entre la
introducecidn del animal en el frasco con éter vy el final de
la extraccidn de sangre fue menor de 2 minutos. El plasma
se separé por centtifugacién a baja velocidad y se guard6

congelado hasta el ensavyo.

2.5.2.~ RADIOINMUNOENSAYO DE PROGESTERONA.

Se utilizo la tédcnica de Abraham et al. (2), con

algunas modificaciones.

Reactivos.

a) Buffer fosfato 0,05 mM con 1% de gelatina (pH 7,0)

Fosfato dibasioo. . ... ....... ..o 33mH
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b)

c)

$9
Axdda 8S8d10R. . .. oo e 0,1%
Gelatinma. . . . . e e e e e 0,1%
Cloruro de sodio. ..... ... ... .. ... 0,9%
Agua destilada......................... c.s.p. 1 1Its.

Eter de petroleo (B.P. 40-70°C).

[1,2,6,7 -3HIProgesterona diluida en benceno (New

England Nuclear; actividad especftica 90-115 Ci/mM).

Standard de 10.000 cpm: Se preparé una dilucidn para

determinar el porcentaje de extraccidn del esteroide
luego de la extraccion eterea. Se tomdé 25 ul de Pg
marcada (se dejd evaporar el benceno a temperatura

ambiente) y se diluyé en 1,25 ml de alcohol absoluto.

La solucidn resultante tendra aproximadamente 10.000 cpm

en 25 aml.

Solucion de Pg marcada de aproximadamente 10.000 cpm
en 200 ml: Se diluyo la cantidad necesaria de Pg
marcada en buffer fosfato (previamente se avaporé el

benceno) .



d) Suero antiprogesterona.

Fue generado en conejo por el Dr. L. E. Bussman, en
el Laboratorio de Reproduccién y Lactancia (Mendoza).
Teniendo en cuenta el titulo obtenido se diluyd el suero
antiprogesterona con el buffer fosfato, de tal forma que
la maxima capacidad de unidn a la Pg fue algo menor del
S0% (entre el 40 a S50%). Sin olvidar la dilucidn que se

s P
realiza en el tubo de reaccion.

e) Progesterona patrén.

Para conocer los valores de Pg en las muestras
problema fue necesario compararlas en una curva patrén
realizada con valores conocidos de Pg no marcada (s.: Pg
friay. Para construir esta curva patrén se usd Pg
oristalina dilufda en alcohol absoluto hasta la
concentracion de 4 ang/ml, las diluciones siguientes se
hicieron en buffer fosfato. El rango de concentracion de

la curva patrén fue de 12,5 a 800 pg por tubo.

f) Suspensibn de carbdn-dextrano.

Esta suspension se usé para separar la hormona libre

de 1la unidad al antisuero. Be agrego 0,5% de carbhdn



activado y 0,05% de dextrano en buffer fosfato.

g quuido centelleador.

Se uso para transformar la emisidn de radioactividad
en emisidn de luz, ya que los contadores de centelleo
1iquido cuantifican la intensidad luminica. Se tomo 4
gr de Omnifluor (producto comercial fluorescente) y se

diluyé en 1 Its. de tolueno (soclvente).

Metodologia.

E]l] primer paso fue extraer el esteroide de 12 muestra.
Se tomaron 100 ul de plasma problema y se realizo una doble
extraccion con eter de petroleo. En cada extraccion se uso
1,5 ml de éter y se agitd durante i minuto. Las dos fases
e separan congelando la fase acuosa y volcando 1la etérea
(que contiene el esteroide) en tubos apropiados. Esta
Uitima se evapord a sequedad por medio de un evaporador

rotativo a presién reducida.
El residuo seco fue resuspendido en 4 ml de buffer
fosfato, a partir de esta solucidn (solucidn problema) se

tomo alicuotas por duplicado.

Para calcular el porcentaje de extraccion se
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prepararon los tubos denominados Rx y R100. Todos se

cargaron con 10.000 cpm de Pg.y plasma que contenia alta

concentracion de Pg. Se incubaron a 37°C durante 2 hs,
agitandose periodicamente. De los tubos R100 se tomaron
100 unl para ser contados al final del ensayo. De los Rx se

tomd 100 ul para realizar la extraccion etérea, una vesz
obtenido el residuo seco se resuspendié en 4 ml de buffer

fosfato; de esta solucion se tomo 700 ul para su posterior

conteo.
Protocolo tipo.

Solucidén Sol. patrdn Sol. suero

Problema de Pg fria Buffer Anti-Pg. Pg marcada
Muestra 200 nl - - 100 nl 200 ul
Curva patrdn - 200 pl - 100 p1 200 pl
Blanco (NSB) - - 300 pl - 200 ul
Total - - 500 yl - 200 pl

Referencia (Bo) - - 200 ul 100 n1 . 200 yl




Cada tubo se agito e incubd, como minimo, durante 16

hs a 4°C.

Una veg transcurrido este per{cdo se le agtcgé a cada
tubo, excepto a los totales, 200 ml de la suspensién de
carbén-dextrano. Esta suspensién se agité vigorosamente
durante 15 minutos en bafio a 0°C y se mantiene en agitacién
durante el tiempo que tarda su agregado a cada tubo (para
evitar la sedimentacion del carbén v por ende diferente
agregado del mismo 3 los tubos). La Pg libre se fija al
carbdn, mientras que la unidg al antisuero permanece en

solucion.

Los tubos se centrifugaron a 1.200 g durante 20
minutos a 4°C y el sobrenadante, libre de carbon, se volecd
en frascos de vidrio. A este sobrenadante se le agregd 10
ml del liquido centellador y se deja estabilizar durante 12

a 15 hs a2 7° en oscuridad.

Por udltimo los frascos fueron llevados a un contador
de centelleo liquido. Cada frasco fue leido durante 1 a 2

minutos.

Confiabilidad de los resultados.

La capacidad de union del ensayo fue calcoculada a

partir de: {Bo - NSB/T - NSBl x 100.
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La oconcentracidn de Pg en las muestras fue calculada

por inttrpolaoién en la curva patrén.

El porcentaje medio de tecuperacién fue del 84,2%. La
exactitud del método fue calculado dosando cantidades
conocidas de Pg en plasma de machoes (que no contiene
hormona endégena); siendo esta del 110% para 1 v S ng de
Pg. La precisién de cada ensayo fue calculada teniendo en
cuenta el coeficiente de variacidén de una misma muestra
dosada por sextuplicado, que fue del 5,25%. Esta misma
muestra se dosé en todos los ensayos para calcular el
coeficiente de variacidn interensayo, que fue del 12,2%.

La sensibilidad del metodo, definida como la menor cantidad
de Pg frfa que causo desplazamiento de 1la hormona marcada,

fue de aproximadamente 25 pg.

2.6.- SECCION DEL NERVIO PUDENDO.

Las ratas fueron anestesiadas con eter. Se realizo
una incisién longuitudinal bilateral en la piel de la cara
dorsal, a ambos lados de la base de la cola. Ambos nervios
pudendo fueron visualizados por debajo de los misculos de
la cola, apovyados sobre el piso de un canal muscular
formado entre la columna vertebral y el {leon (de acuerdo
con Kow & Pfaff, 159%5). Estos nervios recorren el canal

muscular sin presentar ramificaciones Yy terminan en el
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tejido graso que contacta con la piel del perineo.

A las hembras del grupo experimental se les extrajo un
pequefio segmento de ambos nervios pudendo. En el grupo de
animales control (con operacién simulada) los nervios
fueron observados pero no tocados. Se suturo solamente la

piel ya que los misculos fueron separados por divulsion

roma.
2.7.- ADMINISTRACION DE DROGAS.
Progesterona: Se uso Pg cristalina disuelta en
alcohol benzilico y aceite vegetal purificado (1:10). Las

concentraciones utilizadas (2,5; 5 y 10 mg) fueron
administradas subcutaneamente {(s.c.) en un volumen de 0,2
ml. Las inyecciones fueron realizadas entre las 10.00 vy

10.20 hs.

En un grupo experimental, 10 mg de FPg fueron
administrados por via intraperitoneal (i.p.). La Pg
inyectada por esta via posee efectos anestésicos (Selye,
1942), induciendo la perdida del reflejo de enderezamiento
en los animales tratados. Las ratas con la inyeccién i.p.
de Pg fueron ubicadas en declUbito dorsal, y el tiempo entre
la desaparicién vy la restitucion total del reflejo de
enderezamiento fue tomado para medir la duracion del efecto

anestesico.



LHRH, LH y FS8H: Cstas hormonas fueron disueltas en
solucidn fisiologica (0,9% de CINa). Las diterentef
concentraciones utilizadas fueron administradas en un
volumen de 0,2 ml por via s.c.. Todas estas hormonas
fueron inyectadas durante el proestro, el LHRH (Sigma) a
las 12.00 hs mientras que la LH (NIAMDD-oLH-23) y la FSH

(NIAMDD-oFSH-14) a las 12.30 hs.

2.8.- LESIONES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

Las lesiones en el sistema nervioso se efectuaron en
base al atlas de de Groot (63). En dicho atlas el cerebro
de la rata se halla sistematizado de acuerdo a tres
coordenadas que siguen los planos horizontal, vertical vy
lateral, de tal manera que un punto dado se puede ubicar
perfectamente en el espacio y reproducir mediante un
aparato estereotdxico. El animal se coloca en el aparato
estereotdzxico, fijandolo mediante los siguientes puntos de
apoyo: una barra anterior en donde se apoyan los incisivos
superiores, y dos barras horizontales (perpendiculares al
eje longuitudinal de 1a cabezra) que penetran en el conducto
auditivo externo (formando la linea interaural). De esta
manera se puede conseqguir que la cabeza del animal adopte
una inclinacion igual a la utilizada por de Groot (43)
cuando sistematizd las estructuras del cerebro de la rata.

El sistema de ocoordenadas tomado como gufa para localiszar
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las diferentes estructuras del cerebro fue: el plano oero
horigontal, se sitda a 5.0 mm por encima de la Iinea
interaural, tangente a la barra de los incisivos
superiores; el plano cero vertical, pasa a lo largo de ia
l1{nea interaural y perpendicular al plano horizontal; y el
plano cero lateral, se corta en éngulo de 90® con los
planos vertical y horizontal, dividiendo al cerebro en dos
mitades simetricas. Comunmente, se usa como referencia del
cero lateral al bregma (punto donde los huesos frontal vy

parietal se unen en la Ifnea media) o al seno sagital.

SECCION DEL TECHO DEL AREA PREOPTICA.- Para realizar este
corte se utilizd una modificacidn de la cuchilla descripta
por Halasz & Pupp (115). Fue construida con una canula de
aproximadamente 4 cm de largo y 0,8 mm de diametro que
lleva en su interior un alambre de acero de 0,3 mm de
espesor. Un extremo de este alambre se doblo en éngulo
recto respecto a2 su eje y se afild hasta obtener una ldmina
de 2 mm de longuitud, formando el extremo cortante de la

cuchilla (Fig. 2.1). En el otro extremo se form5 un asa.

Todo el conjunto se £fijo en el estereotdxico de tal manera
que la canula quedo inmévil, sirviendo de guia de la

cuchilla que puede girar en su interior.

Ee operaron hembras entre 170-176 grs de peso, bajo
anestesia con eter. Los animales se colocaron en el
estereotaxico Y. posteriormente, se expuso el seno sagital.

La hoja horizontal de la ocuchilla se ubico



Figura 2.1.- Representacidn grifica a escala de la cuchilla utilizada

para seccionar el techo del drea predptica. La cuchilla se encuentra

ubicada en un plano frontal del cerecbro de la rata.
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longitudinalmente al seno sagital. Se dirige al borde
caudal de la comisura anterior, descendiendola hasta la
cara dorsal de dicha oomisura. Una vez en su lugar 1la
cuchilla se giré 360°para producir una seccidn citrcular de
Q@ mm de diametro. Inmediatamente después de retirar 1la
cuchilla se suturd la piel .El grupo de animales control,
con operacidn simulada, se le realizo el mismo

procedimiento pero sin girar la cuchilla.

LESION DEL SEPTUM: El procedimiento fue similar al
descripto por Velasco & Taleisnik (262). Se realizo una
lesion electrolitica mediante un electrodo de acero, de
aproximadamente 0,25 mm de diametro. El electrodo se aislg
perfectamente con un barniz adecuado, salvo una reducida
zona de la extremidad inferior (para realizar 1la lesion) v
otra mayor en el extremo superior (gque se unira al

estimulador) .

Se tomaron hembras entre 170-176 grs de peso, que se
anestesiaron con tribromoetanol (2,5 mg/100 grs de peso),
antes de colocarlas en el instrumento estereotaxico. Las
coordenadas utilizadas, para ubicar la zona de lesion,
fueron: anteroposterior, 4,5 mm por delante del eje
interaural; vertical, 0 vy 1 mm por encima del cero
horizontal; y lateral, 0,5 mm a ambos lados del seno

sagital.

8¢ realizaron cuatro focos de lesién (dos de cada



lado) por medio del pasaije, a traves del eleotrodo, de una
corriente catdodioa continua de 2 mA durante 10 segundos.
Luego de esto, se suturo la piel. En el grupo de animales
control se realizo el mismo procedimiento pero sin pasar

corriente a traves del electrodo.

Todos los animales con las operaciones arriba
comentadas fueron alojados en jaulas individuales durante
los 10 dias postoperatorios, ya que se observa un aumento
de la agresividad de los animales después de estas
operaciones. Transcurrido este perfodo se reagruparon en
sus jaulas colectivas y se inicid la toma del extendido

vaginal.

Una vez culminado el experimento, los animales fueron
matados con eter y sus cerebros extraf{dos para ser fijados
por inmersidn en formol al 20%. El estudio posterior de
los cerebros se realizd de acuerdo con la técnica descripta
por Guzman-Flores et al. (112). Luego de 1la fijacion, los
cerebros se congelaron y se hicieron cortes seriados de
aprogimadamente 40 micras. Estos cortes seriados son
observados, sin coloracidn, bajo microscopio estereoscépico

(entre 50 a 320r) para delimitar -histologicamente~ la

zona de la lesion.

2.9.- EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA

HORMONA LIBERADORA DE HORMONA LUTEINIZANTE.



En uno de los experimentos se quizo determinar la
potencia bioldégica de 500 ng de LHRH. Para tal fin, se
tomaron grupos de ratas en proestro a2 1as que se les
administrd pentobarbital sodico (30 mg/kg de peso, i.p.) a
las 15.00 hs, para bloquear la descarga enddgena de LH. A
un grupo de estas ratas bloqueadas se les administro la
LHRH vy su respuesta ovulatoria fue comparada con la de los
otros grupos de ratas que habian sido inyectadas con dosis
conocidas de LH. La LHRH v la LH fueron inyectadas s.c.
el dia del proestro. Durante la maTlana siguiente se
contaron 1os ovocitos que se encontraban 2lojados en el
oviducto. Para ello se estrajeron ambos oviductos y bajo
un microscopio estereoscépico se ubicd la ampolla oviductal
1a que, posteriormente, se rompié para permitir la salida
de su contenido. Este contenido de la ampolla oviductal
fue volcado sobre un cubreobjeto, pudiendose'as{, contar

los ovocitos presentes en el oviducto.

2.10.~ ANALISIS ESTADISTICO ( 241, 244).

La prueba de Fisher o la prueba de X‘para dos muestras
independientes, fueron usadas para evaluar la signiticacién
de las diferencias entre el porcentaje de induccion de
pseudoprefiez de dos grupos de animales. La prueba de
aleatorizacidn fue utilizada para determinar las

diferencias en la inducoidn de pseudoprefiez entre dos



curvas Qstfmulo-respunlta con dos tratamientos distintos
(por ejemplo: veh{culo versus 1la inyeccién de una droga)
cuando los puntos de ambas curvas fueron apareados de

acuerdo con la magnitud del estimulo aplicado.

Para determinar el grado de significacién entre las
medias de los valores de Pg plasmética, cuando estos
segu{an la distribucidn gaussiana, se utilizo 1la prueba de
Student . Cuando los valores de Pg plasmitica no segufan 1a
distribucién de Causs, se utilizd la prueba U de
Man-Whitney (para comparar dos grupos entre s1) o el
anilisis de varianza de una clasificacidn por rangos de

Kruskal-Wallis (para comparar mis de dos muestras).

En los grupos con distribucion no gaussiana, se uso la
mediana como medida de la tendencia central y para medir la

dispersién se usaron los limites de confianza del 95%.
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3.~ CONTROL NEURAL DE LA INDUCCION DE PSEUDOPRENEZ

GENERALIDADES.

La copulacion en la rata ocurre en una manera
N . z 4 . .
estereotipada y coincide con un codigo sensorial de la

hembra, que es tfpico de la especie y de ese modo se

incrementan las posibilidades del exito reproductivo. El
macho realiza varias intromisiones no eyaculatorias , entre
S v 10, antes de alcanzar la evyaculacién. Junto con el

depésito del esperma se forma un coéqulo denominado tapén
vaginal. Cada acto copulatorio consta de varias series

eyaculatorias.

Ball (17), en el afio 1934, fue la primera en demostrar
una relacidn cuantitativa entre el estimulo del coito v la
frecuencia de induccidn de pseudoprefiez. En su estudio
compara la respuesta de pseudoprefiez entre hembras
intactas, ocon ablacidn del cérvix uterino ¥y con eliminacion
parcial del cuerno uterino; todos los animales fueron
estimulados por machos vasectomizados. Indistintamente del
tratamiento previo, la irecuencia de pseudoprefiez estuvo en
relacidn directa con el numero de eyaculzciones que cada
grupo recibio. Las hembras que recibieron intromisiones
pero sin permitir la eyaculacion del macho, mostraron un 0%
de respuesta, por el contrario, cuando se permitié mas de

dos eyaculaciones la respuesta fue del 100%.

La inducocion de pseudoprefiez es una respuesta del todo



o nada. Con relacidén a los factores criticos para
desancadenar el reflejo en la rata, recientemente, han sido
publicados dos trabajos. Baumgardner & Dewsbury (19%)
encontraron que la morfologfa del pene estaba relacionada
con 1a induccién de pseudoprefiez; cuando el pene era
reducido y con menor nimero de espfculas el porcentaje de
pseudoprefies disminuia. Castro-Vazquez & Carrenio (44)
utilizaron un procedimiento de estimulacidén artificial que
permiti6 graduar 1a intensidad de 1la penetracién
intravaginal de una barra cilindrica. De esta forma
pudieron modificar 1a magnitud del estimulo cervicovaginal,
ya sea en su penetracién como en duracion. La probabilidad
de la respuesta progestacionzl mostro estar en relacidn
directa con el grado de penetracidén vaginal, pareciendo ser
éste el estimulo clave para desencadenar -con esta
metodologia— la pseudoprefiez de la rata. Esta
interpretacion le quitaria importanciaz s la participacibn
de los otros estimulos extravaginales que 1a hembra recibe

durante el coito.

La estimulacion mecanica del cervix y la vagina, sea
natural o artifiocial, es traducida o codificada en sefiales
neurales que entran a la médula y &scienden por las
columnas anterolaterales de esta, hasta alcanzar el
cereb}o. La importancia del sistema nervioso en el control
de la pseudoprefier, ha sido de gran interes experimental.
El hallazgo hecho por Vogt (265) de un blogueo parcial de

la respuesta de pseudoprefies causado por la qanqliectomfa



cervical superior, paree!é confirmar la prcsuncién
prevalente en la primera mitad de la década del 30 de que
las terminaciones simp‘tioas originadas en este ganglio
eran la via del control neural de la hipétisls. Pero este
resultado de Vogt no pudo ser repetido, cuando las hembras
se estimularon con machos vasectomizados (i?7) ni tampoco

¢ . . ‘.
cuando se uso un estimulo cervicovaginal mecanico (43).

El drea preéptica y el hipotélamo mediobasal cumplen
un papel muy importante en el control neural de 1la
pseudoprefesz. La interrupcién de las conecciones nerviosas
entre el area predptica vy el hipotélamo (por medio del
corte retroquiasmitico) suprime la respuesta de
pseudopreniez (41, 95, 243). En un estudio realizado con
lesiones del drea medial predptica se encontro que la
destruccidn de estz zona resulga en pseudoprefeces
esponténeas; siempre gue la lesién no dafie el ndcleo
supraquiasmético (50 . La participacién del estimulo
luminoso y del nucleo supraquiasmético en la respuesta
luteal, tambien ha sido investigada (22, 23, 280),
encontrandose un bloqueo de la descarga de PRL en hembras
con lesion de este nucleo. En base a estos resultados se
conoluyd que, el responsable de generar el ritmo circadiano
de la liberscion de PRL luego de 1la estimulacion
cervicovaginal seria el nicleo supraquiasmitico (al igual

que ocurre para otros ritmos biolggicos).

Menos auUn se conooce sobre la plrtioipacién de algunas



aferencias cxttahipotal‘mical en el refliejo de
pseudoprefiez. La interrupoién de aferencias provenientes
del sistema limbico (septum, amfgdala e hipocampo) produce
una facilitacidn de ciertas respuestas sexuales de la rata,
como por ejemplo, la vibracidn de las orejas (254) y de 1la
respuesta de lordosis (191). La misma interrupcién de las
v{as del sistema limbico mostrd un descenso del umbral a 1la

induccidn de pseudoprefiez (97).

Para estudiar si esta facilitacidn de lz induccion de
la fase ldtea, en los animales con seccion del techo del
irea predptica, era debida a cambios en la sensibilidad
cutanea del perineo, realizamos la desnervacion de la
regién (por seccion del nervio pudendo) en grupos de ratas
lesionadas. En otro experimento lesionamos los ndcleos del
septum con el objeto de estudiar el papel de éstos, en el

reflejo de pseudoprefiez.

3.1.~- RESULTADO DE LA SECCION DEL TECHO DEL AREA
PREOPTICA EN ANIMALES CON DESNERVACION DE LA

REGION PERINEAL.

Esta lesidn del techo del drea predptica interrumpe

algunas aferencias que vienen del sistema limbico (Fig.

3.1). La seccidn del fornix se produce a la alturaza en que
éste se vuelve vertical. La stria terminalis fue cortada

cuando se expande en su nicleo propio, en la mavorfa de los



Figura 3.1.- Representacidn esquemitica de la seccidn del techo del
area preéﬁtica (POA) en la rata. Se grafica el hipotalamo, POA y es
tructuras relacionadas. El corte realizado por la cuchilla estd indi

cado por el circulo punteado. Fx, fornix; ST, stria terminalis; CA,

comisura anterior; OC, quiasma Optico; SC, niicleo supraquiasmitico;
AN, niicleo arcuato; VMN, niicleo ventromediano: El dibujo fue tomado
de Velasco & Rothchild (261).



casos se seccionaron las striae de ambos lados. Los

ndcleos medial, triangular y lateral del septum ubicados
siempre por encima del corte quedaron desconectados del
hipotilamo, mostrando distintos grados de necrosis (Fig.

3.2).

Los animales lesionados muestran una facilitacidn de
la induccidn de pseudopreflez cuando se los compar6 con las
hembras con operaci6n simulada. Alrededor del 90% de 1los
animales con seccidn del techo del Zrea preéptica tuvieron,
al menos una pseudoprefiez espontinea (i.e.: sin
estimulacion cervicovaginal) durante el mes y medio
postoperatorio. Por el contrario, en los animales control
las pseudoprefieces espontineas fueron menores del 10%. A
partir del segundo mes postoperatorio los animales
lesionados comienzan a presentar actividad estral ciclica,
cada 4 o 5 dias. Luego de verificar dos o tres ciclos
estrales normales a todos los animales se les aplic6 una

. P ¢ . s N s s
estimulacion cervicovaginal de intensidad creciente.

Cada animal recibio una intromisidn vaginal
(estimulacidn tipo I) de 18 mm de penetracién durante 15
segundos a las 17.00 hs del estro. Si esta estimulacion no
resulto efectiva para inducir pseudoprefiez, se aplic6 otra
estimulacidn cerviocovaginal cada dos ciclos estrales
aumentindose 2 mm la intromision; hasta -finalmente-

alcanzar el umbral de la respuesta de cada animal.



VL

Figura 3.2.- Corte frontal esquemitico del cerebro de la rata mos-
trando la seccidn del techo del &rea predptica (linea discontinua

gruesa). Fx, fornix; ST, stria terminalis; CA, comisura anterior;

S, niicleos del septum; POA, 3rea predptica; VL, ventriculo lateral;

VIII, tercer ventriculo.



INCIDENCIA DE PSEUDOPREREZ (%)

Figurg 3.3.- Porcentaje acumulativo de pseudoprefiez como respuesta

a la estimulacidén cervicovaginal de intensidad creciente, en la tar
de del estro, a grupos de ratas en diferentes condiciones experimen
tales. PRS-Px, seccidn del techo del &rea predptica y seccidn del

nervio pudendo (n= 6); PRS-sPx, seccidn del techo del area predptica
y operacidn simulada del nervio pudendo (n= 8); sPRS-sPx, operacidn
simulada del techo del 3rea predptica y operacidn simulada del ner-

vio pudendo (n= 14); sPRS-Px, operacidn simulada del techo del area
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En la Eig; 2;3 aparece graficado el poroentaije
acumulativo de pseudoprefiez luego de aplicar la
estimulacidn cervicovaginal de intensidad creciente. Las
curvas estimulo-respuesta correspondientes a los animales
lesionados estdn cercanas al 100% de respuesta, indicando
un menor umbral que en los grupos control. Con la idea de
estudiar algﬁn mecanismo peritérico que participe en 1la
facilitacidon de la respuesta en los animales lesionados,
realizamos la desnervacion de la regién perineal (por
seccion del nervio pudendo). La importancia de Ia via
sensorial del nervio pudendo en la induccidn de

pseudoprefiez, se estudiara mds adelante (ver 4°PARTE). De

acuerdo con los resultados presentados en la Fig. 3.3, 1a

desnervacidn de la regidn perineal no modifica
significativamente la respuesta de pseudoprefiez en los
animales con seccidén del techo del drea prertica. Tampoco
se altero el porcentaje de pseudopreTieces espontineas en el

grupo con desnervacion perineal (93%).

3.2.~- RESULTADO DE LA LESION DEL SEPTUM.

Debido a que la seccion del techo del area preoptica
interrumpe, entre otras, las aferencias desde los ndcleos
del septum, se lesiono unicamente esta zona. La lesidn
produjo una extensa destruccidén de los nidcleos medial,
triangular y lateral del septum, dejando las proyecciones

de la amigdala y del hipocampo (stria terminalis y fornix)




VL

Figura 3.4.- Corte frontal esquemitico del cerebro de la rata mos-
trando la zona de lesidn de los niicleos del septum. La zona rayada !
corresponde al 3rea destruida en todos los animales. CA, comisura

anterior; VL, ventriculo lateral.
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Figura 3.5.~ Porcentaje acumulativo de pseudoprenez como respuesta
a la estimulacidn cervicovaginal de intensidad creciente, en la tar
de del estro, a un grupo de ratas con lesidn del septum (n= 12) y

al grupo control con operacidn simulada (n= 17).
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sin afectar (Fig. 3.4).
Esta lesion a diferencia de la anterior, no produjo
una alta incidencia de pseudoprefieces espontineas

(solamente 15%) en el primer mes y medio postoperatorio.

Después de presentar dos o tres ciclos estrales de 4 o
5 dfas, los animales lesionados y con operacidn simulada,
recibieron la estimulacion cervicovaginal (tipo 1) de
intensidad creciente similar a 1a aplicada a 1los animales
del experimento anterior. Las uUnicas diferencias fueron

’ . 4 - .

que se comenzo con 16 mm de penetracion intravaginal, y que
en todos los casos se disminuyé a 5 segundos la duracion de

la estimulacidn.

El umbral para l1a respuesta de pseudoprefiez a la
estimulacidn cervicovaginal no fue diferente entre los
animales lesionazdos y los controles con operacion simulada

(Fig. 3.5). Una prueba limitada a sdlo tres animales, en

los cuales se lesiond el fornix, mostrd una respuesta

< P N .
normal a la estimulacion cervicovaginal,

3.3.~ DISCUSION SOBRE EL EFECTO DE LAS LESIONES EN

EL SISTEMA NERVIOSO.

Se confirmaron los resultados va publicados (97) sobre

una facilitacidn de la inducoidn de pseudoprefiez en los
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animales con seoccidn del techo del drea predptica. Esta
respuesta no fue debida a un aumento de la sensibilidad
cutinea en la regién parineal. La lesidén del septum no

modifico la incidencia de pseudoprefies.

La integridad de las conecciones entre el area
pre&ptica y el hipotélamo mediobasal son indispensables
para la normal expresion del mecanismo reflejo de
pseudoprefiez (11, 41, 935, 263). Nuestros resultados
indican que otras estructuras telencefdlicas, que proyectan
al drea predptica, poseen un papel modulador de esta
continuidad preéptico—hipotalémica. Podemos descartar =z
los nucleos del septum como estructuras moduladoras como
también, tentativamente, al hipocampo. Por ello, se podrfa
concluir que la facilitacidon observada luego de la seccidn
del techo del area preéptica es el resultado de suprimir 1la
influencia de la am{gdala (por la seccidon de la stria

terminalis) .

La destruccidn selectiva del drea medial preéptica
induce pseudoprefieces repetidas (50, 93). Estas
pseudoprefieces se caracterizan por presentar solamente una
sola de las dos descargas diarias de PRL, la noocturna (93).
Ademis, en animzles que habfan recibido estimulacidn
cervicovaginal, cuando se les realizd la lesion del drea
medial preéptioa se suprimid 1la cxpresién de la descarga
diurna de PRL sin afectar la nocturna. Estos datos

permiten sugerir una regulacidn diferencial, en el area
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medial pr.éptloa. para las dos descargas de PRL. En el
animal no estimulado el area medial prcépticl posee
neuronas inhibitorias de la expresién de la descarga
nocturna de PRL. Cuando se produce la lesion se anula 1la
informacion inhibitoriza y aparecen las pseudoprefieces
espontineas. En nuestro caso, las pseudoprefieces generadas
por secoion del techo del area preéptica, se podr{a pensar
que estamos anulando la actividad inhibitoria que estas
neuronas ejercen sobre la descarga nocturna de PRL. Si
€sto fuera as{, esta actividad inhibitoria de neuronas
ubicadas en el area medial preéptica estarfa modulada por
estimulos telencefdlicos. Esta tdnica actividad
inhibitoria sobre la descarga del complejo luteotrofico
posibilitarfa 2 la rata tener su caracter{stico ciclo
estral, extremadamente corto, debido a que presenta -si no
hay un apareamiento- una fase lutea frusta después de cada

.
ovulacion.
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4.~ CONTROL HORMONAL DE LA INDUCCION DE PSEUDOPRENEZ:

GENERALIDADES.

A lo largo de toda su extension los circuitos reflejos
de la pseudoprefiez, reciben influencias de distinta
naturaleza que son capaces de modificar su actividad.

Entre las de origen hormonal podemos considerar 1a que
producen los esteroides ovaricos (estrogenos y Pg). La
influencia de estas hormonas es ejercida, en parte, a
traves del SNC o por accidn directa sobre la
adenohipdfisis. El aumento de la concentracion plasmitica
de Pg, en respuesta a un estimulo luteotrofico, produce un
estimulo de retroalimentacidn positivo sobre el eje
hipotélamo-hipoiisario, favoreciendo la mantencion de los
picos diarios de PRL a lo largo de la pseudopremez (8, 66,
221, 222). Otros datos que apovan la observacién anterior
son la induccion de pseudoprefiez, en ratas sin estimulaciodn
cervicovaginal, peor administracidn de una alta dosis de Pg
en el dia del proestro o estro (9, 79, 22%5) o por implantes
de Pg en el hipotélamo (200) . También, una alta dosis de
estrdgeno administrada a una hembra en estro induce

pseudoprefiez (7, 28, 62, 99).

Sin embargo, hay evidenocias presentadas por Smith &
Neill (243) y Freeman & Sterman (96) de que el sistema
puede funcionar adn en ausencia de los esteroides ovaricos,
aunque la sensibilidad a la estimulacidn y la amplitud de

la respuesta esten disminuidas. Estos investiacadores
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encuentran que pequefios pioos de PRL pueden ser inioiados vy
mantenidos por varios d{as (entre ¢ a 8) luego de la
estimulacién del cérviz en ratas ovariectomizadas dos
semanas antes o el mismo dia de la estimulacidn. Es
importante comentar que el estimulo cervical aplicado por
estos investigadores fue una doble estimulacion electrica
del cervix, con un intervalo de 12 hs. Este procedimiento,
posiblemente, es mucho mis drastico que el utilizado por
Castro-Vazquez & Carrenio (44); pudiéndose inferir que este
dltimo sea mis semejante al estimulo cervicovaginal gque

-fisiologicamente- produce el macho durante el coito.

Recientemente se ha observado (43) que la induccidn de
pseudoprefiez en la rata, varia de acuerdo con el momento
del ciclo estral en que se aplica el estimulo. La mayor
sensibilidad se encontrd en, aquellas hembras estimuladas
en la noche del proestro y, por el contrario, la menor
respuesta en las estimuladas en el segundo dia del diestro.
Estos resultados concuerdan con la idea de la presencia de
una modulacion hormonal del reflejo de pseudoprefiez en
relacion a los cambios de secrecidn del ovario, durante el

ciclo estral.

Los experimentos que presentamos a continuacion fueron
disefNados con el objeto de determinar algunos de los
mecanismos hormonales que tienen participacién en la

induccidn de psaudoprefiex.



4.1.- EFECTO DE LA PROGESTERONA EN LA INDUCCION DE

PSEUDOPRENEZ .

La induccion de pseudoprefiez por una dosis
fzrmacolégica de Pg, en ratas sin estimulacidn
cervicovaginal, ha sido demostrada (9, 62, 79, 187, 223).
Esto estaria indicando que otros estimulos sensoriales, a
parte del cervicovaginal, podrfan mediar el efecto de 1la
Pg. Cuando un grupo de hembras inyectadas con Pg fueron
aisladas en jaulas individuales y no se les tomd el
extendido vaginal durante 4-5 dias post-tratamiento se
encontrd una significativa disminucidn en el porcentaije de
induccidn de pseudoprenez (79). En base a esto se
intetpret6 que el efecto de 1a Pg se debfz a una
disminucidn del umbral a estimulos no especfficos, tales
como la manipulacién diaria de los animzles, el lavaje

vaginal y el contacto con las otras hembras.

- - 14
A continuacion presentamos los resultados de nuestro
estudio sobre los mecanismos sensoriales. involucrados en la

induccidn de pseudoprefiez por Fg.

4.1.1.- ADMINISTRACION DE PROGESTERONA EN

DIFERENTES ESTADIOS DEL CICLO ESTRAL.

La ptoporcién de animales que entraron en pseudoprefesz

dependié del estadio del ciclo estral en que se administrd
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la Pg vy de la dosis (Tabla 4.1; Fig. q.2) La mayor

incidencia se observo en estro (73%) con 10 mg de Pg, este
porcentaje fue menor (30%) cuando se bajé l2 dosis a 5 mg

(Fig. 4. 3). Respuestas de pseudoprefiez también se

indujeron en proestro, aungue con menor frecuencia que en
el estro. La inyeccién de 10 mg de Pg en diestro ptolon96
la duracidn del diestro vaginal pero sin inducir

pseudoprefiesz .

Los niveles plasmdticos de Pg circulante fueron
deferminados en las ratas con pseudoprefiez luego de la
inyeccidn de Pg (Tabla 4.1) Estos valores fueron no
significativamente diferentes de aquellos encontrados en
dos grupos adicionales de ratas con pseudoprefiez inducida

por estimulacidn cervicovaginal en proestro (n= 8) o en

estro (n= 10) (proestro, mediana: 36 ng/ml, limites de
confianza 95%: 38-66 ng/ml; estro, mediana: 59 ng/ml,
limites de confianza 95%: 38-446 ng/ml). Los valores de Pg

plasmd{tica observados en las pseudoprefieces inducidas por 5
© 10 mg de Pg no mostraron diferencias significativas entre

ellos.

4.1.2 .- EFECTO ANESTESICO DE LA PROGESTERONA
Y SU RELACION CON LA INDUCCION DE

PSEUDOPRENEZ.

Cuando se inyectd 10 mg de Pg por via i.p. (en vez de

ia s.¢.) las ratas sufrieron los efactos anestesicos del
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INCIDENCIA DE PSEUDOPRENEZ (%)
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Figura 4.2.- Probabilidad de la respuesta de pseudoprefiez luego de la
inyeccidn de 10 mg de progesterona s.c. (a las 10.00 hs) en los distin
tos estadios del ciclo estral (datos tomados de la Tabla 4.1). En esta
y en las figuras siguientes, los niimeros entre paréntesis indican el

nlimero de casos de cada grupo.
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Figura 4.3.- Probabilidad de la respuesta de pseudoprefiez luego de la
administracidn de distintas dosis de progesterona en estro y proestro

(datos tomados de la Tabla 4.1).



esteroide (23%5). A los 10 minutos del tratamiento las
ratas perdieron el reflejo de enderezamiento, recuperandolo
50~80 minutos mas tarde. Solamente una rata de las i1
tratadas (9%, IEEL& i;l) entrd en pseudoprefiez, demostrando
una clara disociacién entre el efecto anestésico de la Pg v

suhacoién inductora de pseudoprenes.

4.1.3.~- FACILITACION DE LA RESPUESTA A LA
ESTIMULACION CERVICOVAGINAL POR UNA

DOS1IS BAJA DE PROGESTERONA.

La induccién de pseudopreflez por inyeccién de Pg, en
ausencia de estimulacidn cervicovaginal, fue claramente
observada cuando se usaron dosis altas de la hormona. A
continuacidn probamos si una pequefia dosis de Fg podrfa ser
efectiva para aumentar la sensibilidad a la estimulacion
cervicovaginal. Para ello, se utilizsé un tratamiento con
Pg (5 mg a las 10.00 hs del proestro), que ptoduo{a solo
una baja incidencia de pseudoprefiez, no significativamente
diferente de la de los animales inyectados con vehiculo
(P>0,05, Prueba de Fisher; Tabla 4.1). Una unica
estimulacidn cervicovaginal (tipo I1I) con un rango de
pcnetrlcién entre 0-24 mum fue aplicada durante % segundos,
10 hs despu;s de la inyeccidn de Pg (i.e.: 20.00 hs del

proestro).

La incidencia de pseudoprefie:s despu‘s de la

estimulacidn cervicovaginal fue signifiocativamente mas alta



en las ratas tratadas con Pg que en lzs controles
inyectadas con vehfculo (P= 0.02, Prueba de aleatorizacidn
para pares igualados de acuerdo con la magnitud del
estimulo; Eig. 1;1)' Sorpresivamente, encontramos un
significativo incremento en el porcentaje de pseudoprenez
en los animales inyectados con Pg y que se les aplicé

-solamente- la extremidad znterior del estimulador sobre el

perineo (0 mm de penetracién; P<0,05, Prueba de Fisher;

4.1.4.- IMPORTANCIA DE LA ESTIMULACION PERINEAL
EN LA INDUCCION DE PSEUDOPRENEZ LUEGO DE

LA ADMINISTRACION DE PROGESTERONA.

El efecto observado cuando se aplicd la extremidad
anterior del estimulador sobre el perineo de ratas tratadas
con Pg, sugiere la posible participacién de la sensibilidad
perineal en la induccidn de pseudoprefiez luego del
tratamiento con el estercide. La reduccidn del efecto de
la Pg (10 mg en estro) comunicado por Everett (79) como
resultado de la combinacidn entre la aislacidn en jaulas
individuales mas la ausencia del manoseo correspondiente a
la toma del extendido vaginal, puede ser debido a la

ausencia de la estimulacidn perineal.

A continuacidn realizamos una serie de grupos
expetrimentales, todos los cuales recibieron 10 mg de Pg en

estro, con el objeto de determinar mds precisamente cuales
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Figura 4.4.- Facilitacidon de la respuesta de pseudopreiiez a distintas
penetraciones intravaginaies (estimulacidn tipo II), aplicadas 10 hs

después de la inyeccidn de 5 mg de Pg (10.00 hs del proestro). La pe-
netracién O mm, corresponde a aplicar -sobre el perineo de la rata-

el tope del estimulador, sin introducir la barra dentro de la vagina.
La diferencia entre la curva de los animales con Pg y la de los inyec
tados con vehiculo, fue estadisticamente significativa (P= 0,02; Prue

ba de aleatorizaciodn).



eran los estimulos sensoriales involucrados en la induccidn
de pseudoprefiez por Pg. Una significatva disminucion de la
respuesta se observd en el grupo de ratas, mantenidas en
sus jaulas colectivas, pero que los S dias posteriores al

tratamiento no se les realicd 1a toma del emtendido vaginal

(Fig. 4.5); mientras que en otro grupo de similares
caracteristicas (i.e.: sin extendidos vaginales durante 35

dias) pero las hembras aisladas en jaulas individuales, no
presentaron una mayor reduccidn del porcentaje de
pseudoprefiez. La estimulacidn perineal (tipo III),
aplicada diariamente durante los § dias posteriores a 1la
inyeccién de Pg (perfodo en gque no se tomo el extendido
vaginal), recuperé el porcentaje de 1a respuesta luteal.
Esto ultimo sugirié que la estimulacion intravaginal
durante la toma del extendido vaginal, neo estar{a
involucrada en la induccidn de pseudoprefiez luego de la
administracion de Pg. Por dltimo, la importancia de 1la
sensibilidad perineal en la induccidén de pseudopremnez por
Pg fue demostrada por el bloqueo dal efecto del esteroide
en ratas con la toma diaria del extendido vaginal pero
sometidas a la seccibn del nervio pudendo. El nervio
pudendo es el responsable de la inervacion de la piel

perineal (154, 155).

Los niveles de Pg plasmética fueron medidos durante
las pseudoprefieces inducidas en los diferentes grupos, pero

no se observaron diferencias significativas (Tabla 4.6).
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Figura 4.5.- Efecto de la toma del extendido vaginal, estimulacidn pe-~
rineal y desnervacidn perineal sobre la incidencia de pseudopreiiez lue-
go de la administracidn de Pg (10 mg en estro). Si no se indica lo con-
trario, las ratas se ubicaron en jaulas colectivas (7 a 8 en cada una)
y a lo largo del experimento se les tomd -diariamente- el extendido va-
ginal. Los grupos "sin extendidos'" son los que se les extrajo muestra
vaginal durante los 5 dias posteriores a la inyeccidn de Pg. Las ratas
"aisladas" se ubicaron en jaulas individuales durante el experimento.
La estimulacidn perineal (tipo III) fue aplicada diariamente por unos
segundos durante los 5 dias siguientes al tratamiento con Pg, en ese pe
riodo no se tomd la muestra vaginal. La desnervacidn perineal y la ope-

racidn simulada fueron realizadas de acuerdo con lo comentado en la sec

cidn 2.6. (*P<0,001; **P<0,01 vs. respectivo control, Prueba de Fisher).
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4.1.5.- DISCUSION SOBRE LA INDUCCION DE PSEUDOPRENEZ

POR PROGESTERONA.

Estudios previos han sefialado l1a importancia de la
estimulacidn intravaginal (19, 44) y de la integridad de
las aferencias del nervio pélvico (39, 153) para 1la
induccidn de pseudorefiez. Los resultados presentados por
nosotros indican la presencia de un sistema aferente
secundario, el del nervio pudendo, el gue se activa en la

rata tratada con FPg.

Nuestros resultados sobre la variacion del efecto de
la Pg en funcidn del momento del ciclo estral y de la dosis
concuerdan en general con 1o observado por Alloiteau &
Vignal (9), Everett (79), Rothchild & Schubert (225) y de
Greef & Zeilmaker (62), aunque estan parcialmente en
desacuerdo con los datos publicados por Murakami et al.
(187) . Estos Ultimos autores encuentran un udnico y corto
per{odo de sensibilidad a la Pg entre las 07.00 y 10.00 hs

del estro, y solamente observan pseudopreneces tras la

inyeccién de 10 mg de Pg.

Alloiteau & Vignal (9) sugirieron la posibilidad de
que la accién de 1la Pg sobre la pseudoprefiez, estuviera
asociada al efecto depresor de esta hormona sobre el
sistema nervioso. Sin embargo, cuando los animales fueron
administrados con 10 mg de Pg i.p., se observd una clara

disociacion entre el efecto anestasico y la induccion de la



tase lutea.

La principal accion de la Pg fue la de incrementar la
sensibilidad a la estimulacion del area sensorial del
nervio pudendo, ya que esta respuesta fue suprimida en los
animales desnervados. Este efecto de la Pg exégena puede
indicar un papel tisiol&gico de esta hormona modulando 1la
reactividad del reflejo de pseudorefiez en el animal no
tratado. La mayor descarga de PRL que se obtiene después
del pico de Pg del proestro, tambien sugiere esta
posibilidad (47). Los resultados presentados en la Eig.
i;i muestran como la inyeccién de Pg en la mafiana del
proestro adelanta el perfodo de mdxima sensibilidad, que en
la rata no tratada se produce en la noche del proestro
{45) . Todo esto nos permite suponer gue el aumento del
nivel de Pg durante la tarde del proestro (32) tenga una
importante participacidn en determinar la mayor
sensibilidad al estimulo del coito durante el periodo de

receptividad sexual de 1a hembra.

4.2.- FACILITACION DE LA INDUCCION DE PSEUDOPRENEZ
POR ADMINISTRACION DE HORMONA LIBERADORA DE

HORMONA LUTEINIZANTE.

La descarga de omitoocina (218), PRL (47), FSH y TSH
(48) en respuesta a la estimulacidn cervicovaginal varia

durante el ciclo estral. La ovariectomf& inhibe 1a



descarga de MSH que seo induce luego de 1la eltimulaotén
cervicovaginal (253), la administracion de nstréqenos
facilita la ovulacion en respuesta a 1la estimulacidn
vaginal (229) y la Pg facilita la induccidn de pseudoprefiez

{de acuerdo con lo presentado en la Fig. q4.4) . Tambieén se

encontré que una continua secrecidn de Pg es indispensable
para que ocurran los picos de PRL y MSH luego de 1a

estimulacién cervicovaginal (41, 66, 184, 253, 267).

En base a los antecedentes arriba citados,

Castro-Vazquez et al. (45) estudiaron los cambios
periovulatorios de la respuesta de pseudoprehez. Se

observaron variaciones en la incidencia de pseudoprefiezr en
relacién con cambios en la actividad secretoria del ovario.
La mayor sensibilidad para 1la induccidn de pseudoprefiez se
encontrd en el grupo de animales estimulados durante la
noche del proestro (luego de la descarga preovulatoria de
las gonadotrofinas hipofisarias). Trabajos previos
(comentados en la seccidn 1.3) han senalado que, en la rata
hembra cifclica, ia descarga preovulatoria de gonadotrofinas
esti relacionada con la aparician de la conducta de
receptividad sexual. Tambien fue sugerida una
plrtioipacién de la LHRH (responsable del incremento de las
gonadotrofinas preovulatorias) en el desencadenamiento de
12 conducta de receptividad sexual (183, 203). Todo esto
nos desperto el interés por explorar si la LHRH cumple

alqﬁn papel modulador del reflejo de pseudoprenecx.



4.2.1.~- EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE HORMONA
LIBERADORA DE HORMONA LUTEINIZANTE SOBRE

LA RESPUESTA DE PSEUDOPRENEZ.

Dado que 1la mixima sensibilidad al estimulo
cervicovaginal habfa sido encontrada a las 23.00 hs del
proestro (45), alrededor de 8 horas después del comienszo
del "perfodo eritico" para la descarga de LH (82),
decidimos intentar avanzar este perfodo de mdxima
sensibilidad por la administracion -antes del inicio del

"“periodo critico"- de LHRH, LH o FSH.

En un primer experimento se administrd 500 ng de LHRH
o su vehiculo, al medio dfa del proestro (3 horas antes del
inicio del "periodo critico", que en nuestra colonia es a
las 15.00 hs) y diferentes penetraciones intravaginales
(estimulacidn tipo 1) fueron aplicadas B8 horas mas tarde de
la inyecoién del péptido (i.e.: 20.00 hs) . La frecuencia
de 13 respuesta entre ambos grupos aparece graficada en la

Fig. 4.7. Los animales tratados con vehiculo mostraron

una curva con dos componentes, uno ascendente hasta los 21
mm de penetracidn y otro descendente entre 21 y 24 mnm.

Este tipo de curva de respuesta es caracteristico de las
estimulaciones en proestro, ya que en otras etapas del
ciclo sdlo aparece el primer componente (45). Pero, en los
animales tratados con LHRH, se produce una facilitacién de
la respuesta tanto en el primero como en el segundo

componente; siendo la curva resultante de un solo
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Figura 4.7.- Resultado de la administracidn de hormona liberadora de
hormona luteinizante (circulos oscuros) o su vehiculo (circulos blan-
cos) sobre la respuesta de pseudoprefiez en grupos de animales con dis
tintas penetraciones intravaginales. Los 500 ng de LHRH se inyectaron
al medio dia del proestro y la estimulacidn vaginal (tipo I) se reali
20 8 hs después (i.e.: 20.00 hs). La curva de los animales tratados
con el péptido mostrd una facilitacidn de la respuesta en relacidn a

la del control (P= 0,006; Prueba de aleatorizacidn).



componente y significativamente distinta de la del grupo
control (P= 0,006, Prueba de aleatorizacion para pares
igualados de acuerdo con la magnitud del estimulo). El
efecto mis pronunciado del peéptido ocurrid con las
penetraciones de 18 y 22 mm; por el contrario, no se
observaron efectos con bajas penetraciones (16-17 mm) ni en
el punto que divide ambos componentes de la curva control

(21 mm) .

En un segundo experimento se inyectaron diferentes
dosis de LHRH (0; 50; 150; 250; S500; 750; 1000 ng) o su
vehiculo (12.00 hs del proestro) y una sola penetracidn
intravaginal (estimulacidn tipo I, 18 mm) fue aplicada 8
horas mas tarde. Un clare incremento en la incidencia de
pseudoprefiez se observd en los grupos inyectados con 250 y
500 ng del péptido (P<0,05, Prueba de Fisher; Elg. 1‘2).
La administracidn de 50 y 150 ng de LHRH no fueron
efectivas, mientras que 750 y 1000 ng tendieron a ser menos

efectivas que 500 ng.

La accion facilitatoria de la LHRH fue ejercida sobre
la respuesta a la estimulacidn cervicovaginal mds que por
un efecto directo del péptido sobre la induccidn de
pseudoprefez. Esta conclusion surge por la ausencia de
respuesta de pseudopreniez (0%) en un grupo de 10 ratas
inyectadas con 500 ng de LHRH y sin estimulacidn

cervicovaginal.
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Figura 4.8.- Modificaciones de la respuesta de pseudopreiiez a 18 mm
de penetracidn vaginal (estimulacidon tipo I, 20.00 hs del proestro)
luego de administrar diferentes dosis de hormona liberadora de hor-
mona luteinizante o su vehiculo (12.00 hs del proestro). La banda
punteada indica la incidencia de pseudoprenez en el grupo control.
Todos los grupos fueron de 10 animales cada uno. Los asteriscos in
dican diferencia estadisticamente significativa vs. control (P<0,05;

Prueba de Fisher).



La acoidn de 1a LHRH tampoco fue asociada con un
incremento en el numero de nuevos cuerpos ldteos, ya que el
nimero de ovocitos descargadoes en cada ciclo no fue
modificado por la administracidn de la LIIRH en hembras con
estimulo cervicovaginal (vehfculo: 10,0 2,5; LHRH: 9,8
1,1, Prueba de Student; Fig. 1.%). Ademds, de acuerdo con
lo presentado en la nglj Q;lﬂ' tampoco hay diferencias

entre los niveles circulantes de Pg en las pseudoprefieces

del grupo tratado con LHRH o con vehiculo.

4.2.2.- EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE LH Y FSH

SOBRE LA RESPUESTA DE PSEUDOPRENEZ.

Para verificar si la accidn facilitadora de la LHRH
era ejercida a través de su accion liberadora de las
gonadotrofinas hipofisarias, realizamos una serie de grupos
experimentales a2 los que administramos diferentes dosis de

LH y/o FSH.

Las ratas fueron invectadas a las 12.30 hs del
proestro con vehiculo o con una sola dosis de LH (2,2; 11i;
44 nmU)>, FSH (3,7; 11; 33 mU) o una combinaciédn de ambas
gonadotrofinas (se combind cada dosis de FSH ocon 11 mU de
LH) . Todos los animales fueron estimulados (tipo I) con 18

mm de penetracion a las 20.00 hs del! dfa del tratamiento.

No se encontro ninguna tacilitacion luego de la

administracidn de las diferentes dosis de LH y F8H (Tabla
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Figura 4.9.- Representacidn grafica del nimero de Gvulos recuperados
del oviducto en la manana del estro, en dos grupos de ratas inyectadas
con 500 ng de hormona liberadora de hormona luteinizante o su vehiculo

(12.00 hs del proestro), y 18 mm de penetracidn vaginal (tipo I, 20.00 hs
del proestro).



Tabla 4.10.- Niveles de progesterona plasmitica en el dia 7 de pseudo-
prefez en animales tratados con hormona liberadora de hor
mona luteinizante (500 ng, 12.00 hs del proestro) o su
vehiculo y dos penetraciones intravaginales (tipo I, 20.00

hs del proestro).

PROGESTERONA
(ng/ml; X &+ S.E.M.)

PENETRACION

(mm)

VEHICULO LHRY

18 448 406

22 417 414




4.11) . Las dosis mas altas de las gonadotrofinas mostraron
una tendencia inhibitoria en la induccidn de pseudoprefies;
y esta tendencia alcanza significacion estadistica luego de
la administracion de LH (P<0,05, Prueba de Fisher; Tabla

4.11). Tampoco la dosis de 11 mU de LH, cuya actividad

ovulatoria se aproximé 2 la de 500 ng de LHRH en ratas

bloqueadas con pentobarbital sddico (Fig. 4.12), presento

una accion facilitadora luego de combinarla con las

diferentes dosis de FSH.

4.2.3.- DISCUSION SOBRE EL EFECTO FACILITADOR
DE LA INDUCCION DE PSEUDOPRENEZ POR
ADMINISTRACION DE HORMONA LIBERADORA DE

HORMONA LUTEINIZANTE.

De acuerdo con los resultados presentados podemos
concluir que la LHRH cumple un papel modulador de 1la
reactividad del reflejo de pseudoprenez, y que esta accion
no es ejercida a travéds de la descarga de las

gonadotrofinas hipofisarias.

Es interesante notar que la maxima sensibilidad para
las respuestas inducidas por el coito, frecuencia de
lordosis y pseudoprehez, aumentan bruscamente unas horas
despuds de la descarga preovulatoria de la LHRH
hipotalimica. Esta asociacion temporal llevo a algunos
investigadores a estudiar la participacién de la LHRH en la

modulacion de la conducta de receptividad sexual (183,
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Figura 4.12.- Curva de ovulaciones para valorar la actividad ovulatoria
de 500 ng de hormona liberadora de hormona luteinizante, mediante su ac
cidon liberadora de LH enddgena. Los animales fueron administrados con do
sis conocidas de LH exdgena (12.30 hs del proestro) y otro grupo con LHRH
(12.00 hs del proestro); posteriormente (15.00 hs del mismo proestro) se
les inyectd pentobarbital sddico para bloquear la descarga enddgena de LH.
El circulo blanco corresponde a la media del nimero de dvulos en el grupo

de animales tratados solamente con el vehiculo del pentobarbital sddico.



203). Siguiendo esta misma idea intentamos avanzar el
perfodo de mdxima sensibilidad a la induccidn de
pseudoprehez luego de la administracion de LHRH. Tanto 1la
Fig. 4.6 como la 4.7 muestran una clara facilitacidén de 1la
respuesta de pseudoprefiesz. En la Fig. 4.7 se observa como
las dosis altas (750 y 1000 ng de LHRH) poseen un menor
efecto, aunque sin ser estadisticamente significativo.

Este tipo de curva dosis-respuesta con forma de campana ha
sido, tambien, encontrada en algunas respuestas
conductuales inducidas por neurope€ptidos (148). En nuestro
caso podrfa ser interpretada como una desensibilizacidn del
mecanismo reflejo de pseudoprenez al LHRH o por un efecto

inhibitorio directo del péptido sobre la funcidn ldtea.

La imposibilidad de las gonadotrofinas para reproducir
los efeoctos facilitadores de la LHRH sobre la frecuencia de
pseudoprefiez o de lordosis (183) indicarfia que la accion
del péptido seria ejercida fuera de la hipdfisis. Para la
respuesta de lordosis se ha demostrado gue la infusidn
intraneural de LHRH en el area predptica, eminencia media V'
la sustancia gris que rodea al acueducto mesencefdlico es
efeotiva para desencadenar la respuesta (182, 217, 227).
Estos resultados, sumados a la inhibioidn de la respuesta
de lordosis despuds de administrar -dentro del tercer
ventriculo- un antisuero anti-LHRH (156), son fuartes
pruebas en apoyo de una accion central del LHRH en 1la
oconducta de receptividad sexual. Tambid€n se podr{a pensar

en una accidn oentral para la respuesta de pseudoprefiez, ya



que existen coincidencias entre la looalizacion de la LHRH
en el SNC y los resultados de la lesidn de algunas de estas
ZONas. En un completo estudio histoquimico (151) se
observd una importante concentracion de LHRH alrededor del
receso preoptico del tercer ventriculo; tambien se
describid un tracto de fibras de LHRH que se inicia en el
septum, llega al drea predptica en donde se divide en dos
tractos laterobasales y otro mediobasal para todos terminar
en la eminencia media. Los experimentos gue han lesionado
el area predptica o el hipotdlamo anterior resultaron en
alteracidén de la induccion de pseudoprenez (111i).
Recientemente, Kawakami & Arita (150) han encontrado una
inhibicidn de la descarga de PRL en respuesta a la
estimulacidn cervicovaginal, luego de lesionar la regidn
inmediatamente posterior al receso predptico por donde
pasan las fibras de LHRH. Aunque estos investigadores no
han interpretado sus resultados como debidos a 1la
interrupoi&n de las fibras de LHRH, nuestros experimentos

permitirian sugerir esta posibilidad como valida.

En contra de una accion de la LHRH administrada
perifericamente sobre las estructuras neurales mencionadas,
estin una serie de investigadores que consideran
cuestionable que el péptido atraviece la barrera
hematoencefadlica. Este mismo problema se ha presentado
para otros efeoctos sobre el sistema nervioso luego de la
administraoion periferica de peptidos (149). Si bien una

inyeccién intracarotidia de LHRH no atravieza la barrera



hematoencefalica (264), es posible que el péptido
administrado perifericamente entre al cerebro a través de
los drganos circunventriculares (198), en donde la barrera
no esta presente (277). Por medio de una de estas
estructuras, el drgano vasculoso de la lamina terminalis,
la LHRH tiene un acceso directo al drea predptica (197),
siendo €sta dUltima de gran importancia en el reflejo de
pseudoprefiez. No obstante, no se puede descartar un efecto
de la LHRH fuera de la barrera hematoencefdlica, si tenemos
presente que se han descripto receptores del pédptido en

otros tejidos no cerebrales (143).

A modo de resumen de lo comentado hasta aqui podemos
decir que: 1) 1a lesion de dreas del SNC que contienen
fibras o terminales con LHRH produce un bloqueo de 1la
respuesta de pseudoprefiez en animales estimulados; 2) la
descarga de LHRH durante la tarde del proestro es seguida,
unas horas mas tarde, por la maxima sensibilidad a 1la
induccion de pseudoprefiez; 3) la administracidn de una
dosis fisioldgica del peptido (a las 12.00 hs del proestrea)
adelanta el momento de la mixima sensibilidad a la
induccion de pseudoprefiez, vy que este efecto no fue
reproducido por la inyeocién de distintas dosis de LH, FSH

o una combinacion de ambas.

Finalmente, podemos considerar a la LHRH como una
hormona de importancia central en la organizacidn de los

mecanismos reproductivos. S8u actividad reproductiva se
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inicia en los bulbos olfatorios accesorios, en los cuales
se ha encontrado inmunoreactividad a la LHRH en las
terminales nerviosas, lo que constituye una base
mortoléqicl para mediar los efectos enddcrinos relacionados
con los olores sexuales (20, 204, 279). Esta accidn se
completarfa con la integracion temporal entre la descarga
ovulatoria de las gonadotrofinas, la facilitacicn de la
conducta de receptividad sexual y el mecanismo inductor de
la fase lutea. La precoisa sincronizacidn de estos eventos
neuroenddcrinos, son una parte esencial del é€xito de 1la

actividad reproductiva.
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En la primera parte de la introduccidn se discuten aspectos
generales de la Neuroendocrinologia de la Reproduccidén. Se ana-
lizan, con mayor &énfasis, las interacciones neuroenddcrinas que
ocurren -durante el ciclo estral- en hembras mamiferas, y se
describen algunos aspectos del ciclo estral de la rata y de es~-
pecies de interés zootécnico. Asimismo, se hace una revisidn de
los estudios previos sobre la fase liitea o pseudoprefiez de 1la
rata, y también se remarcan sus similitudes y diferencias con
la fase liitea del ciclo estral de distintas especies de interés

zootécnico.

La parte experimental estd dividida en: "Control neural de
la induccidn de pseudopreiiez", y "Control hormonal de la induc-

cidén de pseudoprefiez".
Control Neural de la Induccidn de Pseudoprefiez

Para estudiar la participacidn de las influencias neurales
en la induccidn de la fase liitea de la rata, realizamos lesiones
en zonas determinadas del sistema nervioso. La interrupcidn de
las aferencias del sistema limbico al &drea predptica, por la sec
cidn del techo del &drea predptica, facilitd la respuesta de pseu
doprefiez, Esta facilitacidn se observd tanto por la induccidn de
pseudopreiieces espontdneas (alrededor del 100%) a repeticidn du-
rante el mes y medio postoperatorio, como por un descenso del
umbral a la estimulacidn cervicovaginal de inten<idad graduada.
A un grupo de animales con seccidn del techo del Area predptica
se les realizd -ademds- 1la seccidn del nervio pudendo o 1la ope
racidn simulada. La facilitacidn de la respuesta de pseudopreiiez,
ya sea espontdnea o luego de la estimulacidn cervicovaginal, no

fue diferente entre ambos grupos.
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Dado que la seccidn del techo del adrea predptica interrum
pe, entre otras, las aferencias desde los niicleos del segfum
se lesiond unicamente esta zona. Esta lesidén a diferencia de 1la
anterior, no produjo una alta incidencia de pseudopreiieces es-
pontaneas (solamente 15%) durante el primer mes y medio postope
ratorio. Tampoco se modificd el umbral para la respuesta de pseu
doprefiez a la estimulacidn cervicovaginal entre los animales con
lesidn del septum y los controles con operacidén simulada. Una
prueba piloto limitada a tres animales, en los cuales se lesiond
el fornix (via que lleva al Area predptica las aferencias del
hipocampo), mostrd una respuesta normal a la estimulacidn cervi

covaginal.

Como conclusidn de los resultados obtenidos luego de las
lesiones en el sistema nervioso central podemos decir que: a)
la seccidn del techo del drea predptica induce pseudopreifieces
espontineas y facilita la respuesta a la estimulacidn cervicova
ginal; b) esta facilitacidn, por seccidu del techo del Evea predp
tica, no seria debida a una modificacidn en la sensibilidad de
la regidn perineal; c¢) la lesidn de los nicleos del septum no
modifica la respuesta de pseudoprefiez; d) se podria ‘especular
que la facilitacidn de la respuesta de pseudoprefiez producida
por la seccidn del techo del drea predptica seria el resultado

de interrumpir las aferencias de los niicleos de la amigdala.

Control Hormonal de la Induccidn de Pseudopreifiez
1) Efecto de la administracidn de progesterona (Pg) sobre la in

duccidn de pseudopreiiez

Se estudiaron los mecanismos sensoriales que participan en
la induccidn de pseudoprefiez luego de una inyeccidn de Pg. Salvo
cuando no se indica lo contrario, las ratas ce a2lojaron en jau-
las colectivas (7 a 8 en cada una) y los extendidos vaginales fue

ron tomados diariamente. La inyeccidén de 10 mg de Pg, a ratas
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en diferentes estadios del ciclo estral, indujo pseudopreifiez
solamente cuando la Pg se administrd en estro (737%) o en proes
tro (30%Z). Con dosis menores de Pg, la respuesta de pseudopre-

fiez descendid considerablemente.

A grupos de ratas en proestro se les inyectd 5 mg de Pg a
las 10.00 hs y a las 20.00 hs del mismo dia, se les realizd 1la
estimulacidn cervicovaginal con diferentes penetraciones intra-
vaginales. Los animales inyectados con Pg mostraron una facili-
tacidn de la respuesta al estimulo cervicovaginal, ain cuando
esta dosis de Pg no fue significativamente efectiva en inducir
pseudopreflez en ratas no estimuladas. Sin embargo, con la simple
aplicacidn del tope del estimulador (penetracién 0 mm) sobre la
regidn perineal se indujo una significativa incidencia de pseu-
doprefniez en las ratas tratadas con Pg. Esto Gltimo fue un indi-
cio de la participacidén del esteroide en 1la sensibilidad peri-

neal.

Ei efecto inductor de pseudoprenez luego de la adwiunistia-
cidn de 10 mg de Pg, en animales sin estimulacidn cervicovaginal,
fue inhibido cuando durante los 5 dias post—-tratamiento no se
realizd la toma del extendido vaginal. Esta inhibicidn de 1la res
puesta de pseudoprenez no fue mayor cuando a los animales, ade-
mds de no tomarles la muestra vaginal, se les ubicd en jaulas
individuales durante el experimento. El porcentaje normal de in
duccidn de pseudoprefiez fue recuperado en un grupo de ratas que,
durante el periodo en que no se les tomd la muestra vaginal, se
realizd -diariamente- wuna friccidn de la regidén perineal con
el pulpejo del dedo indice. Finalmente, la respuesta a la inyec
cidn de Pg fue claramente disminuida cuando se secciond el ner-

vio pudendo antes del tratamiento.

Cuando se determinaron los valores plasmidticos de Pg en las
pseudoprefieces inducidas por inyeccidén de Pg exdgena o por otros
procedimientos experimentales, nunca se obscrvarcn diferencias

respecto de sus grupos control,
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A modo de conclusidén podemos decir que: a) la Pg induce
pseudopreiiez cuando-se administra en estro o en proestro. sien
do mayor la incidencia en el primero; b) hay una relacidn dosis-
respuesta, al disminuir la dosis de Pg desciende ripidamente la
respuesta; c¢) la administracidn de una baja dosis de Pg facili-
ta la respuesta a la estimulacidn cervicovaginal; d) la induc-
cidn de pseudoprefiez por inyeccidén de Pg se deberia a una modi-
ficacidn de la sensibilidad a la estimulacidn perineal, lo que
suiere que el nervio pudendo seria una via sensorial aferente

accesoria en la induccidn de la fase liitea de la rata.

2) Efecto de la administracidén de hormona liberadora de hormona

luteinizante (LHRH) sobre la induccidn de pseudopreiiez.

La midxima sensibilidad para la induccidén de pseudoprefiez
luego de la estimulacidn cervicovaginal, ocurre a las 23,00 hs
del dia del proestro, alrededor de 8 hs después del comienzo del
"periodo critico" para-la descarga dc LH (82). Por medio de la
administracidn previa de LHRH, LH y/o FSH se intentd modificar

la sensibilidad a 1la estimulacidn cervicovaginal.

Se administrd 500 ng de LHRH o su vehiculo al medio dia del
proestro (3 hs antes del inicio del "perfiodo critico" en nuestra
colonia) y diferentes penetraciones intravaginales fueron apli=-
cadas a las 20.00 hs del mismo dia. Los grupos inyectados con
el péptido mostraron una facilitacidn de la induccidn de pseudo
prefiez, aunque el efecto mids pronunciado ocurrid con las penetra
ciones de 18 y 22 mm. En otro experiﬁento utilizamos 18 mm de
penetracidn intravaginal pero se administraron distintas dosis
de LHRH o su vehiculo., Una clara facilitacidn se obtuvo con las
dosis de 250 y 500 ng, las dosis de 50 y 150 ng no fueron efec-
tivas, mientras que 750 y 1000 ng tendieron a ser menos efecti-

vas que 500 ng.

Una dosis del péptido (500 ng) fue inefectiva para inducir
pseudoprefiez en ratas que no habian recibido estimulacidn cervi
covaginal, lo que indica que la accidn de la LHRH es a través

de una facilitacidn de la respuesta a la estimulacidn cervicen-



Pag. 105

vaginal. Esta misma dosis de LHRH no modificd el nimero de cuer
pos liiteos funcionales en hembras con estimulacidn cervicovagi-
nal; esto @iltimo fue confirmado por medio de la determinacidn
de los niveles plasmaticos de Pg y por conteo del nimero de ava
citos liberados. La administracidn (a las 12.30 hs del proestro)
de diferentes dosis de LH y FSH o larEPmbinacién de ambas, no

fue capaz de reproducir la facilitacidén demostrada luego de la

inyeccidn de LHRH,

Los resultados presentados nos permiten concluir que 1la
LHRH podria cumplir =-en el sistema nervioso- wun papel modula
dor de la induccidn de la fase liitea en la rata, ademids de su .
papel ya conocido en la ovulacidn y la conducta sexual, El an3
lisis de la participacidn de este péptido en estas distintas
etapas de la reproduccidn nos permite sugerir-un papel funda- _
mental de la LHRH en la sincronizacidén precisa de los eventos
neuroenddcrinos y conductuales indispensabtes-para el é&xito

del proceso reproductivo,
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