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Introduccion

1.- INTRODUCCION

El pastoreo es el sistema mas barato y extendido de alimentacion del ganado
ovino. La explotacion ovina, desde el punto de vista econdmico, tiene poca viabilidad
si una parte importante de la alimentacion no esta constituida por pastos o subproductos

agricolas o industriales.

El sistema de alimentacion y manejo aplicado en Espafia coloca a nuestra
ganaderia en condiciones de infertoridad, en lo que a costes se refiere, respecto a los
paises que disponen de grandes extensiones destinadas a pastos. Por otra parte, la
penalizacion del cultivo de cereales y las primas al uso no agricola del suelo por parte
de la Politica Agricola Comunitaria, hace que los sistemas de produccion en pastoreo
puedan resultar una alternativa econémica para determinadas areas cerealistas det

nterior de Espafia (Alegre, 1991).

En los ultimos afios se ha incrementado la superficie destinada a praderas de
siembra con el fin de reducir los gastos de alimentacion en pesebre, aunque los gastos
de fertilizacion nitrogenada que conllevan las praderas de gramineas han hecho
disminuir las expectativas de desarrollo de tales cultivos (Sierra y Thos, 1982} Sin
embargo, Ja alfalfa reine unas caracteristicas que la hacen un cultivo muy interesante
para su utilizacion como pradera de pastoreo, v su importancia aumentara en el futuro
debido a su alto rendimiento, calidad de forraje y amplia adaptacion al clima y al suelo.
Es independiente del nitrégeno del suelo, que puede conseguir directamente del aire, y
es el cultivo que produce mas proteina por hectarea y ademas de gran calidad, por el
alto valor de sus aminoacidos esenciales para la nutricion animal y humana (Muslera

y Ratera, 1984). Ademas, la alfalfa ofrece mavores posibilidades que muchas de las

1
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otras leguminosas de pastoreo, porque por su forma de crecimiento erguido vy su rapida

recuperacion, se presta para recogerla como heno, ensilado o alimento verde.

La alfaifa, (Medicago sativa L.), es el cultivo forrajero mas imporiante en
Espaiia. Segun los datos del Anuario de Estadistica Agraria del MAPA (1990}, este
cultivo ocupa una superficie de 295.966 Ha, por delante de los cereales de invierno,
praderas polifitas v veza-avena. En definitiva, del heno consumido por nuestra
ganaderia, el 68% es heno de alfalfa, sumando ademas un consumo en verde de 2,2

millones de Tm y una cifra semejante para el consumo de alfaifa deshidratada.

Sin embargo, un factor limitante de la uttlizacion de la alfalfa para la nutricion
animal podria ser un posible efecto negativo sobre la reproduccion del ganado,
especialmente el ovino, debido a su contenido en fitoestrogenos, término que se aplica
a determinadas sustancias estrogénicas de origen vegetal que presentan tres estructuras:
esteroides, 1soflavonoides y coumestanos. A este Gltimo grupo pertenece el coumestrol,
principal compuesto estrogénico de la alfaifa y el fitoestrogeno mas potente (Burroughs

et al., 1990).

La importancia ganadera de los fitoestrogenos fue detectada en los aiios 40 en
Australta al observar determinadas anomalias de la reproduccion en ovejas alimentadas
con Trifofium subterrapneum, algunas de cuyas variedades tienen un contenido elevado
de isoflavonas y cuyos desastrosos efectos sobre la fertilidad del ganado son bien
conocidos. La esterilidad de las ovejas que consumian trébol subterraneo se producia
por un fallo en la concepcion e 1ba acompafiado de una hiperplasia quistica glandular
del endometrio (Adams, 1990). Sin embargo, existe poca informacion sobre el contentdo

fitoestrogénico de las variedades de alfalfa vy el efecto en la reproduccidn de los

2
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animales que la pastorean; aunque parece que producen modificaciones en Ias
caracteristicas del moco cervical, alteraciones morfologicas de los érganos reproductores
y desequilibrios hormonales (Valderrabano, 1992) que deberian conducir a alteraciones

en la funcion reproductora.

En este sentido, el presente trabajo estudia el efecto del pastoreo de alfalfa sobre
los siguientes parametros reproductivos de la oveja: caracteristicas del moco cervical,
pertiles hormonales de LH y progesterona y morfologia del aparato reproductor. Para
ello se han llevado a cabo tres experiencias en diferentes estaciones y con distintos
periodos de pastoreo, con el fin de valorar las posibles variaciones en el contenido en
coumestrol de la alfalfa a lo largo del afio y su influencia en la reproduccion, y el efecto

de un pastoreo prolongado.
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1.1. OBJETIVOS.

En resumen, los objetivos del presente trabajo han sido:

Estudiar el efecto de wun periodo corto de pastoreo de
alfaifa sobre las caracteristicas del moco cervical y los perfiles

hormonales de LH v progesterona en dos estactones, otofio y primavera.

Analizar el efecto de un pastoreo prolongado de alfalfa sobre los

parametros anteniores y sobre la morfologia del aparato reproductor.

Estimar que cantidades de coumestrol pueden comprometer la funcidn

reproductora.
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2.- REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1. COMPUESTOS ESTROGENICOS.

2.1.1. Principales compuestos estrogénicos.

Las primeras investigaciones sobre los fitoestrogenos surgieron al producirse
grandes alteraciones reproductivas en rebafios ovinos explotados en el Qeste de
Australia, donde se habian sembrado con trébol subterraneo grandes extensiones de

pastos naturales para mejorarlos (Shinckell, 1948).

Mas tarde se observo que ocurria un fenomeno similar durante los afios secos
en la codorniz de California, cuando las concentractones de fitoestrogenos estaban

incrementadas en los forrajes disponibles (Leopold et al., 1976).

Los fitoestrogenos son sustancias de las plantas estructural y funcionalmente

similares al 17-0 estradiol o que producen efectos estrogénicos (Fowler, 1983).

Bradbury y White (1954), atslaron del trébol subterraneo dos compuestos
potencialmente estrogénicos, la genisteina y la formononetina, pertenecientes al grupo
de las isoflavonas. Se presentan en la planta en forma de glicdsidos conjugados solubles
en agua y que son facil y rapidamente hidrolizados por las glicosidasas cuando se rompe

la estructura celular de Ia hoja durante la masticacion (Beck, 1964).

Posteriormente se identificaron otros compuestos vegetales que han mostrado
actividad estrogénica. Dentro del grupo de las isoflavonas, ia daidzeina y ia biochanina

A (Bradbury y White, 1954), principalmente presentes en especies del género Trifolium,
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y en el grupo de los coumestanos, el coumestrol y derivados (Bickoff et al., 1957,

1966}, atslados principalmente de medicagos anuales.

Entre los fitoestrogenos se encuentran sustancias con fres estructuras quimicas:
esteroides, 1soflavonoides y coumestanos. Dentro de los primeros se pueden citar la
estrona, el estriol y el (-sitosterol, sustancias encontradas en la remolacha, judias,
palmas y granada. En el grupo de los isoflavonoides se pueden citar la formononetina,
genisteina, biochanina A, daidzeina, irigenina, orobol y afrormosina, aisfadas en los
géneros Glycine, Lupinus, Medicago, Trifolium, Prunus, etc. Finalmente, en el grupo
de los coumestanos se han aislado el coumestrol, medicagol, sojagol y psoralidina,
encontradas en la soja, alfalfas y tréboles principalmente (Jurado, 1983), siendo el

coumestrol el fitoestrogeno mas potente (Burroughs et al., 1990).

Los fitoestrégenos son producidos por numerosas leguminosas y pastos,
incluyendo muchas plantas consumidas comdinmente por el hombre v el ganado.
Ademas de la alfalfa y los tréboles se han encontrado sustancias estrogénicas en la soja,
judias, zanahorias, fresas, cerezo, hinojo, lipulo, guisante, tomate, colza..
Recientemente se ha encontrado que la marthuana y el café contienen sustancias
estrogénicas, de tal forma que el consumo frecuente de marthuana suprime los niveles
de LH durante el ciclo menstrual humano y acorta la fase luteal y el ciclo menstrual

(Sauer et al., 1983; Kitts, 1987).

2.1.2. Compuestos esirogénicos en la alfalfa,

En la alfaifa se han encontrado cuatro isoflavonas (genisteina, formononetina,

daidzeina y biochanina A} y el conmestrol (Hanson, 1972), aunque el coumestrol es el

mayor compenente estrogénico en fa alfalfa, siendo la cantidad de isoflavonas
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insignificante (Millington et al., 1964a; Medina Blanco et al.,, 1982a). Ademas, ya que
el coumestrol es entre 30-100 veces mas estrogénico que las isoflavonas, la contribucion
de las isoflavonas a la estrogenicidad de la alfalfa es despreciable (Guggolz et al,

1961).

Aunque los fitoestrogenos tienen Gnicamente una actividad estrogénica de 107
a 107 veces la del 17-08 estradiol en animales de laboratorio, a menudo se encuentran
en concentraciones relativamente altas en las especies pratenses y la ingestion diaria por

las ovejas puede causar efectos patologicos (Cox y Braden, 1974).

2.1.3. Efecto de los Factores medio-ambientales en los niveles

estrogénicos de las leguminosas,

Los niveles de fitoestrogenos en la planta se encuentran afectados por un gran
namero de factores como la localizacion geografica, variedad, practicas de cultivo,
método de nego, afio, estado de crecimiento y época del afio (Bickoff et al., 1960;

Francis y Devitt, 1969).

Medina Blanco et al. {1982b), encuentran el mayor contenido estrogénico en
pastos naturales durante el periodo primaveral. Francis y Millington (1965), examinando
varias especies de Medicagos encontraron que las concentraciones de coumestrol eran

mucho mas elevadas en hojas maduras que en hojas jovenes.

Otros factores que afectan el contentdo fitoestrogénico son la temperatura y la
luminosidad, incrementandose los niveles de i1soflavonas cuando hay bajas temperaturas

(Rossiter y Beck, 1966) v al aumentar las horas de luz (Rossiter y Beck, 1967).
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La composicion quimica del suelo parece tener también gran importancia en el
contenido de isoflavonas en los pastos. Asi, las deficiencias en fosforo, nitrogeno y
azufre pueden casi doblar las concentraciones de formononetina en las hojas (Rossiter,
1969; 1970). Neil y Marshall {1970), encontraron que el contenido en formononetina
en trébol subterraneo abonado con bajas tasas de superfosfato, era el doble que en

pastos abonados a altas tasas.

El nivel de coumestanos en la alfaifa es muy variable. Generalmente se
encuentra en las plantas sanas en concentraciones que no tienen influencia sobre ef
animal (1-2 mg/kg) (Le Bars y Le Bars, 1984), pero en determinadas circunstancias,
puede sobrepasar los 100 mg/Kg, llegando incluso a alcanzar valores superiores a 600
ppm (Jagush et al., 1977), concentracion que es muy superior a la concentracion minima

considerada como biologicamente activa (20-50 ppm)(Wong et al., 1971).

El coumestrol se acumula en la alfalfa sobre todo como resultade de una
mfeccion por patogenos foliares, espectalmente por dos tipos de hongos: el
Pseudopeziza medicaginis, productor de la viruela de la hoja, y el Uromyces striatus,
productor de la roya (Loper et al., 1967). Shemesh et al. {1969), encontraron que la
alfalfa infectada por P. medicaginis, contenia cerca de 60 veces mdis coumestrol que las
muestras libres de lesiones macroscopicas. El contenido en coumestrol parece estar

positivamente asociado con el tamafio v el nimero de lesiones (Loper et al., 1967).

El incremento en la concentracion de coumestrol también lo producen especies
de afidos como el pulgdn de la alfalfa (4 cyrthosiphon pissum (Harris) (Loper, 1968,
Kain y Biggs, 1980), estando la concentracion de coumestrol linealmente relacionada

con el numero de aftdos.
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Este aumento en la concentracion de coumestrol esta asoctado a mecanismos de
defensa de los vegetales frente a patogenos foliares (Deverall, 1977). Este mecanismo
de defensa puede alterar a su vez la fertilidad de los animales superiores y asi, los
fitoestrogenos han sido propuestos como sustancias defensivas producidas por las
plantas para modular la fertilidad de los herbivoros, pudiendo jugar un papel incluso
en la evolucion de las espectes, determinando la supervivencia o la desaparicion de las
mismas (Hughes, 1988a}. De hecho, la sensibilidad a los fitoestrdgenos es distinta segun

las espectes animales (Fredricks et al., 1981).

Un ejemplo de como los fitoestrégenos regulan las poblaciones, se encuentra en
la codorniz de California. Durante los afios secos, cuando la comida era escasa, muchas
hierbas contenian altos niveles de fitoestrogenos y la produccién de huevos y la cria fue
muy baja (Leopold et al., 1976). Esto parece ser un mecanismo natural de regulacion
de la poblacion para controlar la fertilidad durante los aftos en que fa comida fue escasa

(Fowler, 1983).

En leopardos cautivos se ha encontrado que una alimentacion a base de soja (que
contiene fitoestrogenos) ha sido la responsable de enfermedades hepaticas e infertilidad

(Setchell et al., 1987).

Los coumestanos persisten en forrajes conservados (Hanson, 1972) y
consecuentemente, henos, ensilados, harinas y granulos, pueden contener niveles
elevados de coumestrol st proceden de cultivos con niveles apreciables de enfermedades

foliares o ataques de afidos.
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2.1.4. Metabolismo de los fitoestrogenos.

Los fitoestrogenos sufren cambios metabdlicos en el animal dando compuestos
de muy diferente estrogenicidad a los compuestos originales que se encuentran en la

planta.

Asi, la formononetina, tiene poca o ninguna actividad estrogénica en si misma
{(Niisson, 1962), pero en el rumen se transforma en equol que es estrogénico y
probablemente el responsable de la enfermedad del trébol (Shutt y Braden, 1968). Por
el contrario, la genisteina y la biochanina A, las cuales son estrogénicas por si mismas
cuando se administran por via parenteral, son metabolizadas en el rumen a p-etilfenol
y acido fendlico que carecen de actividad estrogénica (Braden et al., 1967). (Figura

N°1),

La degradacion ruminal de la genisteina y la biochanina a fenoles inactivos
aumenta progresivamente durante los primeros dias de pastoreo hasta que sus efectos
estrogénicos resultan practicamente despreciables. Por el contrario, fa proporcion de
formononetina convertida en equol no cambia con el tiempo y su estrogenicidad se
mantiene elevada (Lindsay y Francis, 1969), mientras que con los coumestanos, la
situacion parece ser intermedia (Kelly, 1972), aunque la actividad del coumestrol parece
ser 15 veces la de las 1soflavonas cuando se administra intrarruminaimente y 100 veces

mas activo cuando la administracion es intramuscular (Braden et al., 1967).

La biochamina A es demetilada a genisteina y posteriormente a p-etilfenol, que
no exhtbe actividad estrogénica, mientras que la formononetina es primero demetlada

a dardzeina y luego reducida a equol (Batterham et al., 1965).
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FIGURA N° 1.- CONVERSIONES METABOLICAS DE LAS ISOFLAVONAS EN LA OVEJA.
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En el ganado ovino, mas del 80% de la formononetina ingerida con ¢l trébol es
absorbida en el rumen en forma de equol (Shutt et al., 1970) v 1a mayor parte del equol
absorbido es conjugado, probablemente en el higado, para formar glucosiduronatos
biologicamente inactivos, antes de ser excretados por la orina (Shutt et al., 1970), junto

con una pequefia cantidad de daidzeina y desmetilangolesina (Batterham et al.,, 1971).

Los fitoestrégenos y sus metabolitos circulantes en el plasma se encuentran
fundamentalmente en forma de glucosiduronatos y en esta forma son probablemente
biologicamente inactivos (Shutt et al., 1967). Menos de un 1% estan presentes en forma
libre v una pequefia cantidad en forma de sulfoconjugados (Cox et al, 1984). Los
sulfoconjugados y las fracciones libres representan probablemente las formas

biologicamente activas del compuesto.

Sin embargo, en el caso del coumestrol, altas proporciones se presentan en forma

ne conjugada y sulfoconjugada (Cox y Braden, 1974).

Se han encontrado ademas otros metabolitos de Ia formononeting, como el 4'-g-
metil-equol y pequefias cantidades de angolesina. Cox y Braden (1974} encontraron que
el o-metil-equol estaba presente en la orina en cantidades apreciables en 9 de 30

animales y en algunos en unos niveles proximos a los del equol.

El o-metil-equol ha sido también aisiado de depdsitos renales que pueden causar
bloqueo del tracto urinario en machos que consumen pastos estrogénicos (Nottle &
Beck, 1974). Este metabolifo es de interéds porque una cantidad apreciable de
formononetina puede ser metabolizada por una via alternativa que conlleva la reduccién

sin una demetilaciéon previa.

12



Revision bibliografica

Este compuesto es probablemente menos estrogénico que el equol (Nottle &
Beck, 1974) v esto puede ser interesante en relacion a los efectos biologicos para el

ovino.

2.1.5, Interaccion de los fitoestrogenos con los estrogenos endogenos.

Los fitoestrogenos tienen los requisitos estructurales para unirse a los receptores
de estrogenos (Kaldas v Hughes, 1989). Por ejemplo, el equol, posee una potencia de
10" veces la actividad del 17- 3 estradiol y contiene sustituyentes fenilos también

presentes en el 17-8 estradiol y en el dietilestilboestrol. (Figura N° 2 ).

El sustituyente que se requiere para mostrar actividad estrogénica es un grupo
hidroxilo en la misma posicion que el grupo hidroxilo en el anillo bencénico del 17-8
estradiol (Setchell et al., 1984). Otra similaridad estructural la cual facilita la union de
los fitoestrogenos a los receptores de estrogenos es que la distancia entre el C, y el C,
en el 17-3 estradiol es igual a la que hay entre los dos grupos hidroxilo en el equol

(Kaldas y Hughes, 1989).

Los fitoestroégenos son de variadas estructuras pero todos tienen grupos fenélicos,
y parece que la competicion de los fitoestrogenos con el estradiol por los receptores
citoplasmaticos de estrogenos depende principaimente de la presencia de un grupo

hidroxilo en la posicion 3 (Shutt y Cox, 1972).
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Figura N° 2: Estructura del estradiol, DES, coumestrol y equol.

Las acciones de los fitoestrogenos podrian ser estrogénicas o antiestrogénicas.

En un hipoestrogenismo individual, la unién de los receptores de estrégenos a un

estrogeno exogeno débil podria producir efectos estrogénicos, mientras que en presencia

de estradiol 17-8, grandes cantidades de un estrdgeno débil pueden disminuir la

actividad estrogénica por competicién con el estradiol (Kaldas y Hughes, 1989). Por

tanto, la competicidn entre fitoestrogenos y estrdgenos es funcidn no sélo de la afinidad,

sino también de la concentracion (Mathieson y Kitts, 1980).
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Algunas investigaciones también han demostrado que el coumestrol compite con
los receptores de estrogenos de células cancerigenas de mama en mujer, en tumores
mamarios de rata y con los receptores de estrogenos del Utero de ratén (Martin et al,,

1978; Shutt y Cox, 1972; Nelson et al., 1984).

2.2. ALTERACIONES DE LA REPRODUCCION ASOCIADAS AL
CONSUMO DE FITOESTROGENOS.

Los primeros trabajos sobre fa enfermedad del trébol o "clover disease”,
describian sindromes de distocia y prolapso uterine en ovejas que ingerian pastos
estrogénicos. Una progresiva y severa infertilidad fue asociada con la enfermedad,
stendo Ia principal alteracion una hiperplasia quistica glandular del endometrio (Bennets
et al., 1946), lesion que es atribuible a la estimulacién estrogénica producida por las
isoflavonas encontradas en algunos cultivos de trébol subterrianeo. Este tipo de

infertilidad fue reconocido corno permanente (Schinckel, 1948).

La ingestion de fitoestrogenos en el periodo de cubricion, puede causar también
uﬁa infertilidad temporal (Morley et al., 1964), que desaparece unas semanas después
de la salida de los pastos (Morley et al, 1966), y debe distinguirse de la forma
permanente, la cual persiste incluso cuando las ovejas estan sobre pastos no estrogénicos
(Underwood y Shier, 1951). Estudios previos no siempre han distinguido entre estos dos

tipos de infertilidad lo cual ha dado lugar a algunas confusiones.
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2.2.1. Infertilidad permanente y temporal.

Lightfoot y Wroth (1974), postularon que los estrogenos vegetales pueden causar
infertilidad en las ovejas por dos mecanismos distintos, a los que Ilamaron infertilidad

permanente y temporal:

-. Infertilidad permanente:

Se caracteriza por distocias maternas, mortalidad post-natal en corderos,
prolapsos uterinos, hiperplasia quistica glandular del endometrio e infertilidad

permanente.

Las ovejas que se alimentan varias estaciones sobre trébol estrogénico pueden
sufrir una infertilidad la cual empeora progresivamente segun continta la exposicion.
Las ovejas afectadas pueden salir en celo, ser cubiertas y ovular normalmente, pero el
transporte espermatico a través del cervix esta dafiado por lo que la tasa de fertilizacion

es reducida (Lightfoot et al., 1967).

-. Infertilidad temporal:

Se caracteriza por una reduccidn en el porcentaje de ovejas en celo (Coop y
Clark, 1960; Lightfoot y Wroth, 1974), una disminucion en la tasa de fertilidad, una
alteracion en el transporte normal de los ovocitos a lo largo del oviducto y una
reduccién en el ntimero de espermatozoides que alcanzan el lugar de fertilizacion

{Moriey et al., 1964; Holst y Braden, 1972; Lightfoot y Wroth, 1974).
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Las alteraciones causadas por los coumestanos podrian estar mas refacionadas
con la infertitidad temporal, aungue hay pocos datos sobre sus efectos a largo plazo
(Valderrabano, 1992). Después de 3-5 semanas de retirar a las ovejas de los pastos de
alfalfa ricos en coumestanos, se observa una recuperacion de sus parametros

reproductivos (Morley et al., 1966; Smith et al., 1980).

Los cambios patologicos son atribuibles a la accion de los estrogenos sobre el

eje hipofisis/ovario y sobre el transporte espermatico.

Existen también evidencias de una disminucion de los partos gemelares (Donelly
et al., 1982), que puede ser debido a la disminucién en la tasa de ovulacidn que se ha
observado en amimales que ingieren fitoestrogenos (Coop, 1977, Scales y Moss, 1977,
Kelly et al., 1980; Smith et al., 1980; Ramodn, 1987, Ramdn et al., 1993) v en avejas
inyectadas diariamente con estradiol {Land, 1976). Smith y Jagush (1979), encontraron
que niveles tan bajos de coumestanos como 25 ppm en la dieta, deprimian la tasa de
ovulacién de ovejas que consumian pellets de alfalfa durante 35 dias, quizas porque los
coumestanos gjercen sus efectos por interferencia con la liberacion de FSH desde la
hipéfisis. Sin embargo, hay autores que no han encontrado diferencias en Ia tasa de
ovulacion (Folch et al., 1989) o incluso la han encontrado mas elevada (Lightfoot et al ,

1967, Adams, 1981), quizas como resultado de un desarrollo folicular alterado.

Otra causa de la disminucidn de los partos gemelares puede ser el incremento
en la mortalidad embrionaria durante las primeras fases de la gestacion (Turnbull et al,
1966, Fels y Neil, 1968; Thonson y Jagush, 1976). A este respecto Hettle y Kitts (1983)

sugieren que la alteracion de los perfiles de LH en la formacion del cuerpo loteo cuando
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se combina con pérfiles anormales de esirogenos, puede afectar la implantacion y

mantenimiento de la gestacion durante los primeros estadios de la misma.

COMPARACION ENTRE LA INFERTILIDAD PERMANENTE Y TEMPORAL CAUSADA POR
PLANTAS ESTROGENICAS.

{Adams, 1990)

. TEMPORAL . | PERMANENTE
ORGANO DIANA -ovario/hipofisis -cervix
PRINCIPAL
]
EFECTO PRINCIPAL -menor i° de partos gemelares -fatlos en la concepcion
-fallos en la concepcion -tasa de parios gemelares
normal
TEST IMAGNGSTICO -cubricion en el pasto -patologia del cervix
TRATAMIENTO -extraccion del pasto -ninguno

2.2.2, Influencia de los fitoesirogenos en el ciclo estal y en el

comportamiento sexual.

La longitud del ciclo estral y 1a duracion del celo, no parecen estar afectadas en
ovejas con infertilidad debida a los fitoestrogenos (Obst y Seamark, 1970; Lightfoot et
al., 1974; Smith, 1975); aunque otros autores han encontrado irregularidades en el ciclo,
con una mayor varabilidad en la duracidn del ciclo estral y mayor incidencia de estros
sitenciosos (Ch'ang, 1961; Adams, 1981). Estas irregularidades del ciclo parecen ser

debidas a infecciones del tracto genital, que son comunes en ovejas afectadas por
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la enfermedad del trébol (Turmbull et al , 1966; Fels y Neii, 1968; Kaltenbach y Davies,
1970).

En cuanto al comportamiento sexual, se ha observado que en ovejas
ovariectomizadas y afectadas por la enfermedad del trébol, el hipotalamo titene una
menor capacidad para estimular la liberacion de LH en respuesta a un tratamiento con
17-3 estradiol (Findlay et al., 1973}, Al 1gual que hay lugares en el hipotilamo que
controlan la liberacién de gonadotropinas, hay otras areas que controlan el
comportamiento sexual (Clegg v Ganong, 1960; Radford, 1967). La incidencia,
momento en que comienza el estro y a duracion del comportamiento estral, durante el
cual la oveja acepta ser montada por el macho, estan directamente telacionados con la

cantidad de estrogenos a que esti expuesta la oveja (Scaramuzzi et al., 1971a).

Adams (1978), realizd una experiencia con dos lotes de ovejas ovariectomizadas,
uno de los cuales estaba afectado por la enfermedad del trébol, y les inyectd distintas
dosis de benzoato de estradiol. Observo que habia algunos signos del comportamiento,
como el "flehmen" en el macho después de oler a la hembra y la depresion del tercio
posterior en la oveja, que no estaban relacionados con la dosis de estrogenos recibida,

y precisamente en estos parametros no encontré diferencias entre los lotes de ovejas.

Sin embargo, las ovejas afectadas por la enfermedad del trébol, mostraron una
depresion significativa en la incidencia, duracion y tiempo de comienzo de los signos
comportamentales que estaban directamente relacionados con la dosis de estrogenos

{inmowvilidad, actitud solicita con el macho, movimientos de la cola).
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Por tanto, como el grado de respuesta estuvo relacionado con la dosis de
benzoato de estradiol, parece que las ovejas afectadas son menos sensibles al

tratamiento con estrogenos.

2.3. ALTERACIONES DEL MOCQO CERVICAL DEBIDAS AL CONSUMO
DE FITOESTROGENOS.

2.3.1, Cervix uterino.

El cuello uterino es una estructura de tipo esfinter que se proyecta en sentido
caudal hacia dentro de la vagina. Es un drgano fibroso caracterizado por una gruesa
pared y una luz reducida. Presenta pocas fibras musculares lisas y gran cantidad de
tejido conjuntivo (Hafez, 1987a). En la oveja mide alrededor de 4 cm. y su luz esta
cerrada por prominencias y deprestones reciprocas de la mucosa. No existen glandulas
en el cervix, pero las células globosas pueden secretar un moco denso (Sisson y

Grossman, 1982).

Esta estructura anatdémica se encuentra cerrada, excepto durante el estro,

momento en el cual se relaja ligeramente y permite que el esperma penetre en el atero.

La mucosa cervical esta constituida por criptas mucosas primarias y secundarias,

que proveen una extensa superficie secretora {Hafez, 1987b).

Existen dos tipos de células epiteliales columnares:

- células ciliares con cinocilios
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- células secretoras no ciliadas.

Los cinocilios Jaten hacia la vagina y las células no ciliadas contienen un gran
nimero de granulos secretortos. La actividad secretoria maxima de estas células se

presenta durante el estro.

La mucosa consta de grandes pliegues cervicales que son mas numerosos y

menos regulares en tamafio en la parte craneal del cuello que en la parte caudal.

Durante el estro, las células de las bases de los pliegues actiian como si tuvieran
mayor capacidad de respuesta a la estimulacion de los estrogenos que las células mas
cercanas a la luz (Heydon y Adams, 1979). Este hecho tiene implicaciones en el
transporte espermatico debido a que el moco que sale de las células guia a los
espermatozoides a lo largo de "lineas de flujo” hacia la mucosa cerca de su origen. Una
reaccion mas intensa de [a mucosa a los estrogenos, las bases de los pliegues v las
indentaciones secundarias, dara por resultado que los espermatozoides se guien en
mayor proporcion a estas areas, produciendo asi la captura fisica de los
espermatozoides. Hay resultados en los que las caracteristicas reologicas del moco
cervical varian en las diferentes partes de las criptas cervicales. Mediante técnicas
histoquimticas, se han observado sulfomucinas en las células de los pliegues cervicales
proximos a la luz, en tanto que en las células de las criptas o en las indentaciones
secundarias, el moco es mas abundante y se tifie bajo la accién de las sialomucinas

(Heydon y Adams, 1979).

La pared cervical esta formada por tejido fibroso elastico y colageno con

pequeiias cantidades de tejido muscular liso.
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2.3.1.1. Funciones del cervix.

El cervix y su secrecion tienen unas funciones importantes en el proceso de la

reproduccion:

a) En los rumantes, el cervix tiene un papel importante como reservorio, desde
el cual la migracion de espermatozoides al utero y trompas continua por un periodo

prolongado después del apareamiento (Mattner, 1966).

b) Las propiedades fisicas y reologicas del moco cervical constituyen una
restriccion al paso de los espermatozoides para evitar una migracion espermatica
demasiado rapida y una prematura dispersion y pérdida de los espermatozoides (Mattner,

1966).

c¢) El moco cervical ha sido reconocido como un filtro biologico que restringe
la migracion de los espermatozoides anormales o defectuosos por el tracto reproductor

femenino (Katz et al., 1990).

d) Un medio ambiente cervical favorable es esencial para la fertilidad. El
metabohismo de los carbohidratos del cervix, bajo la influencia de los estrogenos,

suministra energia al espermatozoide durante su migracion (Bugalia et al., 1988).

Los estrogenos estimulan la secrecién de glucogeno en el moco cervical
(Gregoire et al., 1972) v la actividad de la fosfatasa alcalina mejora la utilizacién del

glucogeno por el espermatozoide en el moco cervical (Smith et al., 1970). Gibbson y
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Mattner {1966) encontraron abundante galactosa y aminoacidos en la fraccion de
glicoproteinas epiteliales del moco. Temner (1965) encontré que ¢! espermatozoide
humano podia incorporar glucosamina y sugind que el espermatozoide era capaz de

reaprovisionar sus reservas de esta forma mientras estd en el tracto genital femenino.

Restall (1969) encontrd que el fluido cervico-vaginal mantenia al espermatozoide
con un alto nivel de actividad por un periodo de 6 horas, mientras que en los fluidos
uterinos y tubales el porcentaje de espermatozoides moviles después de 6 horas era muy
bajo. Edgar y Asdell (1960) también encontraron que los espermatozoides m

orian relativamente rapido en el Gtero y trompas.

e) La presencia de espermatozoides en el tracto genttal femenino resulta en un
incremento del nimero de leucocitos en el lumen del utero y cervix. En el cervix la
mayoria de los leucocitos se sitdan en la masa central de moco. Los espermatozoides
se sitGan dentro de las criptas o en las proximidades de la mucosa cervical, limitandose
el contacto entre los espermatozoides y polimorfonucleares que entran en el cervix
desde la luz del Gtero. Fsta separacion de los dos tipes de células juega un papel
importante en la supervivencia de una adecuada poblacién de espermatozoides en el

cervix de los rumiantes {Mattner, 1968).

) El moco cervical facilita el transporte espermatico. Cuando el moco cervical
y el semen se unen in vitro, inmediatamente se forman lineas de fase entre las dos
sustancias y surgen falanges espermaticas {Hafez, 1987¢c). La estructura del moco

cervical determina la orientacion espermética (Adams, [975).
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g) Posiblemente el moco cervical intervenga en la capacitacién espermatica

(Hunter, 1992).

Por tanto, las propiedades fisicas, estructurales y reoldgicas del moco cervical
son factores de vital importancia para el establecimiento, retencién y proteccion de una

reserva cervical de espermatozoides (Mattner, 1973).

2.3.2. Moco cervical.

2.3.2.1. Estructura.

La microestructura del moco cervical ha sido estudiada por numerosas técnicas
que incluyen, entre otras, resonancia magnético nuclear (Odeblad y Rudolfsson, 1973),

reometria (Wolf et al., 1977) y microscopia electronica (Chrétien et al., 1974).

El moco cervical es un hidrogel, con una fase fluida, y, mas importante, una
"fase gel", en Ia cual largas y voluminosas moléculas de glicoproteinas estan unidas y

cruzadas tomando una forma de reticulo (Mattner, 1973; Linford, 1974).

Las propiedades fisicas del moco son las de un gel elastico, y no las de una
solucion viscosa. Si el mucus fuera un fluido viscoso no podria realizar su funcion
primaria, puesto que un fluido viscosc no podria hacerse anisotropico bajo una fuerza
estatica. Estd anisotropia se afirma en la capacidad del moco de dirigir la migracion del

espermatozoide dentro de él (Gibbons y Sellwood, 1973).
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La fraccion de baja viscosidad es un liquido amarillento, que se aspira con
facilidad en un tubo capilar; esta compuesto de proteinas no mucinicas del tipo sérico
(incluyen prealbiimina, lipoproteinas, albamina, G-globulinas y ~-globulinas), sales
(principalmente cloruro sédico y trazas de potasio, magnesio, cobre, calcio, fosfatos y

sulfatos), lipidos y carbohidratos.

La fraccion de alta viscosidad es una sustancia blanca y clara que contiene
macromoléculas de mucina de origen epitelial, compuestas de glicoproteinas
(particularmente del tipo sialomucina) que contienen cerca del 25% de aminoacidos y
75% de carbohidratos. La mucina esta formada por una larga cadena de polipéptidos con
numerosas cadenas laterales de oligosacaridos. 1.a porcion de carbohidratos consta de
galactosa, glucosamina, fucosa v acido sidlico. A las glucoproteinas o glucopéptidos es

a los que se les atribuye la formacién del gel (Hafez, 19873a).

En el momento de la ovulacion el moco cervical estd constituido por
macromoléculas dispuestas en unidades micelares que contienen entre 100 y 1000
cadenas de micromoléculas. Las micromoléculas de mucina presentan una estructura

polipeptidica con cadenas laterales de oligosacdridos y acido sidlico (Hafez, 1987a).

Resultados obtenidos de estudios reolégicos y resonancia magnético nuclear
sobre mucus humano {Odeblad, 1968) indicaron que el gel puede estar dispuesto en
forma de cadenas macromoleculares paralelas de 1 a 3 u de ancho, separadas por

canales de fluido de 3 a 5 u de ancho.

Singer y Reid (1970} defienden también esta teoria por estudios

microelectronicos. Qdeblad (1968) distingue dos tipos de moco cervical en la mujer:
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tipo E (estrogénico), caracterizado por una disposicion paralela de las micelas, el cual
forma la parte principal (93%} del moco secretado durante el periodo ovulatorio, y el
tipo G (gestacion), en el cual las micelas se disgregan entre la red, formando una malla

compacta. Es el tipo predominante en la fase luteal.

Una técnica mas apropiada para la observacion de la microestructura del moco
cervical es la microscopia electronica. Chrétien et al. (1974) observan mediante esta
técnica en moco cervical de mandril (Papio anubis) que el alineamiento de los
filamentos fue simifar al observado en la mujer. Encuentran tres clases de filamentos
en la fase ovulatornia:

- @:2000-4000 A, los cuales parecen constituir el principal soporte
estructural.

- B: 1000-1500 A, menos frecuentes.

- 4 500-750 A, raramente vistos.

En la fase luteal no pudieron verse los filamentos largos y en algunos lugares
la trama era una red densa y extremadamente compacta. Los filamentos aparecian con
extremidades glomerulares y fue imposible distinguir las clases anteriores. Estos
cambios, especiaimente los concernientes al tamafio de las redes, estan relacionados con

las vanaciones ciclicas de penetrabilidad del moco cervical por el espermatozoide.

Bajo la influencia de los estrogenos las macromoléculas de glicoproteina del
moco estan orientadas de tal manera que los espacios entre ellas miden de 2a 5 u. En
la fase de cuerpo luteo, los espacios de la trama de macromoléculas se reducen poco a

poco. Por tanto, en el momento del estro y de la ovulacion, el gran tamaiio de la malla,
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permite el transporte de espermatozoides a través de la trama de filamentos y a través

del conducto cervical (Hafez, 1987a).

El moco cervical ovino contiene glicoproteinas epiteliales que tienen una
composicion similar a las glicoproteinas aisiadas del moco cervical bovino y humano

(Roberts, 1976).

2.3.2.2. Propiedades.

- Spinnbarkeit o elasticidad.

Es la capacidad de los semiliquidos de ser estirados en filamentos
(Lindford, 1974), y refleja 1a estructura molecular del moco cervical (Adams, 1975). La
medida de este parametro puede hacerse simplemente separando el moco de un porta-
objetos con un cubre-objetos y midiendo la longitud antes de la ruptura del filamento
(Adams, 1977). Otra forma para determinarlo es mediante la ruptura de un tubo capilar
lleno de moco, frente a una escala graduada hasta que el hilo de moco cervical se

rompe (Kremer, 1965).

Este fenomeno se atribuye a las largas moléculas presentes en el moco cervical
y depende de la longitud de las cadenas y de las fuerzas intermoleculares entre ellas
{Vazquez, 1992). El incremento en la elasticidad del moco cervical aumenta la

permeabilidad al paso del espermatozoide (Mehmood et al., 1991).
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El spinnbarkeit esta positivamente correlacionado con la onentaciéon del
espermatozoide (Adams, 1975) vy a su vez existe una correlacion positiva entre

penetracion espermatica y fertilidad (Murase et al., 1990a}.

~"Ferning", arborizacion o_cristalizacion.

Papanicolau en 1945 (citado por Pozo Lora, 1955) es ¢l primero que
observa el fenomeno de la cristalizacion y que ésta era muy tipica en la maxima

actividad folicular en torno a 1a ovulacién.

Rydberg en 1948 (citado por De Vuyst et al., 1960), es quien realmente llama
la atenic16n sobre la importancia clinica de esta prueba y estudia su intima relacion con

el estado hormonal.

El fendémeno de la cristalizacion ocurre particularmente al tiempo de la ovulacion
y ha sido usado para detectar la ovulacion y como un indice del nivel de estrégenos
circulantes. La cristalizacion del moco cervical ha sido observada en ia vaca, oveja,

cabra, yegua, conegja, primates y en la mujer.

El "ferming" aparece cuando se forman cristales de cloruro sodico o potasico

alrededor de una pequefia y optima cantidad {1-1,5%) de materia orgénica.

La arborizacion con formacion de cristales no es especifica del moco cervical
y puede ocurrir en otras soluciones coloidales que contengan electrélitos. Si el contemido
en proteina es demasiado alto (4-6%), como ocurre en el mucus durante la gestacion,

la cnistalizacion no se produce.
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Para observar la cristalizacion se realiza una extension de moco sobre un porta-
objetos y se deja secar al aire. Se puede observar a simple vista o sobre fondo oscuro.

Un estudio completo se puede realizar a muy pocos aumentos.

El hecho de que la causa mediata de la cristalizacion esté determinada por las
hormonas sexuales fementinas ha stdo corroborado por casi todos los autores que se han
ocupado del problema Pozo Lora en 1955, comprobd en la vaca que la causa
desencadenante de la cristalizacion era debida a la accién de los estrogenos, puesto que
en la fase folicular la cristalizacion es mas tipica y extensa y culmina en el estro,
fendmeno que se reproduce por la inoculacion de estrogenos en la fase de anestro. La
progesterona inhibe la cristalizacién, de donde se deduce la ausencia de cristalizacion

tipica en el anestro y gestacion.

La causa inmediata de la cristalizacion esta constituida por la composicion
quimica del moco estral. Rydberg (en De Vuyst, 1960) demostré que la "hoja de

helecho" se forma por Ia presencia de cloruro sédico y mucina.

Pozo Lora (1955) confirma que el fenomeno de la cristalizacién del moco
cervical de la vaca, a semejanza del mucus cervical humano, es un producto
determinado por la accion de las hormonas sexuales femeninas sobre el metabolismo
de los componentes del moco cervical, principalmente cloruro sdédico y mucina. Su
mtensidad depende de la concentracion del cloruro sédico y sus formas especificas de

la relacién de éste con la mucina y compuestos cristaloides.

De Vuyst et al. (1960), observaron que existia una correlacién entre la hoja de

helecho o el frotis observado y el analisis quimico del moco cervical. La hoja de
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helecho se observa cuando existe el contenido mas bajo en materia seca, materia
organica y cenizas, y en ese momento la materia seca tiene muchas mas cemzas y
nenos materia organica que en cualquier otro momento del ciclo estral. Segin este
autor la hoja de helecho aparece cuando las células se ramifican vy el moco estd
constituido principalmente por agua, sales minerales y mucoproteinas. La ausencia de
hoja de helecho, con una imagen celular y arborizaciones groseras, coincide con un

aumento de ia materia seca, de la materia organica y en menor medida de las cenizas.

Otros estudios han demostrado gue los espermatozoides tendrian optimas
condiciones para la penetracion si el mucus tiene una materia seca de menos de un 5%.
Si es mayor a un 7% la penetracion espermatica es pobre. Por tanto, la consistencia del
moco al momento de la inseminacién puede ser mas importante que la cantidad

(Selaive-Villaroel y Kennedy, 1983).

- pH del moco cervical.

El pH del moco cervical es basico (sobre 8 4}(Hafez, 1987). Un moco
acido inmoviliza los espermatozoides, mientras que un pH alcalino estimula la
motilidad. El pH optimo para la migracion y la supervivencia de los espermatozoides

esta entre 7 v 8,5 (Vazquez, 1992).

Los cambios optimos en las propiedades del moco cervical, como un incremento
en la cantidad, arbonzacion y pH, y una disminucién en la viscosidad y el contenido
celular, ocurren durante el estro y la ovulacion y se invierten durante la fase de cuerpo

lateo cuando se inhibe la penetraciéon del semen en el cuello.
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Las propiedades del moco cervical tienen valor clinico para:

- determunar el tiempo de la ovulacién

- determinar el momento dptimo para la inseminacion artificial
- reconocimiento de anovulaciones

- diagnéstico de gestacion

- diagnéstico de disfunciones ovaricas.

2.3.3. Efecto de los fitoestrégenos sobre el moco cervical.

En 1946 Benetts et al.,demostraron que la ingestion de fitoestrogenos podia ser
una importante causa de infertilidad en las ovejas que pastaban trébol subterraneo

(Trifolium subterraneum L.).

Turbull et al. (1966) examinaron el transporte espermatico y la supervivencia
embrionaria en ovejas que habian pastado trébol rojo por 6 afios, llegando a la
conclusion de que la causa principal de la infertilidad observada en estas ovejas era la

falta de fertilizacién debida a la ausencia de espermatozoides en las trompas de Falopio.

Lightfoot et al. (1967), compararon ovejas procedentes de un rebafio que habia
pastado sobre trébol subterraneo y presentaba la enfermedad del trébol y ovejas que
habian pastado sobre avena. No encontraron diferencias en la actividad ovarica, pero st
en el nimero de espermatozoides en los cervices de ambos lotes y por tanto el fallo en
el transporte espermatico fue la razon de la baja fertilidad en el rebafio con enfermedad

del trébol.
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Posteriormente Kaltenbach y Davies, (1970) investigan la causa de la infertilidad
debida al consumo de fitoestrogenos en ovejas que habian pastado sobre distintas
variedades de trébol subterraneo (con distinto contenido estrogénico) durante 5 afios.
Mediante laparotomia comprobaron el transporte espermaiico (realizando un lavado de
los oviductos y contando el nimero de espermatozoides en el oviducto despues de 22-26
horas del apareamiento), las tasas de fertihzacion (72 horas post-coito) y la
supervivencia embrionarta a los 27-31 dias. Observaron que una gran proporcion de las
ovejas que habian pastado sobre los cultivos de alta potencia estrogénica tenian un
menor numero de espermatozoides en el oviducto y la tasa de fertihizacion fue
significativamente mas baja que en las ovejas que estuvieron sobre cultivos con un bajo
contenido estrogénico. No encontraron diferencias significativas en la supervivencia
embrionaria entre los grupos. Consideran gque una disminucion en el transporte
espermatico es la principal causa del fallo reproductivo en las ovejas que han pasfado

sobre trébol subterraneo.

Smith (1971a)}, realizé un estudio sobre la produccidon de moco cervical en dos
grupos de ovejas, un grupo control y otro grupo inféritl con una historia previa de
enfermedad del trébol. Observd que la produccion de moco cervical en las ovejas
infértiles era 1,5 veces mayor que en la fértiles. El incremento en el peso total del moco
era casl enteramente debido a un incremento en el contenido liquido. Esto sugirid que
un incremento en el peso del moco cervical era indicativo de una produccién de moco
mas acuosa. La naturaleza mas fluida del moco cervical puede resultar en una caida o
fracaso de la anisotropia molecular del moco cervical (Odeblad, 1969 citado por Smth,
1971a). Esta ruptura afectaria la orientacion y progresion de los espermatozoides dentro

del cervix y también facilitaria el acceso de leucocitos a los espermatozoides.
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Ya que el volumen de moco cervical parece estar controlado por el nivel de
estrogenos circulantes, un incremento en la produccidn de moco en las ovejas wnfértiles
podria ser debido a un incremento en la produccion de estrogenos por el ovario y/o a

un incremento de la sensibiiidad del tracto reproductivo a los estrogenos (Smith, 1971b).

Croker y Shelton (1974) postularon que un excesivo contenido en humedad del
moco cervical podria alterar la disposicion de las micelas, manteniéndolas demasiado
algjadas para permitir el alineamiento de los espermatozoides que es probablemente
necesario para el establecimiento de una adecuada poblacion de espermatozoides en el

Cervix,

Lindsay v Francis (1968), observaron que la producciéon de moco cervical en
ovejas ovariectomizadas era funcion lineal de los estrdgenos enddgenos. Lightfoot et al.
(1974), confirmaron los resultados previos sobre fallos del transporte espermitico vy
reductda fertilidad en una experiencia llevada a cabo con dos grupos de ovejas, uno de
los cuales tenia una reductda fertilidad debido a un prolongado pastoreo sobre trébol
subterraneo. $in embargo, la duracion del celo en las ovejas afectadas fue normal. Los
resultados podrian ser explicados si las ovejas de baja fertilidad debida a los
fitoestrogenos tuvieran un atto nivel de produccion de estrogenos, o alternativamente,
st 1a sensibilidad cervical estuviera alterada. La primera sugerencia no tiene consistencia,
puesto que Ia duracion del estro, la cual esta relacionada con la dosis de estrégenos, fue

simiiar en ambos lotes.

Un importante hecho de sus resultados fue que algunas ovejas parecian ser
resistentes al efecto de un prolongado pastoreo sobre pastos estrogénicos. Obis y

Seamark (1971) sugirieron que la resistencia estaba relacionada con el tipo de
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hemoglobina, aunque trabajos posteriores no han corroborado esos resultados {Lightfoot
et al., 1974). Sugieren como una posible alternativa que la progesterona endogena,
como resultado de sucesivas gestaciones, ofrezca una proteccion frente a los
fitoestrogenos. Anteriormente Lindsay v Francis (1969) va habian observado que la
administracion de progesterona tnhibia la respuesta del moco cervical a los pastos

estrogénicos.

Adams en 1976a compard dos grupos de ovejas que habian pastado cultivos de
alto y moderado contenido estrogénico con un lote control que no habia sido alimentado
con estas sustancias. Observo que el spinnbarkett del moco cervical fue menor cuanto
mayor era el contenido en fitoestrogenos .En un estudio posterior se comprobd que el
moco cervical de ovejas ovariectomizadas tratadas con 100 ug de benzoato de estradiol
tenia un bajo spinnbarkeit (Adams y Tang, 1979) y parece ser analogo al bajo
spinnbarkeit visto en el moco cervical de mujeres hiperestrogénicas y en ovejas despues

de un pastoreo prolongado en pastos estrogénicos.

Adams v Tang (1986) realizaron una expertencia admintstrando distintas dosis
de benzoato de estradiol a dos grupos de ovejas ovariectomizadas, uno de los cuales
habia pastado sobre trébol subterraneo durante tres afios v era infértil. La cantidad de
moco cervical en las ovejas control se incrementd con dosts crecientes de benzoato de
estradiol, mientras que el maximo spinnbarkeit del moco ocurrié a una dosis intermedia
de benzoato de estradiol; por el contrario, ni la cantidad ni el spinnbarkeit vario con la
dosis de estrogeno en las ovejas infértiles. Cuando las ovejas se trataron con dosis
repetitivas de benzoato de estradiol la produccion de moco dechno en el grupo control
después del 5° dia, pero no fue detectado ningun cambio en las afectadas. Por tanto, ni

la cantidad ni la duracion de la estimulacidén estrogénica afectd al moco cervical
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producido por las ovejas con enfermedad del trébol. Estos animales produjeron mas
moco que los controles en ausencia de esttmulacidon estrogénica. Parece que esto es
debido a una produccién autonoma de moco cervical. E! spinnbarkeit no se incrementd

porque la capacitdad del cervix para responder a los estrogenos esta disminuida.

Esto habia sido postulado por el mismo autor (Adams, 1976a) sugiriendo que la
infertilidad de las ovejas afectadas por ia enfermedad del trébol era debida a una
incapacidad de los organos diana a dar una respuesta continuada a los estrogenos, y por
tanto, los estrogenos endogenos son incapaces de preparar al cervix para producir un

mucus con un spinnbarkert normal en el estro,

Los casos de nfertilidad cast siempre van acompaiiados de cambios
morfologicos en el cervix: pliegues mas cortos y con mayor cantidad de estroma.
mcremento de la cantidad de lamina propia bajo los pliegues, alteracion de la lamina
propia con presencia de glandulas tubulares v el endocervix llega a parecerse al

endometrio (Adams, 1986).

Valderrabano et al. (1988) encontraron en el epitelio del cervix de ovejas
alimentadas con alfalfa una hiperplasia de las células secretoras del cervix y una
modificacion de la composicion quimica del moco cervical, con una prevalencia de
mucopolisacaridos neutros 1o que sugiere una disminucion en la cantidad de radicales
acidos, lo que ha sido relacionado con una disminucion en la viscosidad del mucus
cervical (Hamana et al., 1971), dificultando el transporte espermatico (Barberan et al ,

1960).
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2.4. ALTERACIONES HORMONALES ASOCIADAS AL CONSUMOQO DE
FITOESTROGENOS.

Muchos estudios sobre el efecto de los fitoestrogenos se han concentrado
Umicamente en los cambtos en el tracto reproductor. No obstante, hay indicaciones de
que también interfieren en los mecanismos de feed-back envueltos en la liberacion de
gonadotropinas uniéndose competitivamente a los receptores de estradioi de la hipofisis

y el hipotalamo (Mathieson y Kitts, 1980).

Adams (1976b) observo en ovejas ovariectomizadas unilateralmente y afectadas
por fitoestrogenos que el ovario remanente no sufria una hipertrofia ovarica
compensadora, lo cual implica que existe una alteracién en el balance hormonal del efe

hipotalamo-hipofisis,

Por tanto, alguno de los efectos de los fitoestrégenos sobre la funcidn ovarica
parecen ser el resultado de acciones indirectas sobre la secrecidon de hormonas

gonadotrdpicas (Fredricks et al., 1981).
En este contexto, se han propuesfo para los fitoestrogenos acciones agonistas y

antagonistas del estradiol 17-8, dependiendo tales acciones de 1a dosis ingerida (Leavitt

y Wright, 1965; Folman y Pope, 1966).
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2.4.1. Gonadotropinas.

Estudios sobre la liberacion de LH después de un tratamiento con estradiol 17-3
en ovejas ovariectomizadas han demostrado que el hipotalamo de ovejas afectadas por
fitoestrogenos tiene una sensibilidad reducida a la estimulacion por el estradiol 17-8y
no se produce un pico normal de LH en respuesta a la estimulacion estrogénica (Findlay

et al., 1973}

Esta reducida respuesta del gje hipotalamo-hipofisis al estradiol 17-8 podria estar
relacionada con cambios en el numero o afinidad o ambos, de los receptores

citoplasmaticos del estradiol [7-3 en la hipofisis (Tang v Adams, 1978a).

Si un pastoreo prolongado en pastos estrogénicos causa una menor respuesta del
eje hipotalamo-hipofisis al estradiol 17-0, entonces los niveles plasmaticos basales de
gonadotropinas podrian ser mas altos que los normales, debido a una reduccion en el

efecto de feed-back negativo del estradiol (Scaramuzzi et al., 1971b).

Hearnshaw et al., (1977), demostraron que la ingestion de trébol estrogénico
provoca un mcremento agudo en la concentracion de LH en ovejas ovariectomizadas.
Hettle y Kitts (1983), observaron que la concentracion que correspondia al pico de LH
era mayor en ovejas que consumian alfalfa estrogénica que en ovejas controles, aunque

el pico ocurria mas tarde en las ovejas que consumian fitoestrogenos.

El incremento en LH estimularia al ovarnio para secretar mas estradiol y se
estableceria un nuevo equiiibrio en el cual fueran producidos aitos niveles plasmaticos

de gonadotropinas y estradiol {Rodger et al., 1980).
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Los datos sugieren, por tanto, que los fitoestrogenos actuan a nivel del SNCy

de la hipofisis alterando la secrecion de gonadotropinas {Kaldas y Hughes, 1989).

Tanto en ovejas ovariectomizadas (Montgomery et al., 1985) como en ovejas
enteras (Adams, 1981) afectadas por ia enfermedad del trébol, 1a mejor explicacion para
el dafio en la secrecion de gonadotropinas fue una accion SNC/hipotilamo. En
particular, en ovejas afectadas, el pico de LH podria no ser logrado por la
administracién exdgena de estradiol 17-8 (consistente con la pérdida del feed-back
posttivo), pero la secrecién de LH en respuesta a la GnRH exdgena fue normal (Adams,

1981), sugiriendo un efecto no hipofiseal.

Sin embargo, trabajos mas recientes han demostrado que una exposicidn aguda
a fitoestrogenos (coumestrol y genisteina) alteraban la liberacidon de LH inducida por
GnRH en ratas ovariectomizadas, sugiriendo que la hipofisis es también un lugar de

accton de los fitoestrogenos (Hughes, 1988b).

2.4.1. Toteraccion enfre los efectos reproductives de los fitoestrogenos y
el fotoperiodo.

El mecanismo regulador de la funcion reproductiva se encuentra a nivel de
hipotalamo en el generador de pulsos; este a su vez mediatiza su secrecion de GnRH
a través del "feed-back” de los esterotdes gonadales, con lo cual cierra su ciclo, y esto
finalmente se traduce en que las variaciones estacionales afectan a la pulsatifidad de la

LH (Lopez- Sebastian, 1989%a).
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Durante la fase luteal del ciclo, la LH se segrega a pulsos de baja frecuencia, no
superiores a un pulso cada 3-4 horas. En este momento la progesterona actiia como un
inhibidor de la secreciéon de LH. Cuando se produce la luteolisis, los pulsos se
incrementan, pudiendo {legar a alcanzar una frecuencia de un pulso cada hora, lo que
provoca un mayor estimulo en el desarrolio folicular, alcanzindose el estadio de foliculo
preovulatorio, éste, mediante su alta secrecion de estradiol, da lugar a la descarga
preovulatoria de LH por un efecto de feed-back positive sobre el hipotalamo e hip6fisis
(Karsch, 1984). Asi, la transicion de unas épocas de anoestro a otras de actividad
reproductiva, se basa en las variaciones de la sensibilidad del hipotdlamo al feed-back

negativo que ejerce el estradiol sobre la secrecién de GnRH.

Durante el pertodo de transicion de dias cortos a dias largos, los cambios en el
fotoperiodo se traducen en un incremento de la sensibilidad del hipotilamo a los
esteroides gonadales; el aumento de esta senstbilidad cuando se produce el Gltimo ciclo
de la estacion favorable provocara que los propios incrementos en el nivel de estradiol
anulen la descarga preovulatoria de LH. Cuando se produce la transicion hacia la
estacion favorable, la potencia del estradiol como inhibidor de la LH disminuye y se
establece de nuevo la ciclictdad. Por tanto, cuando la respuesta al estradiol es baja, el
nivel de secrecion de LH permite el mantenimiento de la ciclicidad, mientras que

cuando la respuesta es alta, la actividad ciclica se suprime (Lopez-Sebastian, 1989a).

La progesterona y el estradiol modulan la frecuencia y amplitud de los pulsos
de LH. El estradiol disminuye la amplitud de los pulsos pero no la frecuencia, asi como
la elevacion del pico de LH resuitado de ia adminisiracién de GnRH, mientras que la
progesterona disminuye la frecuencia de los pulsos de LH sin reducir su amplitud o la

respuesta a la GnRH (Goodman y Karch, 1980), asi mismo, el estradiol contribuye a
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incrementar la frecuencia de los pulsos durante la fase folicutar del ciclo (Karsch et al,,

1983).

Durante la estacion reproductora, un incréemenio en la concentracion de
coumestrol en la dieta resultd en una disminucién en la amplitud de los pulsos de LH,
pero no afecto la frecuencia de los pulsos o 1a concentracion de FSH. Este descenso que
se observa con un incremento de la concentracion de coumestrol en la dieta es
consistente con el efecto del estradiol durante la estacion reproductora (Montgomery et

al., 1985).

Se han estudiado las tnteracciones entre los efectos reproductivos de la
exposicion a fitoesirogenos y el fotoperiodo. En ovejas normales y enteras, la frecuencia
de los pulsos de LH vy las concentraciones plasmaticas de L.LH son mas altas durante Ia
estacion reproductora que durante el anoestro. En ovejas afectadas por la enfermedad
del trébol, la frecuencia de los pulsos de LH y la concentracion de LH durante la
estacién reproductora son cercanas a las de ovejas normales. En contraste, durante el
anoestro, estos parametros se manttenen al mismo nivel que en estacidn reproductora
en las ovejas afectadas {Chamley et al., 1981; 1985), demostrando una disminucion en

la sensibilidad del hipotalamo al feed-back negativo del estradiol.

Asi, durante el anoestro, los niveles medios de LH fueron mas bajos en ovejas
normales que en afectadas [0,45 %+ 0,41 {n=31) versus 0,82 + 0,73 (p=48) ng/ml
P<0,01}, mientras que en estacidn reproductora el nivel medio de LH se elevd a 1,23
+ 0,65 ng/ml (n=76), pero no hubo ningin cambio en las ovejas afectadas por la

enfermedad del trébol (Chamley et al., 1981).
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2.4.3. Estrogenos.

Los problemas causados por los estrogenos de origen vegetal se deben a su
elevada concentracién en el plasma sanguineo de los animales que ingieren las plantas,
comparada con la de estrogenos enddgenos (Valderrabano, 1992). A concentracion
elevada, un estrdgeno vegetal debil puede ejercer en el amimal un efecto tmportante y
productr un desequilibrio hormonal (Mathieson y Kitts, 1980) aunque su actividad sea

solo de 107 a 107 veces la del estradiol.

Los estrogenos vegetales pueden actuar como antiestrogenos compitiendo, al
unirse con las proteinas receptoras de Jos tejidos sensibles al estrégeno, con los
estrogenos enddgenos mas activos que se encuentran en una proporciéon mucho menor
en el plasma sanguineo (Shutt v Cox, 1972; Shemesh et al., 1972; Newsome y Kiits,
1977).

Newsome v Kitts (1977), en un estudio sobre los efectos de los fitoestrogenos
de la alfalfa (principalmente coumestrol y genisteina) sobre los niveles de estrogenos
endogenos en ovejas, observaron que las ovejas controles tenian mas altos y mas
variébles niveles plasmaticos de estrogenos endogenos que las ovejas que comieron
aifalfa, sugtriendo que la estimulacion del ovario por las gonadotropinas esta reducida

por la presencia de fitoestrogenos en ef plasma.
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2.4.4. Progesterona,

En condiciones normales, los niveles de progesterona comienzan a elevarse a
partir del tercer dia del ciclo, imncrementindose hasta los dias 8-9 v manteniéndose
aproximadamente durante S dias, declinando sobre los dias 14-15, para alcanzar un bajo

nivel sobre el dia antes del estro (Thorbum et al., 1969).

Después de la ovulacion, el cuerpo liteo formado comienza a segregar
progesterona, siendo esta la responsable de la preparacidn del atero para la anidacion
y ¢l mantenimiento posterior del embrién, hasta aproximadamente el dia 60 de
gestac1on, cuando la secrecion de progesterona de ongen placentario es capaz de

soportar por 51 misma la gestacion (Lopez Sebastian, 1989b).

Los resultados de los estudios sobre la produccion de progesterona en ovejas que
ingieren fitoestrogenos, muestran una importante diferencia endocrinologica entre los
dos tipos de infertilidad, temporal y permanente, de tal manera que la forma temporal
estad marcada por un cambio en la produccidn de progesterona, lo que no ocurre en la

permanente.

En este sentido, Obst y Seamark (1970; 1975), en un estudio realizado con
ovejas que presentaban infertilidad temporal, observaron que el periodo de funcion del
cuerpo luteo (determinado por la concentracion de progesterona en plasma periférico)
era de 2 a 3 dias mas corto en ovejas sobre pastos estrogénicos que en las controles,
siendo las concentraciones aproximadamente iguales hasta el dia 12 del ciclo cuando

la progesterona en el grupo estrogénico ¢ayo a los niveles del estro. Esta alteracion en
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la funcién del cuerpo lateo ha sido observada también por otros autores (Hearnshaw et

al., 1972; Adams et al., 1981).

Sin embargo, no se encuentran diferencias entre los niveles de produccion de
progestercna entre ovejas controles e infértiles con tipo permanente de infertilidad

debida a la ingestion de fitoestrogenos (Smith, 1975).

En cuanto a las concentraciones de progesterona durante la gestacidn, varios
estudios indican que los niveles son simlares a los de ovejas controles hasta
aproximadamente el dia 90 de gestacion, a partir del cual, los niveles de progesterona
en ovejas que ingieren fitoestrogenos son significativamente mas bajos (Obst et al,

1972, Obst v Seamark, 1975).

Por tanto, los resultados sugieren que cuando se establece la gestacion, la
funcion luteal no esté afectada por la ingestidn de fitoestrégenos, sin embargo, en el
tltimo tercio de la gestacion, la ingestién de fifoestrégenos parece reducir los niveles

de progesterona plasmatica (Obst v Seamark, 1971).
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2.5. ALTERACIONES ANATOMOPATOLOGICAS ASOCIADAS AL
CONSUMO DE FITOESTROGENOS.

2.5.1. Lesiones anatomopatolégicas asociadas a la forma permanente de

infertilidad,

2.5.1.1. Aparato reproductor.

-Ovarnio.

Kelly et al. (1976a), describieron anormalidades foliculares en los ovarios de
ovejas que consumian pellets de alfalfa con un contenido en coumestanos de 1000 ppm.
Observaron un mayor nimero de foliculos, en algunos de ellos la formacién antral fue
deficiente y muchos tenian signos de atresia temprana. La rete ovarica parecié ser mas
activa que en las controles y el lumen contenia mas células desprendidas. Las muestras
histologicas del ovario indicaron que su estructura folicular era anormal y similar a la
encontrada cuando los ovarios se someten a una excesiva cantidad de estrdgenos

exogenos (Goldenberg et al., 1972).

Adams (1976b), describe cambios ovaricos similares a los observados en
animales con exceso de estrogenos (Goldenberg et al., 1972), con un nimero excesivo
de foliculos de talla media y pequefia, en muchos de los cuales la formacion antral era
deficiente. Estas anormalidades estaban acompafadas por una atresia temprana de los
foliculos, observando un desarrollo folicular anormal y una hiperplasia de la rete

OVarica.
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Se han descrito anormalidades en la ovulacion que pueden ser debidas a acciones
directas de los fitoestrogenos sobre el ovario. Asi, la administracion de sitosterol a
ovejas inhibid el desarrollo folicular (El Samannoudy et al., 1980). Se observd que los
foliculos mostraban degeneracion con hemorragias intrafoliculares y desarrollo de

ovocitos con inclusiones lipidicas.

Por otra parte, la actividad de dos enzimas ovaricas parece estar influenciada por
los fitoestrogenos. Bajas dosis de fitoestrogenos inhiben la 17,20 liasa en las células de
la granulosa de los bévidos (Kaplanski et al., 1981) lo que podria alterar 12 capacidad
de esteroidogénesis del foliculo o del cuerpo Hiteo y por otro lado, la fosfatasa alcalina
en los ovartos estd afectada por la exposicion a fitoestrégenos (El Samannoudy et al.,

1980).

Los ovarios de las ovejas sometidas a una dieta de alfalfa durante nueve meses,
presentaban un peso significativamente menor que un grupo control sobre rye-grass
(Barberan et al, 1990). Los ovarios eran mas pequeiios (tanto en peso como en
jongitud), aunque no encontraron diferencias en la actividad ovarica nmi lesiones

histopatoldgicas significativas,

Asi mismo, se ha descrito la presencia de quistes intraepiteliales en el oviducto

(Adams, 1976¢; Barberan et al., 1990).
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~Utero.

Un pronunciado efecto de los fitoestrogenos es un incremento del peso uterino

{Bennetts et al,, 1967, Kelly et al., 1976b).

En ovepas con infertitidad debida a una prolongada exposicidon a pastos
estrogeénicos hay un marcado mcremento en la actividad de algunas enzimas uterinas,

asi como en la sintesis de proteinas y glicoproteinas (Tang y Adams, 1981; 1986).

Estas observaciones indican que el aumento de peso uterino es debida a una
hipertrofia mas que a un simple edema. Al mismo tiempo los bajos niveles de lipidos
en el itero sugieren una inhibicion de la sintesis o un incremento de la utilizacion de
los lipidos dentro de éste oOrgano (El Samannoudy et al., 1980). Por tanto, los
fitoestrogenos pueden afectar a diferentes enzimas en distinta forma, estimulando la

actividad de algunas mientras bloquean la accidn de otras (Kaldas y Hughes, 1989).

La infertitidad inducida por los fitoestrogenos o por los estrogenos sintéticos esta
asociada con la hiperplasia quistica glandular del endometrio (Barret et al., 1965} v
existe una relacion entre severidad de ésta lesion e infertilidad {Underwood et al., 1959;

Davies y Nairn, 1964).

Barret (1963), sugiere un mecanismo por el cual la hiperplasia puede causar
estertlidad. Los quistes endometriales incrementan su numero y tamario hasta un punto
que es incompatible con la supervivencia del feto posiblemente por una disminucién en

la eficacia de los cotiledones.
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Rizzoli y Moran, {1977), observaron cambios histopatologicos en la mucosa
uterina relacionados con una prolongada ingestion de trébol altamente estrogénico. La
lesion era una hiperplasia endometnal correspondiente a un hiperestrogenismo. El
aumento de espesor endometnal fue consecuencia de una hipertrofia glandular en las
areas intercarunculares. Las glandulas eran anchas y tortuosas y el epitelio tenia varias
capas de células columnares dispuestas desordenadamente. El estroma estaba

marcadamente edematoso v con una proliferacidn del tejido conectivo caruncular.

En corderas sometidas a un pastoreo de alfalfa durante nueve meses se ha
observado edema penglandular y miometral, endometrifis subaguda con neutrofilia e
infiltracion linfocitica de la lamina propia y particulas necrdticas intraepiteliales

(Valderrabano et al,, 1988; Barberan et al., 1990).

Otras alteraciones descritas son hidropesia uterina (Turnbull et al., 1966; Adams
et al, 1981), y una alta incidencia de piometras (Turnbull, 1966; Fels y Neil, 1968).
Esta mayor incidencia de ptometras es debida a que el hiperestrogenismo causa un dafio

funcional en el cervix permitiendo el paso de bacterias al tero (Fels v Neil, 1968).

Los sintomas mas espectaculares de infertilidad permanente debida a un
prolongado consumo de pastos estrogénicos son el prolapso uterino y la distocia (Clark,

1965}, aunque han deciinado en incidencia.

La patogeénesis de la distocia no es bien conocida. Bennetts et al. (1946)

suginieron que la distocia tesultaba de una inercia uterina primana, sin embargo,
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Maxwell {1970), sospechd que la distocia era debida a un fallo en la dilatacion de la

vulva y que la inercia uterina era secundaria.

Gardiner y Nairn, (1969), observaron en ovejas con enfermedad del trébol que
el prolapso uterino estaba asociado con el stress y la hiperplasia de las glandulas

adrenales.

Adams y Nairn, (1983), en una experiencia para definir las caracteristicas de la
distocia en dos rebafios de ovejas expuestos a pastos altamente estrogénicos, encontro
también un aumento de tamafo de las adrenales, eliminando ia teoria de Bennetts al no
encontrar evidencias directas de una inercia uterina prnimaria, observando ademas
esfuerzos expulsivos indicados por la ruptura del atero y separacidén de la pelvis, y

lesiones v edemas en los corderos, unido a una falta de dilatacion del cervix.

-Cervix,

Los cambios mas severos debidos al consumo de fitoestrdgenos ocurren a nivel

del cervix.

Los pliegues cervicales se hacen mas anchos y llegan a fusionarse, hay un
incremento en la cantidad de lamina propia que ademas presenta un mayor contenido
celular (Adams, 1986) v se observa un desarrollo de glandulas tubulares similares a las

glandulas uterinas (Heydon y Adams, 1977).
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En ovejas normales, la parte caudal dei cervix esta revestida con un epitelio
escamoso estratificado y la parte craneal contiene células ciliadas (Lightfoot y Adams,
1979). En ovejas sometidas a una exposicion prolongada a fitoestrogenos hay una escasa
proporcion de epitelio escamoso estratificado y aparece una capa simple de células

columnares (Lightfoot y Adams, 1979).

En funcién de todos estos cambios, parece que la exposicidn crénica a plantas
estrogénicas estimula la transformacion del cervix hacia una estructura de tipo uterino,

tomando una apariencia de endometrio (Adams, 1986).

Cambios similares se producen en otras especies al administrar estrogenos
durante la organogénesis {Forsberg, 1969). Después del periodo de organogénesis el
papel arquitectural de los estrogenos normalmente se piterde (Adams, 1990), aunque
parece que la oveja tiene una habilidad para manifestar una respuesta morfologica al
estradiol durante la vida adulta (Adams, 1986). Sin embargo, Chilton et al., (1980)
encontraron que los estrogenos juegan un papel sigmficativo en el mantenimiento de la

cttoarquitectura y actividad de biosintesis del epitelio endocervical.

En ovejas sometidas a fitoestrdgenos se incrementa la sintesis de proteinas y
glicoproteinas (Tang y Adams, 1978b) y el numero de receptores para estrogenos en el
cervix. Asi, los estrégenos exdgenos no solo ocupan los lugares de union disponuibles,
sing que ademds estimulan la produccion local de mas sitios de unién (Tang y Adams,
1978a). Este hecho hace a los tejidos mas sensibles a la accion estrogénica y por tanto
st la exposicion a estrogenos continua, las alteraciones cervicales pueden legar a ser

muy exageradas (Kaldas y Hughes, 1989).
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Se han descrito también alteraciones a nivel del epitelio vaginal, con una mavor
queratinizacion y sintesis queratohialina en las capas parabasales (Barberan et al., 1990),

y un fallo en la respuesta a 1a estimulacion estrogénica (Adams, 1976a).

Otros cambios observados sugteren que los fitoestrégenos afectan la
diferenciacion sexual en ovejas afectadas. Los genitales externos se masculinizan
(Adams, 1990), con un incremento en la cantidad de tejido sobre el clitoris, resultando
en un estrechamiento del orificio vaginal. También se ha observado un incremento en
la longitud del clitoris. Es posible que las isoflavonas tengan una ligera actividad
androgénica en adiccion a su efecto estrogénico. Una explicacion alternativa puede ser
el incremento en tamaiio y funcion de la glandula adrenal en ovejas expuestas a estos
pastos, va que los andrégenos secretados por una glandula adrenal anormal son una

causa de virilizacion.

El prolapso uterino ests relacionado con otra manifestacion de la enfermedad del
trébol, conocida como “high-tail" (Adams, 1976¢), en la cual la base de la cola parece
estar elevada debido a una rotacion de la pelvis. es el resultado de una relajacion de los
hgamentos pelvianos y de una pérdida de 1a tenston normal o firmeza de los tejidos en

la region pelviana (Beck y Gardiner, 1965).

En cuanto a los machos, la fertilidad y la produccion de semen en moruecos que
han estado consumiendo pastos estrogénicos durante varios afios no parecen afectadas.
Sin embargo. los carneros presentan un aumento de tamafio de los pezones y en
ocasiones puede haber produccion de leche (Braden et al., 1964, Millington et al., 1964
av b)
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La glandula bulbouretral y las vesiculas seminales presentan un ligero aumento
de peso con el pastoreo prolongado de forrajes estrogénicos que parece ser debido a la
acumulacion de secrecion en las luces de los adendmeros y/o conductos excretores

{Barberan y Valderrdbano,1989).

Las plantas estrogénicas producen un incremento del estroma fibroso de las

vesiculas seminales similar al causado por el dietilestilboestrol (Noteboom et al., 1961).

2.5.1.2. Otras alteraciones

El ganado ovino mantenido sobre pastos estrogénicos, en particular trébol
subterraneo, o animales inyectados o implantados con estrogenos, pueden presentar una

incidencia de obstrucciones urinarias fatales de hasta un 10%.

La hipersecreccién y descamacion de células epiteliales observada en las
glandulas accesorias {(Barberan y Valderrabano, 1989), junto con la produccion de
sedimentos, conteniendo fitoestrogenos, en los rifiones (Nottle y Beck, 1974), es la

causa principal de la obstruccion del proceso uretral (Jubb et al., 1985).

Se han encontrado también alteraciones morfologicas en las glandulas tiroides
y adrenales, que presentan un aumento de tamafio (Gardiner y Naim, 1969; Heamnshaw
et al., 1972; Ramon, 1987), v en la glandula mamaria, que presenta gran desarrolio
glandular y actividad secretora en corderas vacias (Valderrabano et al., 1988; Ramon

et al., 1987).
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Asi mismo, se han descrito también alteraciones a nivel del sistema nervioso
central. Gardiner y Nairn, (1969), encontraron hipercromictdad neuronal y astrogliosis

en el hipotalamo de ovejas que pastaban trébol estrogénico. hipofisis.

Faber v Hughes, (1991), han demostrado que la exposicion en etapas tempranas
del desarrrollo a estrogenos medio-ambientales, altera la respuesta post-puberal de la
hipéfisis a la GnRh y androgeniza el nucleo de diferenciacion sexual.

2.6. MEDIDAS DE CONTROL.

En los pasados 30 afios, el control de la enfermedad del trébol ha estado basado
principalmente en medidas agronomicas, entre ellas las dirigidas a sustituir las especies

de mas actividad estrogénica por otras variedades libres de fitoestrogenos.

La aplicacion continua de fertilizantes de fosfato ha ayudado a prevenir la

acumulacion de formononetina en los pastos (Rossiter, 1970).

Otras medidas alternativas para controlar los efectos en los animales derivados

del consumo de forrajes fitoestrogénicos incluyen:

- Seleccidn genética de ovejas resistentes a la enfermedad del trébol (Croker et

al, 1989):
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Parece que hay animales resistentes a la enfermedad del trébol (Lightfoot, 1974)
y que este tipo de resistencia esta asociada al tipo de hemoglobina (Obst y Seamark,

1971), aunque éste punto no parece estar muy claro.

.~ Alteracion del metabolismo de los fitoestrogenos en el animal (Cox y Braden,
1974}, mediante la manipulacién de los microorganismos del rumen para obtener formas

que metabolicen los estrogenos vegetales hacia otros compuestos menos activos.

~ Immunizacién frente a los fitoestrégenos:

Se ha demostrado que los animales pueden ser inmunizados contra los
fitoestrogenos (Bauminger et al., 1969). Se han conseguido anticuerpos especificos
contra los fitoestrogenos inmumzando animales contra derivados fitoestrogénicos
conjugados a polipéptidos sintéticos o a seroalbumina bovina {Cox et al., 1972).
Concretamente ha sido postble bloquear la accidn de la genisteina o del equol, eshimada
mediante la respuesta uterina a la relacion RNA/DNA (una respuesta tipica de los
estrogenos) que se mantuvo mucho mas débil en animales inmunizados. Sin embargo,
los efectos estrogénicos sobre el utero no se vieron reducidos cuando las ovejas
inmunizadas se mantuvieron sobre pastos estrogénicos. A pesar de los elevados titulos
de anticuerpos encontrados en las ovejas inmunizadas, el peso del dGtero fue mucho
mayor que el de ovejas mantenidas sobre pastos no estrogénicos. La falia de proteccion
de las ovejas inmunizadas en el pasto puede haber sido debida a una incapacidad de los
anticuerpos para neutralizar las grandes cantidades de estrégenos derivados de las

plantas durante el periodo de exposicion (Cox et al., 1984},
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La posibilidad de inmunizar animales contra estrogenos vegetales se halta en un
estado avanzado de desarrollo y muestra el camino hacia métodos de reducir otros
transtornos en los animales de pastoreo debidos a constituyentes vegetales
(Valderrabano, 1992). La inmunizacion contra esteroides, resueive en parte, la reduccion
de la fecundidad resultante de la ingestion de coumestanos aunque no ha sido efectiva
contrarrestando los efectos de las isoflavonas cuando los animales pastaban trébol en

la cubricion (Little et al., 1984).
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3.- MATERIAL Y METODOS.

3.1.- EXPERIENCIAS:

Todas las experiencitas se han Ilevado a cabo en la finca "El Encin”,
perteneciente al Servicio de Investigacion Agraria de 1a Comunidad de Madrid y situada
en el término municipal de Alcald de Henares. La finca se encuentra en el Km. 38 de
la carretera Nacional TI, a 40°31 de latitud Norte, 3°7 de longitud oeste y a una altitud
aproximada de 610 m. s.m. Segun la clasificacion bioclimatica de Gaussen, el clima de
dicha finca puede considerarse como "templado medio", los inviernos son moderados
con temperaturas medias del mes mas frio de 5,1°C. La precipitacion media anual es de

470 mm. distribuidos entre otofio y primavera.

3.1.1.- EXPERIENCIA 1*.- OTONO DE 1991,

Animales;

Se controlaron un total de 28 ovejas distribuidas en dos grupos:

-._Grupo problema: constituido por 14 ovejas de raza Manchega. Eran

ovejas aduitas, secas, con un peso medio de 50 Kg al inicio de la experiencia v un
periodo de post-parto previo de cinco meses. Este grupo se introdujo en parcelas de
alfalfa "Tierra de Campos” de 1 Ha. aproximadamente, donde pastaron hasta el final de
la tercera expertencia (un periodo de un afio), controlandose en esta primera experiencia

durante un periodo de 2 meses.

-._Grupo control: constituido por 14 ovejas de raza Manchega. Eran
ovejas adultas, secas, con un peso medio de 50 Kg al comienzo de la experiencia y un
periodo de post-parto previo de cinco meses. Este grupo se manfuvo en

semiestabulacidn, en una nave con una superficie de aproximadamente 1 m*/oveja y un
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parque exterior de ejercicio de 2 m*/oveja. La alimentacién estuvo compuesta de cebada
(200 gr/animal/dia) y una racién de volumen a base de heno de veza-avena (550
gr/animal/dia) y paja de cereal (550 gr/animal/dia). Para el racionamiento de los

animales se siguieron las recomendaciones del INRA (1988).

El agua, bloques de sal y correctores vitaminicos minerales se encontraron a

libre disposicion de los animales.

Previamente al inicto de la experiencia todos los animales fueron desparasitados
y se observdé que ciclaban normalmente mediante la introduccion de machos

enmandilados.

Disefio_experimental:

3.1.1.1.- Control de los celos y recogidas de moco cervical,

Al inicio de la experiencia y con el fin de agrupar los celos, se colocaron
esponjas intravaginales de 30 mg. de FGA (Chronogest, Intervet). A los 14 dias se
retiraron las esponjas y a las 24 horas de la extraccion de la esponja comenzo [a
deteccién de celos con machos enmandilados (1 morueco por cada 7 ovejas), y se
realizo 1a observacion y recuento de ovejas en celo cada 6 horas, hasta 72 horas después
de la retirada del progestageno. De las 28 ovejas salieron en celo 12 en cada grupo,

puesto que alguna perdid la esponja y otras no manifestaron sintomas de celo.

Después de la deteccion de celos, el grupo problema salhio a las parcelas de
alfaifa.
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CELO 1° CELO 2° CELO 3° CELO 4-°
(sincronizado) (natural) (natural) {sincronizado)
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PROGESTAGENO Salida al pasto 3incrclmizaci6n
{(grupo problema) € celos.
Control de celos -Control de celos -Control de celoas -Control de celos.
cada 6 horas. cada 6 horas. cada 6 horas. -Extraccion de sangre
-Recogida de moco cervical -Recogida de moco cervical cada 3 horas (LH).
cada 6 horas. cada 6 horas.
D: Dias desde la extraccion de la primera esponja. D" Dias desde la extraccién de la segunda esponja.

AExtracciones de sangre para medir LH (cada 3 h.) i Extracciones de sangre para medir progesterona
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Los dos grupos de animales se controlaron durante los dos celos siguientes, que
fueron naturales, y se siguio la metodologia descrita por Selaive-Villarroel y Kennedy
(1983): en los dias previstos de presentacion del celo, se introdujeron los machos
enmandilados en cada grupo (! morueco por cada 6 ovejas). Los signos de celo se

observaron cada 6 horas desde las 9:00 hasta las 21:00 y hasta el final del celo.

El moco cervical se comenzo a recoger nada mas evidenciado el estro, y a partir

de entonces cada 6 horas hasta el final del celo.

Para la toma de moco cervical, se examinod el cervix con un espéculo vaginal
después de limpiar la vulva. El moco cervical de aspirdé con una pipeta graduada (5 ml.)

mediante una pera de aspiracion.

Después de [a recogida, se introdujo en criotubos (Nunc Cryotubes) y se
mantuvo congelado en nitrégeno liquido hasta su analisis, puesto que la congelacion del

moco cervical en nitrogeno liquido no afecta a su estructura (Murase y Braun, 1990},

Las determinaciones realizadas sobre el moco cervical fueron: volumen,
spinnbarkeit, grado de arborizacion, presion osmotica y penetracidon espermatica, v se
describen en el apartado de analisis del moco cervical.

3.1.1.2.- Recogida de muestras de sangre.

En ambos grupos de ovejas se recogieron muestras de sangre dos dias por

semana desde la extraccion de la esponja hasta el final de la expertencia para determinar

las concentraciones plasmaticas de progesterona.
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Ademds, pasadas dos semanas desde ¢! ultime celo natural, se volvieron a
colocar esponjas para determunar el pico preovulatorio de LH, en ambos grupos,
tomandose como referencia para inictar las recogidas de sangre el momento de la
extraceion de la esponja. Se tomaron muestras de sangre cada tres horas desde 24 horas

después de la extraccion de la esponja hasta 24 horas después de Ia salida en celo.

La toma de muestras de sangre se realizd por puncién en la vena vugular,
recogiéndose en tubos de 5 mi. con heparina sodica v a vacio (Vacutainer), siendo
centrifugada tnmedtatamente a 3.500 r.p.m. durante 20 minutos v almacenado el plasma
en tubos de pohiestireno cerrados herméticamente, que permanecieron en congelador a -

20°C hasta el momento del analisis.

La determinacton de las concentraciones de LH v progesterona se realizo
signiendo las téenicas de analisis radioinmunolégico que se describen en el apartado

correspondiente a analisis hormonales.

3.1.1.3.- Toma de muestras del pasto.

Las ovejas del grupo problema se sometieron a un pastoreo rotacional en 7
parcelas de alfalfa "Tierra de Campos”, de aproximadamente | Ha., divididas mediante

pastor eléctrico.

Con el fin de estimar la disponibilidad de aifalfa, en cada una de las parcelas
donde las ovejas pastaron, se cortaron 10 muestras del pasto de 0,1 m® de superficie,
obtemdas mediante el fanzamiento de un marco de 0,33 cm. de lado (aproximadamente

0,1 m), siguiendo un recorrido predefinido.
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En el laboratorio se separaron manualmente las muestras, diferenctandose entre
malas hierbas vy aifalfa. Las muestras se secaron en estufa a 85°C durante 48 horas, para

abtener M S.

Seguidamente, 1as muestras se motieron en un molino Culathi, al que se adapto
un tamiz de 1 mm. para homogeneizar la muestra, Posteriormente se almacenaron hasta
su analisis. La técnica empleada para determinar el contenido en coumestrol de la alfaifa
se describe en el apartado de analisis del contenido en coumestrol de la alfalfa,
realizandose también analisis de las malas hierbas asi como de la dieta del grupo control
y de los pellets de alfaifa con que se alimento el lote problema cuando no hubo

disponibilidad de alfalfa en las parcelas.

3.1.2.- EXPERIENCIA 2°.- PRIMAVERA DE 1992,

Animales:

Se controlaron un total de 28 ovejas distributdas en dos grupos:

- Grupo problema: constituido por 14 ovejas de raza Manchega. Eran
ovejas adultas, secas, y con un peso medio de 56 Kg al inicio de la experiencia. Este
grupo se introdujo en el mes de Abril en parcelas de alfalfa "Tierra de Campos" de 1
Ha. aproximadamente, donde pastaron hasta el final de todas las experiencias (nueve

meses), controlandose durante un periodo de dos meses desde su entrada en las parcelas.

-~ Grupo_control: constituido por 14 ovejas de raza Manchega, adultas,

secas, y con un peso medio de 55 Kg al comienzo de la expertencia. Este grupo se
mantuvo en semiestabulacion en una nave con una superficie de aproximadamente 1|

m°/oveja y un parque exterior de ejercicio de 2 m7/oveja. La alimentacion estuvo
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compuesta de cebada (200 gr/animal/dia) y una racion de volumen a base de heno de

veza-avena (550 gr/animal/dia) y paja de cereal (550 gr/ammal/dia}.

El agua, blogues de sal y correctores vitaminico-minerales se encontraron a libre

disposicion de los animales.

Previamente al inicio de la expertencia, todos los animales fueron desparasitados

y se observé que ciclaban normalmente mediante la introduccion de machos recelas.

Diseifio_experimental:

3.1.2.1.- Control de celos y recogida de moco cervical.

Igual que en la primera experiencia, se sincronizaron {os celos de ambos grupos
de antmales con esponjas intravaginales de 30 mg. de FGA, para agrupar los celos. Las
esponjas se extrajeron a los 12 dias, comenzando la deteccién de celos a las 24 horas
con machos enmandilados (1 morueco por cada 7 ovejas), reahzandose la observacion
y el recuento de ovejas en celo cada 6 horas hasta las 72 horas después de la extraccion
de la esponja. De las 28 ovejas salieron en celo 10 en el grupo control y 8 en el

problema.
Después de la deteccidon de celos, el grupo problema salié a las parcelas de

aifalfa, y se siguid la misma metodologia que en la primera expenencia, realizandose

un seguimiento durante dos celos consecutivos, tomandose muestras de moco cervical.
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SEGUNDA EXPERIENCIA.- PRIMAVERA 1992,

CELO 1° CELO 2° CELO 3° CELO 4°
(sincronizado) (natural) (natural) (sincronizado)
R IEE——— I D
D' 0 1 2 3
D O 1 3 4 R 17 18 .. S 32 34 . 48 60 61 62 63
T T ottty T
¥ ¥ A
I R RETIAADA DEL T
RETIRADA DEL PROGESTAGENOD
PROGESTAGENO Salida al pasto 3incrc;nizacién
{grupo problema) e celos.
Control de celos -Control de celos -Control de celos -Control de celos.
cada 6 horas. cada 6 horas. cada 6 horas. -Extraccion de sangre
-Recogida de moco cervical -Recogida de moco cervical cada 3 horas (LH).
cada 6 horas. cada 6 horas.
D: Dias desde la extraccion de la primera esponja. D': Dias desde la extraccién de la segunda esponia.

AExtracciones de sangre para medir LH (cada 3 h.) Extracciones de sangre para medir progesterona
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3.1.2.2.- Recogida de muestras de sangre.

En ambos grupos de ovejas se recogieron muestras de sangre dos dias por
semana desde la extraccion de la esponja hasta el final de la experiencia, para

determinar las concentraciones plasmaticas de progesterona.
Al igual que en la primera experiencia, pasadas dos semanas desde el ultimo

celo natural, se volvieron a colocar esponjas, para determinar el pico de LH en ambos

grupos, y la metodologia seguida fue la misma de la primera experiencia.

3.1.2.3.- Toma de muestras del pasto.
También se determind el contenido en coumestrol de 1a alfaifa durante los meses

de primavera y ya hasta el final de todas las experiencias. El método seguido para la

realizar el muestreo del pasto fue el mismo descrito en la primera experiencia.
3.1.3.- EXPERIENCIA 3*.- OTONO DE 1992.
Animales:
Se controlaron un total de 28 ovejas (que fueron las mismas de la primera
experiencia) después de haber estado el grupo problema aproximadamente un afio sobre

las parcelas. Los meses en que no se dispuso de alfalfa en las parcelas, recibieron una

alimentacion a base de pellets de alfalfa (1,5 Kg/animal/dia).
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Diseiio_expenmental;

3.1.3.1.- Control de celos y recogida de moco cervical.

Fue 1gual que en la primera y segunda experiencia, vy se inicto agrupando los
celos mediante la sincronizacion con esponjas intravaginales de 30 mg. de FGA, que
se retiraron a los 14 dias, saliendo en celo 12 animales en el grupo problema y 13

animales en el grupo control.

Se realizo un seguimiento durante dos celos, durante los cuales se realizaron las

recogidas de moco cervical y se tomaron los datos sobre duracion de celos.

3.1.3.2.- Recogida de muestras de sangre.

Igual que en las experiencias anteriores, se recogio sangre dos dias por semana
desde la extraccion de la esponja hasta el final de la experiencia, para determinar las
concentraciones plasmaticas de progesterona y se siguid la misma metodologia para las

recogidas de LH que en la primera y segunda experiencia.

3.1.3.3. Recogida de muestras para el estudio anatomopatofogice del aparato

reproductor.

Una vez que finalizaron las tomas de sangre para analizar LH en esta dltima
experiencia, se sacrificaron en el matadero de Alcala de Henares, todas las ovejas que
pastaron alfalfa y 8 controles (4 de cada estacion), para realizar el estudio
anatomopatoldgico del aparato reproductor. Se recogio el tracto genital v se realizo la

ingpeccidn macroscopica. Se tomaron muestras de ovario, Utero v vagina y se fijaron
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TERCERA EXPERIENCIA.- OTONO 1992.

CELO 1° CELO 2° CELO 3° CELO a°
(sincronizado) (naturai) (natural) (sincronizado)
e T N N
Do 1 2 3
D o 1 2 16 18 32 33 34 48 62 63 64 65
T1 [N o 17
¥ ¥ A A A
T— ———— N RETIRADA DEL RN
RETIRADA DEL PROGESTAGENO
PROGESTAGENO Sincronizacién
de celos.
Control de celos -Control de celos -Controt de celos -Control de celos.
cada 8 horas. cada B horas. cada 6 horas. -Extraccion de sangre
-Recogida de moco cervical -Recogida de moco cervical cada 3 horas {LH).
cada 6 horas. cada 6 horas.
D: Dias desde la extracclén de la primera esponja. D" Dias desde la extraccién de la segunda esponja.
AExtracciones de sangre para medir LH (cada 3 h.) Extracciones de sangre para medir progesterona

Sacrificio de las 28 ovejas dellos lotes de alfalfa y
8 controles,
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en formol al 10% y liquido de Bouin. El estudio histologico se describe en el apartado

34

3.2. ANALISIS DEL MOCO CERVICAL.

Material v métodos.

En las muestras de moco cervical se determind: volumen, spinnbarkett, grado de

arborizacion, presion osmotica y grado de penetracidn espermatica.

Volumen: El moco cervical se recogio en pipetas graduadas de 5 ml., anotandose
en cada toma el volumen recogido y posteriormente se depositd en tubos colectores

conicos graduados (10 ml).

Spinnbarkeit: El moco cervical se depositd sobre un portaobjetos. Con otro
portaobjetos se realizo presion sobre el moco cervical y posteriormente se separaron
ambos portas hasta que el hilo de moco cervical se rompio. La distancia vertical a la

cual se produce la ruptura fue medida mediante una regleta graduada (Adams, 1977).

Arborizacion: El grado de arborizacion se midio en un rango de 0-3 (segun el
namero de ramificaciones), basado en el sistema descrito por Alliston et al. (1958). Se
realizd una fina extension sobre un portaobjetos con el moco cervical y se examino, tras
secado a temperatura ambiente, en un microscopio de campo claro (Zeiss mod.
Universal R., equipado con camara fotografica Winder M-35), con el objetivo de 10x.

(LAMINA ).

Presion osmaotica: La presion osmotica del moco cervical fue medida mediante

el osmometro Advanced mod. 3 MO.
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Penetracion espermdtica: Para realizar esta determinacion, se recogio semen de
morueco manchego mediante vagina artificial (mod. IMYV.). El semen fue
inmediatamente Hevado al laboratorio mediante una caja de transporte que se mantuvo
a 37°C. Se observo la motilidad masal de los eyaculados mediante la técnica resefiada
por Evans y Maxwell (1989), la cual consiste en colocar en un partaobjetos lumpio v
atemperado a 37°C, una gota de semen sin diluir y observar dicha preparacion en un
microscopio de campo claro con el objetivo de 10x, inmediatamente después de ser

recogido el semen.
Posteriormente el semen se diluyd con citrato sodico en la proporcion 1:4.

Para determinar el grado de penetracion espermatica se realizaron dos técnicas:

1.- Test de penetracién sobre un portacbjetos.

2.- Sistema del tubo capilar.

Es el método mas simple para observar la penetracion espermatica en
moco cervical {Overstreet, 1986). Se realiz0 segin el procedimiento descrito por
Gaddum-Rosse et al., (1980), con alguna modificacion (Viazquez, 1992): el moco
cervical se coloco sobre un portaobjetos y sobre ellos un cubreobjetos. A lo largo de
uno de los bordes del cubre se deposito el semen. Posteriormente se incubo a 37°C
durante 30 minutos y se observo con un microscopto de campo claro a 400 aumentos,

(LAMINA 1) midiéndose la distancia recorrida por los espermatozoides en cm.

2.- Sistema del tubo capilar;

La distancia recorrida por los espermatozoides es medida en tubos

capilares {lenos de moco cervical. Sobre este sistema hay descritas varias técnicas entre
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LAMINA I: Arborizacion del moco cervical.
A:x 10 B: x40 (lote de alfalfa)
C. x40 (lote control)
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LAMINA
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LAMINA II: Espermatozoides en moco cervical ovino.
A: x 40 (lote de alfalfa)
B: x 40 {lote control)

648



Material y Métndos

las que existen pocas variaciones (Kremer, 1965; Moghissi et al., 1982; Matousek et al,

1989).

Nosotros seguimos el método descrito por Moghissi et al, (1982): un tubo
capilar de 200 yd y 10 cm. de longitud (Blaubrand) fue llenado con moco cervical y sellado
por uno de sus extremos, mientras que el otro extremo se situé sobre un vial que contenia 0,5
mi. de semen diluido. Se incubd durante 30 minutos. Posteriormente el tubo capilar fue
extraido del vial y se observo la penetracion del semen en ta columna del moco en microscopio

de campo claro a 400 aumentos, midiendo la distancia recorrida en cm.

3.3.- ANALISIS HORMONALES.

3.3.1.- PROGESTERONA.

Material y Método.

Se realizd mediante una técnica de analisis radioinmunoldgico descrita por Lopez

Sebastian et al. (1984). Las muestras se realizaron por doble.

3.3.1. 1.- Técnica de extraccion: |a progesterona, contenida en un volumen
de plasma de 200 ul, fue extraida con 3 mi. de hexano (N-Hexano, Merck) mediante
agitacion en un agitador vibrador, durante 60 segundos. Después de congelar y separar
las fases acuosa y organica, esta ultima, que contenia la progesterona, fue recuperada
en tubos de borosilicato de 5 ml, y el contenido fue evaporado en corriente de

nitrégeno.

3.3.1.2.- Reaccion inmunologica: a cada uno de los tubos que contenia

la progesterona en forma de residuo seco, se afiadieron 200 ul de tampdn fosfato (0,04
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M a pH=7,0}, 100 pul de antisuero antiprogesterona a la dilucién de 1/1.400 y 100 ul de
progesterona radioactiva (1,2,6,7 Progesterona H*, Amersham) (85-110 ci/mmol), con
10.000 c.p.m. aproximadamente. A continuacion, se agitaron todos los tubos y se

tncubaron a 4°C durante 24 horas.

3.3.1.3.~ Separacion de las fracciones: se afiadieron a cada tubo 500 gl
de ia solucién de carbdén dextrano (250 mg. de carbén activo (Norit A) y 10 mg. de
dextrano (Dextrano T70, Pharmacia) en 200 ml de tampon PBS) y después de 15
minutos de contacto a8 4°C, se centrifugaron a 4.500 r.p.m. durante 20 minutos en
centrifuga refrigerada (Sorvall). Se recuperd el sobrenadante y se pasaron a wviales de

polipropilenc, afiadiendo 6 ml. de liquido de centelleo a cada vial.

Después de agitarlos, se midid la radioactividad de la fraccion ligada en el

contador de centelleo liquido (Contador 3 Tricarb, Packard) a temperatura ambiente.

3.3.1.4.- Andlisis de los resultados: una vez conocidas las cp.m, se
calculo el porcentaje de B/B, en cada una de las muestras problema, y se realizo la
transformacion log B/B, llevando et valor obtenido a la curva patron, para obtener de

este modo las concentraciones de progesterona en ng/ml para cada muestra.

La concentracion minima detectada fue de 16 pg/ml. El porcentaje de
recuperacion fue superior al 86%+3,2% y los coeficientes de variacion intra e

interanalisis fueron respectivamente 10,8 % v 13,3 %.
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3.3.2.- LB:

Las concentraciones plasmaticas de LH se determinaron mediante una técnica
de analisis radioinmunologico, descrita por Gomez Brunet {1989) vy desarroliada en el
Laboratorio de Radioinmunoanalisis del Departamento de Reproduccion Animal del

INIA

Material v Método.

3.3.2.1. Marcaje y purificacion de LH.- Método de radiviodinacion
enzimdgtica: A los tubos que contenian 2 ug de NIAMDD LH pura, diluidos en 10 pul
de agua bidestilada de NIAMDD-0-LH, se afiadieron los siguientes reactivos: 10 ul de
tampon acetato 0,2 M pH = 5,4, 10 u) de solucion INa radioactiva (0,5 mci de I'* ),
10 ul de una solucion de lactoperoxidasa, y 10 ul de una solucion de peroxido de
hidrogeno a la concentracion de 1x10* FEsta mezcla se agité durante un minuto

aproximadamente v se aftadieron 200 pl de la solucidn IK-BSA para parar la reaccion.

La mezcla final de la reaccion se hacia pasar por una columna de Sephadex G-
50 (Pharmacia), previamente equilibrada con PBS 0,05 M a pH=7,5 y saturada con 2
m! de solucién de BSA (Bovine Serum Albuminin, Sigma) al 10 % en el mismo tampdn

PBS 0,05 M., con el fin de separar el I'* libre de la hormona LH marcada.
La elucion se realizo con tampon PBS (0,05 M pH=7,5), recuperando fracciones

de 0,5 ml en tubos de poliestireno, a los que previamente se habian afiadido unas gotas

de la solucion BSA-PBS.
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La hormona utilizada en el analisis siempre fue previamente purificada por
columna de Sephadex G-100 (Pharmacia), saturada con PBS-BSA. La elucion se realizo

también con PBS (0,05 M a pH=7.5), recogiendo fracciones de 0.5 ml.

En los analists se utilizaron las fracciones que presentaban una mayor capacidad

de union 3l anticuerpo en ausencia de hormona fria.

3.3.2.2.- Andlisis de LH: E] anticuerpo especifico antiLH, se utilizé a la
dilucion 1/500.000 en tampon PBS-BSA con suero de conejo a 1/400. La hormona
marcada se diluyo en tampon PBS-BSA, de manera que cada tubo contenia 10.000

c.p.m. en los 100 ul afiadidos.

Después de una preincubacion de 24 horas a 4°C entre el anticuerpo y la
hormona fria, se afadian las 10.000 ¢.p.m. de la hormona marcada y tras una breve

agitacion se incubaron a 4°C durante 72 horas.

Seguidamente, se afiadieron 200 pl del suero de morueco anti-é globulinas de
congjo, {(SMALL) a la dilucidon 1/70 en tampon PBS-BSA v se sometieron a una
segunda incubacidn durante 24 horas a 4°C, con el fin de que precipitase el complejo
hormona-anticuerpo. Con posterioridad se aadieron a todos los tubos, 2 ml de tampon
PBS-BSA e inmediatamente se centrifugaron a 3.000 r.p.m. durante 30 minutos; se
eliminé el sobrenadante y se midié la radioactividad (c.p.m.) de los precipitados en un

contador de centelleo sélido.

3.3.2.3.~ Cdlculo de los resultados: Se prepararon las curvas patron, con
tos valores en ¢.p.m. obtenidos en cada uno de los tubos que contenian concentraciones
conocidas de 1a hormona. En estas curvas, cada punto relacionaba el logit B/B, con &l
logaritmo neperiano de la dosts Ln (ng de LH), de modo que logit B/B, = Ln B/B, / 1-

B/B,, donde B = c.p.m. de hormona marcada unida al anticuerpo en cada punto de la
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curva patrén, B,= cp.m. de la hormona marcada unida al anticuerpo en ausencia de

hormona fria. (Puntos cero).

I.a sensibilidad del analisis fue de 0,3 ng/ml y los coeficientes de variacidon

intraanalisis fueron de 11,7 %.

3.4. TECNICA HISTOLOGICA.

3.4.1. Fijacion e inclusion: Las muestras fueron fijadas en formol at 10% y
liquido de Bouin {75% de acido picrico a saturacton + 25% formalina comercial). Tras
la fijacion se tallaron e introdujeron en "cassettes" de plastico y se lavaron en agua

corriente durante 2-4 horas.

Para incluir las muestras se utilizo un procesador automatico de tejidos
"Shandon-Elliot Bench SCE 0400". La inclusion fue en parafina sintética "Histotec
pastilias" (Merck) con punto de fusion 56°C. La formacion de los bloques se realizo en

una consola Tissue-Tek {Cryo, Dispensing y Thermal Console; Miles Scientific).

3.4.2. Corte: Una vez confeccionados, los bloques de parafina fueron cortados
en un microtomo de rotacion Leitz modelo 1516 de cuchillas desechables, con un grosor

de 3-5 pm.

Las secciones obtenidas eran depositadas en  superficie caliente a una
temperatura aproximada de 37-40°C, para favorecer la eliminacién de pliegues. A
continuacion se recogieron las muestras mediante portas, desengrasados previamente en

alcohol éter y secados en estufa a 37°C, durante 12 horas.
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3.4.3. Tincion: Se utilizaron las técnicas convencionales para el diagnostico
histopatoldgico en el laboratorio de Histologia y Anatomia Patolégica de la Facultad de

Veterinaria de Madrid.

3.4.4. Iconografia: Para las microfotografias se utilizo pelicula Kodak
Ektachrome 64 de Tungsteno y un microscopio Olympus AH-3 {Vanox AHBS53), con

sistema autofocus y dos camaras incorporadas.

3.5. ANALISIS DEL CONTENIDO EN COUMESTROL.

E! contenido en coumestrol de la alfaifa vy de la vegetacion espontanea de las
parcelas, asi como de la dieta de las ovejas controles vy de los pellets de alfalfa que
consumieron las ovejas los meses que no hubo disponibtlidad de alfalfa en las parcelas,
se realizd segin el método descrito por Le Bars y Le Bars (1984), con algunas

modificactones.

En primer lugar, se realizo la determinacién de la curva patron determinando el
espectro de absorcion de una disolucion de 100 mg/l de coumestrol (Eastman Kodak
Company, ref.: 9362) en etanol al 85%. El valor maximo de absorbancia correspondio
a ﬁna longitud de onda de 347 nm. Para este valor de X se determiné la absorbancia en
un tntervalo de concentraciones de | a 10 mg/l, para el cual la relacion entre estos dos

parametros es de tipo lineal.

Para cada una de estas disoluciones se realizaron 10 medidas de absorbancia.
Postertormente todos estos valores fueron ajustados por minimos cuadrados a la
ecuacion Y = bx. La ecuacion de la recta {figura N°3) fue la siguiente:

Y= 10,493x
(r* = 0,99; p<0,001)
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Figura N°3: Relacién entre [a concentracién de coumestrol

y la absorbancia a 347 nm

Material v Métodes

[lli]_ilfl_]__r_rj']'\;ll 1
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donde Y es la concentracion de coumestrol en mg/l, y x es la absorbancia para una A=

347 nm.

El analisis de las muestras (realizado por triplicado), constd de las sigutentes

fases:

1. Extraccion con disolventes orgdnicos: 5 gr. de la muestra se depositaron éen
un matraz erlenmeyer v se rehidrataron con 50 ml de agua destilada durante 30"
Posteriormente se afiadieron 100 ml de metanol, sometiéndose a agitacion durante una

hora, transcurrida la cual se filtraba, obteniéndose el extracto metanolico.

En una ampolla de decantacién (500ml), se afiadieron 100 ml de carbonato de
sodio a 50 ml del extracto metandlico. Posteriormente, se realizaron 3 extracciones
sucesivas por cloroformo (50, 30 y 20 mi) eliminando cada vez la fase inferior, mientras
que la fase acuosa se acidificé hasta un pH de 4-5 mediante acido sulftrico al 50%.
Una vez conseguido el pH, se efectuaron 3 extracciones con éter dietilico (50 ml),

recuperando cada vez la fase superior (extracto etéreo).

Con el fin de deshidratar la muestra, afladimos al extracto etéreo sulfato

magnésico anhidro (aproximadamente 0,5 gr).

2. Concentracion a vacio con rotavapor y evaporacion del disolvente hasta
sequedad: E) extracto etéreo se concentro mediante un rotavapor hasta obtener un
volumen de aproximadamente 2 ml y posteriormente se llevd a sequedad, mediante
corriente de nitrogeno en aparato de vidrio Kuderna. El extracto seco se recogio

arrastrando las paredes con 200 ul de etanol al 85%.

3. Purificacion por cromatografia en capa fina: Se tomaron 50 pl del extracto

anterior y se pincharon progresivamente en una placa de cromatografia {silica-gel 60,

72



Material y Métodos

10x20 c¢m, espesor 0,2 mm), desarrollandose en camara cerrada con una mezcla de

cloroformo-acetona (3/2), durante aproximadamente 40'.

La banda de coumestrol se identificéd bajo luz v.v. (366 nm)}(LAMINA [II). Esta
mancha se raspaba y se recogia en un tubo, afiadiendo 5 mi de etanol al 85%. Después
de centnifugacion a 10.000 G, el sobrenadanie era recogido para cuantificacion por
espectrofotometria (PYE-UNICAM SP-8-100 u.v.vis.) a 347 nm frente a etanol af 85%

como blanco, llevando el valor obtenido a la recta patrén y transformando el resultado

en mg/KgMS.
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LAMINA III: Placas de cromatografia donde se observa la mancha de coumestrol del

patron (P) y de distintas muestras de alfalfa (luz u.v. 366 nm).
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3.6. ANALISIS ESTADISTICO.

El efecto del pastoreo de alfalfa sobre los parametros estudiados en el moco
cervical (volumen, arborizacion, presion osmaotica, spinnbarkeit y penetracion
espermatica) y sobre la duracion del celo, se realizo, en cada experiencia mediante un

analisis de varianza de una via.

La influencia de la estacion y del tiempo de pastoreo sobre las vanables
antertores se realizd por medio de un anlisis de varianza para valorar la existencia de
interacciones entre el factor tipo de alimentacion y la estacion, y entre el factor tipo de

alimentacién y tiempo de pastoreo, segin los siguientes modelos:

Y=+ Tt Pyt TP i+ G TC v PCy+ TPC 534 € 5 513

donde Y: variable en estudio

p: media general

T: efecto fyjo del tipo de dieta.

P: efecto fijo del tiempo de pastoreo.

C: efecto fijo del celo.

TP, TC;, PC, y TPC,; interacciones entre los efectos.

g: error residual.

El modelo para ver la influencia de la estacion y el tipo de dieta fue el siguiente:

Y, ik1m R AT v Bt TE i+ O TC A BEC )+ TEC 1 4€ 555

donde Y: varniable en estudio.

p: media general
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T: efecto fijo del tipo de ahmentacion

E: efecto fijo de la estacion

C: efecto fijo del celo.

TE,, TC,, EC, y TEC,,: interacciones entre los efectos.

g . error residual.

Al observarse que m el celo ni sus mnteracciones fueron significativas, se
realizaron dos modelos reducidos que son los siguientes;

- para el tipo de alimentacién y tiempo de pastoreo:

YR rT ;+P+TP 4 oy

- para tipo de alimentacidn y estacion:
Y =B+ T +E+TE 4€; 4y
El analisis de varianza se realizé de acuerdo al sistema BMDP (BMDP,
Statistical Software).
La comparacion de las concentraciones maxtmas de LH en el pico preovulatorio,
las horas transcurridas desde la extraccién del progestageno al pico preovulatorio y los

niveles basales de LH, se realizd mediante un analists de varianza para el factor

tratamuento en cada experiencia, segun el siguiente modelo:

YVi;mR+T %€,
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Posteriormente, se llevaron a cabo dos analisis de varianza de doble via, para
valorar la existencia de interacciones entre el factor tipo de alimentacion y la estacion

y entre el factor tipo de alimentacion y el tiempo de pastoreo.

Los modelos fueron los siguientes:

Vit T;+P;+TP; €55

Vijic R+ T +E+TE +e, 4

donde:

y: vaniable dependiente (nivel basal de LH, concentracion maxima en el pico
preovulatorio y horas transcurridas desde la extraccion del progestageno al pico de LH).

u: media general.

T: efecto fijo del tipo de dieta, con dos niveles (alfalfa y dieta exenta de
fitoestrogenos).

B efecto fijo del tiempo de pastoreo, que engloba el posible efecto del
acostumbramiento al coumestrol y el efecto del afio propiamente dicho.

E: efecto fijo de la estacion, que podria reflgjar 1a influencia det fotoperiodo y
las posibles variaciones estacionales del contenido en coumestrol de la alfaifa.

TP, interaccton tipo de dieta-pastoreo.

TE,: interaccion tipo de dieta-estacion.

e: error restdual correspondiente a cada observacion.

El grado de significacion de las diferencias detectadas en cada grupo fue

establecido mediante el test de significacién mintma de Fisher.
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Material y Métodos

El analisis estadistico que se aplicé a las concentraciones plasmaticas de LH en
el pico preovulatono, fue un analisis de regresion no lineal, cuyo modelo matematico

es una campana de Gauss. El modelo, de tipo exponencial, es el siguiente:

1 expl- (X*M)z}

LH=A+B
Sy2n 25 T

donde:
A asintota para x= + ¢
B: parametro relacionado con el area bajo la curva.
M: abscisa del pico {maximo).
S: desviacion tipica.

x: hora.

El analisis estadistico que se realizo sobre las concentraciones plasmaticas de
progesterona, fue un analisis de regresion lineal, cuyo modelo matematico es la ecuacién

de una parabola

y=by+b,x+b,x*

donde:
y: ntveles plasmaticos de progesterona.
x: dias de muestreo desde la retirada del progestageno.

b: coeficientes de 1a ecuacion de 1a parabola.

El ajuste se realizo por separado para cada ciclo, analizandose dos ciclos en cada
experiencia. La comparacion de modelos estadisticos se realizd mediante un analisis de

paralelismo, utilizando las sumas de cuadrados residuales (ANQOVA).
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Resuitados

4.- RESULTADOS.
4.1.- DISPONIBILIDAD DE PASTO Y CONTENIDO EN COUMESTROL.
Los valores de disponibilidad media de affalfa para los distintos periodos de

pastoreo se exponen en la tabla 1.

TABLA 1.- Disponibilidades medias de alfalfa en los distintos periodos de pastoreo.

ANO 1991 T AN011—992
Kg MS/Ha | gr/Kg P.V./dia | Kg MS/Ha | gr/Kg P.V ./dia
PRIMAVERA _ _ 1236 73,57
VERANO ~ _ 862 55,12
OTONO 926 71,83 1161 69.85 |

No existieron diferencias significativas dependientes del tipo de dieta en los
pesos y condicion corporal de las ovejas a lo largo de las experiencias. Sin embargo,
el segundo afio de estudio las ovejas de todos los lotes tuvieron un peso y una
condicton corporal significativamente mayor (P<0,001) que al inicio de todas las

experiencias (tablas 2, 3, 4 y 5).

TABLA 2.- Pesos medios (Kg) de las ovejas de los lotes de otofio al inicio de la

experiencia y después de un afio de estudio.

CONTROL ALFALFA u+ESM.
ANO 1991 50+ 1,55 50+ 1,61 50 +1,50%
ANO 1992 60,46+ 2,52 68,89+ 2,72 66,46+ 1,39
A.B p<0,001
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TABLA 3.- Condicion corporal media de las ovejas de fos lotes de otofto al inicio de

la experiencia y después de un afio de estudio.

CONTROL ALFALFA p+ESM.

ANO 1991 1,87+0,15 1,89+40.10 1,92+40.8"
| -

ANO 1992 2,8240.09 2924022 2,98 +0,79"

A3 P<0.,001

TABLA 4.- Pesos medios de las ovejas de los lotes de primavera al nicio y al final de

todas las experiencias.

CONTRQL ALFALFA ptESM

PESO INICIAL 55+1,25 56+1,75 55.5+1.40"

PESQ FINAL 67.08+2.5 68,52+2.7 67,8+ 1,60°
|

AB P<0,001

TABLA 5.- Condicién corporal media de las ovejas de ios lotes de primavera al inicio

y al final de todas las experiencias,

CONTROL ALFALFA p+ESM.
C.C. INICIAL W 1,7+0,18 1,854+0,15 1, 77+0,7*
B |-
C.C. FINAL 2,954+0,08 2,5+40,07 2.7240,6"
J

AR P<0,001
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El contenido en coumestrol de la alfalfa vari6 a o largo de los meses de estudio,
presentando un valor medio global de 19,76 +2,79 mg/Kg MS. No se encontré
coumestrol en la dieta de las ovejas controles y sélo trazas en la vegetacion espontanea
de las parcelas. Los pellets de alfalfa que consumié el lote problema cuando no hubo
disponibilidad de alfalfa en las parcelas, presentaron un contenido en coumestrol de 18

mg/Kg MS.

El contenido en coumestrol de las parcelas de alfalfa para cada mes de muestreo

se expone en la tabla 6.

TABLA 6.- Contemido en coumestrol de la alfalfa en los meses de estudio. (mg/Kg
MS).

" %msﬁ? PTG Gy N
SEPTIEMBRE 1991 16,78
I OCTUBRE 1991 28,53 b
NOVIEMBRE 1991 24,13
ABRIL 1992 ; 21,40 |
MAYO 1992 10,57
JUNIO 1992 8,18
JULIO 1992 10,24
AGOSTO 1992 9,58
SEPTIEMBRE 1992 20,27
QCTUBRE 1992 33,7
NOVIEMBRE 1992 34
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Como se observa en la tabla 6, el contenido mas bajo en coumestrol de ia alfalfa
se produjo en los meses de Mayo, Junio, Julio y Agosto, y el maximo se alcanzo en

Octubre y Noviembre de 1992 {figura n°4).

Figura 4: Contenido en coumestrol de la alfalfa en los meses de estudio.

COUMESTROL (mg/Kg MS)

82



Resultados

4.2.- EFECTO DEL PASTOREO DE ALFALFA SOBRE LAS
CARACTERISTICAS DEL MOCO CERVICAL.

4.2.1.- Experiencias 1, 2 y 3.

.~ Experiencia 1. Pastoreo corto en otofio de 1991,

Los resultados medios obtenidos en relacion con el efecto del pastoreo corto de
alfalfa en otofio sobre los parametros analizados en el moco cervical (volumen,
spinnbarkeit, grado de arborizacion, presion osmotica y penetracidn espermatica), asi

como la duracion del celo, se exponen en la tabla 7.

TABLA 7.- Resultados obtenidos en {a 1* expertencia. Otofio 1991. {(media+ ES. M)

I CONTROL ALFALFA
DURACION CELO (h) 1 33,25+1,65 30,041,49
VOLUMEN (m}) 1,09+0,29° 2,05+0,33°
SPINNBARKEIT (cm) 4,18 +0,624 1,8340,328
ARBORIZACION 1,88 40,29 1,78 40,26 |
P. OSMOTICA (mOsm/Kg) 244,11+13,58 271,78 +12,23
P. ESPERMATICA (capilar){cm) 3,6640,32 3,8640,28
P. ESPERMATICA (porta)(cm) 2,5540,22 2,7740,16

Distintos superindices en la misma fila indican diferencias significativas.
ab p<0,05
AB p<0.001
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Como se observa en la tabla 7, sélo existieron diferencias significativas en el
volumen de moco cervical, con una mayor produccion de moco en las ovejas que
consumteron alfalfa (2,05 vs 1,09 ml.; p<0,05) y en el spinnbarkeit del moco cervical

que fue mayor en el grupo control (4,18 vs 1,83 cm.; p<0,001).

Tampoco existieron diferencias en el nimero de animales en celo en cada lote
de ovejas a lo largo de la expeniencia. Del total de los 28 animales, respondieron al
tratamiento de sincronizacion 24 (12 ovejas en cada lote), v siguieron ciclando hasta el

final de la experiencia.

- Experienci P 1mav 19

Los resultados medios obtenidos en relacidn con el efecto de un pastoreo corto
de alfalfa en primavera sobre los parametros analizados en el moco cervical y sobre la

duracion del celo se exponen en la tabla 8.

TABLA 8.- Resultados de 1a 2* experiencia. Primavera 1992. (media+E.S))

CONTROL ALFALFA
DURACION CELO (h) 30,54+ 1,50 32,0+1,72
VOLUMEN (m!) 0,9340,27 1,874+0,41
SPINNBARKEIT (cm) 3,9240,43 3,44 40,69
ARBORIZACION 2,1140,42 2,3640,27
P. OSMOTICA (mOsm/Kg) 25243333 29941851
P. ESPERMATICA (capilar)(cm) 2,43+034 2,940,19
P. ESPERMATICA (porta)(cm) 2,08+40.31 2,25+0,13
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Como se observa en la tabla 8, no hubo diferencias significativas en ninguno de
los parametros analizados entre los dos grupos de ovejas. No obstante, existié una
tendencia en el lote de alfalfa a presentar un mayor volumen de moco cervical que el

lote control (p<Q,1).

Bn cuanto al numero de amimales en celo, aunque la diferencia no fue
estadisticamente significativa (debido al nimero de animales), se observd una tendencia
del lote de alfalfa a presentar mas animales en celo que ¢l lote control, a [o largo de los
ciclos de estudio (figura N° §). Del total de las 28 ovejas, respondieron al tratamiento
de sincronizacidn 20 antmales (10 en cada lote). El nimero de animales en celo en cada

ciclo se expone en la tabla 9.

Figura 5: Nimero de ovejas en celo en la experiencia de primavera.

N° DE OVEJAS

/ ClcontTroL CALFALFA
14 L

12

10

CELO SINCRONIZADOQ
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TABLA 9. Nuamero de amimales en celo en cada ciclo.

CONTROL ALFALFA
4~
CELO SINCRONIZADO 10 10
1# CELO 7 8
2¢ CELO 4 7

- Experiencia 3. Pastoreo prolongado. Otofio de 1992

Los resultados obtenidos en relacion con el efecto de un pastoreo prolongade de
alfalfa (1 afio) sobre los parametros analizados en el moco cervical y sobre la duracién

del celo se exponen en la tabla 10.

TABLA 10.- Resultados obtenidos en la 3* experiencia. (mediatE.S))

[ CONTROL ALFALFA
DURACION CELO (h) 40,38 +1,31 36,28+ 1,62
VOLUMEN (ml) 1,2040,21° 2,28 40,33
SPINNBARKEIT (cm) 4.57+40,56 2,26 +0,48"
ARBORIZACION 2,4040,24 1,6540.27

a |

FFP, OSMOTICA (mOsm/Kg) 292,57+7.85 291,94 45,53
P. ESPERMATICA (capilar)cm) ‘ 3,2340,53 2,30+0,21
P. ESPERMATICA (porta)(cm) 1,83 40,20 2274027 1

Distintos superindices en la misma {ila indican diferencias significativas; ab p<0.005.
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Como puede observarse en la tabla 10, existieron diferencias significativas en
el volumen de moco cervical, con una mayor produccion de moco en el grupo de alfalfa

{p<0,005) y en el spinnbarkeit, que fue mayor en el lote control (p<0,005).

En cuanto al nimero de amimales en celo, no hubo diferencias sigmficativas
entre los dos lotes a lo largo de la experiencia. Del total de las 28 ovejas, respondieron
al tratamiento de sincronizacion 25 (13 en el lote control y 12 en el lote de alfalfa). En

la tabla 11 se expone el nimero de animales en celo en cada ciclo.

TABLA 11.- Ndmero de animales en celo en cada ciclo.

~ CONTROL ALFALF_'___};
CELO SINCRONIZADO I3 12
1% CELO 13 3
2° CELO 13 10

Por tanto, en las tres expenencias el lote de alfalfa mostré un mayor volumen

de moco cervical, con un reducido spinnbarkeit (figuras N° 6 y N° 7),
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Figura 8: Velumen de moce cervical en los dos fotes de ovejas en las tres expetiencias.
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4.2.2.- Efecto del pastoreo de

cervical.

Resultados

alfalfa y la estacién sobre el moco

Se realizé un anahisis de varianza para los factores tipo de alimentacion (alfalfa

y control) y estacion (otofio de 1991 y primavera de 1992), con el fin de determinar

posibles interacciones entre ambos factores, hallando en primer lugar un efecto del tipo

de alimentacion sobre el volumen de moco cervical y sobre el spinnbarkett. El volumen

producido por el lote que pastore6 alfalfa fue significativamente superior (p<0,01) al

producido por el grupo control independientemente de la estacion, y siendo

respectivamente 1,98 v 1,04 ml (tabla 12).

TABLA 12.- Volumen (ml) de moco cervical en los lotes control y alfalfa para las dos

estaciones.
OTONO 1991 PRIMAVERA 1992 MEDIA +ESM
CONTROL 1,0940.29 0,93+027 1044021°
n=24 n=11
ALFALFA 2.054+033 1.87+0.41 1.98 i0,25b
n=24 n=15
ab p<n0l

Asi mismo, existe un efecto del tipo de alimentacion sobre el spinnbarkeit del

moco cervical, que no experimentd variacion con la estacion, y fue significativamente

superior (p<0,05) en el lote control (4,09 cm.) que en el lote de alfalfa (2,35 cm.) (tabla

13).
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TABLA 13.- Spinnbarkeit (cm) del moco cervical de ambos lotes en las dos estaciones.

QTONO 1991 PRIMAVERA 1992 MEDIA +ESM
r—
CONTROL 4184062 3,92 4-0,43 4004043
n=18 n=9
I
ALFALFA 1.83+0.32 3,44 40,69 2,35+4033°
n=23 n=11
ab p<0,05

Sin embargo, aunque la estacién no fue significativa para las caracteristicas

estudiadas en el

moco cervicai,

st lo fue en la penetracidon espermatica

(independientemente del tipo de alimentacion), que fue siempre superior en otofio que

en primavera, en las dos pruebas realizadas sobre este parametro (tablas 14 y 15).

TABLA 14.- Penetracion espermatica (cm) en el moco cervical de los dos lotes de

ovejas en las dos estaciones, mediante la prueba del tubo capilar.

lT
OTONO PRIMAVERA
- X
CONTROL 3,66+0,32 2438034
n=12 n=8
ALFALFA 3.86+033 2.50+0.19
=12 n=9
¢
#+ESM 3,77+0.21* 2,67 +0,18°
ab p<0,005
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TABLA 15.- Penetracion espermatica (cm) en el moco cervical de los dos lotes de

ovejas en las dos estaciones, mediante la prueba del porta.

OTONO PRIMAVERA
CONTROL 2.55+0.22 2084037
n=1g n=7
ALFALFA 2,77 40,16 225+0,13
n=23 n=10
utESM 2.67+013" 218+0.16°

ab p<0,05

Ni el tipo de alimentacion ni la estacion fueron significativas para el resto de las

variables.

4.2.3.- Efecto de la dieta y del tiempo de pastoreo sobre el moco cervical.

Se realtzo un analisis de varianza para los factores tipo de alimentacién (alfalfa
y control) y titempo de pastoreo: otofio de 1991 (2 meses) y otofio de 1992 (1 afio),

resultando la interaccién no significativa.

El volumen de moco cervical y el spinnbarkeit resultaron afectados solo por el
tipo de alimentacion, independientemente del afio. Las ovejas del grupo de alfalfa
tuvieron un volumen de moco cervical significativamente mayor (p<0,05) que las del
grupo control (2,18 mi vs 1,14 ml) (tabla 16), mientras que el spinnbarkett del moco
cervical fue siempre significativamente superior (p<<0,001) en ¢l lote control que en el

lote de alfalfa, con independencia del afio de estudio (4,38 cm vs 2,03) (tabla 17).
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TABLA 16.- Volumen de moco cervical en ambos lotes de ovejas en el primer y

segundo otofio.

Resultados

OTONO 199] OTONO 1992 p+ESM
CONTROL 1,0940,29 120+40,04 1,14+0,17*
n=24 n=26
ALFALFA 2,054+0,33 2,28 40,07 2.18+023°
=24 n=21
ab p<0.05

TABLA 17.- Spinnbarkeit del moco cervical en ambos lotes de ovejas en el primer y

segundo otofio.

s
OTONO 1991 OTONO 1992 p+ESM
CONTROL 4,18 40,62 4,57 +0,56 4,38+0,41*
n=i8 n=20
ALFALFA 1,83+0,38 2.26+0,49 2,03+0,28°
n=23 n=20
ab p<0,001

No hubo diferencias significativas dependientes del tipo de alimentacion ni del

ano en el resto de las variables.
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4.3.- EFECTQ DEL PASTOREQ DE ALFALFA SOBRE LOS PERFILES
HORMONALES DE LH Y PROGESTERONA.

4.3.1. Experiencias 1, 2 y 3.

- Expenencia |, Pastoreo corto en otofio de 1991,

LH:

La curva de regresion que tipifica el perfil de descarga preovulatonia de LH, se
ajusta al modelo matematico campana de Gauss. En la tabla 18 se exponen las estimas

de los parametros del modelo.

TABLA 18.- Estimas de los parametros del modelo de regresion.

A S M B
CONTROL 1.47 2,04 0,05 173,28
T -
ALFALFA 1,39 1.74 0,38 141,56

El analisis de regresion indicd que no existteron diferencias significativas
(p<0,05) entre las dos curvas, por lo que el perfil de secrectdon de LH de los dos lotes

se ajusta a la siguiente ecuacion:

_ (x-0,12)F

LH=1,53+33,51e 9,38

cuyos parametros, junto con la desviacion tipica asintotica se exponen a continuacion:

A ] M B r
1,53 0.54 0,12 45,23 0,60™"
(042 0,29 (0.14) (3.70)
% 50,001
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En la figura 8 se representa el perfil de secrecion de ambos lotes segun el

andlisis de regresion, ajustando a la hora cero la concentracidn maxima de LH

determinada en el pico.

Se detectaron picos preovulatorios de LH en ¢l 90% de las ovejas del lote
control y en el 70% del lote de alfalfa. Como se observa en la tabla 19, no existieron
diferencias significativas (p<0,05) en las concentraciones plasmaticas de LH en el pico
preovulatorio entre ambos lotes (lote de alfalfa 33,08 ng/ml; lote control 36,38 ng/mt),
asi como tampoco en el nivel basal (alfalfa 0,65 ng/ml; cantrol 1,09 ng/ml), ni en el
intervalo comprendido entre la retirada del progestageno y el pico preovulatorio de LH

(alfalfa 51 horas; control 58,1 horas).

TABLA 19.- Concentraciones basales de LH (ng/ml), concentractones maximas en el
pico preovulatorio (ng/mlj e intervalos comprendidos entre la retirada del progestageno

y el pico preovulatorio de LH (horas).

| CONTROL ALFALFA ]
{L.H] basal (ng/m1) ) 1,0940,32 0.65+1.,6
{LH] max. (ng/ml} 36,38+8.79 33,08+7.33
Horas 58,1 +£2,50 514340

En la figura N° 9 se representan los perfiles medios de descarga preovulatoria
de LH en ambos lotes de ovejas, ajustando a la hora cero las concentraciones

plasmaticas maximas de LH en el pico preovulatorio.
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Figura 8: Perfil de descarga preovulatoria de LH segun el modelo de regresidn estimado para
los dos lotes de ovejas.
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Figura 9: Perfiles medios de descarga preovulatoria de LH en los lotes alfalfa y controi.
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Resultados

= Progesterona:

1.- Primer ciclo:

El modelo matematico al que se ajustan los valores de las concentraciones de
progesterona correspondientes a los dias 2, 6, 9, 13, 16 y 19 después de la retirada del

progestageno en el analisis de regresion, es la ecuacion de una parabola. Los parametros

del modelo se exponen en la tabla 20

TABLA 20.- Parametros de la ecuacion de regresion.

H ﬂ” e e ———]
T b, b, b, r
CONTROL -0,5138 0,2837 -0,0123 0,57
(0,0415) (0,0071) (0,0014)
ALFALFA -0,5664 0,2738 0,0120 0,58™
(0,0374) (0,0064) (0,0013)

= <) 001
Las coordenadas de maximo fueron las siguientes:

= T =3
X (dias} Y (concentracion Py,
y y
CONTROL 11,53 1,12
ALFALTA 11,4 0,99

Las curvas fueron paralelas, lo que significa que la evolucion en el tiempo del
patréon de secrecidon de ambos lotes fue semejante, pero existieron diferencias
significativas en cuanto al desplazamiento de las dos curvas, es decir, los términos

independientes de las dos ecuactones fueron distintos.
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De esto se deduce que los valores alcanzados en el maximo por ambos grupos
son también significativamente diferentes (p<0,05). Durante el primer ciclo, el grupo
control tuvo un nivel de secrecidn significativamente superior al grupo de alfaifa,

aunque el maximo se alcanzo en los dos lotes al mismo tiempo.

El ajuste definitivo se realiza mediante las dos curvas siguientes:

P, =-0,4778+0,2785x-0,0123x?

(control)

P4(alfalfa) =-0, 5664"‘0,2785)&"0, 0123}{2

donde x toma los valores en dias desde la extraccion del progestageno. En la figura N°
10 se representan los perfiles de secrecién de progesterona segun el analisis de regresion

lineal.

Figura 10: Perfiles de secreccian de progesterona segun el analisis de regresion
lineal.
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EXPERIENCIA 12, PRIMER CICLO.
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En el primer ciclo, la media de las concentraciones plasmaticas de progesterona
de los 6 dias, asi como la correspondiente a cada uno de los dias de muestreo, son

siempre superiores en el lote control (tabla 21).

TABLA 21.- Concentraciones medias de progesterona plasmatica (ng/ml) en los dias 2,

6,9, 13, 16 y 19 después de la retirada del progestageno.

CONTROL ALFALFA
J— -
P, Dia 2 0,16+0,02 0,11+0,03
P, Dia 6 0,48 40,06 0,33+0,07
P, Dia 9 0,98+0,11 0.81 +£0,06
P, Dia 13 1,5 £0,09 1,2 40,10
P, Dia 16 1,1910,10 0,92+0.09
-
P, Dia 19 0,24 40,05 0,11£0,02
|
Py (w 0,76 £0,06 0,58 +0.05
|

2. Segundo ciclo:

El modelo matematico al que se ajustan los valores de las concentraciones de
progesterona correspondientes a los dias 23, 27, 30, 34 y 37 después de la retirada del
progestageno en el analisis de regresidn, es la ecuacidn de una parabola. Los parametros

del modelo se exponen en la tabla 22.
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TABLA 22.- Parametros de [a ecuacion de regresion.

by b, b, r
CONTROL 82172 0.6565 00116 051"
(0,0473) (0,0076) (0,0014)
ALFALFA -6,8312 0,5377 -0,0094 0,487
(0.0401) (0,0065) (0,0012)

2% 50,001

Las coordenadas del maximo fueron las siguientes:

X (dias) Y (concentracion Py,
CONTROL 28,29 1,08
ALFALFA 28,6 0,85

Las dos curvas fueron paralelas, lo que implica que la evolucion en el tiempo
del patron de secrecion para ambos grupos de ovejas fue semejante. Sin embargo, las
curvas estan desplazadas, ya que existen diferencias significativas (p<0,05) para los
valores de b;. Fl nivel de secrecion de progesterona fue significativamente mayor para
el grupo control durante todo el periodo estudiado, aunque ambos lotes alcanzaron el

maximo nivel al mismo tiempo.

Por tanto las ecuaciones definitivas son:

P4(contrcll =-7,4072+0,5945x-0, 04x?

Pyiaifarfa)=—1:5736+0,5945x-0, 04x2
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Resultados

donde x toma los valores en dias desde la retirada del progestageno.

En la figura N° 11 se representan los perfiles se secrecion de progesterona segun

el andlisis de regresion lineal.

Figura 11: Perfiles de secreccion de progesterena segun el andlisis de regresion
lineal.
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Ofas después de Ia retirada del progestagena.

EXPERIENCIA 12, SEGUNDO CICLO.

En el segundo ciclo, la media de las concentraciones de los cinco dias, asi como

la correspondiente a cada dia de muestreo, son siempre superiores en el lote control

(tabla 23).
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Resgltados

TABLA 23.- Concentraciones med:as de progesterona plasmatica (ng/ml) de los dias 23,

27, 30, 34 y 37 desde la retirada del progestigeno.

o CONTROL — ALFALFA

P, Dia 23 0,43 40,06 0,3+0,06
P, Dia27 1,1840,12 0,84 40,09
P, Dia 30 1,23 40,11 1,03+0,11
P, Dia 34 0,7240.17 0,56+0,16
P, Dia 37 0,21 40,02 0,15+0,04
P, (1) 0,7540,13 0,57+0,10

En Ia figura 12 se representa la evolucion de las concentraciones plasmaticas de

progesterona a lo largo de los dos ciclos del otofio de 1991,

Figura 12: Evolucion de las concentraciones plasmaticas de progesterona a o largo de los
dos ciclos dei ctono de 1991,
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- Experiencia 2 - Pastoreo corto en primavera

LH:

Resultados

El analisis de regresion de las concentraciones plasmaticas de LH durante el

periodo de descarga preovulatoria, indica que los perfiles de secrecidon son diferentes

para los dos lotes de ovejas (figura 13). Ambaos se ajustan al modelo matematico

campana de Gauss. Las estimas de los parametros del modelo se exponen en la tabla

24, junto con la desviacidn tipica asintotica.

TABILA 24.- Estimas de los parametros del modelo de regresion.

A ) M B e
CONTROL 1.13 0,61 0,08 93,83 0,68
(1,27 (0,06) (0.28) (13.48)
ALFALFA 1,35 -0,41 0,30 -29.83 0,66
0,6() (0,03) 023 (4,29)

*55 50 001

Las ecuaciones de regreston para los perfiles de descarga preovulatoria en cada

uno de los lotes son las siguientes:

(x-0,08)%

LH(controh =1,13+60,76e

(x-0,31)%

LH 41fa172)=1,35+28,73e

Sin embargo, como se aprecta en la tabla 25, no existieron diferencias

significativas entre los dos grupos de estudio para ninguno de los tres parametros



Resultados

estudiados. El grupo control tuvo una concentracién maxima de LH en el pico
preovulatorio constderablemente mayor que el lote de alfalfa (61,67 ng/ml vs 30,54
ng/ml}, pero esta diferencia no resulté estadisticamente significativa debido al escaso
namero de animales gue presentaron pico de LH en el lote control y la vanabilidad que
existid en las concentraciones, 10 que hace que tenga un error standard alto. Se
detectaron picos de LH en un 28% de ovejas del lote control y en un 57% en el lote de

alfalfa.

TABLA 28.- Concentraciones basales de LH (ng/ml), concentraciones maximas en el
pico preovulatorio (ng/mi) e intervalos comprendidos entre la retirada del progestageno

y el pico preovulatorio de LH.

CONTROL ALFALFA
[LH] basal 0,26 +0,4 0,59+0,22
[LH} maxuna 61,67+22,12 30,5447 84
]
Horas 61,5+6,76 60,5 +4 .41

En la figura 14 se representan los perfiles medios de descarga preovulatoria de
LH en los dos grupos, ajustando a la hora cero las concentraciones plasmaticas maximas

de LH en el pico preovulatorio.
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Figura 13:Perfiles de descarga preovulatoria de LH seglun los modelos de regresion en los
dos lotes de ovejas.
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Resultados

Figura 14: Perfiles medios de descarga preovulatoria de LH en los lotes alfaifa y control.
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Resultados

.- Progesterona:

1.- Primer ciclo:
El modelo matematico al que se ajustan los valores de las concentraciones
plasmaticas de progesterona correspondientes a los dias 2, 5, 11, 16, 19 y 23 después
de la retirada del progestageno en el analisis de regresion, es la ecuacion de una

parabola. Los parametros del modelo se exponen en la tabla 26.

TABLA 26.- Parametros de la ecuacion de regresion.

b, b, b, r
CONTROL -0,3928 0,1606 -0,0062 0,56
(0,0536) (0,0076) (0,0012)
ALFALFA 02603 0,1197 -0,0045 0,490
(0,0326) (0.,0046) (0,0007)
s=5 5<0),001

Las coordenadas de maximo fueron las siguientes:

X (dias) Y (concentracion P,
CONTROL 12,95 0,64
ALFALFA 13.3 0,54

Las curvas resultaron paralelas y ademas el desplazamiento entre ambas no fue
significativo, por lo que el perfil de secrecion de progesterona se ajusta en los dos lotes

a la sigutente ecuacién (figura 15).

P,=-0,3056+0,1334x-0,0051x?

donde x toma los valores en dias desde la retirada del progestageno
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Resultados

Figura 15: Perfil de secreccion de progesterona segun et analisis de regresion lineal.
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EXPERIENCIA 2. PRIMER CICLO.

En la tabla 27 se expone la media de ias concentraciones de los 7 dias, asi como

la correspondiente a cada dia de muestreo.
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Resultados

TABLA 27.- Concentraciones medias de progesterona plasmatica (ng/ml)

correspondientes a los dias 2, 5, 9, 11, 16, 19 y 23 desde la retirada del progestageno.

CONTROL ALFALFA

P, Dia2 0,03+0,03 0,05+0,04
P, Dias 0,04 40,04 0.09 £0.06
P, Dia 9 0,46 40,09 0,34 +0,07
P, Dia 1l 0,71 40,07 0.62+0,03
P, Dia 16 0,940,13 0,84 40,13
P, Dia 19 0,13£0,06 0,1640,07
P, Dia 23 0,06 +0.,05 0.14+0,01
P, (W 0,34+0,13 0,3+0,11

2.- Segundo ciclo:
El modelo matematico al que se ajustan los valores de las concentraciones
plasmaticas de progesterona correspondientes a los dias 26, 30, 33 y 37 después de la
retirada del progestageno en en el analisis de regresion, es la ecuacién de una parabola.

Los parametros del modelo se exponen en la tabla 28.

TABLA 28.- Parametros de 1a ecuacion de regresion.

=1
b, b, b, r
CONTROL -5,5907 04260 -0,0072 0,56™"
(3,5547) {0.2168) (0,0032)
ALFALFA -65,8127 0,5025 -0,0084 0,30
(0,0567) (0,010%) (0,0022)

R p<0,00]
o p<0,01

109



Resultados

Las coordenadas del maximo fueron las siguientes:

X (dias) Y (concentracion P,
CONTROL 29,58 0,70
ALFALFA 29,91 0,70

Las curvas resultaron paralelas y el desplazamiento entre ambas no fue
significativo, por lo que el perfil de secrecion de progesterona se ajusta en los dos lotes

a la siguiente ecuacion:

P,==7,9951+0,5708x~0,0093x?

El perfil de secrecion de progesterona segun el analisis de regresion lineal se

representa en la figura 16.

Figura 16: Perfil de secreccion de progesterona segin el anaiisis de regresion lineal.
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Resultados

En la tabla 29 se expone la media de las concentraciones de los 4 dias, asi como

la correspondiente a cada dia de muestreo.

TABLA 29.- Concentraciones medias de progesterona plasmatica (ng/ml)

correspondientes a los dias 26, 30, 33 y 37 desde la retirada del progestageno.

CONTROL ALFALFA
P, Dia 26 0,43 +0,12 0434005
P, Dia 30 r 0,84+0,21 0.86 +0,12
P, Dia 33 0,65+0,13 0,84 40,09
P, Dia 37 0,06 +0,02 0,07 £0,01

P, (1) 0,5040,15 0,55+0,15

Por tanto, en primavera no existieron diferencias significativas en los perfiles de
secrecton de progesterona entre los lotes control y aifatfa. En la figura 17 se representa
la evolucion de las concentractones plasmaticas de progesterona a lo largo de los dos

ciclos de la primavera de 1992

Figura 17 Evolucidn de las concentraciones plasmaticas de progesterona a lo largo de los
dos ciclos de la primavera de 1992.
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Resultados

-. Experiencia 3.- Pastoreo larpo (otofio de 1992).

LH:

La curva de regresion que tipifica el perfil de descarga preovulatoria de LH, se
ajusta al modelo matematico campana de Gauss. En la tabla 30 se exponen los

parametros del modelo.

TABLA 30.- Estimas de los parametros del modelo de regresion.

A S M B
CONTROL 2,25 20 0,52 289,15
ALFALFA 2,60 2,46 0,04 281,41

El perfil de descarga preovulatoria de LH fue 1gual para ambos lotes de ovejas
(figura 18), no existiendo diferencias significativas (p<0,05) entre ambas curvas, por lo

que el perfil de secrecion de los dos lotes se ajusta a la siguiente ecuacion:

_ (x-0,56)%2
LH=2,56+51,54e 0,42

cuyos pariametros junto con la desviacion tipica asintotica se exponen a continuacion:

A B M ) a
2.56 59,32 0,36 0,46 Q.55
(0,93) {6.46) (0,15) (0,03}
£33 a0 001

Se detectd pico de LM en un 93% de las ovejas controles y en un 86% de las
ovejas del lote de alfalfa. Segin se aprecia en la tabla 31, no existieron diferencias
significativas entre los dos grupos experimentales para ninguno de los tres parametros

estudiados.
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Resultados

Figura 18: Pertil de descarga preovulatoria de LH seglin el modelo de regresion estimado para
fos dos lotes de ovejas.

LH (ng/mi)
40 —
30
20
10 —
YT T T T T T T T T T T T T 7T T 17T 1 11
-40-35-30-26-20-16-10 -5 -2 -1 @& 1 2 5 10 15 20 26 30 35 40
HORAS
EXPERIENCIA 32, OTONO 1992.

113



Figura 19: Perfiles medios de descarga preovulatoria de LH en los lotes alfalfa y control.
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Resultados

TABLA 31.- Concentraciones basales de LH (ng/mli), concentraciones maximas en el

pico preovulatorio (ng/ml) e intervalos comprendidos entre la retirada del progestageno

y el pico preovulatorio de LH (horas).

CONTROL ALFALFA
JLH] basal 1.16+0.23 0,90+0,15
1
[LH| maxima 48 81 £8.46 58.05£11,53
Horas 46,38+ 1,68 43,75+ 1.86
|

En la figura 19 se representan los perfiles medios de descarga preovulatoria de

LH en los dos grupos, ajustando a la hora cero las concentraciones plasmaticas maximas

de LH en el pico preovulatorio.

.- Progesterona:

.= Primer ciclo:
El modelo matematico al que se ajustan los valores de las concentraciones
plasmaticas de progesterona correspondientes a los dias 3, 7, 10, 15, 17 y 21 después

de la retirada del progestageno en el analisis de regresidn lineal es la ecuacion de una

parabola. Los parametros del modelo se exponen en la tabla 32.

TABLA 32.- Estimas de los parametros de la ecuacion de regresion.

by b, b, I

CONTROL -0,1275 0,2092 -0,0091 0,70™
(0.4424) (0,0062) (0,0010)

ALFALFA -0,0291 0,1755 -0,0074 030"
(0,5251) (0,0074) (0,0012)

= 0<0,001

Las coordenadas del maximo son las sigutentes:

115



Resultados

X (dias) Y (concentracion Py
CONTROL 11,37 1,66
ALFALFA 11,7 0,99

2

Las curvas resultaron paralelas y ademas el desplazamiento entre ambas no fue

significativo, por lo que ajustan al mismo modelo (figura 20).

P,=-0,0722+0,1892x-0,0081x?

No existieron diferencias significattvas en cuanto a la evolucion del perfil de

secrecion y a niveles maximos,

Figura 20: Perfil de secreccion de progesterona segun al analisis de regresicn lineal.
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EXPERIENCIA 3, PRIMER CiCLO.
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Resultados

En la tabla 33 se exponen la media de las concentraciones de los seis dias, asi
como la correspondiente a cada dia de muestreo, no existiendo diferencias sigmficativas

entre ambos lotes.

TABLA 33.- Concentraciones medias de progesterona plasmatica (ng/ml)

correspondientes a los dias 3, 7, 10, 15, 17 y 21 después de la retirada del progestageno.

CONTROL ALFALFA
P, Dia3 1 0,10 40,02 0,22 +0,11
P, Dia7 0,71 +0.11 0,7540,14
' P, Dia 10 1L194+0.15 0,95 40,12 |
P, Dia 15 1,14+0,14 1.20£0.19
P, Dia 17 F 0,44 40,13 0,72 40,16
P, Dia 2] 0,23 +0,05 02740,13
P, () 0.6340,17 0,68 40,15

.- Segundo ciclo:

El modelo matematico al que se ajustan los valores de las concentraciones de
progesterona correspondientes a los dias 24, 28, 31, 35 y 38 después de la retirada del
progestageno es la ecuacidén de una parabola. Los parametros del modelo se exponen

en la tabla 34.
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Resultados

TABLA 34.- Estimas de los parametros de la ecuacton de regresion,

b, } b, b, r
CONTROL -12.,5729 0.9486 -0,0162 045"
(0,0606) {0,0102) {0,0021)
ALFALFA -10,1633 0,7813 -0,0134 0,34™
(0,0608) (0,0103) (0,0021)
- —

% 5<0,001

Las coordenadas del maximo fueron las siguientes:

X (Dias) Y (concentracion Py,
CONTROLI, 2928 1.31
ALFALFA 29,15 1,22

No existieron diferencias stgnificativas entre las curvas, por lo que el perfil de

secrecion de progesterona se ajusta en los dos lotes a la siguiente ecuacton (figura 21):

P,=-11,3235+0,8619x-0,0148x?

En la tabla 35 se exponen la media de las concentraciones de los cinco dias, asi
como la correspondiente a cada dia de muestreo, no existiendo diferencias entre ambos

lotes.
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Resuitados

Figura 21: Perfil de secreccidon de progesterona seglin el anélisis de regresién lineal.
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EXFERIENCIA 3. SEGUNDO CICLO.

TABLA 35.- Concentraciones medias de progesterona plasmatica (ng/mil)

correspondientes a los dias 24, 28, 31, 35 y 38 después de la retirada del progestageno.

CONTROL ALFALFA
P, Dia24 0,63+0,11 0,85 +0,19

P, Dia 28 1,2340,12 1.2540,19

P, Dia 31 1,26 +0,24 118 +0,14

P, Dia 35 0.42+0,17 0.45+0.11

P, Dia 38 0,22 £0,06 0,24 +0,09

P, (@) 0,75 +0,24 r 0,79+0,20
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Resultados

Por tanto, en el segundo otofio, cuando las ovejas del lote problema habian
pastado durante un afio alfalfa, no existieron diferencias significativas en los perfiles de
secrecion de progesterona. En la figura 22 se representa la evolucion de las

concentraciones de progesterona a lo largo de los dos ciclos del otofio de 1992

Figura 22: Evolucion de las concentraciones ptasmaticas de progesterona a lo largo de los
dos ciclos del otorto de 1982
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4.3.2.- Efecto de la estacion y el pastoreo de alfalfa sobre los perfiles
hommonales de LH y progesterona,

- LH:

El andlisis de varianza para los factores tipo de dieta (alfalfa y control) y
gstacion (otofio de 1991-primavera 1992), demostré que ninguno de los dos factores nt
sus interacciones resultaron significativos para las vanables en estudio (nivel basal,
concentracion maxima en el pico preovulatorio y horas transcurridas desde la retirada

del progestageno al pico de LH).
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Resultados

- Progesterona:

Al comparar los perfiles de secrecion de progesterona del lote de alfalfa entre
el primer otofio y la primavera se observo que durante el primer ciclo los patrones de
secrecton fueron diferentes para las dos estaciones, ajustando a curvas distintas, como

se aprecia en la figura 23. Los parametros del modelo se exponen en la tabla 36.

TABLA 36.- Parametros de las ecuaciones de regresion para las concentraciones
plasmaticas de progesterona correspondientes al primer otofio y la primavera del lote

de alfalfa (1* ciclo).

b, b, b, P
OTONO -0,5664 0,2738 -0,0120 0,58
(0,0374) (0,0064) (0.0013)
PRIMAVERA -0,2603 0,1197 -0,0045 040"
0.0326) (0,0046) (0,0007)

rEE <0 001
Las coordenadas del maximo fueron las siguientes:
[ X (Dias) T Y (Concentracion P,)
OTONO 11,4 0,99
PRIMAVERA 13.3 0,53

Las ecuaciones de regresion para los perfiles de secrecion de progesterona en

cada una de las estaciones son las siguientes:

£

4 (otofo

y=-0,0120x%+0,2738x-0, 5664
,=-0,0045x%+0,1197x-0,2603

Pd (primavera
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Figura 23: Perfiles de secreccién de progesterona segln el analisis de regresion lineal.
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PRIMER CICLO. LOTE DE ALFALFA.

Las curvas, por tanto, fueron significativamente diferentes (p<0,05) presentando

distinta evolucion en el tiempo y distinta concentracion. En otofio se alcanzd antes el

maximo y ta concentracioén fue mayor.

Los parametros de las ecuaciones de regresion para el segundo ciclo se exponen

en ia tabla 37
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Resultadoy

TABLA 37.- Parametros de las ecuactones de regresion para las concentraciones

plasmaticas de progesterona correspondientes al 1* otofio y la pnmavera del lote de

alfalfa (2° ciclo).

b, b, b, r
OTORQ -6,8312 0,5377 -0,0094 0,48
(0,0401) (0,0065) (0,0012)
PRIMAVERA -6,8127 0,5025 -0,0084 0,307
{0,0567) (0,0108) 0,0022)
e 00 001
*+ p<0 0l
Las coordenadas del maximo fueron la sigutentes:
X (dias) Y (concentracion P,
OTONO 28,6 0,85
PRIMAVERA 29,9 0,70

Como se observa en la figura 24, las curvas resultaron paralelas pero

desplazadas, es decir, la evolucion en el tiempo resultd igual en ambas estaciones,

aunque en otofio se alcanzd una concentracion significativamente superior (p<0,05).

E! ajuste definitivo se realiza por las siguientes ecuaciones:

-0,0076x%+0,4565%x~-5,9425

Iy 4 (otofol —

-0,0076x%+0,4565%-6,1435

Pd. (primaverd) =
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Resuttados

Figura 24: Perfiles de secreccién de progesterona segin el analisis de regresion lineal.
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SEGUNDO CICLO. LOTE DE ALFALFA.

Se realizd l1a misma comparacién con los lotes control de las dos estaciones,
resultando que en el primer ciclo los perfiles de secrecion fueron distintos. Los

parametros del modelo se exponen en la tabla 38.

TABLA 38.- Parametros de las ecuaciones de regresion para las concentraciones
plasmaticas de progesterona correspondientes al 1% otofio y la primavera del lote control

(1% ciclo).

b, b, b, ¥
OTONO -0,5138 02837 -0,0123 057"
(0,0415) (0,0071) (0,0014)
PRIMAVERA -0,3928 0,1606 -0,0062 0,56
(0,0536) (0,0076) {0,0012)

*xr ) 001
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Resultados

Las coordenadas del maximo fueron las siguientes:

X (dias) Y (concemracion P}
OTONO 11,53 112
PRIMAVERA 12,95 0,64

Las curvas resultaron distintas, presentando distinta evolucion en el tiempo y
distinta concentracion (figura 25). En otofio se alcanzo antes el maximo y hubo una

concentracion de progesterona significativamente superior {p<0,05).

Las ecuaciones de regresion para los perfiles de secrecion de progesterona en

cada una de las estaciones son las sigutentes:

Py oronoy =—0,0123x2+0, 2837x-0, 5138

Py, =-0,0062x%+0,1606x-0,3928

(primavera) ~

Figura 25: Perfiles de secreccién de progesterona segln el anélisis de regresion lineal.

Pa{ng/mi}
e + QTORO 1891 ® PRIMAVERA 1992

Dias desde la retiraca del progestdgeno.

PRIMER CICLO. LOTE CONTROL.
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En el segundo ciclo, los perfiles de secrecion de progesterona también resultaron

distintos. Los parametros del modelo se exponen en la tabla 39.

TABLA 39.- Parametros de las ecuaciones de regresion para las concentraciones

plasmaticas de progesterona correspondientes al 1¥ otofio y la primavera del lote control

(2° ciclo).
b, b, b, r
OTONO 82172 0,6563 -0,0116 0,517
(0,0473) (0,0076) (0,0014)
PRIMAVERA -5,5507 0,4260 00072 0,56™
(3,5547) {0,2168) {0,0032)
#+* <) 001
Las coordenadas del maximo fueron las siguientes:
X (dias) Y (concentracion P,)
OTONO 2829 1,07
PRIMAVERA 29,58 0,70

Las curvas fueron significativamente diferentes (p<0,05), presentando distinta
evolucion en el tiempo y distinta concentracion (figura 26). En otofio se alcanzd antes

el maximo y hubo una concentracion de progesterona significativamente superior.

Las ecuaciones de regresion para los perfiles de secrecion de progesterona en

cada una de las estaciones son las siguientes:
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Py (orosio) ==0,0116x2+0,6565x-8,2172

Py(primavera; =~ r 0072x2%+0,4260x-5,5907

Figura 26: Portiles de secreccidn de progesterona segun el analisis de regresidn tineal.

Pa (ng/ml)

+-OTONO 1981 ™ PRIMAVERA 1992

T T T T T T 1 T I T i i
22 23 24 FLE] 28 27 28 2% 30 31 32 a3 kL 35 38 37

Dias desde la retirada del progestigena

SEGUNDD CICLO. LOTE CONTROL.

Por tanto, los dos lotes de ovejas presentaron la misma tendencia: las
concentraciones de progesterona fueron significativamente superiores (p<0,05} y el

maximo se alcanzo significativamente antes (p<0,05) en otofio que en primavera.
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4.3.3. Efecto de Ia dieta y del ttempo de pastoreo sobre los perfiles
hormonales de LH y progesterona.

El analisis de varianza para los factores tipo de alimentacidn (alfaifa-control) y
tiempo de pastoreo: otofto de 1991 (2 meses); otofio de 1992 (1 afio), demostrd que la
interaccion entre ambos factores no resulto significativa para ninguna de las vanables
estudiadas (nivel basal, concentracién maxima en el pico preovulatorio y horas

transcurridas desde la retirada del progestageno al pico preovulatorio).

Ni el tipo de alimentacion ni el tiempo de pastoreo determinaron diferencias

significativas en el nivel basal de LH.

Sin embargo, el tiempo de pastoreo resultd significativo para las horas
transcurridas desde la retirada del progestageno al pico preovulatorio de LLH, como se

observa en la tabla 40.

TABLA 40.- Horas transcurridas desde 1a retirada del progestageno al pico preovulatorio

de LH en ambos lotes de ovejas en el 19 y 2° afio.

— e T

OTONO 199} OTORO 1992

CONTROL, 58,0942,50 46,38 41,68
n=11 n=13

ALFALFA 51,0+3,39 43,75 41,86
n=8 n=12

ptESM. 551042144 45,11 41,258

. )

AB p<n01
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Independientemente del tipo de alimentacidn, en el segundo otofio ambos lotes
de ovejas presentaron antes el pico preovulatorio de LH en respuesta al tratamiento de

sincronizacion.

Ni el tipo de alimentacion ni el tiempo de pastoreo determinaron diferencias
significativas en la concentracion maxima de LH en el pico preovulatorio, sin embargo,
en e} segundo otofio ambos lotes de ovejas tuvieron una concentraciéon maxima en el

pico preovulatorio mayor que en el primer otofio (p<0,1) (tabla 41).

TABLA 41.- Concentracion de LH en el pico preovulatorio en ambos lotes de ovejas

en el 1% y 2° otofio.

OTONO 1991 OTONO 1992
CONTROL 36,38 +8,78 48,81 +8.47
n=11 n=13
ALFALFA 33084732 5805+11,54
H:S n= [ 2
wEtES M. 34994582 53,24 +6,98°
|
AB p<0.1
.~ Progesterona:

Se realizo una comparacion de los perfiles de secrecion de progesterona del lote

de alfalfa entre el otofio de 1991 (pastoreo corto) y el otofio de 1992 (pastoreo largo).

Los parametros del modelo para el primer ciclo se exponen en la tabla 42.
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TABLA 42.- Parametros de las ecuaciones de regresion para las concentraciones

plasmaticas de progesterona correspondientes al otofio de 1991 y otofio de 1992 del lote

de alfalfa (1* ciclo).

b, b, b, r
QTONO 1991 -0,5664 0,2738 -0,0120 0,58™"
(0,0374) {0,0064) (0,0013)
OTONO 1992 -0,0291 0,1755 -0,0075 0,307
(0,5251) (0,0074) (0,0012)

**+ 3<0,001
En el primer ciclo las curvas resultaron paralelas, pero el desplazamiento entre
ambas fue significativo (p<0,05), es decir, ambos lotes de ovejas tuvieron la misma
evolucion del patron de secrecion, pero la concentracion fue mayor en el otofio de 1992
(figura 27).

Figura 27: Perfiles de secreccion de progesterona segin el andlisis de regresion lineal.

P4 (ng/mi)
1.2 —

- OTONO 1991 B OTONO 1992

G- 7 7 T i T T T T T T T T T T 1
2 3 4 -] ] 7 8 9 10 11 12 ty 14 15 8 17 18 "W 20

Dias desde la retirada del progestageno.

PRIMER CICLO. LOTE DE ALFALFA.
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El ajuste definitivo se realiza por Ias siguientes ecuaciones:

P, otofio 1991)=—0,0086x%+0,2006x-0,2814

Py otoiic 1992)=—0,0086x%+0,2006x-0,1078

Durante el segundo ciclo el resultado fue el mismo que en el primer ciclo. Los

parametros del modelo se exponen en la tabla 43.

TABLA 43.- Parametros de las ecuaciones de regresion para las concentraciones

plasmaticas de progesterona correspondientes al otofio de 1991 y otofio de 1992 del lote

de alfalfa (2° ciclo).

b, b, b, P
OTONO 1991 -6,8312 0,5377 -0,0004 0,48
(0,0401) (0,0065) (0,0012)
. r Eld ]
OTOND 1992 10,1633 0,7813 -0,0134 0,34
(0,0608) (0,0103) (0,0021)
<0 001
Las coordenadas del maximo fueron las sigutentes:
X (dias) Y (concentracion P,)
OTONO 1991 286 0,85
OTONO 1992 29,15 1,22

La evolucion en el tiempo del patron de secrecion fue igual en los dos otofios,

pero el desplazamiento fue significativo (p<0,05). La concentracion fue mayor en el

otofio de 1992 (figura 28).
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El ajuste definitivo se realiza por las signientes ecuaciones:

P4{otoﬁo 1991) =-0, 0111X2+0, 6357x-8,2123

Py orosio 1902)="0,0111x%+0,6357x-8,0304

Figura 28: Perfiles de secreccién de progesterona segun el andlisis de regresion lineal.

P4 (ng/mi)
b ~-QTONG 1991 ® GTONO 1982
 —
0.8 —
5.6 —
0.4 —
0.2 -
o ! i ; ! T T T T T T T ; T !
21 22 23 P4 2B 26 27 2@ 29 IO 31 B2 33 34 B85 36 237
Dlas desde la retirada del progestigeno.
SEGUNDOQ CICLO. LOTE DE ALFALFA

Se realizd la misma comparacion con el lote control en los dos otofies. Tanto
para el primer como segundo ciclo, las curvas resultaron idénticas. Los parametros de

los modelos se exponen en las tablas 44 y 45.
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TABLA 44.- Parametros de las ecuaciones de regresion para las concentraciones

plasmaticas de progesterona correspondientes al otofio de 1991 v 1992 del lote control

(17 ciclo).

b, b, b, P
OTONO 1991 40,5138 02837 -0,0123 0,577
{0,0415) {(0,0071) {0,0014)
OTONO 1992 -0,1275 0,2029 -0,0091 070"
(0,4424) {0,0062) (0,0010)

*** p<0,001

TABLA 45.- Parametros de las ecuaciones de regresion para las concentraciones

plasmaticas de progesterona correspondientes al otoilo de 1991 y 1992 del lote control

(2° ciclo).
b, b, b, r
OTONO 1991 -8,2172 0,6565 -0,0116 0,517
(0.0473) (0,0076) (0,0014)
OTONO 1992 12,5729 0,486 -0,0162 0,45
(0,0606) (0,0102) (0,0021)
L E L] P<0,001

Las coordenadas del maximo para ambos ciclos fueron las siguientes:

1% CICLO 2° CICLO
X (dias) Y (concentracion P,) X (dias) Y (concentracion P,}
OTONO 1991 11,53 1,12 28,29 1,07
OTONO 1992 11,37 1,06 29,28 1,31
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El ajuste definitivo se realiza por las siguientes ecuaciones {figuras 29 y 30):
- Primer ciclo:

P, (otoio 1091 =~0,0098x%+0,225%x-0,2179
~ Segundo ciclo:

Py (otofio 1992) =0+ 0132x2%+0,7611x-9,77

Figura 29: Perfil de secreccion te progesterona segun el andlisis de regresién lineal.

P4 {ng/mi
12 -
) —
0.8 —
0.8
0.4 —
0,2 -y
o - 1 T T d T . T T ’ T T T T i
> 3 a4 5 & 7 B @ 10 1f 12 t3 14 15 16 17 1B 19 20
Dias desde la retirada del progestdgenao,
PRIMER CICLO. LOTE CONTROL.
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Figura 30: Perfil de secreccidn de progesterona segun el analisis de regresion lineal.

P4 (ng/mi)

ot - T —T T T T 7 T ™ T
21 22 23 24 2% 26 27 2@ @G B 2L B2 B3 24 25 36 37

Dias desde la retirada del progestageno,

SEGUNDO CICLO. LOTE CONTROL.

En resumen, los perfiles de secrecion de progesterona en el lote control fueron

iguales en el otofio de 1991 y el otofio de 1992.

Por tanto, mientras el lote control se comporto igual en el primer y segundo
otofio, las ovejas que consumteron alfalfa mostraron diferencias entre ambos otofios, con
una mayor concentracion de progesterona en el otofio de 1992, aunque Ia evolucion del

patron de secrecion fue igual.
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4.4.-ESTUDIOANATOMOPATOLOGICODEL APARATO REPRODUCTOR.

.= Observaciones macroscopicas:

Un 43% de las ovejas que pastorearon alfalfa presentaron lesiones macroscopicas
visibles. De este grupo, destacaron principalmente las lesiones uterinas, que

representaron el 75% de las alteraciones observadas.

Las principales lesiones fueron quistes o microquistes en el endometrio y
pequefias hemorragias, normalmente puntiformes (petequias) y algunas mas extensas
(equimosis) en la mucosa uterina.

Dos animales que pastaron alfalfa presentaron quistes paraovaricos.

En el lote control s6lo un animal presenté un absceso a nivel de la serosa de la

vagina, asi como quistes en el endometrio.

«—~ Observaciones_histologicas:

Ovejas controles:

L.a vagina de estos animales se encontro tapizada por un epitelio estratificado
plano no queratinizado, que recubria el tejido conjuntivo del corion subyacente, no
observandose minguna anomalia (LAMINA 1V a).

El cuello uterino presentd la estructura tipica de esta especie, sin anomalias

resefiables. La mucosa, tapizada por un epitelio cilindrico, presentd pliegues hacia la luz

de una altura media constante (LAMINA V ay VI a).
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En el utero tampoco se encontraron alteraciones patologicas. Estaba tapizado por
un epitelio cilindrico stmple, que se dispone sobre las carlinculas conjuntivas y las

glandulas intercarunculares (LAMINA VII a).

Los ovarios, de estructura normal, presentaron foliculos en diversas fases de
desarrollo (LAMINA VIII a). En uno de los animales se observo un gran cuerpo luteo

que ocupaba practicamente todo el ovario (LAMINA VIII b).
Ovejas alimentadas con alfalfa:

A excepcion de un animal que presentd una vaginitis (LAMINA IVb), la
estructura histolégica de los amimales que integraban este grupo, no difirio de las

descritas anteriormente para el lote control.

Los ovarios presentaron foliculos en diversas fases de desarrollo, no

observandose ninguna anomalia.

Las principales alteractones se observaron a nivel del cuello uterino, donde se
aprecid un mayor desarrollo de los pliegues, que alcanzaban mayor complejidad y altura
en las luces (LAMINA Vb) y con frecuencia presentaron secreciones eosinofilicas

(LAMINA VI b ).
El epitelio de revestimiento y el glandular era cibico ¥ en ocasiones ctlindrico
y se disponia sobre una l&mina propia mas celular que en los casos anteriormente

descritos.

Se observaron formaciones quisticas de diversos tamafios que solian poseer un

contenido eosinofilico (LAMINA VI ¢},
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El atero también presentd una mayor actividad glandular aunque no legaron a
formarse estructuras quisticas semejantes a las anteriormente descritas (LAMINA VIi

b).

138



Resultados

LAMINA IV




Resultados

LAMINA IV
A: Vagina. H-E x 19 (lote control)
B: Vagina. H-E x 19 (lote de alfalfa) se obserba un foco inflamatorio de células redondas

vy una mayor queratinizacion del epitelio.
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LAMINA V:
A: Pliegues mucosos del cuello uterino {lote control) H-E x 19.

B: Cuello uterino (lote de alfalfa) H-E x 19
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LAMINA Vi

A: Cuello uterino (lote control) H-E  x 19

B: Hiperplasia quistica segregante de cuello uterino (lote de alfalfa) H-E x 19
C: Cuello uterino (lote de alfaifa). Se observa una hiperplasia quistica glandular con fusion

y pérdida de las prolongaciones tipicas. H-E x 19
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LAMINA VII




Resultadeos

LAMINA VH:

A: Utero (lote control) H-E x 19,

B: Utero (lote de alfalfa) H-E x 19. Se observa una hiperplasia glandular en el endometrio.
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LAMINA VIII




Resubtados

LAMINA VIH
A: Ovarno (lote control}. H-E x 19

B: Ovario, en el que se aprecia un cuerpo lateo a la derecha de la imagen (lote control). H-E

x 19.
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5.- DISCUSION.

5.1.- DISPONIBILIDAD DE PASTO Y CONTENIDO EN COUMESTROL.

La disponibilidad de alfalfa en las parcelas oscilo entre 55,12 v 73,57 gr MS/Kg
PV/dia, correspondientes al verano y la primavera respectivamente. En otofio la
disponibitidad fue de 71,83 gr MS/Kg PV/dia en el afio 1991 y 69,85 gr MS/Kg PV/dia

en el afo 1992,

En praderas de alfalfa, el mivel maximo de ingestion se alcanza con
disponibilidades de 68-81 gr MS/Kg PV (Rattray et al., 1982; Ramon et al., 1989). Por
tanto, la ingestion no se vio himitada en ningin periodo de pastoreo a excepcion del

verano, en que pudo verse moderadamente restringida.

Por otra parte, no hubo diferencias significativas en la evolucion del peso vy
condicion corporal entre los lotes control v alfalfa, aunque todos los lotes presentaron
al final de 1as expenencias un peso y condicidon corporal significativamente mayores que

al inicio, independientemente de la dieta.

El contenido en coumestrol de la alfalfa varid segin los meses de estudio,
presentando un valor medio de 19,76+2.779 mg/Kg MS. Los valores mas bajos
correspondieron a los meses de Junio, Julio y Agosto (8,18; 10,24 y 9,58 mg/Kg MS
respectivamente) y los valores maximos a Octubre y Noviembre de ambos afios (28,53

y 24,13 en 1991 ; 33,7 v 34 en 1992) y al mes de Abnl (21,40 mg/Kg MS).

Estos resultados estan en 1a linea de los obtenidos por Delgado et al. (1992), que

encontraron un valor medio de coumestrol en muestras de alfalfa c.v. Aragon, en
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pastoreo,de 17,542,20 ppm, mediante cromatografia liqmda de alta resolucion,

presentando los valores mas bajos en verano y comenzando a elevarse en Septiembre.

De acuerdo con lo descrito en otros trabajos (Francis y Millington, 1965; Wong
et al., 197}, Smith y Jagush, 1979), pensamos que la cantidad de coumestrol encontrada
en la alfalfa, a pesar de ser moderada, fue suficiente para mostrar alguna actividad,
Wong et al. (1971}, indicaron que la concentracidon minima constderada biologicamente
activa oscilaba entre 20-50 mg/Kg, refiriéndose al total de coumestanos. Francis y
Millington (1965), encontraron efectos estrogénicos en alfalfa con un contenido en
coumestrol de 25 ppm. Nosotros sélo hemos cuantificado el coumestrol, por lo que

probablemente la cantidad total de coumestanos sea mayor.

El moderado contenido en coumestrol encontrado en la alfalfa sugiere que la
utilizacion de la alfalfa en pastoreo rotacional puede contribuir a mantener bajos niveles
de patogenos foliares, que es el principal factor responsable de la actividad estrogénica

en la alfalfa (Ramon et al., 1993).

§.2.- EFECTO DEL PASTOREQO DE ALFALFA SOBRE EL MOCO
CERVICAL OVINO.

Numerosos trabajos sefialan como causa principal de la infertilidad debida al
consumo de fitoestrégenos, un fracaso de la fertilizacidén que esta asociado a una pobre
penetracion de espermatozoides en el oviducto, como consecuencia de cambios
cualitativos y cuantitativos del moco cervical, que impiden el establecimiento de una
reserva de espermatozordes en el cervix, asi como un transporte espermatico normal

(Tumbull et al., 1966; Fels v Neil, 1968; Kaltenbach y Davies, 1970, Lightfoot et al.,
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1974; Adams, 1976a). Estos cambios en el moco cervical afectan tanto al volumen

como a sus propiedades reologicas.

Nuestros resultados muestran diferencias significativas en el volumen y en la
elasticidad del moco cervical entre los dos lotes de ovejas, excepto en la experiencia de
primavera, donde no existieron diferencias significativas para ninguno de los parametros
estudiados, y que correspondio a los meses en que el contenido en coumestrol de la
alfalfa fue mas bajo (10,57 y 8,18 mg/Kg MS en los meses de Mayo y Junio
respectivamente), concentraciones que son inferiores a la minima considerada como

biologicamente activa (20 ppm) (Wong et al,, 1971).

F1 volumen de moco cervical y el spinnbarkeit sé6lo se vieron afectados por el
tipo de alimentacion (dieta con coumestrol y control), independientemente de Ia estacion
y del tiempo de pastoreo, observandose un mayor volumen de moco cervical con una

reducida elasticidad en las ovejas que pastaron alfalfa.

Estos hechos han sido descritos por otros autores (Smith, 1971a; Lightfoot et al.,
1974), que encontraron un volumen de moco cervical significativamente mayor en
ovejas expuestas a fitoestrogenos, usando como método de recogida compresas de
algodon introducidas en la vagina. Sin embargo, otros trabajos (Adams, 1976a) no
encuentran un mayor volumen de moco cervical cuando la recogida se realiza por
aspiracion con una pipeta, y atribuyen el mayor volumen observado en trabajos
antertores a una disminucion de ta viscosidad, que hace que el moco pueda penetrar en

el algodon mas facilmente.

Trabajos més recientes {Kaldas y Hughes, 1989), describen que la menor
viscosidad del moco cervical se debe a una disminucidn en la concentracidén de
glicoproteina (componente que da al moco su consistencia} y que los fitoestrogenos

también aumentan el volumen de moco y su contenido en agua, dependiendo estas
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Gitimas acciones de la dosis, mientras que ¢l descenso de glicoproteina parece depender

mas de la duracion de la exposicion que de la dosts.

Nuestros resultados indican que a dosis entre 20 y 35 mg/Kg MS y con el
mismo método de recogida que Adams {1976a), se produce un mayor volumen de moco
cervical y una distminucion en la elasticrdad del mismo vy, por tanto, parecen mdicar que

la produccion de glicoproteina y el contenido en agua del moco estan afectados.

Estos cambios en el moco cervical pueden afectar al establecimiento de una
reserva de espermatozoides en el cervix, necesaria para que ocurra una fertilizacion
normal (Hunter, 1992}, asi como el transporte espermatico, puesto que la estructura del
moco cervical orienta al espermatozoide en su migracion (Gibbons y Sellwood, 1973;
Hafez, 1987¢). El reducido spinnbarkeit del moco cervical de ovejas expuestas a
fitoestrogenaos, refleja una ausencia de la estructura molecular normal del moco cervical

e impide una ornentacion efectiva de los espematozoides.

A pesar de estos cambios en el volumen y elasticidad del moco cervical, no
hemos observado diferencias en la penetracidon espermatica en ninguna de las dos
pruebas realizadas "in vitro". Hasta la fecha, no tenemos noticia de ningiin otro estudio
sobre este tema, ya que todo lo que hemos encontrado son estudios "in vive” (Lightfoot
et al, 1967; Kaltenbach y Davies, 1970), en los que se observaron diferencias
significativas en el namero de espermatozoides recogidos del cervix, utero y oviductos
entre ovejas que habian estado sobre pastos estrogénicos y ovejas controles, presentando
las primeras un menor numero de espermatozoides. Lightfoot et al., (1967), también
observaron que un nimero menor de espermatozotdes recogidos del cervix de oveyas
afectadas fueron moéviles. Nosotros no hemos encontrado ningim efecto téxico del
mucus de las ovejas que pastaron alfaifa sobre el semen ("in vitro") y es posible que
la menor viabilidad observada "in vivo" sea debida a un fallo del moco cervical para

separar los espermatozotdes del flujo de leucocitos y fluidos del utero (Mattner, 1968).
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Sin embargo, si existieron diferencias significativas en la penetracion
espermatica, independientes de la dieta, entre el otofio y la primavera. Pensamos que
estas diferencias son debidas a la influencia del fotoperiodo en las caracteristicas
seminales mas que a cambios en las propiedades del moco cervical, ya que, en la raza
Manchega, los niveles plasmaticos de testosterona libre y los seminales de fructosa, se
hallan intima e inversamente relactonados con el nimero de horas de luz solar (Borque

et al.,1992).

Los cambios descritos en la literatura en las caracteristicas del moco cervical,
se han atribuido a un mayor nivel de produccién de estrogenos o, alternativamente, a
una mayor sensibilidad del cervix a los estrogenos (Lightfoot et al., 1974). Nosotros nos
inclinamos hacia la segunda sugerencia, puesto que la duracion del celo, que esta
directamente relacionada con la cantidad de estrogenos (Scaramuzzi et al., 1971a), fue

simtlar en ambos lotes.

Ademas, se ha observado que en ovejas tratadas con fitoestroégenos se incrementa
el numero de receptores de estrogenos en el cervix (Tang y Adams, 1981). Esto
implicaria que los fitoestrogenos no sélo ocupan los receptores disponibles, sino que
ademas, estimulan la produccion local de mas lugares de union, lo que hace al cervix

mucho mas sensitivo a la accton de los fitoestrogenos (Tang y Adams , 1978a).

En el resto de parametros analizados en el moco cervical (presion osmotica y
arborizacion) no hemos encontrado diferencias significativas, hecho ya reseftado en otros

trabajos (Adams, 1976a).

En cuanto a la duracion del celo, la incidencia del mismo y el comportamiento
sexual, no hemos encontrado diferencias significativas entre ambos grupos de ovejas.
Estos resultados estan en la linea de otros autores que han observado que la longitud

det ciclo estral y la duracidn del celo no parecen estar significativamente afectadas en
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ovejas con infertilidad debida al consumo de fitoestrogenos (Obst y Seamark, 1970,
Lightfoot et al., 1974; Smith, 1975). Sin embargo, existen trabajos que descniben
irregularidades en el ciclo, con una mayor variabilidad en la duracidn del ciclo estral
y mayor incidencia de estros silenciosos (Ch'ang, 1961; Adams, 1981), aunque estas
irregularidades parecen estar mas relacionadas con infecciones del tracto genital, que
son comunes en ovejas con enfermedad del trébol (Turnbull et al., 1966, Fels y Neil,

1968; Kaltenbach y Davies, 1970).

5.3.- EFECTO DEL PASTOREQ DE ALFALFA SOBRE LOS PERFILES
HORMONALES DE LH Y PROGESTERONA.

Numerosos trabajos sugieren una accidn de los fitoestrogenos a nivel del eje
hipotalamo-hipdfisis, alterando la secrecton de gonadotropinas (Mathieson y Kitts, 1980;
Rodgers et al., 1980; Adams, 1981; Montgomery et al., 1985), aunque la accion de los

estrogenos vegetales a este nivel no esta muy clara.

Asi, se han descrito retrasos en el pico preovulatorio de LH y niveles
plasmaticos basales de gonadotropinas mas altos que los normales, como consecuencia
de una menor respuesta del eje hipotalamo-hipofisis al 1783-estradiol. Esta reducida
respuesta al 1783-estradiol, podria estar relactonada con cambios en el nimero o afinidad
de los receptores de estrogenos en la hipofisis (Tang v Adams, 1978a). Si el eje
hipotalamo-hipéfisis tiene una menor sensibilidad al 173-estradiol, el nivel de
gonadotropinas podria ser mayor de lo normal debido a una disminucion del "feed-back”

negativo del estradiol {Scaramuzzi et al., 1971b).

Sin embargo, otros trabajos no encuentran diferencias significativas en los

niveles de FSH (Smith et al., 1980), ni en las concentraciones de LH (Mc Leod, 1978,
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citado por Smith, 1980; Chamley et al., 1985) entre ovejas que pastaban alfaifa

estrogénica v ovejas controles.

La competicion entre estrogenos endogenos y fitoestrogenos por los receptores,
esta en funci6n de la afimdad v de la concentracion. Por tanto, aunque los fitoestrogenos
tengan menor afinidad que el estradiol por los receptores, a altas concentraciones
podrian competir con el estradiol por los receptores de estrégenos en la hipofisis.
Ademas, en ausencia de estradiol, estos compuestos pueden unirse a los receptores
hipofisarios de estrogenos y actuar de la misma forma que el estradiol (Mathieson y

Kitts, 1980).

Por tanto, las acciones de los fitoestrogenos pueden ser estrogénicas o
antiestrogénicas. En una siuacion de hipoestrogenismo, los estrogenos endogenos
pueden ocupar los receptores y producir efectos estrogénicos, mientras que en presencia
de estradiol, grandes cantidades de un estrogeno exogeno pueden disminuir la actividad

estrogénica por competicion con el 173-estradiol (Kaldas y Hughes, 1989).

Nuestro trabajo solo es comparable al de Hettle y Kitts (1983), puesto su estudio
se reftere concretamente a la descarga preovulatoria de LH después de una
sincronizacion de los celos con progesterona. Estos autores encontraron una mayor
concentracion en el pico preovulatorio de LH y un retraso del mismo, en ovejas que
consumian alfalfa respecto de ovejas controles. Sus resultados estan de acuerdo con 1a
hipdtesis de una menor sensibilidad del eje hipotalamo- hipdfisis al "feed-back" negativo

del estradiol

Nosotros no hemos encontrado diferencias significativas en ninguna de las tres
experiencias en cuanto al nivel basal, horas transcurridas desde la extraccion del
progestageno hasta la aparicion del pico de LH, ni concentracion maxima en el pico

preovulatorio, quizas como consecuencia de que la cantidad de coumestrol que contenia
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la alfalfa no fue suficiente para competir con los estrogenos endogenos por los

receptores del hipotalamo y de la hipofisis.

En la experiencia de primavera, el nimero de ovejas que presentaron pico de LH
en respuesta al tratamiento de sincronizacion fue menor que en los dos otofios para
ambos lotes de ovejas, aunque el lote de alfalfa presentd un mayor numero de ovejas
con pico de LH (8 ovejas en el lote de alfaifa vs 4 en el lote control). Aunque ta
diferencia no fue estadisticamente significativa (debido al escaso numero de animales),
pensamos que quiza pudiera tener relacion con el consumo de coumestrol. Chamley et
al. (1985) encontraron que en ovejas afectadas por la enfermedad del trébol, la
frecuencia de los pulsos de LH y la concentracion de LH durante la estacion
reproductora eran cercanas a las de ovejas controles. En contraste, durante el anoestro,
estos parametros fueron mas bajos en las ovejas controles, mientras que las ovejas

afectadas tuvieron los mismos niveles que en estacion reproductora.

Pensamos que los resultados que obtuvimos en primavera estin relacionados con
la hipotesis expuesta por Kaldas y Hughes {1989), quienes afirman que cuando existen
niveles basales de estrogenos endogenos, los fitoestrogenos pueden ocupar los receptores
disponibles y producir efectos estrogénicos. De hecho, se ha sugendo que las
variaciones estactonales en la frecuencia de los pulsos de LH que ocurren en ovejas
ovariectomizadas pueden resultar de la presencia de sustancias estrogénicas en [a dieta

(Goodman et al., 1982).

Independientemente de la dieta, al comparar el primer y segundo otoiio,
observamos que en ambos lotes de ovejas se produce un adelanto del pico de LH y un
aumento de la concentracion de LH en el pico preovulatorio. Pensamos que esto ha sido
debido a la diferencia de peso y condicion corporal entre el primer y segundo afio. Al
nicio de la experiencia el peso medio de los animales fue de 50 Kg. con una condicién

corporal media de 1,92. Después de un afio de experiencia, el peso medio de los
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animales fue de 66,46 Kg con una condicion corporal media de 2,98. Ambos valores
{peso y condicion corporal), fueron significativamente diferentes entre los dos afios. La
alimentacton influye en todos los aspectos de la reproduccion de la oveja, entre ellos
la tasa de ovulacion, que depende entre otros factores del estado de carnes. Este efecto
ha sido descrito ampliamente en numerosos trabajos (Smith, 1988; Smith y Stewart,
1990; Folch et al., 1991). Por otra parte existe una relacion entre la liberacion de LH
v la tasa de ovulacion, de tal forma que ovejas con dos ovulaciones y alta condicion
corporal, fienen una mayor frecuencia de puisos de LH que ovejas con ovulacion simple
v baja condicion corporal (Rhind v Mc Neilly, 1983, citado por Thomas y Qldham,
1984),

En cuanto a la progesterona, nuestros resultados mostraron diferencias
significativas en la concentracion de esta hormona entre los dos lotes de ovejas (alfalfa
y control) inicamente en la primera experiencia {otoflo de 1991). Ni en la primavera

nt en el segundo afio de estudio existieron diferencias significativas entre ambos fotes.

Las alteractones en la secrecion de progesterona debidas al consumo de
fitoestrogenos han sido descritas en otros trabajos (Obst y Seamark, 1970; Hearnshaw
et al, 1972; Adams et al., 1981), observandose una caida brusca de la progesterona a
partir del dia 12 del ciclo como consecuencia de un reducido periodo de actividad del
cuerpo lGteo. Obst y Seamark (1970), sugtrieron que {a ingestion de plantas estrogénicas
podia tener un efecto luteolitico directo sobre el cuerpo lateo, o bien actuar
indirectamente afectando la esteroidogénesis folicular o a algun agente luteolitico
uterino. Adams, Heamshaw y Oldham (1981) sugieren que probablemente exista un
control alterado del cuerpo lateo por el utero como resultado de una endometritis, que
es, a juicio de estos autores, la lesidon mas comin y severa debida al consumo de

fitoestrogenos.
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Esta alteracion en el periodo de funcion del cuerpo liteo parece estar mas
relacionada con un efecto agudo v temporal de los fitoestrogenos que con el desarrollo
de una infertilidad permanente. Smith (1975), no encontré diferencias en los niveles de
produccion de progesterona entre ovejas con una historia previa de infertilidad de tres

afios debida a la enfermedad del trébol y ovejas controles.

En la primera experiencia de nuestro estudio, no encontramos un descenso
brusco de la progesterona, sino una concentracion de progesterona a lo largo de los dos
ciclos de estudio, significativamente mayor en el lote control que en el lote que pastoreo
alfalfa, aunque la evolucién en el tiempo del patron de secrecion fue la misma para
ambos lotes de ovejas, alcanzando los dos grupos el nivel maximo al mismo tiempo

(entre los dias 11 y 12 del ciclo).

En nuestro trabajo, no aparecen diferencias significativas entre los dos lotes de
ovejas en los perfiles de secrecion de progesterona durante el segundo afio de estudio
(cuando el lote problema llevaba un afio en las parcelas de alfalfa). De hecho, al
comparar los perfiles del lote de alfalfa entre el primer y segundo otofio, se observo que
después de un ano de pastoreo, este lote presentaba concentraciones de progesterona
significativamente mayores que el primer afio, no ocurriendo esto en el lote control, que
presentd el mismo perfil de secrecion de progesterona ambos afios. Parece, por tanto,
que el segundo otofio la concentracion de progesterona no se vid afectada por el
consumo de fitoestrogenos. Esto podria estar relacionado con un mecanismo de
desactivacién de los coumestanos desarrollado después de una exposicion prolongada

a los mismos (Kelly, 1972; Kelly y Lindsay, 1975).

La menor secrecion de progesterona observada en el lote de alfalfa en el primer
otofio pudo ser debida a una menor tasa de ovulacidén en estas ovejas. Existe una
influencia de la tasa de ovulacidn sobre los niveles plasmaticos de progesterona (Abecia

et al., 1991). Thorburn et al, (1969), ya registraron este hecho, indicando que la
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vartacion encontrada para los niveles plasmaticos de progesterona durante la fase luteal
de diferentes ciclos sexuales, estaba en parte explicada por el nimero de cuerpos luteos
presentes. Lopez-Sebastidn et al. (1992), encontraron una correlacion entre los niveles
medios de progesterona y el numero de cuerpos luteos en ovejas sometidas a un

tratamiento de superovulacion.

Numerosos trabajos describen una disminucion en la tasa de ovulacion en ovejas
que ingieren fitoestrogenos (Coop, 1977; Scales y Moss, 1977, Kelly et al., 1980; Smith
et al., 1980; Ramon, 1987, Ramon et al., 1993).

Smith y Jagush (1979}, encontraron que niveles de coumestanos de 25 ppm en
la dieta, deprimian la tasa de ovulacion en ovejas que consumieron pellets de alfalfa por
un pertodo de 35 dias. En nuestro trabajo, los niveles de coumestrol encontrados en las
parcelas de alfalfa en los primeros meses de pastoreo fueron de 16,78, 28,53 y 24,13
mg/Kg MS (en Septiembre, Octubre y Noviembre, respectivamente) cantidades que
pudieron ser suficientes para deprimir {a tasa de ovulacidén segiun lo expuesto

anteriormente.

En la expertencia de primavera no existieron diferencias significativas entre los

dos lotes de ovejas, posiblemente debido al bajo contenido en coumestrol de [a alfalfa.

Independientemente de la dieta, cuando se compararon los perfiles de secrecion
de progesterona entre el primer otofio y la primavera, se observaron diferencias
significativas en ambos lotes de ovejas (grupo de alfalfa y control). Los dos grupos
presentaron en los dos ciclos de primavera concentractones menores de progesterona,
la concentracion maxima se alcanzé mas tarde v el nimero de ovejas que presentaron
ciclos fue menor que en los dos otofios, reflejando posiblemente el anoestro estactonal
de esta especie, ya que en la oveja se puede considerar el fotoperiodo como el factor

primario que afecta a las variaciones estacionales de la actividad sexual (Lopez-
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Sebastian, 1989a). Los estudios realizados con raza Manchega demuestran que el
descenso de la actividad sexual comienza en el mes de Febrero, restableciéndose a partir

de Mayo o Junio (Vera y Vega, 1971; Saiz et al.,, 1980).

5.4.- EFECTO DEL PASTOREQ DE ALFALFA SOBRE EL APARATO
REPRODUCTOR.

El consumo de fitoestrgenos induce alteraciones morfoldgicas en el aparato
reproductor. Estos cambios afectan principaimente al ovario, oviducto, Gtero, cervix y
vagina, glandulas tiroides, adrenales y mamarias (Gardiner y Nairn, 1969; Hearnshaw

et al., 1972; Adams, 1976b; Valderrabano et al., 1988).

Nosotros hemos estudiado ovario, {tero, cuello uterino y vagina, encontrando
alteraciones unicamente a nivel de Gtero y cervix, posiblemente como consecuencia de

que el contenido en coumestrol de la alfaifa fue moderado.

A nivel ovarico no hemos encontrado ninguna alteracion resefiable, aunque
varios trabajos describen anormalidades foliculares en ovejas que consumian alfaifa
(Kelly et al., 1976a; Adams, 1976b; El Samannoudy et al., 1980). Estas alteraciones
consistian en un desarrollo folicular anormal, una atresia temprana de los foliculos y una
hiperplasia de la rete ovarica. Estas lesiones son similares a las encontradas cuando los

ovarios se someten a una excesiva cantidad de estrégenos exogenos (Goldenberg et al.,

1972).

Tampoco encontramos lesiones relevantes a nivel de la vagina (s6lo un ammal
presentd una vaginitis y una mayor queratinizacion del epitelio), aunque se han descrito
alteraciones a nivel del epitelio vaginal, con una mayor queratinizacion y sintesis

queratohialina en las capas parabasales (Barberan et al., 1990).
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Las alteraciones mas evidentes las encontramos a nive! de cuello uterino y Utero,
aunque no llegaron a ser tan espectaculares como las descritas en la enfermedad del
trébol. Los pliegues del cuello alcanzaron mayor complejidad y altura en las luces, que
presentaban secreciones eosinofilicas, indicando una mayvor actividad glandular. El

epitelio se dispuso sobre una Iamina propia mas celular que en las ovejas controles.

Estos hechos ban sido observados por otros autores {(Heydon y Adams, 1977,
Adams, 1986; 1990; Barberan et al, 1990); que describen pliegues cervicales mas
anchos, ilegando incluso a fusionarse, incrementos en la cantidad de lamina propia que
ademds presenta un mayor contenido celular, y se observa un desarrollo de glandulas

tubulares similares a las glandulas uterinas.

En funcidn de todos estos cambios, parece que la exposicion cronica a plantas
estrogénicas estimula la transformacién del cervix hacia una estructura de tipo uterino,

tomando la apariencia de endometrio (Adams, 1986).

Por todo lo expuesto, parece que el cervix es el principal organo diana de los
fitoestrogenos. Se ha sugerido que los estrogenos exogenos no sélo ocupan los lugares
de union disponibles, sino que ademas estimulan la produccion local de mas sitios de
uni6én (Tang y Adams, 1978a). Esto hace al cervix mas sensible a Ia acctdn estrogénica
y si la exposicidn a los estrogenos es continuada, las alteraciones cervicales pueden
legar a ser muy exageradas (Kaldas y Hughes, 1989). De hecho, en nuestro trabajo el
inico parametro estudiado que mostrd diferencias significativas durante todo el periodo

de pastoreo fue el moco cervical.
A nivel del utero, observamos una mayer actividad glandular, aunque no llegaron

a formarse estructuras quisticas como en el cuello. Las lesiones fueron similares pero

menos severas que las descritas en la enfermedad del trébol (Barrett et al., 1965; Rizzoh
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Los primeros trabajos sobre la enfermedad del trébol (Bennets et al., 1946) ya
describian como principal alteracion debida al consumo de fitoestrogenos, una

hiperplasia quistica glandular del endometrio.

El hiperestrogenismo es la principal etiologia de los quistes glandulares en ovino
(McKentee, 1990), y se ha observado que existe una relacion entre la severidad de esta

lesion y el grado de infertilidad (Davies y Naimn, 1964).

Por tanto, el consumo de alfalfa que contenga cantidades moderadas de
coumestrol por largos periodos de tiempo, puede producir lesiones morfologicas en el
aparato reproductor similares, aunque menos severas, a las producidas por el trébol
estrogénico. Las lesiones que hemos encontrado en nuestro estudio pueden considerarse
como reversibles y posiblemente desaparecieran al cesar el estimulo estrogénico (Flores,

1993).
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6.- CONCLUSIONES.

1*.- Las praderas de alfalfa "Tierra de Campos" en secano, y para las condiciones
experimentales de nuestro estudio, presentan un contenido en coumestrol moderado, no
superando en general las 30 ppm, correspondiendo el maximo al otofio (34 ppm) y el

minimo a los meses de verano (8,18 ppm).

2® - Niveles de coumestrol entre 20-30 ppm en la alfalfa, cuando se adminisira
a las ovejas en pastoreo, son suficientes para producir un aumento significativo en el

volumen de moco cervical y una disminucién en l2 elasticidad el mismo.

3*.- El perfil de descarga preovulatoria de LH no se ve afectado por el pastoreo

de alfalfa de secano con niveles de coumestrol infertores a 35 ppm.

4° - El consumo de alfalfa de secano con un contenido en coumestrol superior
a 20 ppm, produce una disminucidn en las concentraciones plasmaticas de progesterona
al inicio del pastoreo. Sin embargo, después de un pastoreo prolongado, no existen
diferencias significativas en las concentraciones de progesterona respecto a ovejas

controles.

5*- El pastoreo prolongado de alfalfa en secano, con un contenido global medio
de 20 ppm de coumestrol, induce alteraciones morfolégicas en el aparato reproductor
de la oveja, confirmando estudios anteriores. Estos cambios afectan fundamentalmente
al endometrio y cuello uterino, que presentan formaciones quisticas y mayor actividad
glandular, aunque las lesiones encontradas no alcanzan la gravedad de las descritas en

1a enfermedad del trébol.
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6*.- Niveles de coumestrol en la alfalfa por debajo de 20 ppm no alteran de
forma significativa, en ovejas Manchegas, ninguno de los parametros reproductivos

estudiados.

7°.- Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que el pastorco de alfalfa con
concentraciones moderadas de coumestrol (por debajo de las 30 ppm), aunque puede
provocar algunos desordenes, no alteran de forma significativa los parametros
reproductivos estudiados en ovejas de raza Manchega. No obstante, ante las variaciones
en el contenido fitoestrogénico de la alfalfa y la dificultad de su cuantificacion, es
recomendable retirar a los amimales del pasto entre 15 y 30 dias antes de las

cubriciones, 0 al menos disminuir su consumo.
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7.- RESUMEN.

En el presente trabajo se ha estudiado el efecto del pastoreo de alfalfa en secano
sobre las caracteristicas del moco cervical, los perfiles hormonales de LH y progesterona
y la morfologia del aparato reproductor, de ovejas Manchegas. Asi mismo se ha
estudiado la mfluencia que sobre estos parametros pudiera tener la estacion (debido a
las posibles variaciones en el contenido en coumestrol de la alfalfa) y el tiempo de
pastoreo. Para ello se han realizado tres experiencias: la primera se llevd a cabo en el
otofio de 1991, con un periodo de pastoreo de 2 meses; la segunda experiencia se
realizod en la primavera de 1992, con un periodo de pastoreo de dos meses y la tercera
experiencia en el otofio de 1992, cuando el tiempo de pastorec era aproximadamente de

~

i afio.

El mayor contenido en coumestrol de la alfalfa correspondié a los meses de

otofio y el menor a los meses de verano.

Excepto en la experiencia realizada en primavera, las ovejas que pastaron alfaifa
presentaron un volumen de moco cervical significativamente mayor {(p<0,05) que las
ovejas controles, mientras que la elasticidad o spmnnbarkeit del moco cervical fue

significativamente menor (p<0,05).

El perfil de descarga preovulatoria de LH no se vio afectado por el pastoreo de
alfalfa de secano, mientras que las concentraciones plasmaticas de progesterona fueron
significativamente menores (p<0,05) durante la primera experiencia en el lote de alfalfa.
Ni en la primavera ni en el segundo afto de estudio existieron diferencias significativas

en las concentraciones plasmaticas de progesterona.
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Las ovejas de los lotes de alfalfa presentaron, después de un afio de pastoreo,
alteraciones morfoldgicas a nivel del cuello uterino y del endometrio. Estas alteractones
consistieron en la presencia de quistes y una mayor actividad glandular, aunque las

lesiones no llegaron a ser tan graves como las descritas en la enfermedad del trébol.
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8- ABREVIATURAS.

c.c.: Condicion corporal

FGA: Acetato de fluorogestona
FSH: Hormona foliculo estimulante
LH: Hormona luteinizante

M.S.: Materia seca

P. osmética: Presion osmotica.

P. espermatica: Penetracion espermatica.

P.V.: Peso vivo

P,: Progesterona

p: Media aritmética

r: Coeficiente de correlacion

E.S.M.: Error standar de la media
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