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Intmducción

1.- INTRODUCCiON

El pastoreoes el sistemamás baratoy extendido de alimentacióndel ganado

ovino, La explotaciónovina, desdeel punto de vista económico,tiene pocaviabilidad

si unaparteimportantede laalimentaciónno estáconstituidaporpastoso subproductos

agricolaso industriales.

El sistema de alimentación y manejo aplicado en Españacoloca a nuestra

ganaderíaen condicionesde inferioridad,en lo que a costesserefiere, respectoa los

paisesque disponen de grandesextensionesdestinadasa pastos. Por otra parte, la

penalizacióndel cultivo de cerealesy las primasal uso no agrícoladel suelo porparte

de la Política Agrícola Comunitaria,haceque los sistemasde producciónen pastoreo

puedan resultar una alternativaeconómicapara determinadasáreascerealistasdel

interior de España(Alegre, 199]).

En los últimos añosse ha incrementadola superficiedestinadaa praderasde

siembracon el fin de reducir los gastosde alimentaciónen pesebre,aunquelos gastos

de fertilización nitrogenadaque conllevan las praderas de gramíneashan hecho

disminuir las expectativasde desarrollode talescultivos (Sierray Thos, 1982>. Sin

embargo,la alfalfa reúneunascaracterísticasque la hacenun cultivo muy interesante

parasu utilización como praderadepastoreo,y su importanciaaumentaráen el futuro

debidoa sualto rendimiento,calidadde forrajey ampliaadaptaciónal climay al suelo.

Es independientedel nitrógenodel suelo, que puedeconseguirdirectamentedel aire, y

es el cultivo que producemásproteínapor hectáreay ademásde gran calidad,por el

alto valor de sus aminoacidosesencialespara la nutrición anima] y humana(MusIera

y Ratera, 1984). Además, la alfalfa ofrecemayoresposibilidadesque muchasde las
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otrasleguminosasde pastoreo,porqueporsu formade crecimientoerguidoy su rápida

recuperación,seprestapararecogerlacomo heno, ensiladoo alimentoverde.

La alfalfa, (Medicago sativa L.), es el cultivo forrajero más importanteen

España.Según los datos del Anuario de EstadísticaAgraria del MAPA <1990), este

cultivo ocupauna superficie de 295.966 Ha, por delantede los cerealesde invierno,

praderaspolifitas y veza-avena.En definitiva, del heno consumido por nuestra

ganadería,el 68% es heno de alfalfa, sumandoademásun consumoen verde de 2,2

millones de Tm y una cifra semejanteparael consumode alfalfa deshidratada.

Sin embargo,un factor limitante de la utilización de la alfalfa parala nutrición

animal podría ser un posible efecto negativo sobre la reproducción del ganado,

especialmenteel ovino, debidoa su contenidoen fitoestrógenos,término que seaplica

a determinadassustanciasestrogénicasde origenvegetalquepresentantres estructuras:

esteroides,isoflavonoidesy ceumestanos.A esteúltimo grupoperteneceel coumestrol,

principal compuestoestrogénicode la alfalfay el fitoestrógenomáspotente(Burroughs

et al., 1990).

La importanciaganaderade los fitoestrógenosfue detectadaen los años40 en

Australiaal observardeterminadasanomalíasde la reproducciónen ovejasalimentadas

con Tnfolium subterrc¡newn,algunasde cuyasvariedadestienenun contenidoelevado

de isoflavonasy cuyos desastrososefectossobrela fertilidad del ganado son bien

conocidos.La esterilidadde las ovejasque consumíantrébol subterráneoseproducía

por un fallo en la concepcióne iba acompañadode una hiperpíasiaquisticaglandular

del endometrio(Adams,1990).Sin embargo,existepocainformaciónsobreel contenido

fitoestrogénicode las variedadesde alfalfa y el efecto en la reproducciónde los
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animales que la pastorean;aunque parece que producen modificaciones en las

característicasdel mococervical,alteracionesmorfológicasde los órganosreproductores

y desequilibrioshormonales(Valderrábano,1992) quedeberianconducira alteraciones

en la función reproductora.

En estesentido,el presentetrabajoestudiael efectodel pastoreodealfalfa sobre

los siguientesparámetrosreproductivosde la oveja: característicasdel moco cervical,

perfileshormonalesde Lii y progesteronay morfologíadel aparatoreproductor.Para

ello se han llevado a cabo tres experienciasen diferentesestacionesy con distintos

períodosde pastoreo,con el fin de valorar las posiblesvariacionesen el contenidoen

coumestrolde la alfalfaa lo largodel alío y su influenciaen la reproducción,y el efecto

de un pastoreoprolongado.

3
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1.1. OBJETIVOS.

En resumen,los objetivos del presentetrabajohan sido:

1. Estudiar el efecto de un periodo corto de pastoreo de

alfalfa sobre las caracteristicasdel moco cervical y los perfiles

hormonalesde Lii y progesteronaen dosestaciones,otoñoy primavera.

2. Analizar el efecto de un pastoreo prolongado de alfalfa sobre los

parámetrosanterioresy sobrela morfología del aparatoreproductor,

3. Estimarque cantidadesde coumestrolpuedencomprometerla función

reproductora.

4
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Revisión bibliogñflca

2.- REVISION BIBLIOGRÁFICA

.

21. COMPUESTOS ESTROGENICOS.

2.1.1. Pilucípales compuestosestrogemcos.

Las primeras investigacionessobre los fitoestrógenossurgieron al producirse

grandes alteracionesreproductivasen rebañosovinos explotadosen el Oeste de

Australia, dondese habíansembradocon trébol subterráneograndesextensionesde

pastosnaturalespara mejorarlos(Shinckell, 1948).

Más tardeseobservóque ocurríaun fenómenosimilar durantelos añossecos

en la codorniz de California, cuando las concentracionesde fitoestrógenosestaban

incrementadasen los forrajesdisponibles(Leopoid et al., 1976).

Los fitoestrógenosson sustanciasde las plantasestructuraly funcionalmente

similaresal 17-j3 estradiolo que producenefectosestrogénicos(Fowler, 1983).

Bradbury y White (1954), aislaron del trébol subterráneodos compuestos

potencialmenteestrogénicos,la genisteinay la formononetina,pertenecientesal grupo

de las isoflavonas.Sepresentanen la plantaen formade glicósidosconjugadossolubles

en aguay queson fácil y rápidamentehidrolizadospor las glicosidasascuandoserompe

la estructuracelular d~ la hoja durantela masticación(Beck, 1964).

Posteriormentese identificaronotros compuestosvegetalesque han mostrado

actividadestrogénica.Dentro del grupode las isoflavonas,la daidzeinay la biochanina

A <Bradburyy White, 1954),principalmentepresentesen especiesdel géneroTrifolium,
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Revisión b¡blíugrafica

y en el grupo de los eoumestanos,el coumestrol y derivados(Bickoff et al., 1957;

1966),aisladosprincipalmentede medicagosanuales.

Entre los fitoestrógenosseencuentransustanciascon tres estructurasquímicas:

esteroides,isoflavonoidesy coumestanos.Dentro de los primerosse puedencitar la

estrona,el estrio! y el ¡3-sitosterol,sustanciasencontradasen la remolacha,judías,

palmasy granada.En el grupo de los isoflavonoidessepuedencitar la formononetina,

genisteina,biochaninaA, daidzeína,irigenina, orobol y afrormosina,aisladasen los

generosGlycine, Lupinus,Medicago,Trifolium, Prunus,etc. Finalmente,en el grupo

de los coumestanosse han aislado el coumestrol,medicagol,sojagol y psoralidina,

encontradasen la soja, alfalfas y trébolesprincipalmente(Jurado, 1983), siendoel

coumestrolel fitoestrógenomáspotente(Burroughset al., 1990).

Los fitoestrógerios son producidos por numerosasleguminosas y pastos,

incluyendo muchas plantas consumidascomúnmentepor el hombre y el ganado.

Ademásde la alfalfay los trébolessehan encontradosustanciasestrogénicasen la soja,

judías, zanahorias, fresas, cerezo, hinojo, lúpulo, guisante, tomate, colza.,.

Recientementese ha encontradoque la marihuanay el café contienensustancias

estrogénicas,de tal formaque el consumofrecuentede marihuanasuprimelos niveles

de LH duranteel ciclo menstrualhumanoy acortala fase luteal y el ciclo menstrual

(Saueret al., 1983; Kitts, 1987).

2.1.2. Compuestosestmgénicosen 1* alfalfa.

En la alfalfa se han encontradocuatro isoflavonas(genisteina,formononetina,

daidzeínay biochaninaA) y el coumestrol(Hanson,1972),aunqueel coumestrolesel

mayor componenteestrogéníco en la alfalfa, siendo la cantidad de isoflavonas
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insignificante(Millington et al., 1964a;MedinaBlanco et al., 1982a).Además,ya que

el coumestrolesentre30-103vecesmásestrogénicoquelas isoflavonas,la contribución

de las isoflavonasa la estrogenicidadde la alfalfa es despreciable(Guggolz et al.,

1961).

Aunquelos fitoestrógenostienen únicamenteuna actividadestrogénicade ío~~

a iO>~ vecesla del 17-0 estradiol en animalesde laboratorio,a menudose encuentran

en concentracionesrelativamentealtasen lasespeciespratensesy la ingestióndiaria por

las ovejaspuedecausarefectospatológicos(Cox y Braden,1974).

2.1.3. Efecto de los factoms ¡nedio-ambientalesen los niveles

estmgén¡cosde las leguminosas.

Los nivelesde fitoestrógenosen la planta seencuentranafectadospor un gran

número de factorescomo la localización geográfica,variedad,prácticasde cultivo,

método de riego, año, estadode crecimientoy épocadel año (Bickoff et al,, 1960;

Francisy Devitt, 1969).

MedinaBlanco et al. (1 982b), encuentranel mayor contenidoestrogénicoen

pastosnaturalesduranteel periodoprimaveral.Francisy Millington (1965),examinando

varias especiesde Medicagosencontraronque las concentracionesde coumestroleran

muchomás elevadasen hojasmadurasque en hojasjóvenes.

Otrosfactoresque afectanel contenidofitoestrogénicoson la temperaturay la

luminosidad,incrementándoselos nivelesde isoflavonascuandohay bajastemperaturas

(Rossitery Beck, 1966)y al aumentarlas horasde luz (Rossitery Beck, 1967).
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La composiciónquímicadel sueloparecetenertambiéngran importanciaen el

contenido de isoflavonasen los pastos.Así, las deficienciasen fósforo, nitrógenoy

azufrepuedencasi doblar las concentracionesde formononetinaen las hojas (Rossiter,

1969; 1970). Neil y Marshall (1970),encontraronque el contenidoen formononetina

en trébol subterráneoabonadocon bajas tasasde superfosfato,era el doble que en

pastosabonadosa altastasas.

El nivel de coumestanosen la alfalfa es muy variable. Generalmentese

encuentraen las plantassanasen concentracionesque no tienen influencia sobreel

animal (1-2 mg/kg) (Le Bars y Le Bars, 1984), pero en determinadascircunstancias,

puedesobrepasarlos 100 mg/Kg, llegandoinclusoa alcanzarvaloressuperioresa 600

ppm (Jagushet al., 1977),concentraciónqueesmuy superiora laconcentraciónmínima

consideradacomo biologicamenteactiva (20-50ppm)(Wonget al., 1971).

El caumestrolse acumulaen la alfalfa sobre todo como resultadode una

infección por patógenos foliares, especialmentepor dos tipos de hongos: el

Pseudopezizamedicaginis,productorde la viruela de la hoja, y el Uromycesstriatus,

productorde la roya (Loper et al., 1967). Shemeshet al. (1969), encontraronque la

alfalfa infectadapor P. medicaginis,conteníacercade 60 vecesmáscaumestrolque las

muestraslibres de lesionesmacroscópicas.El contenido en coumestrol pareceestar

positivamenteasociadocon el tamañoy el númerode lesiones(Loper et al., 1967).

El incrementoen la concentraciónde coumestroltambiénlo producenespecies

de áfldos como el pulgón de la alfalfa (Acyrthosiphonpissum (Hanis) (Loper, 1968;

Kain y Biggs, 1980), estandola concentraciónde coumestrol linealmenterelacionada

con el númerode áfidos.
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Revisión hibilogilfica

Esteaumentoen la concentracióndecoumestrolestáasociadoa mecanismosde

defensade los vegetalesfrente a patógenosfoliares(Deverall, 1977). Estemecanismo

de defensapuedealterar a su vez la fertilidad de los animalessuperioresy así, los

fitoestrógenoshan sido propuestoscomo sustanciasdefensivasproducidaspor las

plantasparamodularla fertilidad de los herbívoros,pudiendojugar un papel incluso

en la evoluciónde las especies,determinandola supervivenciao la desapariciónde las

mismas(Hughes,1988a).Dehecha,lasensibilidadalos fitoestrógenosesdistintasegún

las especiesanimales(Fredricks et al., 1981>.

Un ejemplode como las fitoestrógenosregulanlas poblaciones,seencuentraen

la codornizdeCalifornia. Durantelosañossecos,cuandola comidaera escasa,muchas

hierbasconteníanaltosnivelesde fitoestrógenosy la producciónde huevosy la críafue

muy baja(Leopoidet al., 1976). Esto pareceserun mecanismonatural de regulación

de la poblaciónparacontrolarla fertilidad durantelos añosen que la comidafue escasa

(Fowler, 1983).

En leopardoscautivossehaencontradoqueunaalimentaciónabasedesoja(que

contienefitoestrógenos)ha sido la responsablede enfermedadeshepáticaseinfertilidad

(Setchellet a]., 1987).

Los eoumestanospersisten en forrajes conservados (Hanson, 1972) y

consecuentemente,henos, ensilados,harinas y gránulos, pueden contener niveles

elevadosde caumestrolsi procedendecultivoscon nivelesapreciablesdeenfermedades

foliareso ataquesde áfidos.

9
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2.1.4. Metabolismo de los fitoestrógenos.

Los fitoestrógenossufrencambiosmetabólicosen el animal dandocompuestos

de muy diferenteestrogenicidada los compuestosoriginales que se encuentranen la

planta.

Así, la formononetina,tiene pocao ningunaactividadestrogénicaen si misma

(Nilsson, 1962), pero en el rumen se transforma en equol que es estrogénicoy

probablementeel responsablede la enfermedaddel trébol (Shutty Braden, [968). Por

el contrario,la genisteinay la biochaninaA, las cualessonestrogénicaspor si mismas

cuandoseadministranporvía parenteral,son metabolizadasen el rumena p-etilfenol

y ácida fenólico que carecende actividadestrogénica(Bradenet al., 1967). (Figura

N01).

La degradaciónruminal de la genisteinay la biochaninaa fenoles inactivos

aumentaprogresivamentedurantelos primerosdías de pastoreohastaque sus efectos

estrogénicosresultanprácticamentedespreciables.Por el contrario, la proporciónde

formononetinaconvenidaen equol no cambiacon el tiempo y su estrogenicidadse

mantieneelevada(Lindsay y Francis, 1969); mientrasque con los conmestanos,la

situaciónpareceserintermedia(Kelly, 1972),aunquela actividaddel coumestrolparece

ser 15 vecesla de las isoflavonascuandoseadministraintrarruminalmentey 100 veces

másactivo cuandola administraciónesintramuscular(Bradenet al., 1967).

LabiochaninaA esdemetiladaa genisteinay posteriormentea p-etilfenol,que

no exhibeactividadestrogénica,mientrasque la formononetinaesprimerodemetilada

a daidzeinay luego reducidaa equol (Batterhamet al., 1965).

10
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En el ganadoovino, másdel 80% de la formononetinaingeridacon el trébol es

absorbidaen el rumenen formade equol (Shuttet al., 1970)y la mayorpartedel equol

absorbidoes conjugado,probablementeen el hígado, para formar glucosiduronatos

biologicamenteinactivos,antesdeserexcretadospor la orina(Shutt eta!., 1970>,junto

conuna pequeñacantidadde daidzeínay desmetilangotesina(Batterhamet al., 1971).

Los fitoestrógenosy sus metabolitoscirculantesen el plasmase encuentran

fundamentalmenteen forma de glucosiduronatosy en estaforma sonprobablemente

biologicamenteinactivos(Shutt et al., 1967).Menosde un 1% estánpresentesen forma

libre y una pequeñacantidaden forma de sulfoconjugados(Cox et al., 1984). Los

sulfoconjugados y las fracciones libres representanprobablementelas formas

biologicamenteactivasdel compuesto.

Sin embargo,en el casodel coumestrol,altasproporcionessepresentanen forma

no conjugaday sulfoconjugada(Ccx y Braden,1974).

Sehan encontradoademásotros metabolitosde la formononetrna,como el 4’-o-

metil-equoly pequeñascantidadesde angolesina.Ccx y Braden(4974)encontraronque

el o-metil-equol estabapresenteen la erina en cantidadesapreciablesen 9 de 30

animalesy en algunosen unosnivelespróximosa los del equol.

El o-metil-equolha sidotambiénaisladode depósitosrenalesquepuedencausar

bloqueodel tracto urinario en machosque consumenpastos estrogénicos(Nottle &

Beck, 1974). Este metabolito es de interés porque una cantidad apreciable de

formononetinapuedesermetabolizadapor unavía alternativaqueconlíevala reducción

sin una demetilaciónprevia.

12
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Este compuestoes probablementemenos estrogénicoque el equol (Nottle &

Beck, 1974) y estopuedeser interesanteen relación a los efectosbiológicos para el

ovino.

2.1.5. Intenicciónde los titoestngenoscon los estrógenosendógenos.

Los fitoestrógenostienenlos requisitosestructuralesparaunirsea los receptores

de estrógenos(Kaldasy Hughes,1989). Por ejemplo,el equol,poseeunapotenciade

veces la actividad del 17- ¡3 estradiol y contienesustituyentesfenilos también

presentesen el 17-fi estradioly en el dietilestilboestrol.(FiguraN0 2 ).

El sustituyenteque serequiereparamostraractividadestrogénicaesun grupo

hidroxilo en la mismaposiciónque el grupohidroxilo en el anillo bencénicodel 17-fi

estradiol(Setchellet al., 1984). Otra similaridad estructuralla cual facilita la unión de

los fitoestrógenosa los receptoresde estrógenosesquela distanciaentreel C
3 y el C1.,

en el 1 7-f3 estradioles igual a la que hay entrelos dosgruposhidroxilo en el equol

(Kaldasy Hughes,1989).

Los fitoestrógenosson de variadasestructurasperotodostienengruposfenólicos,

y pareceque la competiciónde los fitoestrógenoscon el estradiol por los receptores

cítoplasrnáticosde estrógenosdependeprincipalmentede la presenciade un grupo

hidroxilo en la posición 3 (Shutt y Cox, 1972).

13
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Figura N0 2: Estructura del estradioi, DES, coumestrol y equol.

Las accionesde los fitoestrógenospodrían ser estrogénicaso antiestrogénicas.

En un hipoestrogenismoindividual, la unión de los receptoresde estrógenosa un

estrógenoexógenodébil podríaproducirefectosestrogénicos,mientrasqueen presencia

de estradiol 17-fi, grandescantidadesde un estrógenodébil puedendisminuir la

actividadestrogénicapor competicióncon el estradiol (Kaldasy Hughes,1989). Por

tanto, la competiciónentrefitoestrógenosy estrógenosesfunción nosólo de la afinidad,

sino tambiénde la concentración(Mathiesony Kitts, 1980).
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Algunasinvestigacionestambiénhan demostradoqueel caumestrol compite con

los receptoresde estrógenosde célulascancerígenasde inama en mujer, en tumores

mamariosde ratay con los receptoresde estrógenosdel útero de ratón (Martín et al.,

1978; Shutty Cox, 1972; Nelsonet al., 1984).

2.2. ALTERACIONES DE LA REPRODUCCION ASOCIADAS AL

CONSUMO DE FITOESTROGENOS.

Los primeros trabajos sobre la enfermedaddel trébol o “dover disease”,

describíansíndromesde dístocia y prolapso uterino en ovejas que ingerían pastos

estrogénicos.Una progresivay severainfertilidad fue asociadacon la enfermedad,

siendolaprincipalalteraciónunahiperpiasiaquisticaglandulardel endometrio(Bennets

et al., 1946), Lesión que es atribuible a la estimulaciónestrogénicaproducidapor las

isoflavonas encontradasen algunos cultivos de trébol subterráneo.Este tipo de

infertilidad fue reconocidocomopermanente(Schínckel,1948).

La ingestiónde fnoestrógenosen el períodode cubrición,puedecausartambién

una infertilidad temporal (Morley et al., 1964), quedesapareceunassemanasdespués

de la salida de los pastos (Morley el al., 1966), y debe distinguirse de la forma

permanente,lacualpersisteinclusocuandolasovejasestánsobrepastosno estrogénicos

<Underwoody Shier, 1951).Estudiospreviosnosiemprehandistinguidoentreestosdos

tipos de infertilidad lo cual ha dadolugar a algunasconfusiones.

15
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2.2.1. Infeulílidad pennanentey teznponi.

Ligbtfooty Wroth (1974),postularonquelos estrógenosvegetalespuedencausar

infertilidad en las ovejaspor dos mecanismosdistintos,a los que llamaroninfertilidad

permanentey temporal:

-, Infertilidadpermanente:

Se caracterizapor distocias maternas,mortalidad post-natal en corderos,

prolapsos uterinos, hiperpíasia quistica glandular del endometrio e infertilidad

permanente.

Las ovejasque se alimentanvariasestacionessobretrébol estrogénicopueden

sufrir una infertilidad la cual empeoraprogresivamentesegúncontinúala exposición.

Las ovejasafectadaspuedensalir en celo,ser cubiertasy ovularnormalmente,pero el

transporteespermáticoatravésdel cervix estádañadopor lo quela tasade fertilización

esreducida(Lightfoot et al., 4967).

-. Infertilidad temporal:

Se caracterizapor una reducciónen el porcentajede ovejasen celo (Coop y

Clark, 1960; Lightfoot y Wroth, 1974), una disminución en la tasade fertilidad, una

alteración en el transportenormal de los ovocitos a lo largo del oviducto y una

reducción en el número de espermatozoidesque alcanzanel lugar de fertilización

(Morley et al., 1964; Holst y Braden,1972; Ligbtfoot y Wroth, 1974).

16
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Las alteracionescausadaspor los coumestanospodríanestarmás relacionadas

con la infertilidad temporal,aunquehay pocosdatos sobresus efectosa largo plazo

(Valderrábano,1992). Despuésde 3-5 semanasde retirar a las ovejasde los pastosde

alfalfa ricos en coumestanos,se observa una recuperación de sus parámetros

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

Los cambiospatológicosson atribuiblesa la acción de los estrógenossobreel

eje hipófisis/ovarioy sobreel transporteespermático.

Existentambiénevidenciasde unadisminución de los partosgemelares(Donelly

et al., 1982),que puedeserdebidoa la disminución en la tasade ovulaciónque se ha

observadoen animalesque ingierenfitoestrógenos(Coop, 1977; Scalesy Moss, 1977;

KelIy et al., 1980; Smith et al., 1980; Ramón,1987, Ramónet al., 1993) y en ovejas

inyectadasdiariamentecon estradiol(Land, 1976).Smithy Jagush(1979),encontraron

que nivelestan bajosde coumestanoscomo 25 ppm en la dieta, deprimíanla tasade

ovulación de ovejasque consumíanpelletsde alfalfa durante35 días,quizásporquelos

coumesíanosejercen sus efectospor interferenciacon la liberación de FSH desdela

hipófisis. Sin embargo,hay autoresque no han encontradodiferenciasen la tasade

ovulación(Folch et al., 1989) o inclusola han encontradomáselevada(Lightfoot et al.,

1967; Adams, 1981),quizáscomo resultadode un desarrollofolicular alterado.

Otra causade la disminución de los partos gemelarespuedeser el incremento

en la mortalidadembrionariadurantelas primerasfasesde la gestación(Turnbull et al.,

1966; FeIsy Neil, 1968; Thonsony Jagush,1976). A esterespectoHettle y Kitts (1983)

sugierenquela alteraciónde los perfilesde LH en la formacióndel cuerpolúteo cuando

17
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se combina con pérfiles anormalesde estrógenos,puedeafectar la implantacióny

mantenimientode la gestacióndurantelos primerosestadiosde la misma.

COMPARACION EN’I11E LA INFERnmAI> PERMANENTE Y TEMPORAL CAUSADA POR

PLANTAS ES11IOGENICAS.

(Adams, 1990)

TEMPORAL . PERMANENTE

ORGANO DIANA -ovario/hipófisis -cen’t<

PRINCIPAL

EFECTO PRINCIPAL -menorn0 de partosgemelares -fallos en la concepcion

-fallos en la concepción -tasadepartosgemelares

nonnal

TEST I)IAGNOSTICO -cubriciónenel pasto -patologíadeleervix

TRATAMIENTO -extraccióndel pasto -ninguno

2.2.2. Influencia de los fltoestnigenos en el ciclo esthal y en el

comportamiento sexual.

La longitud del ciclo estraly la duracióndel celo,no parecenestarafectadasen

ovejascon infertilidad debidaa los fitoestrógenos(Obsty Seamark,1970; Lightfoot et

al., 1974; Smith, 1975); aunqueotrosautoreshanencontradoirregularidadesen el ciclo,

con una mayorvariabilidaden la duracióndel ciclo estraly mayorincidenciadeestros

silenciosos(Ch’ang, 1961; Adams, 1981). Estas irregularidadesdel ciclo parecenser

debidasa infeccionesdel tracto genital, que soncomunesen ovejas afectadaspor

18
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la enfermedadde) trébol (Turnbull et al., 1966; FeIsy Neil, 1968; Kaltenbachy Davies,

1970).

En cuanto al comportamiento sexual, se ha observado que en ovejas

ovariectomizadasy afectadaspor la enfermedaddel trébol, el hipotálamo tiene una

menorcapacidadparaestimularla liberaciónde Lii en respuestaa un tratamientocon

17q3 estradiol (Findlay et al., 1973). Al igual que hay lugaresen el hipotálamoque

controlan la liberación de gonadotropinas, hay otras áreas que controlan el

comportamiento sexual (Clegg y Ganong, 1960; Radford, 1967). La incidencia,

momentoen que comienzael estroy la duracióndel comportamientoestral, duranteel

cual la ovejaaceptasermontadaporel macho,estándirectamenterelacionadoscon la

cantidadde estrógenosa que estáexpuestala oveja(Scaramuzziet al., 1971a).

Adams(1978),realizóunaexperienciacondoslotesde ovejasovariectomizadas,

uno de los cualesestabaafectadopor la enfermedaddel trébol, y les inyectó distintas

dosisde benzoatode estradiol.Observóque habíaalgunossignosdel comportamiento,

como el “tielimen’ en el machodespuésde oler a la hembray la depresióndel tercio

posterioren la oveja,que no estabanrelacionadoscon la dosisde estrógenosrecibida,

y precisamenteen estosparámetrosno encontródiferenciasentre los lotes de ovejas.

Sin embargo,las ovejasafectadaspor la enfermedaddel trébol, mostraronuna

depresiónsignificativa en la incidencia, duracióny tiempo de comienzode los signos

coniportamentalesque estabandirectamenterelacionadoscon la dosis de estrógenos

(inmovilidad, actitudsolícitacon el macho,movimientosde la cola>.
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Por tanto, como el grado de respuestaestuvo relacionadocon la dosis de

benzoato de estradiol, parece que las ovejas afectadasson menos sensibles al

tratamientocon estrógenos.

2.3. ALTERACIONES DEL MOCO CERVICAL DEBIDAS AL CONSUMO

DE FITOESTROGENOS.

2.3.1. Cenix uterino.

El cuello uterino es una estructurade tipo esfinterque seproyectaen sentido

caudal hacia dentro de la vagina. Es un órgano fibroso caracterizadopor una gruesa

paredy una luz reducida.Presentapocasfibras musculareslisas y gran cantidadde

tejido conjuntivo (Hafez, 1987a). En la oveja mide alrededorde 4 cm. y su luz está

cerradaporprominenciasy depresionesreciprocasde la mucosa.No existenglándulas

en e! cervix, pero las células globosaspueden secretar un moco denso (Sissony

Grossman,1982).

Esta estructuraanatómicase encuentracerrada, excepto durante el estro,

momentoen el cual serelaja ligeramentey permiteque el espermapenetreen el útero.

La mucosacervicalestáconstituidaporcriptasmucosasprimariasy secundarias,

que proveenuna extensasuperficiesecretora(Hafez, 1 987b).

Existen dos tipos de célulasepitelialescolumnares:

- célulasciliares con cinocílios
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- célulassecretorasno ciliadas.

Los cinocilios ¡aten hacia la vaginay las célulasno ciliadascontienenun gran

número de gránulossecretorios.La actividadsecretoriamáxima de estascélulas se

presentaduranteel estro.

La mucosaconstade grandesplieguescervicalesque son más numerososy

menosregularesen tamañoen la partecranealdel cuello que en la partecaudal.

Duranteel estro, las célulasde lasbasesde los plieguesactúancomosi tuvieran

mayorcapacidadde respuestaa la estimulaciónde los estrógenosque las célulasmás

cercanasa la luz (Heydon y Adams, 1979). Este hecho tiene implicacionesen el

transporteespermáticodebido a que el moco que sale de las células guia a los

espermatozoidesa lo largode “lineas de flujo” hacialamucosacercadesuorigen. Una

reacciónmás intensade la mucosaa los estrógenos,las basesde los plieguesy las

¡ndentacionessecundarias,dará por resultado que los espermatozoidesse guien en

mayor proporción a estas áreas, produciendo así la captura fisica de los

espermatozoides.Hay resultadosen los que las característicasreológicasdel moco

cervical varian en las diferentespartes de las criptas cervicales.Mediante técnicas

histoquimicas,sehan observadosulfomucinasen las célulasde los plieguescervicales

próximos a la luz, en tanto que en las células de las criptaso en las indentaciones

secundarias,el moco es más abundantey se tiñe bajo la acción de las sialomucinas

(Heydony Adanis, 1979>.

La pared cervical está formada por tejido fibroso elástico y colágeno con

pequeñascantidadesde tejido muscularliso.

21
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2.3.1,1. Funciones de) cervix.

El cervix y su secreciontienen unasfuncionesimportantesen el procesode la

reproducción:

a) En los rumiantes,el cervix tiene un papel importantecomo reservorio,desde

el cual la migración de espermatozoidesal útero y trompascontinúapor un período

prolongadodespuésdel apareamiento(Mattner, 1966).

b) Las propiedadesfisicas y reolágicasdel moco cervical constituyen una

restricción al paso de los espermatozoidespara evitar una migración espermática

demasiadorápiday unaprematuradispersióny pérdidade los espermatozoides(Mattner,

1966).

c) FI mococervicalha sido reconocidocomo un filtro biológico que restringe

la migración de los espermatozoidesanormaleso defectuososporel tracto reproductor

femenino(Katz et al., 1990).

d) Un medio ambientecervical favorable es esencial para la fertilidad. El

metabolismo de los carbohidratosdel cervix, bajo la influencia de los estrógenos,

suministraenergíaal espermatozoidedurantesu migración(Bugalia et al,, 1988).

Los estrógenosestimulan la secreción de glucógenoen el moco cervical

(Gregoireet al., 1972)y la actividad de la fosfatasaalcalinamejora la utilización del

glucógenopor el espermatozoideen el moco cervical (Smith et al., 1970). Gibbsony
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Mattner (1966) encontraronabundantegalactosay aminoacidosen la fracción de

glicoproteinasepitelialesdel moco. Temer (1965) encontróque el espermatozoide

humanopodíaincorporarglucosaminay sugirió que el espermatozoideeracapazde

reaprovisionarsus reservasde estaforma mientrasestáen el tracto genital femenino.

Restall(1969)encontróqueel fluido cervico-vaginalmanteníaal espermatozoide

con un alto nivel de actividadpor un períodode 6 horas,mientrasque en los fluidos

uterinosy tubalesel porcentajede espermatozoidesmóviles despuésde 6 horaseramuy

bajo. Edgary Asdelí (1960) tambiénencontraronque los espermatozoidesni

orían relativamenterápido en el útero y trompas.

e) La presenciade espermatozoidesen el tracto genital femeninoresultaen un

incrementodel númerode leucocitosen el lumen del útero y cervix. En el cervix la

mayoríade los leucocitossesitúan en la masacentralde moco. Los espermatozoides

sesitúandentrode las criptaso en las proximidadesde la mucosacervical, limitándose

el contactoentre los espermatozoidesy polimorfonuclearesque entran en el cerv¡x

desdeLa luz del útero. Esta separaciónde los dostipos de célulasjuegaun papel

importanteen la supervivenciade una adecuadapoblación de espermatozoidesen el

cervix de los rumiantes(Mattner, 1968).

fl El mococervical facilita el transporteespermático.Cuandoel moco cervical

y el semense unen rn vitro, inmediatamentese forman líneas de fase entre las dos

sustanciasy surgen falangesespermáticas(Hafez, 1987c). La estructuradel moco

cervicaldeterminala orientaciónespermática(Adams, 1975).
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g) Posiblementeel moco cervical intervengaen la capacitaciónespermática

(Hunter, 1992).

Por tanto, las propiedadestisicas, estructuralesy reológicasdel moco cervical

son factoresde vital importanciaparael establecimiento,retencióny protecciónde una

reservacervical de espermatozoides(Mattner, 1973).

2.3.2. Moco ceivical.

2.3.2.1.Estructura.

La microestructuradel mococervicalha sido estudiadapornumerosastécnicas

que incluyen,entreotras,resonanciamagnéticonuclear(Odeblady Rudolfsson,1973),

reometria(Wolf et al., 1977) y microscopiaelectrónica(Chrétienet al., 1974).

El moco cervical es un hidrogel, con una fase fluida, y, más importante,una

“fase gel”, en la cual largasy voluminosasmoléculasde glicoproteinasestánunidasy

cruzadastomandounaforma de retículo (Mattner, 1973; Linford, 1974).

Las propiedadesfisicas del moco son las de un gel elástico,y no las de una

solución viscosa. Si el mucus fuera un fluido viscoso no podría realizar su función

primaria, puestoque un fluido viscosono podríahacerseanisotrópicobajo una fuerza

estática.Estáanisotropíaseafirma en la capacidaddel moco de dirigir la migracióndel

espermatozoidedentrode él (Gibbonsy Sellwood, 1973).
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La fracción de baja viscosidades un líquido amarillento, que se aspiracon

facilidaden un tubo capilar; estácompuestodeproteínasno mucínicasdel tipo sérico

(incluyen prealbúmina.lipoproteinas,albúmina, ¡3-globulinasy y-giobulinas), sales

(principalmentecloruro sódicoy trazasde potasio,magnesio,cobre,calcio, fosfatosy

sulfatos),lípidos y carbohidratos.

La fracción de alta viscosidades una sustanciablanca y clara que contiene

macromoléculasde mucina de origen epitelial, compuestasde glicoproteinas

(particularmentedel tipo sialomucina)quecontienencercadel 25% de aminoacidosy

75%de carbohidratos.Lamucinaestáformadaporunalargacadenade polipéptidoscon

numerosascadenaslateralesde oligosacáridos.La porción de carbohidratosconstade

galactosa,glucosamina,fucosay ácidosiálico. A las glucoproteinaso glucopéptidoses

a los que seles atribuyela formación del ge] (Hafez, 1987a).

En el momento de la ovulación el moco cervical está constituido por

macromoléculasdispuestasen unidadesmicelaresque contienenentre 100 y 1000

cadenasde tnicromoléculas.Las micromoléculasde mucinapresentanuna estructura

polipeptídicacon cadenaslateralesde oligosacáridosy ácido siálico (Hafez, 1987a).

Resultadosobtenidosde estudiosreológicosy resonanciamagnéticonuclear

sobremucus humano(Odeblad,1968) indicaron que el gel puedeestardispuestoen

forma de cadenasmacromolecularesparalelasde 1 a 3 ¡.¿ de ancho, separadaspor

canalesde fluido de 3 a 5 A’ de ancho.

Singer y Reíd (1970) defienden también esta teoría por estudios

microelectrónicos.Odeblad(1968) distinguedos tipos de mococervical en la mujer:
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tipo E (estrogénico),caracterizadopor una disposiciónparalelade las micelas,el cual

formala parteprincipal (95%) del moco secretadoduranteel periodo ovulatorio,y el

tipo G (gestación),en el cual lasmicelassedisgreganentrela red, formandouna malta

compacta.Es el tipo predominanteen la faseluteal.

Unatécnicamásapropiadaparala observaciónde la niicroestructuradel moco

cervical es la microscopiaelectrónica,Chrétienet al. (1974> observanmedianteesta

técnica en moco cervical de mandril (tapio anubis) que el alineamientode los

filamentosfue similar al observadoen la mujer. Encuentrantres clasesde filamentos

en la faseovulatoria:

- a:2000-4000A, los cualesparecenconstituirel principal soporte

estructural.

- ¡3: 1000-1500A, menosfrecuentes.

- y: 500-750A, raramentevistos,

En la fase luteal no pudieronverselos filamentoslargosy en algunoslugares

la tramaeraunared densay extremadamentecompacta.Los filamentosaparecíancon

extremidadesglomerularesy fue imposible distinguir las clases anteriores. Estos

cambios,especialmentelos concernientesal tamañode las redes,estánrelacionadoscon

lasvariacionescíclicasde penetrabilidaddel mococervicalpor el espermatozoide.

Bajo la influencia de los estrógenoslas macromoléculasde glicoproteinadel

moco estánorientadasde tal maneraque los espaciosentreellasmiden de 2 a 5 g. En

la fasede cuerpolúteo, los espaciosde la trama de macromoléculassereducenpoco a

poco. Por tanto, en el momentodel estroy de la ovulación,el gran tamañode la malta,
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permiteel transportede espermatozoidesa travésde la trama de filamentosy a través

del conductocervical (Hafez, 1987a>.

El moco cervical ovino contiene glicoproteinas epiteliales que tienen una

composiciónsimilar a las glicoproteinasaisladasdel moco cervicalbovino y humano

(Roberts,1976).

2.3.2.2. Propiedades.

Soinnbarkeito elasticidad

.

Es la capacidadde los semilíquidos de ser estiradosen filamentos

(Lindford, 1974),y refleja la estructuramoleculardel moco cervical(Adams,1975).La

medidade esteparámetropuedehacersesimplementeseparandoel mocode un porta-

objetoscon un cubre-objetosy midiendola longitud antesde la rupturadel filamento

(Adanis, 1977). Otra formaparadeterminarloesmediantela rupturade un tubo capilar

lleno de moco, frente a una escalagraduadahastaque el hilo de moco cervical se

rompe(Kremer, 1965).

Estefenómenoseatribuyea las largasmoléculaspresentesen el mococervical

y dependede la longitud de las cadenasy de las fuerzasintermolecularesentreellas

(Vázquez, 1992). El incremento en la elasticidad del moco cervical aumenta la

permeabilidadal pasodel espermatozoide(Mehmoodet al., 1991).
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El spinnbarkeit está positivamente correlacionado con la orientación del

espermatozoide(Adams, 1 975> y a su vez existe una correlaciónpositiva entre

penetraciónespermáticay fertilidad (Muraseet al., 1990a>.

-“Feming’? arborizacióno cristalización

.

Papanicolauen 1945 (citado por Pozo Lora, 1955) es el primero que

observael fenómenode la cristalizacióny que ésta era muy típica en la máxima

actividadfolicular en torno a la ovulación.

Rydbergen 1948 (citado por De Vuyst et al., 1960), esquien realmentellama

la atenciónsobrela importanciaclínica de estapruebay estudiasuíntimarelacióncon

el estadohormonal.

El fenómenode la cristalizaciónocurreparticularmenteal tiempode laovulación

y ha sido usadopara detectarla ovulación y como un indice del nivel de estrógenos

circulantes.La cristalizacióndel moco cervical ha sido observadaen la vaca, oveja,

cabra,yegua,coneja,primatesy en la mujer.

El “ferning” aparececuandose forman cristalesde cloruro sódico o potásico

alrededorde una pequeñay óptima cantidad(1-1,5?/o) de materiaorgánica.

La arborizacióncon formación de cristalesno es especificadel mococervical

y puedeocurrir en otrassolucionescoloidalesquecontenganelectrólitos.Si el contenido

en proteínaes demasiadoalto (4-6%),como ocurreen el mucus durantela gestación,

la cristalizaciónno seproduce.
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Paraobservarla cristalizaciónse realizauna extensiónde mocosobreun porta-

objetosy sedejasecaral aire. Se puedeobservara simple vistao sobrefondo oscuro.

Un estudiocompletosepuederealizara muy pocosaumentos.

El hechode que la causamediatade la cristalizaciónestédeterminadapor las

hormonassexualesfemeninashasido corroboradoporcasi todos los autoresquesehan

ocupado del problema. Pozo Lora en 1955, comprobó en la vaca que la causa

desencadenantede lacristalizacióneradebidaa la acción de los estrógenos,puestoque

en la fase folicular la cristalizaciónes más tipica y extensay culminaen el estro,

fenómenoquese reproducepor la inoculaciónde estrógenosen la fasede anestro.La

progesteronainhibe la cristalización,de dondesededucela ausenciade cristalización

tipica en el anestroy gestación.

La causainmediata de la cristalizaciónestá constituidapor la composición

química del moco estral. Rydberg (en De Vuyst, 1960) demostró que la “hoja de

helecho’ se forma por la presenciade cloruro sódicoy mucina.

Pozo Lora (1955) confirma que el fenómeno de la cristalizacióndel moco

cervical de la vaca, a semejanzadel mucus cervical humano, es un producto

determinadopor la acciónde las hormonassexualesfemeninassobreel metabolismo

de los componentesdel moco cervical, principalmentecloruro sódico y mucina. Su

intensidaddependede la concentracióndel cloruro sódicoy sus formasespecificasde

la relaciónde éstecon la mucinay compuestoscristaloides.

DeVuyst et al. (1960),observaronque existíauna correlaciónentrela hoja de

helechoo el frotis observadoy el análisis químico del moco cervical. La hoja de
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helecho se observacuando existe el contenido más bajo en materiaseca, materia

orgánicay cenizas,y en ese momento la materiasecatiene muchasmás cenizasy

menos materiaorgánicaque en cualquierotro momento del ciclo estral. Segúneste

autor la hoja de helecho aparececuando las células se ramifican y el moco está

constituidoprincipalmenteporagua,salesmineralesy mucoproteinas.La ausenciade

hoja de helecho, con una imagencelular y arborizacionesgroseras,coincide con un

aumentode la materiaseca,de la materiaorgánicay en menormedida de las cenizas.

Otros estudios han demostradoque los espermatozoidestendrían óptimas

condicionesparala penetraciónsi el mucustieneunamateriasecademenosde un 5%.

Si esmayora un7%la penetraciónespermáticaespobre.Por tanto,la consistenciadel

moco al momento de la inseminaciónpuede ser más importanteque la cantidad

(Selaive-Villaroely Kennedy,1983).

oH del mococervical

.

El pH del mococervical es básico(sobre8,4)(Hafez, 1987). Un moco

ácido inmoviliza los espermatozoides,mientras que un pH alcalino estimula la

motilidad. El pH óptimo parala migracióny la supervivenciade los espermatozoides

estáentre7 y 8,5 (Vázquez,1992).

Los cambiosóptimosen las propiedadesdel mococervical,comoun incremento

en la cantidad,arborizacióny pH, y una disminuciónen la viscosidady el contenido

celular,ocurrenduranteel estroy la ovulacióny seinviertendurantela fasede cuerpo

lúteo cuandoseinhibe la penetracióndel semenen el cuello.
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Las propiedadesdel mococervical tienenvalor clínico para:

- determinarel tiempo de la ovulación

- determinarel momentoóptimo parala inseminaciónartificial

- reconocimientode anovulaciones

- diagnósticode gestación

- diagnósticode disfuncionesováricas.

2.3.3. Efectode los titoestrógenos sobre el moco cervical.

En 1946 Benettset al.,demostraronquela ingestiónde fitoestrógenospodíaser

una importantecausade infertilidad en las ovejas que pastabantrébol subterráneo

(Tnfoliurn subzerraneumU

Turbulí et al. (1966) examinaronel transporteespermáticoy la supervivencia

embrionariaen ovejas que habían pastadotrébol rojo pCa E años, llegando a la

conclusiónde que la causaprincipal de la infertilidad observadaen estasovejaserala

faltade fertilizacióndebidaa la ausenciade espermatozoidesen lastrompasdeFalopio.

Lightfoot et al. (1967),compararonovejasprocedentesde un rebañoque había

pastadosobretrébol subterráneoy presentabala enfermedaddel trébol y ovejasque

habíanpastadosobreavena.No encontrarandiferenciasen la actividadovárica,pero si

en el númerode espermatozoidesen los cervicesde amboslotesy por tanto el fallo en

el transporteespermáticofue la razónde labajafertilidad en el rebañocon enfermedad

del trébol.
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PosteriormenteKaltenbachy Davies, (1970)investiganla causade la infertilidad

debidaal consumo de fitoestrógenosen ovejas que hablan pastadosobre distintas

variedadesde trébol subterráneo(con distinto contenidoestrogénico)durante5 años.

Mediantelaparotomíacomprobaronel transporteespermático(realizandoun lavadode

los oviductosy contandoel númerode espermatozoidesen el oviductodespuésde 22-26

horas del apareamiento),las lasas de fertilización (72 horas post-coito) y la

supervivenciaembrionariaa los 27-31 días. Observaronque una granproporciónde las

ovejas que habíanpastadosobrelos cultivos de alta potenciaestrogénicatenían un

menor número de espermatozoidesen el oviducto y la tasa de fertilización fue

significativamentemásbajaqueen las ovejasqueestuvieronsobrecultivos con un bajo

contenido estrogénico.No encontrarondiferenciassignificativas en la supervivencia

embrionaria entre los grupos. Consideranque una disminución en el transporte

espermáticoes la principal causadel fallo reproductivoen las ovejasque han pastado

sobretrébol subterráneo.

Smith (1971a),realizó un estudiosobrela producciónde moco cervicalen dos

grupos de ovejas,un grupo control y otro grupo infértil con una historia previa de

enfermedaddel trébol. Observóque la producciónde moco cervical en las ovejas

infértiles era 1,5 vecesmayorqueen la fértiles. El incrementoen el pesototal del moco

era casi enteramentedebido a un incrementoen el contenidoliquido. Esto sugirió que

un incrementoen el pesodel moco cervicalera indicativo de una producciónde moco

más acuosa.La naturalezamásfluida del mococervicalpuederesultaren una caídao

fracasode la anisotropíamoleculardel mococervical (Odeblad,1969citadopor Smith,

1971a). Estarupturaafectaríalaorientacióny progresiónde los espermatozoidesdentro

del cervix y tambiénfacilitaría el accesode leucocitosa los espermatozoides.
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Ya que el volumen de moco cervical pareceestarcontroladopor el nivel de

estrógenoscirculantes,un incrementoen la producciónde moco en las ovejasinfértiles

podríaserdebidoa un incrementoen la producciónde estrósenospor el ovario y/o a

un incrementode lasensibilidaddel tractoreproductivoa los estrógenos(Smith, 1971b).

Croker y Shelton (1974)postularonque un excesivocontenidoen humedaddel

mococervical podia alterarla disposiciónde las micelas,manteniéndolasdemasiado

alejadaspara permitir el alineamientode los espermatozoidesque es probablemente

necesarioparael establecimientode una adecuadapoblación de espermatozoidesen el

cervix.

Lindsay y Francis(1968),observaronque la producciónde mococervical en

ovejasovariectomizadasera función lineal de los estrógenosendógenos.Lightfoot et al.

(1974), confirmaron los resultadosprevios sobrefallos del transporteespermáticoy

reducidafertilidad en una experienciallevadaa cabocon dos gruposde ovejas,uno de

los cualesteníauna reducidafertilidad debidoa un prolongadopastoreosobretrébol

subterráneo.Sin embargo,la duracióndel celoen las ovejasafectadasfue normal. Los

resultadospodrían ser explicados si las ovejas de baja fertilidad debida a [os

ffioestrógenostuvieran un alto nivel de producciónde estrógenos,o alternativamente,

si la sensibilidadcervicalestuvieraalterada.Laprimerasugerenciano tieneconsistencia,

puestoquela duracióndel estro,la cual estárelacionadacon ladosisde estrógenos,fue

similar en amboslotes,

Un importantehecho de sus resultadosfue que algunasovejasparecíanser

resistentesal efecto de un prolongadopastoreosobre pastos estrogénicos.Obts y

Seamark (1971) sugirieron que la resistenciaestabarelacionada con el tipo de
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hemoglobina,aunquetrabajosposterioresno hancorroboradoesosresultados(Lightfoot

et al., 1974). Sugierencomo una posible alternativaque la progesteronaendógena,

como resultado de sucesivas gestaciones,ofrezca una protección frente a los

fitoestrógenos.AnteriormenteLindsay y Francis (1969) ya habíanobservadoque la

administraciónde progesteronainhibia la respuestadel moco cervical a los pastos

estrogénicos.

Adamsen 1976acomparódosgruposde ovejasque habíanpastadocultivos de

alto y moderadocontenidoestrogénicocon un lotecontrol queno habíasido alimentado

con estassustancias.Observóque el spinnbarkeitdel moco cervical fue menor cuanto

mayorera el contenidoen fitoestrógenosEn un estudioposteriorsecomprobóque el

mococervicalde ovejasovariectomizadastratadascon 1 00 pg de benzoatode estradiol

tenía un bajo spinnbarkeit (Adams y Tang, 1979) y parece ser análogo al bajo

spinnbarkeitvisto en el mococervicalde mujereshiperestrogénicasy en ovejasdespués

de un pastoreoprolongadoen pastosestrogénicos.

Adamsy Tang (1986) realizaronuna experienciaadministrandodistintas dosis

de benzoatode estradiola dosgruposde ovejasovariectornizadas,uno de los cuales

habiapastadosobretrébol subterráneodurantetres añosy era infértil. La cantidadde

mococervical en las ovejascontrol se incrementócon dosiscrecientesde benzoatode

estradiol,mientrasque el máximo spinnbarkeitdel mocoocurrióa unadosisintermedia

de benzoatode estradiol,por el contrario,ni la cantidadni el spinnbarkeitvarió con la

dosis de estrógenoen las ovejas infértiles. Cuando las ovejas se trataron con dosis

repetitivasde benzoatode estradiolla producciónde moco declinó en el grupo control

despuésdel 50 día, pero no fue detectadoningún cambioen las afectadas.Por tanto, ni

la cantidad ni la duración de la estimulación estrogénicaafecté al moco cervical
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producidopor las ovejascon enfermedaddel trébol. Estos animalesprodujeronmas

moco que los controlesen ausenciade estimulación estrogénica.Pareceque esto es

debidoa una producciónautónomade moco cervical.El spinnbarkeitno seincrementó

porque la capacidaddel cervix pararespondera los estrógenosestádisminuida.

Esto habíasido postuladoporel mismo autor (Adams,1976a)sugiriendoque la

infertilidad de las ovejas afectadaspor la enfermedaddel trébol era debida a una

incapacidadde los órganosdianaa dar una respuestacontinuadaa los estrógenos,y por

tanto, los estrógenosendógenosson incapacesde prepararal cervix paraproducir un

rnucuscon un spinnbarkeitnormal en el estro,

Los casos de infertilidad casi siempre van acompañadosde cambios

morfológicos en el cervix: plieguesmás codosy con mayor cantidad de estroma.

incrementode la cantidadde láminapropiabajo los pliegues,alteraciónde la lámina

propia con presenciade glándulastubularesy el endocervix llega a parecerseal

endometrio(Adams, 1986).

Valderrábanoet al. (1988) encontraronen el epitelio del cervix de ovejas

alimentadascon alfalfa una hiperpíasiade las células secretorasdel cervix y una

modificación de la composiciónquimica del moco cervical, con una prevalenciade

mucopolisacáridosneutroslo que sugiereuna disminución en la cantidadde radicales

ácidos,lo que ha sido relacionadocon una disminución en la viscosidaddel mucus

cervical (Hamanaet al., 1911),dificultandoeL transporteespermático(Barberanet al.,

1990).
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2.4. ALTERACIONES HORMONALES ASOCIADAS AL CONSUMO DE

FITOESTROGENOS.

Muchos estudiossobre el efecto de los fitoestrógenosse han concentrado

únicamenteen los cambiosen el tracto reproductor.No obstante,hay indicacionesde

que tambiéninterfieren en los mecanismosde feed-backenvueltosen la liberaciónde

gonadotropinasuniéndosecompetitivamentea los receptoresde estradiolde la hipófisis

y el hipotálamo(Mathiesony Kitts, 1980).

Adams(1976b)observóen ovejasovariectomizadasunilateralmentey afectadas

por fitoestrógenos que el ovario remanenteno sufria una hipertrof¡a ovárica

compensadora,lo cual implica que existe unaalteraciónen el balancehormonaldel eje

hipotálamo-hipófisis.

Por tanto, alguno de los efectosde los fitoestrógenossobrela función ovárica

parecen ser el resultado de acciones indirectas sobre la secreción de hormonas

gonadotrópicas(Fredricks et al., ¡981).

En este contexto,sehan propuestoparalos fitoestrógenosaccionesagonistasy

antagonistasdel estradiol 17-i3, dependiendotalesaccionesde la dosisingerida(Leavitt

y Wright. 1965; Folmany Pope, 1966).
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2.4.1. Gonadotwpinas.

Estudiossobrela liberación de LH despuésde un tratamientocon estradiol 17-fi

en ovejasovariectomizadashan demostradoque el hipotálamode ovejasafectadaspor

fitoestrógenostieneuna sensibilidadreducidaa la estimulaciónpor el estradiol 17-fi y

no se produceun pico normalde LH en respuestaala estimulaciónestrogénica(Findlay

et al,, 1973).

Estareducidarespuestadel ejehipotálamo-hipófisisal estradiol1 7-fi podríaestar

relacionada con cambios en el número o afinidad o ambos, de los receptores

citoplasmáticosdel estradiol 17-fi en la hipófisis (Tang y Adams, l978a).

Si un pastoreoprolongadoen pastosestrogénicoscausaunamenorrespuestadel

ejehipotálamo-hipófisisal estradiol 17-fi, entonceslos nivelesplasmáticosbasalesde

gonadotropinaspodríanser más altos que los normales,debidoa una reducciónen el

efectode feed-backnegativodel estradiol (Scaramuzziet al., 1971b).

Hearnshawet al., (1977), demostraronque la ingestión de trébol estrogénico

provocaun incrementoagudo en la concentraciónde LII en ovejasovariectomizadas.

1-Iettle y Kitts (¡983),observaronque la concentraciónque correspondíaal pico de LH

eramayoren ovejasqueconsumíanalfalfa estrogénicaque en ovejascontroles,aunque

el pico ocurríamástardeen las ovejasque consumíanfitoestrógenos.

El incremento en LH estimularíaal ovario para secretarmás estradiol y se

estableceríaun nuevo equilibrio en el cual fueran producidosaltosnivelesplasmáticos

de gonadotropinasy estradiol (Rodgeret al., 1980>.
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Los datossugieren,por tanto, quelos fitoestrógenosactúana nivel del SNC y

de la hipófisis alterandola secrecióndegonadotropinas(Kaldasy Hughes,1989).

Tanto en ovejasovariectomizadas(Montgomeryet al., 1985) como en ovejas

enteras(Adams,1981>afectadasporla enfermedaddel trébol, la mejorexplicaciónpara

el daño en la secreción de gonadotropinasfue una acción SNC/hipotá¡amo.En

particular, en ovejas afectadas,el pico de LII podría no ser logrado por la

administraciónexógenade estradiol 17-0 (consistentecon la pérdidadel feed-back

positivo),pero la secreciónde LH en respuestaa la GnRHexógenafuenormal(Adams,

1981),sugiriendoun efectono hipofiseal.

Sin embargo,trabalosmásrecienteshan demostradoqueunaexposiciónaguda

a fitoestrógenos(conmestroly genisteina)alterabanla liberación de LII inducidapor

<3nRH en ratasovariectomizadas,sugiriendoque la hipófisis estambién un lugar de

acciónde los titoestrógenos(Hughes,1988b).

2.4.2. Intemcciánent¡t los efectosmtpmducdvos de los fitoestrógenosy

el fotopeñodo.

El mecanismoreguladorde la función reproductivase encuentraa nivel de

hipotálamoen el generadorde pulsos; estea su vez mediatizasu secreciónde GnRH

a travésdel “feed-back’ de los esteroidesgonadales,con lo cual cierrasu ciclo, y esto

finalmentesetraduceen que las variacionesestacionalesafectana la pulsatilidadde la

LI-! (López- Sebastian, 1989a).
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Durantela faseluteal del ciclo, la Lii sesegregaapulsosde bajafrecuencia,no

superioresa un pulso cada3-4 horas.En estemomentola progesteronaactúacomo un

inhibidor de ¡a secreciónde LII. Cuando se produce la luteolisis, los pulsos se

incrementan,pudiendollegar a alcanzaruna frecuenciade un pulso cadahora, lo que

provocaun mayorestimuloen eldesarrollofolicular, alcanzándoseel estadiode folículo

preovulatorio; éste, mediantesu alta secreciónde estradiol,da lugar a la descarga

preovulatoriade LH porun efecto defeed-backpositivo sobreel hipotálamoe hipófisis

(Karsch, 1984). Así, la transición de unasépocasde anoestroa otras de actividad

reproductiva,sebasaen las variacionesde la sensibilidaddel hipotálamoal feed-back

negativo que ejerceel estradiol sobrela secreciónde GnRiH.

Duranteel periodode transiciónde díascortosa días largos, los cambiosen el

fotoperiodo se traducen en un incrementode la sensibilidaddel hipotálamo a los

esteroidesgonadales;el aumentodeestasensibilidadcuandoseproduceel último ciclo

de la estaciónfavorableprovocaráque los propios incrementosen el nivel de estradiol

anulen la descargapreovulatoriade Lii. Cuando se producela transición hacia la

estaciónfavorable, la potenciadel estradiol como inhibidor de la LII disminuye y se

establecede nuevala ciclicidad. Por tanto, cuandola respuestaal estradiolesbaja,el

nivel de secreciónde LH permite el mantenimientode la ciclicidad, mientrasque

cuandola respuestaesalta, la actividadcíclicasesuprime(López-Sebastián,1989a).

La progesteronay el estradiolmodulan la frecuenciay amplitud de los pulsos

de Lii. El estradioldisminuyela amplitudde lospulsosperono la frecuencia,así como

la elevacióndel pico de LII resultadode la administraciónde GnRiH, mientrasque la

progesteronadisminuyela frecuenciade los pulsosde LH sin reducirsuamplitudo la

respuestaa la GnRH (Goodmany Karch, 1980), así mismo, el estradiol contribuyea

39



Revisión bibliográfica

incrementarla frecuenciade los pulsosdurantela fasefolicular del ciclo (Karschet al.,

1983).

Durante la estación reproductora, un incremento en la concentración de

couniestrolen la dieta resultó en una disminuciónen la amplitud de los pulsosde LH,

perono afectéla frecuenciade los pulsoso la concentraciónde FSH. Estedescensoque

se observacon un incrementode la concentraciónde caumestrolen la dieta es

consistentecon el efectodel estradioldurantela estaciónreproductora(Montgomeryet

al., 1985).

Se han estudiado las interaccionesentre los efectos reproductivosde la

exposiciónafitoestrógenosy el fotoperiodo.En ovejasnormalesy enteras,la frecuencia

de los pulsosdeLII y las concentracionesplasmáticasde LH son másaltasdurantela

estaciónreproductoraque duranteel anoestro.En ovejasafectadaspor ¡a enfermedad

del trébol, la frecuenciade los pulsos de LH y la concentraciónde LII durantela

estaciónreproductorasoncercanasa las de ovejasnormales.En contraste,duranteel

anoestro,estosparámetrosse mantienenal mismo nivel que en estaciónreproductora

en las ovejasafectadas(Chanileyet al., 1981; 1985), demostrandouna disminuciónen

la sensibilidaddel hipotálamoal feed-backnegativodel estradiol.

Así, duranteel anoestro,los nivelesmediosde LII fueron másbajosen ovejas

normalesque en afectadas[0,45 + 041 (n~3l> venus 0,82 + 073 (nt48) ng/ml

P’cO,O1], mientrasque en estaciónreproductorael nivel medio de LH seelevóa 1,23

+ 0,65 ng/ml (n=76), pero no hubo ningún cambio en las ovejas afectadaspor la

enfennedaddel trébol (Chamley et al., 1981).
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2.4.3. Estrógenos.

Los problemascausadospor los estrógenosde origen vegetal se deben a su

elevadaconcentraciónen el plasmasanguíneode los animalesqueingieren las plantas,

comparadacon la de estrógenosendógenos(Valderrábano,1992). A concentración

elevada,un estrógenovegetaldébil puedeejerceren el animal un efecto importantey

producir un desequilibriohormonal(Mathiesony Kitts, 1980)aunquesu actividadsea

sólo de
10A a ío~~ veces la del estradiol,

Los estrógenosvegetalespuedenactuarcomo antiestrógenoscompitiendo, al

unirse con las proteínasreceptorasde los tejidos sensiblesal estrógeno,con los

estrógenosendógenosmásactivosque seencuentranen unaproporciónmuchomenor

en el plasmasanguíneo(Shutt y Cox, 1972; Shemeshet al., 1972; Newsomey Kitts,

1977).

Newsomey King (1977), en un estudiosobrelos efectosde los fitoestrégenos

de la alfalfa (principalmentecoumestroly genisteina)sobrelos niveles de estrógenos

endógenosen ovejas, observaronque las ovejas controlestenían más altos y más

variablesnivelesplasmáticosde estrógenosendógenosque las ovejas que comieron

alfalfa, sugiriendoque la estimulacióndel ovario por lasgonadotropinasestáreducida

por la presenciade fitoestrógenosen el plasma.
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2.4.4. Pungestewna.

En condiciones normales, los nivelesde progesteronacomienzana elevarsea

partir del tercer día del ciclo, incrementándosehasta los días 8-9 y manteniéndose

aproximadamentedurante5 días,declinandosobrelos días14-15,paraalcanzarun bajo

nivel sobreel día antesdel estro(Thorburnet al., 1969).

Después de la ovulación, el cuerpo lúteo formado comienzaa segregar

progesterona,siendoestala responsablede la preparacióndel úteroparala anidación

y el mantenimientoposterior del embrión, hasta aproximadamenteel día 60 de

gestación,cuando la secreción de progesteronade origen placentario es capaz de

soportarpor si misma la gestación(LópezSebastián,1989b).

Los resultadosde los estudiossobrela producción de progesteronaen ovejasque

ingieren fúoestrógenos,muestranuna importantediferenciaendocrinológicaentrelos

dos tipos de infertilidad, temporaly permanente,de tal maneraquela formatemporal

estámarcadapor un cambioen la produccióndeprogesterona,lo que rio ocurreen la

permanente.

En este sentido,Obst y Seamark(1970; 1975), en un estudiorealizadocon

ovejasquepresentabaninfertilidad temporal,observaronque el periodode funcióndel

cuerpolúteo (determinadopor la concentraciónde progesteronaen plasmaperiférico)

erade 2 a 3 díasmás corto en ovejassobrepastosestrogénicosque en las controles.

siendolas concentracionesaproximadamenteigualeshastael día 12 del ciclo cuando

la progesteronaen el grupo estrogénicocayóa los niveles del estro.Estaalteraciónen
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la función del cuerpolúteo ha sido observadatambiénporotros autores(Hearnshawa

al., 1972; Adamset al., 1981).

Sin embargo,no se encuentrandiferenciasentre los niveles de producciónde

progesteronaentre ovejas controlese infértiles con tipo permanentede infertilidad

debidaa la ingestión de fitoestrógenos(Smith, 1975).

En cuanto a las concentracionesde progesteronadurante la gestación,varios

estudios indican que los niveles son similares a los de ovejas controles hasta

aproximadamenteel día 90 degestación,a partir del cual, los nivelesde progesterona

en ovejasque ingieren fitoestrógenosson significativamentemás bajos (Obst et al.,

1972; Obsty Seamark,1975).

Por tanto, los resultadossugierenque cuando se establece¡a gestación, la

función luteal no estáafectadapor la ingestión de fitoestrógenos,sin embargo,en el

último tercio de la gestación,la ingestión de fitoestrógenosparecereducir los niveles

deprogesteronaplasmática(Obst y Seamark,1971).
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23. ALTERACIONES ANATOMOPATOLOGICAS ASOCIADAS AL

CONSUMO DE FITO.ESTROGENOS.

2.5.1. Lesionesanatomopatológicasasociadasa la Coima pemianentede

inferdildad.

2.5.1.1. Aparatoreproductor.

-Ovario

.

Kelly et al. (1 976a), describieronanormalidadesfoliculares en los ovariosde

ovejasqueconsumíanpelletsde alfalfa con un contenidoen caumestanosde 1000ppm.

Observaronun mayornúmerode folículos, en algunosde ellos la formaciónantral fue

deficientey muchosteníansignosde atresiatemprana.La reteováricapareciósermás

activaque en las controlesy el lumen conteníamás célulasdesprendidas.Las muestras

histológicasdel ovario indicaronque su estructurafolicular eraanormaly similar a la

encontradacuando los ovarios se sometena una excesivacantidad de estrógenos

exógenos(Goldenberget al., 1972).

Adams (1976b), describecambiosováricos similares a los observadosen

animalescon excesodeestrógenos(Goldenberget al., 1972),con un númeroexcesivo

de folículos de talla mediay pequeña,en muchosde los cualesla formaciónantral era

deficiente.Estasanormalidadesestabanacompañadaspor una atresiatempranade los

folículos, observandoun desarrollo folicular anormal y una hiperpíasiade la rete

ovárica.
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Sehandescritoanormalidadesen laovulaciónquepuedenserdebidasa acciones

directasde los fitoestrógenossobre el ovario. Así, la administraciónde sitosterol a

ovejasinhibió el desarrollofolicular (El Samannoudyet al., 1980). Se observóque los

folículos mostrabandegeneracióncon hemorragiasintrafoliculares y desarrollo de

ovocitoscon inclusioneslipidicas.

Porotraparte,la actividadde dosenzimasováricaspareceestarinfluenciadapor

los fitoestrógenos.Bajasdosisde fitoestrógenosinhiben la 17,20liasaen las célulasde

la granulosade los bóvidos (Kaplanskiet al., 1981) lo que podriaalterarla capacidad

de esteroidogénesisdel folículo o del cuerpolúteo y porotro lado, la fosfatasaalcalina

en los ovarios estáafectadapor la exposicióna fitoestrógenos(El Samannoudyet al.,

1980).

Los ovariosde lasovejassometidasa unadietade alfalfa durantenuevemeses,

presentabanun pesosignificativamentemenor que un grupo control sobrerye-grass

(Barberan et al., 1990). Los ovarios eran más pequeños(tanto en peso como en

longitud), aunqueno encontraron diferencias en la actividad ovárica ni lesiones

histopatológicassignificativas.

Así mismo,seha descritola presenciade quistesintraepitelialesen el oviducto

(Adams,1976c; Barberanet al.. 1990).
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-Utero

.

Un pronunciadoefecto de los fnoestrógenoses un incrementodel pesouterino

(Bennettset al., 1967; Kelly et al., 1976b)

En ovejas con infertilidad debida a una prolongadaexposición a pastos

estrogénicoshay un marcadoincrementoen la actividadde algunasenzimasuterinas,

así como en la síntesisde proteínasy glicoproteinas(Tang y Adams, 1981; 1986).

Estasobservacionesindican que el aumentode pesouterino es debidaa una

hipertrofiamás que a un simple edema.AL mismo tiempo los bajosnivelesde ¡ipidos

en el úterosugierenuna inhibición de la síntesiso un incrementode la utilización de

los lípidos dentro de éste órgano (El Samannoudyet al,, 1980). Por tanto, los

fitoestrógenospueden afectara diferentesenzimasen distinta forma, estimulandola

actividadde algunasmientrasbloqueanla acciónde otras(Kaldasy Hughes,1989).

La infertilidad inducidaporlos fitoestrógenoso porlos estrógenossintéticosestá

asociadacon la hiperpiasiaquisticaglandulardel endometrio(Barret et al., 1965) y

existeunarelación entreseveridadde éstalesión e infertilidad (Underwooda al., 1959;

Daviesy Naim, 1964).

Barra (1965), sugiere un mecanismopor el cual la hiperpiasiapuedecausar

esterilidad.Los quistesendometrialesincrementansu númeroy tamañohastaun punto

queesincompatiblecon la supervivenciadel feto posiblementeporunadisminuciónen

la eficaciade los cotiledones.
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Rizzoli y Moran, (¶977), observaroncambioshistopatológicosen la mucosa

uterinarelacionadoscon una prolongadaingestión de trébol altamenteestrogénico.La

lesión era una hiperpíasiaendometrialcorrespondientea un hiperestrogenismo.El

aumentode espesorendometrialfue consecuenciade una hipertrof¡aglandular en las

áreasintercarunculares.Las glándulaserananchasy tortuosasy el epitelio teníavarias

capas de células columnares dispuestas desordenadamente.El estroma estaba

marcadamenteedematosoy con unaproliferacióndel tejido conectivocaruncular.

En corderassometidasa un pastoreode alfalfa durantenueve mesesse ha

observadoedemaperiglandulary miometral, endometritissubagudacon neutrofihiae

infiltración linfocítica de la lámina propia y panículasnecróticas intraepiteliales

(Valderrábanoel al., 1988; Barberanet al., 1990).

Otrasalteracionesdescritassonhidropesiauterina(Tumbuhí et al., 1966; Adams

el al., 1981),y una alta incidenciade pionietras(Turnbull, 1966; FeIs y Neil, 1968).

Estamayorincidenciade piometrasesdebidaaqueel hiperestrogenismocausaun daño

funcional en el cervix permitiendoel pasode bacteriasal útero (FeIs y Neil, 1968).

Los síntomas más espectacularesde infertilidad permanentedebida a un

prolongadoconsumodepastosestrogénicossonel prolapsouterinoy la distocia(Clark,

1965), aunquehan declinadoen incidencia.

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

sugirieron que la distocia resultabade una inercia uterina primaria,sin embargo,
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Maxwell (1970), sospechóque la distociaeradebidaa un fallo en la dilatación de la

vulva y que la inerciauterinaera secundaria.

Gardinery Nairn, (1969),observaronen ovejascon enfermedaddel trébol que

el pro¡apsouterino estabaasociadocon el stressy la hiperpíasiade las glándulas

adrenales.

Adamsy Naim, (1983), en unaexperienciaparadefinir las característicasde la

distociaen dos rebañosde ovejasexpuestosa pastosaltamenteestrogénicos,encontró

tambiénun aumentode tamañode las adrenales,eliminandola teoríade Bennettsal no

encontrar evidenciasdirectas de una inercia uterina primaria, observandoademás

esfuerzosexpulsivos indicadospor la rupturadel útero y separaciónde la pelvis, y

lesionesy edemasen los corderos,unido a unafalta de dilatación del cerv¡x.

-Cervix

.

Los cambiosmásseverosdebidosal consumode fitoestrógenosocurrenanivel

del cerv¡x.

Los plieguescervicalesse hacenmás anchosy llegan a fusionarse,hay un

incrementoen la cantidadde láminapropiaque ademáspresentaun mayorcontenido

celular (Adams,1986)y seobservaun desarrollode glándulastubularessimilaresa las

glándulasuterinas(Heydon y Adanis, 1977).
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En ovejas normales,la partecaudal del cervix estárevestidacon un epitelio

escamosoestratificadoy la partecranealcontienecélulasciliadas(Lightfoot y Adams,

1979).Enovejassometidasaunaexposiciónprolongadaa fitoestrógenoshay unaescasa

proporción de epitelio escamosoestratificadoy apareceuna capasimple de células

columnares(Lightfoot y Adams,1979).

En función de todos estoscambios,pareceque [a exposicióncrónica a plantas

estrogénicasestimulala transformacióndel cervix haciauna estructurade tipo uterino,

tomandouna aparienciade endometrio(Adams, 1986).

Cambios similares se producen en otras especiesal administrar estrógenos

durantela organogénesis(Forsberg,1969). Despuésdel periodo de organogénesisel

papel arquitecturalde los estrógenosnormalmentesepierde(Adams, 1990),aunque

pareceque la oveja tiene una habilidadpara manifestaruna respuestamorfológicaal

estradiol durante la vida adulta(Adams, 1986). Sin embargo,Chilton et al., (1980)

encontraronque los estrógenosjueganun papel significativo en el mantenimientode la

citoarquitecturay actividadde biosíntesisdel epitelio endocervical.

En ovejassometidasa fitoestrógenosse incrementala síntesisde proteínasy

glicoproteinas(Tangy Adams, 1 978b)y el númerode receptoresparaestrógenosen el

cervix. Así, los estrógenosexógenosno solo ocupanlos lugaresde unión disponibles,

sino que ademásestimulanla producciónlocal de mássitios de unión (Tang y Adams,

1 978a). Estehechohacea los tejidos más sensiblesa la acción estrogénicay por tanto

si la exposicióna estrógenoscontinua,las alteracionescervicalespuedenllegar a ser

muy exageradas{Kaldas y Hughes,1989).

49



Revisión bíbliogr4flca

Sehan descritotambiénalteracionesanivel del epitelio vaginal, con unamayor

queratinizacióny síntesisqueratohialinaen lascapasparabasales(Barberanet al., 1990),

y un fallo en la respuestaa la estimulaciónestrogénica(Adams, 1 976a>.

Otros cambios observados sugieren que los fitoestrógenos afectan la

diferenciación sexual en ovejas afectadas. Los genitales externos se masculinizan

(Adams,1990),con un incrementoen la cantidadde tejido sobreel clitoris, resultando

en un estrechamientodel orificio vaginal. Tambiénse haobservadoun incrementoen

la longitud del clítoris. Es posible que las isoflavonastengan una ligera actividad

androgénicaen adiccióna su efecto estrogénico.Unaexplicaciónalternativapuedeser

el incrementoen tamañoy función de la glándulaadrenalen ovejasexpuestasa estos

pastos,ya que los andrógenossecretadospor una glándulaadrenalanormal son una

causade virilizacion.

El prolapsouterinoestárelacionadoconotra manifestaciónde la enfermedaddel

trébol, conocidacomo high-tail’ (Adams, 1976c),en la cual la basede la colaparece

estarelevadadebidoaunarotación de la pelvis, esel resultadode unarelajaciónde los

ligamentospelvianosy de unapérdidade la tensiónnormalo firmezade los tejidos en

la regiónpelviana(Beck y Gardiner,1965).

En cuantoa los machos,la fertilidady la producciónde semenen moruecosque

han estadoconsumiendopastosestrogénicosdurantevarios añosno parecenafectadas.

Sin embargo. los camerospresentanun aumento de tamaño de los pezonesy en

ocasionespuedehaberproducciónde leche(Bradenet al., 1964; Millington et al., 1964

a y b).
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La glándulabulbouretraly las vesiculasseminalespresentanun ligero aumento

depesocon el pastoreoprolongadode forrajes estrogénicosquepareceserdebidoa la

acumulaciónde secreciónen las luces de los adenómerosy/o conductosexcretores

(Barberany Valderrábano,1989).

Las plantasestrogénicasproducenun incrementodel estromafibroso de las

vesiculasseminalessimilar al causadopor el dietilestilboestrol(Noteboomet al., 1961).

2.5.1.2. Otrasalteraciones

El ganado ovino mantenido sobre pastos estrogénicos,en particular trébol

subterráneo,o animalesinyectadoso implantadoscon estrógenos,puedenpresentaruna

incidenciade obstruccionesurinariasfatalesde hastaun 10%.

La hipersecreccióny descamaciónde células epiteliales observadaen las

glándulasaccesorias(Barberany Valderrábano,1989),junto con la producciónde

sedimentos,conteniendofitoestrógenos,en los riñones (Nottle y Beck, 1974), es la

causaprincipal de la obstruccióndel procesouretral (Jubb et al., 1985).

Se han encontradotambiénalteracionesmorfológicasen las glándulastiroides

y adrenales,quepresentanun aumentode tamaño(Gardinery Naim, 1969; Flearnshaw

et al., 1972; Ramón, 1987), y en la glándulamamaria,que presentagran desarrollo

glandulary actividadsecretoraen corderasvacias(Valderrábanoet al., 1988; Ramon

et al., 1987).
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Así mismo, sehan descritotambién alteracionesa nivel dcl sistemanervioso

central. Gardinery Nairn, (1969), encontraronhipercromicidadneuronaly astrogliosis

en el hipotálamode ovejasque pastabantrébol estrogénico.hipófisis.

FaberyHughes,(1991),han demostradoque la exposiciónen etapastempranas

del desarrrolloa estrógenosmedio-ambientales,altera la respuestapost-puberalde la

hipófisis a la GnRh y androgenizael núcleode diferenciaciónsexual.

2.6. MEDIDAS DE CONTROL

En los pasados30 años,el control de la enfermedaddel trébolha estadobasado

principalmenteen medidasagronómicas,entreellaslas dirigidas a sustituir las especies

de másactividadestrogénicapor otrasvariedadeslibresde fitoestrógenos.

La aplicación continua de fertilizantes de fosfato ha ayudadoa prevenir la

acumulaciónde formononetinaen los pastos(Rossiter, 1970).

Otrasmedidasalternativasparacontrolar los efectosen los animalesderivados

del consumode forrajes fitoestrogénicosincluyen:

Seleccióngenéticade ovejasresistentesa la enfermedaddel trébol (Croker et

al., 1989):
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Pareceque hay animalesresistentesa la enfermedaddel trébol (Lightfoot, 1974)

y que estetipo de resistenciaestáasociadaal tipo de hemoglobina(Obsty Seamark,

1971),aunqueéstepunto no pareceestarmuy claro.

Alteración del metabolismode los fitoestrógenosen el animal (Cox y Braden,

1 974),mediantelamanipulaciónde los microorganismosdel rumenparaobtenerformas

que metabolicenlos estrógenosvegetaleshaciaotros compuestosmenosactivos.

Immunizaciónfrente a los fitoestrógenos:

Se ha demostradoque los animales pueden ser inmunizados contra los

fitoestrógenos(Baumingeret al., 1969). Se han conseguidoanticuerposespecíficos

contra los fitoestrógenosinmunizando animales contra derivados fitoestrogénicos

conjugadosa polipéptidossintéticos o a seroalbúminabovina (Cox et al., 1972).

Concretamenteha sido posiblebloquearla acciónde la genisteinao del equol,estimada

mediantela respuestauterina a la relación RNAIDNA (una respuestatípica de los

estrógenos)que semantuvo muchomásdébil en animalesinmunizados.Sin embargo,

los efectos estrogénicossobre el útero no se vieron reducidoscuando las ovejas

inmunizadassemantuvieronsobrepastosestrogénicos.A pesarde los elevadostítulos

de anticuerposencontradosen las ovejas inmunizadas,el pesodel útero fue mucho

mayorqueel de ovejasmantenidassobrepastosno estrogénicos.La falta de protección

de lasovejasinmunizadasen el pastopuedehabersido debidaaunaincapacidadde los

anticuerpospara neutralizar las grandescantidadesde estrógenosderivadosde las

plantasduranteel períodode exposición(Cox a al., 1984).
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Laposibilidadde inmunizaranimalescontraestrógenosvegetalesse halla en un

estadoavanzadode desarrolloy muestrael camino hacia métodosde reducir otros

transtornos en los animales de pastoreo debidos a constituyentes vegetales

(Valderrábano,1992).La inmunizacióncontraesteroides,resuelveen parte,la reducción

de la fecundidadresultantede la ingestiónde coumestanosaunqueno ha sido efectiva

contrarrestandolos efectosde las isoflavonascuandolos animalespastabantrébol en

la cubrición (Little et al., 1984).
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3.- MATERIAL Y MIETODOS

.

3.1.- EXPERIENCIAS:

Todas las expenenciasse han llevado a cabo en la finca “El Encin”,

pertenecienteal Serviciode InvestigaciónAgraria dela Comunidadde Madridy situada

en el término municipal de Alcalá de Henares.La fincase encuentraen el Km. 38 de

la carreteraNacional II, a 40031 de latitud Norte, 307 de longitud oestey a una altitud

aproximadade 610 m. sm. Segúnla clasificaciónbioclimaticade Gaussen,el clima de

dichafinca puedeconsiderarsecomo “templadomedio”, los inviernos son moderados

con temperaturasmediasdel mesmásfrío de 5,10C. La precipitaciónmediaanualesde

470 mm. distribuidosentreotofio y primavera.

3.1.1.-EXPERIENCIA IA.~ OTOÑO DE 1991.

~es-

Se controlaronun total de 28 ovejasdistribuidasen dos grupos:

-. GruDo problema:constituido por 14 ovejasde razaManchega.Eran

ovejas adultas,secas,con un pesomedio de 50 Kg al inicio de la experienciay un

periodo de post-partoprevio de cinco meses.Estegrupo seintrodujo en parcelasde

alfalfa “Tierra de Campos” de 1 Ha. aproximadamente,dondepastaronhastael final de

la terceraexperiencia(unperíodode un año),controlándoseen estaprimeraexperiencia

duranteun periodode 2 meses.

-. Grupo control: constituido por 14 ovejas de razaManchega.Eran

ovejasadultas,secas,con un pesomedio de 50 Kg al comienzode la experienciay un

periodo de post-parto previo de cinco meses. Este grupo se mantuvo en

semiestabulación,en unanavecon unasuperficiede aproximadamente1 m2/ovejay un
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parqueexteriorde ejercicio de 2 m2/oveja.La alimentaciónestuvocompuestade cebada

(200 gr/animal/día)y una ración de volumen a base de heno de veza-avena(550

gr/animal/día)y paja de cereal (550 gr/animal/día).Parael racionamiento de los

animalesse siguieronlas recomendacionesdel INRA (1988).

El agua,bloquesde sal y correctoresvitamínicos mineralesse encontrarona

libre disposiciónde los animales.

Previamenteal inicio de la experienciatodoslos animalesfuerondesparasitados

y se observó que ciclaban normalmentemediante la introducción de machos

enmandilados.

Diseño experimental

:

3.1.1.1.-Confluí de los celosy ircogidasde moco cervical.

Al inicio de la experienciay con el fin de agrupar los celos, se colocaron

esponjasintravaginalesde 30 mg. de FGA (Chronogest,Intervet). A los 14 días se

retiraron las esponjasy a las 24 horas de la extracciónde la esponjacomenzóla

detecciónde celos con machosenmandilados(1 moruecopor cada7 ovejas),y se

realizóla observacióny recuentode ovejasen celo cada6 horas,hasta72 horasdespués

de la retiradadel progestágeno.De las 28 ovejassalieronen celo 12 en cadagrupo,

puestoque algunaperdió la esponjay otrasno manifestaronsíntomasde celo.

Despuésde la detecciónde celos,el grupo problemasalió a las parcelasde

alfalfa.
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Material y Métodos

Los dosgruposde animalesse controlarondurantelos dos celossiguientes,que

fueronnaturales,y sesiguió la metodologíadescritapor Selaive-Villarroely Kennedy

(1983): en los días previstos de presentacióndel celo, se introdujeron los machos

enmandiladosen cadagrupo (1 moruecopor cada6 ovejas>.Los signosde celo se

observaroncada6 horasdesdelas 9:00 hastalas 21:00 y hastael final del celo.

El mococervicalsecomenzóa recogernadamásevidenciadoel estro,y apartir

de entoncescada6 horashastael final del celo.

Para la toma de moco cervical, se examinóel cervix con un espéculovaginal

despuésde limpiar la vulva. El mococervicalde aspirócon una pipetagraduada(5 ml.)

medianteuna perade aspiración.

Despuésde la recogida, se introdujo en criotubos (Nunc Czyotubes) y se

mantuvocongeladoen nitrógenoliquido hastasuanálisis,puestoquela congelacióndel

moco cervical en nitrógenolíquido no afectaa su estructura(Murasey Braun, 1990).

Las determinacionesrealizadassobre el moco cervical fueron: volumen,

spinnbarkeit,grado de arborización,presiónosmóticay penetraciónespermática,y se

describenen el apartadode análisis del mococervical.

3.1.1.2.-Recogidade muestiasde sangw.

En ambosgrupos de ovejas se recogieron muestrasde sangredos días por

semanadesdela extracciónde la esponjahastael final de la experienciaparadeterminar

las concentracionesplasmáticasde progesterona.
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Matedal y Métodos

Además,pasadasdas semanasdesde el último celo natural, se volvieron a

colocar esponjas para determinarel pico preovulatorio de LI-], en ambos grupos,

tomándosecomo referenciapara iniciar las recogidasde sangreel momento de la

extracciónde la esponja.Se tomaronmuestrasde sangrecadatreshorasdesde24 horas

despuésde la extracciónde la esponjahasta24 horasdespuésde la salidaen celo.

La toma de muestrasde sangrese realizó por punción en la vena yugular,

recogiéndoseen tubos de 5 ml. con beparinasádicay a vacío (Vacutainer),siendo

centrifugadainmediatamentea3.500 r.p.m. durante20 minutosy almacenadoel plasma

en tubos de poliestirenocerradosherméticamente,quepermanecieronen congeladora -

200C hastael momentodel análisis.

La determinaciónde las concentracionesde Lii y progesteronase realizó

siguiendolas técnicasde análisis radioinmunológicoque se describenen el apanado

correspondientea análisishormonales.

3.1.13.-Toma de muestn¡s del pasto.

Las ovejas del grupo problemase sometierona un pastoreorotacional en 7

parcelasde alfalfa ‘Tierra de Campos’,de aproximadamente1 Ha., divididas mediante

pastoreléctrico.

Con el fin de estimar la disponibilidadde alfalfa, en cadauna de las parcelas

dondelas ovejaspastaron,secortaron 10 muestrasdel pastode Ql & de superficie,

obtenidasmedianteel lanzamientode un marcode 0,33 cm. de lado(aproximadamente

0,1 nfl, siguiendoun recorrido predefinido.
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MaIe¡ial y Métodos

En el laboratoriosesepararonmanualmentelas muestras,diferenciándoseentre

malashierbasy alfalfa. Las muestrasse secaronen estufaa 850C durante48 horas,para

obtenerMS.

Seguidamente,las muestrassemolieron en un molino Culatti, al que seadapté

un tamiz de ¡ mm. parahomogeneizarla muestra.Posteriormentese almacenaronhasta

suanálisis.La técnicaempleadaparadeterminarel contenidoen coumestrolde laalfalfa

se describe en el apartadode análisis del contenido en coumestrol de la alfalfa,

realizándosetambiénanálisisde las malashierbasasí comode la dietadel grupocontrol

y de los pellets de alfalfa con que se alimenté el lote problemacuando no hubo

disponibilidadde alfalfa en las parcelas,

3.1.2.- EXPERIENCIA it- PRIMAVERA DE 1992.

Animales

:

Se controlaronun total de 28 ovejasdistribuidasen dos grupos:

Grupoproblema:constituidopor 14 ovejasde razaManchega.Eran

ovejasadultas,secas,y con un pesomedio de 56 Kg al inicio de la experiencia.Este

gruposeintrodujo en el mesde Abril en parcelasde alfalfa Tierra de Campos’ de 1

Ha. aproximadamente,dondepastaronhastael final de todas las experiencias(nueve

meses),controlándoseduranteun periodode dos mesesdesdesuentradaen las parcelas.

Gruyo control: constituidopor 14 ovejasde razaManchega,adultas.

secas,y con un peso medio de 55 Kg al comienzode la experiencia.Este grupo se

mantuvo en semiestabulaciónen una nave con una superficie de aproximadamente1

mioveja y un parqueexterior de ejercicio de 2 n</oveja. La alimentación estuvo
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Material y Métodos

compuestade cebada(200 gr/animal/día)y unaración de volumen a base de henode

veza-avena(550 gr/animal/día)y pajade cereal (550 gr/animal/día).

El agua,bloquesde sal y correctoresvitamínico-mineralesseencontrarona libre

disposición de los animales.

Previamenteal inicio de la experiencia,todoslos animalesfuerondesparasitados

y seobservóque ciclabannormalmentemediantela introducciónde machosrecelas.

Diseñoexuerimental

:

3.1.2.1.-Confluí de celosy ftcog¡da de moco cervical.

Igual que en la primeraexperiencia,sesincronizaronlos celosde ambosgrupos

de animalescon esponjasintravaginalesde 30 mg. de FGA, paraagruparlos celos.Las

esponjasse extrajerona los 12 días,comenzandola detecciónde celosa las 24 horas

con machosenmandilados(1 moruecopor cada7 ovejas>,realizándosela observación

y el recuentodeovejasen celo cada6 horashastalas 72 horasdespuésde la extracción

de la esponja.De las 28 ovejas salieron en celo 10 en el grupo control y 8 en el

problema.

Despuésde la detecciónde celos, el grupo problema salió a las parcelasde

alfalfa, y sesiguió la mismametodologíaque en la primeraexperiencia,realizándose

un seguimientodurantedos celosconsecutivos,tomándosemuestrasde moco cervical.
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Material y Métodos

3.1.2.2.-Recogidade muestras de sangir.

En ambosgrupos de ovejas se recogieronmuestrasde sangredos días por

semanadesde la extracción de la esponja hasta el final de la experiencia, para

determinarlas concentracionesplasmáticasde progesterona.

Al igual que en la primera experiencia,pasadasdos semanasdesdeel último

celo natural,sevolvieron a colocaresponjas,paradeterminarel pico de LII en ambos

grupos,y la metodologíaseguidafue la mismade la primeraexperiencia.

3.1.2.3.-Tomade muestrasdel pasto.

Tambiénsedeterminóel contenidoen coumestrolde la alfalfa durantelos meses

de primaveray ya hastael final de todas las experiencias.El métodoseguidopara la

realizar el muestreodel pasto fue el mismo descritoen la primera experiencia.

3.13.- EXPERIENCIA Y.- OTOÑODE 1992.

Animales

:

Se controlaron un total de 28 ovejas (que fueron las mismas de la primera

experiencia)despuésde haberestadoel grupoproblemaaproximadamenteun añosobre

las parcelas.Los mesesen que no sedispusode alfalfa en las parcelas,recibieronuna

alimentacióna basede pelletsde alfalfa (1,5 Kg/animal/día).
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Material y Métodos

Diseño exoeñniental

:

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

Fue igual que en la primera y segundaexperiencia,y se.inició agrupandolos

celos mediantela sincronizacióncon esponjasintravaginalesde 30 mg. de FGA, que

se retiraron a los 14 chas, saliendoen celo 12 animalesen el grupo problemay 13

animalesen el grupo control.

Se realizó un seguimientodurantedos celos, durantelos cualesserealizaronlas

recogidasde mococervicaly setomaronlos datossobreduraciónde celos.

3.1.3.2.-Recogidade muestrasde sangre.

Igual que en las experienciasanteriores,serecogiósangredos dias por semana

desdela extracciónde la esponjahastael final de la experiencia,para determinarlas

concentracionesplasmáticasde progesteronay sesiguió la mismametodologíaparalas

recogidasde LII que en la primeray segundaexperiencia.

3.1.3.3.Recogidade muestrasparael estudioanatomopatológicodel aparato

irpmducton

Una vez que finalizaron las tomasde sangrepara analizarLH en estaúltima

experiencia,se sacrificaronen el mataderode Alcalá de Henares,todaslas ovejasque

pastaron alfalfa y 8 controles (4 de cada estación), para realizar el estudio

anatomopatológicodel aparatoreproductor.Se recogióel tracto genital y serealizó la

inspecciónmacroscópica.Se tomaronmuestrasde ovado, útero y vaginay se fijaron
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Mafrrizd y Métodos

en formol al 10%y liquido de Bouin. El estudiohistológicosedescribeen el apartado

3.4.

3.2. ANÁLISIS DEL MOCO CERVICAL

Material y métodos

.

En las muestrasde mococervicalsedeterminó:volumen,spinnbarkeit,gradode

arborización,presiónosmóticay grado de penetraciónespermática.

Volwnen: El mococervicalserecogióen pipetasgraduadasde 5 ml., anotándose

en cadatoma el volumen recogidoy posteriormentese depositóen tubos colectores

cónicosgraduados(10 ml.).

Spinnbarkeit: El moco cervical se depositósobre un portaobjetos.Con otro

portaobjetosse realizó presiónsobreel moco cervicaly posteriormentesesepararon

ambosportashastaque el hilo de moco cervical serompió. La distanciavertical a la

cual seproducela ruptura fue medidamedianteuna regletagraduada(Adams, 1 977).

Arborización: El grado de arborizaciónse midió en un rango de 0-3 (segúnel

númerode ramificaciones>,basadoen el sistemadescritopor Alliston et al. (1958>. Se

realizó una fina extensiónsobreun portaobjetoscon el mococervicaly seexaminó,tras

secado a temperaturaambiente, en un microscopio de campo claro (Zeiss mod.

Universal R., equipadocon cámarafotográficaWinder M-.35), con el objetivo de lOx.

(LAMINA 1),

hr.vión osmótica: La presiónosmóticadel mococervical fue medidamediante

el osmometToAdvancedmod. 3 MO.
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Matezial y Métodos

Penetraciónaspermd¡cwrPararealizarestadeterminación,serecogió semende

morueco manchego mediante vagina artificial (mod. 1.M.V.). El semen fue

inmediatamentellevado al laboratoriomedianteunacaja de transporteque semantuvo

a 37W. Se observóla motilidad masalde los eyaculadosmedianteJa técnicareseñada

por Evansy Maxwell (1989), la cual consisteen colocaren un portaobjetoslimpio y

atemperadoa 370C, una gotade semensin diluir y observardicha preparaciónen un

microscopio de campo claro con el objetivo de lOx, inmediatamentedespuésde ser

recogidoel semen.

Posteriormenteel semense diluyó con citrato sódico en la proporción1:4.

Paradeterminarel gradodepenetraciónespermáticaserealizarondos técnicas:

1 . - Test de penetraciónsobreun portaobjetos.

2.- Sistemadel tubo capilar.

1.- Test de penetraciónsobreun nortaobietos

.

Es el método más simple paraobservar la penetraciónespermáticaen

moco cervical (Overstreet, 1986). Se realizó según el procedimientodescrito por

Gaddum-Rosseet al., (1980), con alguna modificación (Vázquez, 1992): el moco

cervical se colocó sobreun portaobjetosy sobreellos un cubreobjetos.A lo largo de

uno de los bordesdel cubre se depositéel semen.Posteriormentese incubó a 370C

durante30 minutosy seobservócon un microscopiode campoclaroa 400 aumentos,

(LAMINA II) midiéndosela distanciarecorridapor los espermatozoidesen cm.

2.- Sistemadel tubo capilar

:

La distancia recorrida por los espermatozoideses medida en tubos

capilaresllenosde moco cervical. Sobreestesistemahay descritasvariastécnicasentre
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LAMINA 1: Arborizacióndel moco cervical.

A: x 10 B: x 40 (lote de alfalfa)

x 40 (lote control)
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B

LAMINA II

A



Material y Métodos

LÁMINA II: Espermatozoidesen moco cervical ovino.

A: x 40 (lote de alfalfa)

E: x 40 (lote control)
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las queexistenpocasvariaciones(Kremer,1965; Moghissiet al,, 1982; Matouseket al.,

1989).

Nosotrosseguimos el método descritopor Moghissi et al., (1982): un tubo

capilarde200 pd y 10cm.delongitud(Blaubrand)fue llenadoconmococervicaly sellado

porunode susextremos,mientrasqueel otro extremosesituó sobreun vial quecontenía0,5

ml. de semendiluido. Se incubódurante30 minutos.Posteriormenteel tubo capilarfue

extraídodel vial y seobservóla penetracióndel semenenla columnadel moco en microscopio

de campoclaro a 400 aumentos,midiendo la distanciarecorridaen cm.

3.3.- ANALISIS HORMONALES.

3.3.1.- PROGESTERONA.

Material y Método

.

SerealizómedianteunatécnicadeanálisisradioinmunológicodescritaporLópez

Sebastiánet al. (1984).Las muestrasserealizaronpor doble.

3.3.1.1.-Técnicadeatracción: la progesterona,contenidaen un volumen

de plasmade 200 ji1, fue extraídacon 3 ml. de hexano(N-Hexano,Merck) mediante

agitaciónen un agitadorvibrador,durante60 segundos.Despuésde congelary separar

las fasesacuosay orgánica,estaúltima, que conteníala progesterona,fue recuperada

en tubos de borosilicato de 5 ml., y el contenido fue evaporadoen corriente de

nitrógeno.

3.3.1.2.-.Reacción¡nmw¡ológicw acada uno de los tubos que contenía

la progesteronaen forma de residuoseco,seañadieron200 ~il de tampón fosfato(0,04
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M apH=Z7,0), 100 1d de antisueroantiprogesteronaa la dilución de 1/1.400y 100 ¡.d de

progesteronaradinactiva(1,2,6,7Progesteronai-{~, Amersham)(85-110 ci¡mmoQ, con

10.000 c.p.m. aproximadamente.A continuación,se agitaron todos los tubos y se

incubarona 4
0C durante24 horas.

3.3.1.3.- Separaciónde ¡os fracciones: se añadierona cadatubo 500 ji!

de la solución de carbóndextrano(250 mg. de carbónactivo (Norit A) y 10 mg. de

dextrano(DextranoT70, Pharmacia)en 200 ml. de tampón PBS) y despuésde 15

minutos de contactoa 40C, se centrifugarona 4.500 r.p.m. durante20 minutos en

centrífugarefrigerada(Sorvalí). Se recuperóel sobrenadantey se pasarona viales de

polipropileno,añadiendo6 ml. de líquido de centelleoa cadavial.

Despuésde agitarlos, se midió la radioactividadde la fracción ligada en el

contadordecentelleolíquido (Contadora Tricarb, Packard)a temperaturaambiente.

3.3.1.4.-Ajuilisis de los resultados: una vez conocidaslas c.p.m., se

calculó el porcentajede B/B
0 en cadauna de las muestrasproblema,y se realizó la

transformaciónlog B/80 llevandoel valor obtenidoa la curvapatrón,paraobtenerde

estemodo las concentracionesdeprogesteronaen ng/ml paracadamuestra.

La concentración mínima detectada fue de 16 pg/ml. El porcentaje de

recuperaciónfue superior al 86%±3,2%y los coeficientes de variación intra e

interanálisisfueron respectivamente10,8 % y 13,3 %.
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3.3.2.- LII:

Las concentracionesplasmáticasde Liii se determinaronmedianteuna técnica

de análisis radioinmunológico,descritapor GómezBrunet(1989)y desarrolladaen el

Laboratorio de Radioinmunoanálisisdel Departamentode ReproducciónAnimal del

LN.1.A.

Material y Método

.

3.3.2.1. Marcaje y pw¡ficación de LII- Método de radioiodinadón

enzimáticwA los tubos que contenían2 j¿g de NIAMUD Liii pura,diluidos en 10 gl

de aguabidestiladade NIAMDD-O-LH, seañadieronlos siguientesreactivos:10 j.d de

tampón acetato0,2 M pH = 5,4, 10 ¡A de solución INa radioactiva(0,5 mci de 1”~ >

110 ji1 de una solución de lactoperoxidasa,y 10 ji1 de una solución de peróxido de

hidrógeno a la concentraciónde lxlOt Está mezcla se agitó duranteun minuto

aproximadamentey seañadieron200 ¡xI de la soluciónIK-BSA parapararla reacción.

La mezclafinal de la reacciónsehacíapasarpor una columnade SephadexG-

50 (Pharmacia),previamenteequilibradacon PBS 0,05 M a pH=7,5 y saturadacon 2

ml de soluciónde BSA (BovineSerumAlbuminin, Sigma)al 10 % en el mismotampón

PBS 0,05 M., con el fin de separarel V25 libre de la hormonaLH marcada.

La eluciónserealizó con tampónPBS (0,05M pH=r7,S),recuperandofracciones

de 0,5 ml en tubos de poliestireno,a los quepreviamentesehabíanañadidounasgotas

de la soluciónBSA-PBS.
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La hormonautilizada en el análisis siemprefue previamentepurificada por

columnade SephadexG-l0O (Pharmacia),saturadacon PBS-.BSA.La elución serealizó

también con PBS (0,05 M a pH=7,5), recogiendofraccionesde 0,5 ml.

En los análisisseutilizaron las fraccionesquepresentabanunamayor capacidad

de unión al anticuerpoen ausenciade hormonafría.

3.3.2.2.-Anáff vis de LII: El anticuerpoespecificoantiLil, se utilizó a la

dilución 1/500.000 en tampón PBS-BSA con suero de conejo a 1/400. La hormona

marcadase diluyó en tampón PI3S-BSA, de maneraque cadatubo contenía10.000

c.pm. en los 100 pi añadidos.

Despuésde una preincubaciónde 24 horas a 40C entre el anticuerpoy la

hormonafria, se añadíanlas 10.000 c.p.m. de la hormonamarcaday tras una breve

agitaciónseincubarona 40C durante72 horas.

Seguidamente,se añadieron200 pl del suerode moruecoanti-~5 globulinas de

conejo, (SMALL) a la dilución 1/70 en tampón PBS-HSA y se sometierona una

segundaincubacióndurante24 horasa 4W, con el fin de que precipitaseel complejo

hormona-anticuerpo.Conposterioridadse añadierona todoslos tubos.2 ml de tampón

PBS-BSA e inmediatamentese centrifugarona 3.000 r.p.m. durante30 minutos; se

eliminó el sobrenadantey semidió la radioactividad(c.p.m.) de los precipitadosen un

contadorde centelleosólido.

3.3.2.3.-Cálculo de los resaltados:Seprepararonlas curvaspatrón,con

los valoresen c.p.m.obtenidosen cadauno de los tubos que conteníanconcentraciones

conocidasde la hormona.En estascurvas,cadapunto relacionabael logit 13/fr, con el

logaritmoneperianode la dosisLn (ng de LII), de modo que logit B/B
0 Ln BID0 /1-

B/D» dondeB = c.p.m. de hormonamarcadaunida al anticuerpoen cadapunto de la
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curva patrón, B0= c.p.m. de la hormonamarcadaunida al anticuerpoen ausenciade

hormonafria. <Puntoscero).

La sensibilidaddel análisis fue de 0,3 ng/ml y los coeficientesde variación

intraanálisisfueron de 11,7 %.

3.4. TECNICA HISTOLOGICA.

3.4.). Fijación e inclusión: Las muestrasfueron fijadas en formol al 10% y

líquido de Bouin (75% de ácidopícrico a saturación+ 25%formalinacomercial).Tras

la fijación se tallaron e introdujeron en “cassettes”de plástico y se lavaron en agua

corrientedurante2-4 horas.

Para incluir las muestrasse utilizó un procesadorautomático de tejidos

“Shandon-Elliot Bench SCE 0400”. La inclusión fue en parafina sintética“Histotec

pastillas” (Merck) conpuntode fusión SET. La formacióndelos bloquesserealizó en

una consolaTissue-Tek(Cryo, Dispensingy ThermalConsole;Miles Scienlific).

3.4.2. Coite: Una vez confeccionados,los bloquesde parafinafueron cortados

en un microtomode rotaciónLeitz modelo 1516 de cuchillasdesechables,con un grosor

de 3-5 ¡cm.

Las secciones obtenidas eran depositadasen superficie caliente a una

temperaturaaproximadade 37-40%?., para favorecer la eliminación de pliegues. A

continuaciónserecogieronlas muestrasmedianteportas,desengrasadospreviamenteen

alcohol éter y secadosen estufaa37C, durante12 horas.
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3.4.3. Tinción: Se utilizaron las técnicasconvencionalespara el diagnóstico

histopatológicoen el laboratoriode Histologíay AnatomíaPatológicade la Facultadde

Veterinariade Madrid.

3.4.4. Iconogrqfla: Para las microfotografias se utilizó película Kodak

Ektachrome64 de Tungstenoy un microscopioOlympus AI-I-3 (Vanox AHB53), con

sistemaautofocusy doscámarasincorporadas.

3.5. ANÁLISIS DEL CONTENIDO EN COUMESTROL

El contenidoen coumestrolde la alfalfa y de la vegetaciónespontáneade las

parcelas,así como de la dieta de las ovejascontrolesy de los pellets de alfalfa que

consumieronlas ovejaslos mesesqueno hubo disponibilidadde alfalfa en las parcelas,

se realizó según el método descrito por Le Bars y Le Bars (1984), con algunas

modificaciones.

En primer lugar, serealizó la determinaciónde la curvapatróndeterminandoel

espectrode absorciónde una disolución de 100 mg!! de coumestrol(EastmanKodak

Company,ref.: 9362)en etanolal 85%. El valor máximo de absorbanciacorrespondió

a unalongitud deondade 347 nm. Paraestevalor de X sedeterminóla absorbanciaen

un intervalodeconcentracionesde 1 a lO mg¡l, parael cual la relaciónentreestosdos

parámetroses de tipo lineal.

Paracadauna de estasdisolucionesse realizaron10 medidasde absorbancia.

Posteriormentetodos estos valores fueron ajustadospor mínimos cuadradosa la

ecuaciónY = bx. La ecuaciónde la recta(figura Ni) fue la siguiente:

Y l0,493x

(r2 = 0,99; p<O,0O1)
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Figura N03: Relaciónentrela concentraciónde caumestrol

y la absorbanciaa 347 nm
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dondeY esla concentraciónde coumestrolen mg!!, y x es la absorbanciaparauna

347 nm.

El análisisde las muestras(realizadopor triplicado), constó de las siguientes

fases:

1. Extracción con divoh’entesorgánicos: 5 gr. de la muestrasedepositaronen

un matrazerlenmeyery se rehidrataroncon 50 ml de agua destiladadurante30’.

PosteriormenteseañadieronlOO ml de metanol,sometiéndosea agitaciónduranteuna

hora,transcurridala cual sefiltraba, obteniéndoseel extractometanólico.

En una ampollade decantación(SOOml), se añadieron100 ¡nl de carbonatode

sodio a 50 ml del extractometanólico.Posteriormente,se realizaron3 extracciones

sucesivaspor cloroformo(50, 30 y 20 mí) eliminandocadavezla faseinferior, mientras

que la faseacuosaseacidificó hastaun pH de 4-5 medianteácido sulfúrico al 50%.

Una vez conseguidoel pH, se efectuaron3 extraccionescon éter dietílico (50 mi),

recuperandocadavez la fasesuperior(extractoetéreo).

Con el fin de deshidratarla muestra, añadimosal extracto etéreo sulfato

magnésicoanhidro(aproximadamente0,5 gr).

2. Concentración a vacío con rotarapor y evaporacióndel disolvente hasta

sequedad:El extracto etéreo se concentró medianteun rotavaporhastaobtenerun

volumen de aproximadamente2 ml y posteriormentese llevó a sequedad,mediante

corriente de nitrógeno en aparatode vidrio Kudema. El extracto seco se recogió

arrastrandolas paredescon 200 ¡U de etanol al 85%.

3. Purificación por cromatografíaen capafint Se tomaron50 it1 del extracto

anterior y sepincharonprogresivamenteen una placade cromatografia(silica-gel60,
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10x20 cm, espesor0,2 mm), desarrollándoseen cámaracerradacon una mezclade

cloroformo-acetona(3/2), duranteaproximadamente40’.

Labandade conmestrolse identificó bajo luz u.v. (366nm)(LAMINA 111). Esta

manchaseraspabay se recogíaen un tubo, añadiendo5 ml de etanolal 85%. Después

de centrifugacióna 10.000 G, el sobrenadanteera recogido para cuantificaciónpor

espectrofotometría(PYE-UNICAM SP-8-100u.v.vis.) a 347 nm frentea etanolal 85%

comoblanco,llevandoel valor obtenidoa la rectapatróny transformandoel resultado

en mg/KgMS.
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LÁMINA III: Placasde cromatografiadondeseobservala manchade coumestroldel

patrón (P) y de distintas muestrasde alfalfa (luz uy. 366 nm).
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3.6. ANALISIS ESTADISTICO.

El efectodel pastoreode alfalfa sobrelos parámetrosestudiadosen el moco

cervical (volumen, arborización, presión osmótica, spinnbarkeit y penetración

espermática)y sobrela duracióndel celo, serealizó, en cadaexperienciamedianteun

análisis de varianzade una vía.

La influencia de la estación y del tiempo de pastoreosobre las variables

anterioresserealizópor medio de un análisisde varianzaparavalorarla existenciade

interaccionesentreel factortipo de alimentacióny la estación,y entreel factortipo de

alimentacióny tiempo de pastoreo,segúnlos siguientesmodelos:

YjIk+TJ+RJ+TPIJ+Ck+TCJk+PC’jk+TFCIIk+clJk:

dondeY: variableen estudio

¡x: mediageneral

T: efectofijo del tipo de dieta.

P: efecto fijo del tiempo de pastoreo.

C. efecto fijo del celo.

TP11, TC~, PCJk y TPC,kí interaccionesentrelos efectos.

e: error residual.

El modeloparaver la influenciade la estacióny el tipo de dietafueel siguiente:

YÍJkr¡.I.+TÍ+EJ+TEÁJ +4+ TC1~+EC»<+ TECÁJk~
6jkI

dondeY variableen estudio.

ji mediageneral
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1: efectofijo del tipo de alimentación

E: efectofijo de la estación

C: efecto fijo del celo,

TE~, TC~, FC]k y TECUk: interaccionesentrelos efectos.

£ : error residual.

Al observarseque ni el celo ni sus interaccionesfueron significativas, se

realizarondosmodelosreducidosque son los siguientes:

- parael tipo de alimentacióny tiempo de pastoreo:

YIjk¶v’TÍ+PI+TPÁj ~
6ijk

- paratipo de alimentacióny estación:

YÍjk¶s+TÍ+EJ+TEÍJ ~6j•k

El análisis de varianza se realizó de acuerdo al sistemaBMDP (BMDP,

Statistical Software).

La comparaciónde las concentracionesmáximasde LH en el pico preovulatorio,

las horastranscurridasdesdela extraccióndel progestágenoal pico preovulatorioy los

nivelesbasalesde LH, se realizó mediante un análisis de varianza para el factor

tratamientoen cadaexperiencia,segúnel siguientemodelo:
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Posteriormente,se llevaron a cabodos análisisde variarizade doble vía, para

valorar la existenciade interaccionesentreel factortipo de alimentacióny la estación

y entre el factortipo de alimentacióny el tiempo de pastoreo.

Los modelosfueron los siguientes:

YÍjk4L+TI+PJ+TP ~lj :2

Y110l.~+T1 ~E1+TE11~
6Úk

donde:

y: variable dependiente(nivel basalde LH, concentraciónmáximaen el pico

preovulatorioy horastranscurridasdesdela extraccióndel progestágenoal pico de LH).

ji: mediageneral.

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

fitoestrógenos).

P: efecto fijo del tiempo de pastoreo,que engloba el posible efecto del

acostumbramientoal coumestroly el efectodel año propiamentedicho.

E: efectofijo de la estación,que podríareflejar la influenciadel fotoperiodoy

las posiblesvariacionesestacionalesdel contenidoen coumestrolde la alfalfa.

TP
11: interaccióntipo de dieta-pastoreo.

TE1: interaccióntipo de dieta-estacton.

e: error residualcorrespondientea cadaobservación.

El grado de significación de las diferenciasdetectadasen cada grupo fue

establecidomedianteel test de significaciónmínimade Fisher.
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El análisisestadísticoque seaplicó a las concentracionesplasmáticasde LII en

el pico preovulatorio,fue un análisisde regresiónno lineal, cuyo modelo matemático

esuna campanade Gauss.El modelo,de tipo exponencial,esel siguiente:

LII=A+B—2—exp{-- (r-M) 2j

2 s2

donde:

A: asintotaparaxzz +00

B: parámetrorelacionadocon el áreabajo la curva.

M~ abscisadel pico (máximo).

S: desviacióntípica.

x: hora.

El análisis estadísticoque se realizó sobrelas concentracionesplasmáticasde

progesterona,fue un análisisde regresiónlineal, cuyo modelomatemáticoesla ecuación

de unaparábola

y=b
0+b1x+.b2x

2

donde:

y: nivelesplasmáticosde progesterona.

x: días de muestreodesdela reviradadel progestágeno.

b: coeficientesde la ecuaciónde la parábola

El ajusteserealizóporseparadoparacadaciclo, analizándosedosciclosen cada

experiencia.La comparacióndemodelosestadísticosserealizómedianteun análisisde

paralelismo,utilizando las sumasde cuadradosresiduales(ANOVA).
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Resuhado~

4.- RESULTADOS

.

4.1.- DISPONIBILIDAD DE PASTO Y CONTENIDO EN COIJMESTROL

Los valoresde disponibilidadmediade alfalfa para los distintos períodosde

pastoreose exponenen la tabla 1.

TABLA 1.- Disponibilidadesmediasde alfalfa en los distintosperíodosde pastoreo.

AÑO 1991 AÑO 1992

Kg MS/Ha gr/Kg PV/día Kg MS/Ha gr/Kg PV/dfa

PRIMAVERA 1236 73,57

VERANO 862 55,12

OTOÑO 926 71,83 1161 69.85

No existieron diferenciassignificativasdependientesdel tipo de dieta en los

pesosy condición corporal de las ovejasa lo largo de las experiencias.Sin embargo,

el segundoalio de estudio las ovejas de todos los ¡ates tuvieron un peso y una

condición corporal significativamentemayor (P<O,001) que al inicio de todas las

experiencias(tablas2, 3, 4 y 5).

TABLA 2.- Pesosmedios(Kg) de las ovejas de los lotes

experienciay despuésde un alio de estudio.

de otoño al inicio de la

CONTROL ALFALFA g±E.S.M.

AÑO 1991 50+ 1,55 50+ 1 61 50+1 50A

AÑO 1992 60,46+252 68,89+ 272. 66 46+ 1 392

A,B pcÚ,OOl
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TABLA 3.- Condición corporalmediade las ovejasde los lotes de otoflo al inicio de

la experienciay despuésde un afio de estudio.

CONTROL ALFALFA p±ES.M.1

AÑO 1991 1,87+0 15 1,80±010 1 92±08”

AÑO 1992 2,82+009 2,92+0,22 298+079~

Aj3 P~zOjJOI

TABLA 4.- Pesosmedios de las ovejasde los lotes de primavera al inicio y al final de

todaslas experiencias.

CONTROL ALFALFA p±E.SM.

PESO INICIAL 55+ 1,25 56+175 555+140A

PESOFINAL 67,08+95 68,52+2,7 678+1 60B

A,13 P<O/JÚi

TABLA 5.- Condición corporal media de las ovejasde los lotes de primavera al inicio

y al final de todaslas experiencias.

CONTROL ALFALFA p+E.S.M.

C.C. INICIAL 1 7±0,18 1,85+0 15 1 77+07A

C.C. FINAL 2,95+008 2,5+0,07 272+06~

A,13 p<()()Q¡
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El contenidoen coumestrolde la alfalfa varié a lo largode los mesesde estudio,

presentandoun valor medio global de 1976+2,79mg/Kg MS. No se encontró

coumestrolen la dietade las ovejascontrolesy sólo trazasen la vegetaciónespontánea

de las parcelas.Los pelletsde alfalfa que consumióel lote problemacuando no hubo

disponibilidadde alfalfa en las parcelas,presentaronun contenidoencaumestrolde 18

mg/Kg MS.

El contenidoencaumestrolde lasparcelasde alfalfaparacadamesde muestreo

seexponeen ¡a tabla 6.

TABLA 6.- Contenidoen coumestrolde la alfalfa en los mesesde estudio. (mg/Kg

MS).

MESES COUIMES ROL

SEPTIEMBRE 1991 16,78

OCTUBRE 1991 28,53

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

OCTUBRE1992 33,7

NOVIEMBRE 1992 34
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Comoseobservaen la tabla6, el contenidomásbajoen caumestrolde laalfalfa

seprodujo en los mesesde Mayo, Junio, Julio y Agosto, y el máximo se alcanzóen

Octubrey Noviembrede 1992 (figura n04).

Figura 4: Contenido en caumestrol de la alfalfa en los meses de estudio.
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4.2.- EFECTO DEL PASTOREO DE ALFALFA SOBRE LAS

CARACTERISTICAS DEL MOCO CERVICAL

4.2.1.-Experiencias1, 2 y 3.

Exoenencía1 Pastoreocorto en otoño de 1991

Los resultadosmediosobtenidosen relacióncon el efectodel pastoreocorto de

alfalfa en otoño sobre los parámetrosanalizadosen el moco cervical (volumen,

spinnbarkeit,grado de arborización,presiónosmóticay penetraciónespermática),así

como la duracióndel celo, seexponenen la tabla 7.

TABLA 7.- Resultadosobtenidosen la 1” experiencia.Otoño 1991. (media+E.S.M.).

CONTROL ALFALFA

DURACION CELO (h) 33,25±1 65 30.0±1,49

VOLUMEN (mi) 1 09+O,29a 2,05±0,3V

SPINNBARKEIT (cm) 4 I&+O,á2A 1,83+0 32~

ARBORIZACION 1,88±0,29 1,78±0,26

P. OSMOTICA (mOsm¡Kg) 244,11+1358 271 78+1223

P. ESPERMATICA (capilar)(cm) 3,66±0,32 3,86+028

P. ESPERMATICA (porta)(cm) 2,55±0,22 2,77±0,16

Distintos supedndicesen la misma fila indicandiferenciassignificativas.

a,b p<O,OS

A,B pcZO,OOl
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Como se observaen la tabla 7, sólo existieron diferenciassignificativasen el

volumen de moco cervical, con una mayor producciónde moco en las ovejas que

consumieronalfalfa (2,05 vs 1,09 ml.; p<O,O5) y en el spinnbarkeitdel moco cervical

que fue mayor en el grupocontrol (4,18vs 1,83 cm.; p<O,OOl).

Tampocoexistieron diferenciasen el númerode animalesen celo en cadalote

de ovejasa lo largo de la experiencia.Del total de los 28 animales,respondieronal

tratamientode sincronización24 (12 ovejasen cadalote),y siguieronciclandobastael

final de la experiencia.

-. Experiencia2. Pastoreocorto en primaverade 1992

.

Los resultadosmediosobtenidosen relacióncon el efectode un pastoreocorto

de alfalfa en primaverasobrelos parámetrosanalizadosen el mococervicaly sobrela

duracióndel celo seexponenen la tabla 8.

TABLA 8.- Resultadosde la Y experiencia.Primavera1992. (media±E.S.)

CONTROL ALFALFA

DURACION CELO (h) 30,54+150 32 0+1 72

VOLUMEN (mí) 0,93+027 187+041

SPINNBARKEIT (cm) 3 92 ±0,43 3 44+0 69

ARBORIZACION 2,11±042 236+027

P. OSMOTICA (mOsm/Kg) 252+33,33 299+1851

P. ESPERMATICA (capilar)(cm) 243+0,34 2 9+0 19

P. ESPERMATICA (porta)(cm) 208+0,31 225+013
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Como seobservaen la tabla8, no hubo diferenciassignificativasen ningunode

los parámetrosanalizadosentre los dos grupos de ovejas. No obstante,existió una

tendenciaen e] lote de alfalfa a presentarun mayor volumen de moco cervical que el

lote control (p<0,l).

En cuanto al número de animales en celo, aunque la diferencia no fue

estadísticamentesignificativa(debidoal númerode animales),seobservóunatendencia

del lote de alfalfa apresentarmásanimalesen celo queel lote control,a lo largo de los

ciclos de estudio (figura N0 5). Del total de las 28 ovejas,respondieronal tratamiento

dc sincronización20 animales(10encadalote). El númerode animalesen celo en cada

ciclo seexponeen la tabla 9.

Figura 5: Número de ovejas en celo en la experiencia de primavera.
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TABLA 9.- Número de animalesen celo en cadaciclo.

CELO SINCRONIZAIIX)

1 ~ CELO

20 CELO 4 7

Experiencia3. Pastoreoprolongado.Otofio de 1992

.

Los resultadosobtenidosen relacióncon el efectode un pastoreoprolongadode

alfalfa (1 año) sobrelos parámetrosanalizadosen el mococervicaly sobrela duración

del celo seexponenen la tabla 10.

TABLA lO.- Resultadosobtenidosen la Y experiencia.(media±E.S.)

CONTROL ALFALFA

DURACION CELO (h) 40,38+131 3628+[ 62

VOLUMEN (mí) 1 20+0,2r 2,28±0,3V

SPINNBARKEIT <cm) 4,57±0,56”

ARBORIZACION 2 40+0,24 1,65±027

P. OSMOTICA (mOsm/Kg) 292,57+785 291 94+553

P. ESPERMATICA (capi1ar~cm) 3 23+0,53 2,30+021

P. ESPERMATICA (porta)(cm) 1 83+0,20 2,27±0,27

Distintossupeñudicesen la misma lila indican diferenciassignificativas;a,h p<O,ÚO5.
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Como puedeobservarseen la tabla 10, existierondiferenciassignificativasen

el volumende mococervical,con unamayorproducciónde mocoen el grupode alfalfa

(p<O,OOS)y en el spinnbarkeit,que fue mayor en el lote control (p<0,OO5).

En cuanto al númerode animalesen celo,no hubo diferenciassignificativas

entrelos doslotesalo largo de la experiencia.Del total de las 28 ovejas,respondieron

al tratamientode sincronización25 (13 en el lote controly 12 en el lote de alfalfa). En

la tabla II seexponeel númerode animalesen celo en cadaciclo.

TABLA II.- Número de animalesen celo en cadaciclo.

CONTROL ALFALFA

CELO SINCRONIZADO 13 12

fl~CELO 13 11

rOELO 13 10

Por tanto, en las tres experienciasel lote de alfalfa mostróun mayorvolumen

de moco cervical,con un reducidospinnbarkeit(figuras N0 6 y N0 7).
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Fiqura 6 Volumen de moco cervical en os dos loteado ovejas en las treo experiencias.

25

6

o

o

—~ os

Fig~rs?; Spinnbarkeit del moco cervical de los des lotes cts ovejas en las tres experiencrns.

4

CJ

‘Ja

2

2

o,

OTONO 91 PPdM~VtI~A 92 OrONO 92

o
OTQNO 91 PRIMAVEFIA 92 OTONO 92
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4.2.2.- Efecto del pastoiro de alfalfa y la estación sobir el moco

cervical.

Serealizó un análisisde varianzaparalos factorestipo de alimentación(alfalfa

y control)y estación (otoño dc 1991 y primaverade 1992), con el fin de determinar

posiblesinteraccionesentreambosfactores,hallandoen primer lugar un efectodel tipo

de alimentaciónsobreel volumende mococervical y sobreel spinnbarkeit.El volumen

producido por el lote que pastoreóalfalfa fue significativamentesuperior(p’<O,Ol) al

producido por el grupo control independientementede la estación, y siendo

respectivamente1,98 y 1,04 ml (tabla 12).

TABLA 12.- Volumen

estaciones.

(¡nl) de mococervicalen los lotes control y alfalfa paralas dos

OTONO 1991 PRIMAVERA 1992 MEDIA ±ESM

CONTROL 1,09+029

n24

093+027

n11

1 04+02V

ALFALFA 2,05+033

ir24

1 87+041

nt5

I,9S±O,25~’

a,b p<O,Ol

Asi mismo, existe un efecto del tipo de alimentaciónsobrecl spinnbarkeitdel

moco cervical, que no experimentévariación con la estación,y fue significativamente

superior(p<O,OS)en el lote control (4,09 cm.) queen el lote de alfalfa (2,35 cm.) (tabla

13).
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TABLA 13.- Spinnbarkeit (cm) del mococervicalde amboslotesen las dos estaciones.

OTONO 1991 PRIMAVERA ¡992 MEDLA±ESM

CONTROL 4,18±0,62

n’18

3.92±0,43 4,09±0,4V

ALFALFA 1,83±0,32

n23

3,44±0,69

¡nl

2,35±0,3V

a,b pCO,05

Sin embargo,aunquela estaciónno fue significativa para las características

estudiadas en el moco cervical, si lo fue en la penetración espermática

(independientementedel tipo de alimentación),que fue siempresuperioren otoñoque

en primavera,en las dospruebasrealizadassobreesteparámetro(tablas14 y 15).

TABLA 14.- Penetración espermática(cm) en el moco cervical de los das lotes de

ovejasen las dos estaciones,mediantela pruebadel tubo capilar.

CONTROL

ALEALEA

sz±ESM 3,77±0,21a 2,67+0 18’~

a,b pcO,005
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TABLA 15.- Penetración espermática(cm) en el moco cervical de los dos lotes de

ovejasen las dos estaciones,mediantela pruebadel porta.

OTONO PRIMAVERA

CONTROL 2,55+022

n~18

ALFALFA 2,77±016

n23 n10

g±ESM 2,67+0 13’ 2,18+0 ¡6b

a,b p<0,05

Ni el tipo de alimentaciónni la estaciónfueronsignificativasparael restode las

variables.

4.2.3.- Efecto de la dieta y del tiempo de pastoiro subir el nioto cervical.

Se realizó un análisisde varianzapara los factorestipo de alimentación(alfalfa

y control) y tiempo de pastoreo:otoño de 1991 (2 meses)y otoño de 1992 (1 año),

resultandola interacciónno significativa.

El volumen de moco cervicaly el spinnbarkeitresultaronafectadossólo por el

tipo de alimentación,independientementedel año. Las ovejas del grupo de alfalfa

tuvieronun volumen de moco cervical significativamentemayor(p’<O,O5) que las del

grupo control (2,18mi vs 1,14 mí) (tabla 16), mientrasque el spinnbarkeitdel moco

cervical fue siempresignificativamentesuperior(p<O,OOI) en el lote control que en el

lote de alfalfa, con independenciadel alio deestudio(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

segundootoño.

OTOÑO 1991 OTOÑO 1992 g±ESM

CONTROL 1,09+029 1,20±0,04 1,14±0,17’

ir’24 n=26

ALFALFA 2,05+0 33 2,28±0,07 2,18±023’

n24 n=21

a,b p’O,05

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

segundootoño.

OTOÑO1991 OTONO1992 g±ESM

CONTROL 4,18±0,62 4,57±0,56 4 38+0 41’

triS n=20

AL?FALFA 1,83±0,38 226+049 203+028~

tr23 n=20

No hubo diferenciassignificativasdependientesdel tipo dealimentaciónni del

año en el restode las variables,
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4.3.- EFECTO DEL PASTOREO DE ALFALFA SOBRE LOS PERFILES

HORMONALES DE LII Y PROGESTERONA.

4.3.1. Experiencias 1, 2 y 3.

E>=penenc¡ai.Pastoreocorto en otoño de 1991

.

La curvade regresiónque tipifica el perfil de descargapreovulatoriade LH, se

ajustaal modelo matemáticocampanade Gauss.En la tabla 18 seexponenlas estimas

de los parámetrosdel modelo.

TABLA 18.- Estimas de los parámetrosdel modelode regresión.

A S M E

CONTROL 1,47 2,04 -0,05 173,28

ALFALFA 1,39 1,74 0,38 141,56

El análisis de regresión indicó que no existieron diferencias significativas

(p<O,OS)entre las dos curvas,por lo queel perfil de secreciónde LH de los dos lotes

seajustaa la siguienteecuación:

LH=1..53+33,51e o, ~s

cuyosparámetros,junto con la desviacióntípica asintóticaseexponena continuación:
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En la figura 8 se representael perfil de secreciónde amboslotes según el

análisis de regresión, ajustandoa la hora cero la concentraciónmáxima de LH

determinadaen el pico.

Se detectaronpicos preovulatoriosde LH en cl 90% de las ovejasdel lote

control y en el 70% del lote de alfalfa. Como seobservaen la tabla 19, no existieron

diferenciassignificativas(p<O,OS)en las concentracionesplasmáticasde LH en el pico

preovulatorioentreamboslotes (lotedealfalfa 33,08 ng/mí; lote control 36,38 ng/mi),

así como tampocoen el nivel basal(alfalfa 0,65 ng/mí; control 1,09 ng/mí), ni en el

intervalocomprendidoentrela retiradade! progestágenoy el pico preovulatoriode LH

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

TABLA 19.- Concentracionesbasalesde LH (ng/mí), concentracionesmáximasen el

pico preovulatorio(ng/mí) e intervaloscomprendidosentrela retiradadel progestágeno

y el pico preovulatoriode LH (horas).

CONTROL ALFALFA

[LII] basal (ng/inI) 1,09±0,32 0,65±1,6

[LII] max. (ng/mi> 36,38±8,79 33,08±7,33

Horas 581+250 51+340

En la figura N0 9 serepresentanlos perfilesmediosde descargapreovulatoria

de LH en ambos lotes de ovejas, ajustando a la hora cero las concentraciones

plasmáticasmáximasde LH en el pico preovulatorio.
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Figura 8: Perfil de desoarga preovulatoria de LH según el modelo de regresión estimado para
los dos lotes de ovejas.

LH (ng/mi)
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Figura 9: Perfiles medias de descarga preovuiatoria de LH en las lotes alfalfa y control.

LH (ng/mi)
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HORAS DESPUES DE LA RETIRAIJA DEL PROGESTAGENO
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Pro s~esterona

:

1.- Primer ciclo:

El modelo matemáticoal que se ajustanlos valoresde las concentracionesde

progesteronacorrespondientesa los días2, 6, 9, 13, 16 y 19 despuésde la retiradadel

progestágenoen el análisisde regresión,esla ecuaciónde unaparábola.Los parámetros

del modelo seexponenen la tabla 20.

TABLA 20.- Parámetrosde ¡a ecuaciónde regresión.

Ii,

CONTROL -0,5138

(0,0415)

0,2R37 -0,0123

(0,007!) (0,0014>

O,57’~

ALFALFA -0,5664 0,2738 -0,0120 0,58

(0,0374> (0,0064) (0,0013)

pc0,001

Las coordenadasde máximo fueron las siguientes:

CONTROL

ALFALFA

Las curvasfueron paralelas,lo que significaque la evolución en el tiempo del

patrón de secreción de ambos lotes fue semejante,pero existieron diferencias

significativas en cuanto al desplazamientode las dos curvas, es decir, los términos

independientesde las dosecuacionesfueron distintos.
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De esto sededuceque los valoresalcanzadosen el máximo porambosgrupos

son tambiénsignificativamentediferentes(p<O,O5). Duranteel primer ciclo, el grupo

control tuvo un nivel de secreción significativamentesuperior al grupo de alfalfa,

aunqueel máximo se alcanzóen los dos lotes al mismo tiempo.

El ajustedefinitivo serealizamediantelas doscurvassiguientes

~‘a<cc’ntrcI> ‘~O, 4778+O,2785X—O,0123x2

p4<alfalfa> —0, 5664+O,2785x—O,01232<2

dondex tomalos valoresen dias desdela extraccióndel progestágeno.En la figura N0

1 0 serepresentanlos perfilesde secreciónde progesteronasegúnel análisisde regresión

lineal.

Figuro lO: Perfiles de secrección cJe progesterona según el análisis de regresiñn
lineal.

P4 (ng/mí>

2

ce

0.6

OA

0.2

o

EXPERIENCIA 1’. PRIMER CICLO.

2 2 4 5 6 7 8 e o II 2 3 4 5 lO 17 8 48

Olas después de a retracto del grogestágeno.
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En el primer ciclo, la mediade lasconcentracionesplasmáticasde progesterona

de los 6 días, asi como la correspondientea cadauno de los días de muestreo,son

siempresuperioresen el lote control (tabla 21).

TABLA 21.-Concentracionesmedias de progesteronaplasmática

6, 9, 13, 16 y 19 despuésde la retiradadel progestágeno

(ng/mí) en los días2,

CONTROL ALFALFA

P4Día 2 0,16±0,02 0,11+003

P4 Día 6 0,48±006 0,33+007

¡‘4 Día 9 0,98+0 11 0,81 ±006

24 Dio 13 1,5+009 1,2+010

24 Día 16 1,19±010 0,92 +0 09

f~4 Día 19 0,24 ±0,05 0,11±0,02

It, (ji) 0,76 ±0,06 0,58±0,05

2. Segundociclo:

El modelo matemáticoal que se ajustanlos valoresde las concentracionesde

progesteronacorrespondientesa los días23, 27, 30, 34 y 37 despuésde la retiradadel

progestágenoen el análisisde regresión,esla ecuaciónde unaparábola.Los parámetros

del modeloseexponenen la tabla 22.
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TABLA 22.- Parámetros de la ecuación de regresión.

Las coordenadasdel máximo fueron las siguientes:

Y (dias) Y (concentracion P
4)

CONTROL 28,29 1,08

ALFALFA 28,6 0,85

Las doscurvas fueron paralelas,lo que implica que la evolución en el tiempo

del patrónde secreciónparaambosgruposde ovejasfue semejante.Sin embargo,las

curvas están desplazadas,ya que existen diferenciassignificativas (p<O,OS) paralos

valoresde b0. El nivel de secreciónde progesteronafue significativamentemayorpara

el grupo control durantetodo el períodoestudiado,aunqueamboslotesalcanzaronel

máximo nivel al mismo tiempo.

Por tanto las ecuacionesdefinitivas son:

“~>‘ ,4072+O,5945x—O,042<2

~4(a1fa1fa) “‘y 5?36~O,5945x—0,042<2
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dondex toma los valoresen díasdesdela retiradadel progestágeno.

En la figuraN0 11 serepresentanlos perfilessesecreciónde progesteronasegún

el análisis de regresiónlineal.

Figura 11: Perfiles de secrección de progesterona según el análisis de regres¡óri
lineal.

En el segundociclo, la mediade las concentracionesde los cinco días,así como

la correspondientea cadadía de muestreo,son siempresuperioresen el lote control

(tabla 23).
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Olas después de la retirada del progestégeno.
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TABLA 23.-Concentracionesmediasde progesteronaplásmatica(ng/mí) de los dias 23,

27, 30, 34 y 37 desdela retiradadel progestágeno.

CONTROL ALI.ALLA

¡‘.4 Día 23 0 43+0 06 0,3±0,06

P., Día27 1,18±0,12 0,84±0,09

I’~ Día 30 1,23±0,11 1,034-011

It, Día 34 052±0.17 0,56+016

It, Día 37 021+002 0 15+004

P4 (ji) 0,75±0,13 0,57±0,10

En la figura 12 serepresentala evoluciónde las concentracionesplasmáticasde

progesteronaa lo largo de los dosciclos del otoño de 1991.

Figura 12: Evolución de las concentraciones
dos ciclos del otoño de 1991.

plasmáticas de progesterona a lo largo de los
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Experiencia2.- Pastoreocorto en primavera

,

LH

:

El análisis de reo’resiónde las concentracionesplasmáticasde LII duranteel

periodo de descargapreovulatoria,indica que los perfiles de secreciónson diferentes

para los dos lotes de ovejas (figura 13). Ambos se ajustanal modelo matemático

campanade Gauss.Las estimasde los parámetrosdel modelo seexponenen la tabla

24, junto con la desviacióntípica asintótica.

TABLA 24.- Estimas de los parámetros del modelo de regresión.

A S M u

CONTROL 1,13

(1,27)

0,61

(0,06)

0,08

(0,28)

93,83

(13,48)

0,68

ALFALFA 1,35

(0,60)

-0,41

(0,03)

0,30

(0,23)

-29,83

(4,29)

0,66’

•8t

Las ecuacionesde regresiónparalos perfilesde descargapreovulatoriaen cada

uno de los lotesson las siguientes:

LH<~0~e10íy=1, 13-4-60,76e

LH<aitaita> =1.,35-4-28,73e

(.,c-0,0 8)2

0,76

(x-0,3
0,24

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

significativasentre los dos grupos de estudio para ninguno de los tres parámetros
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estudiados.El grupo control tuvo una concentraciónmáxima de LII en el pico

preovulatorioconsiderablementemayor que el lote de alfalfa (61,67 ng/ml Vs 30,54

ng/mí), pero estadiferenciano resultóestadísticamentesignificativa debidoal escaso

númerode animalesquepresentaronpico deLII en el lote control y la variabilidadque

existió en las concentraciones,lo que haceque tenga un error standardalto. Se

detectaronpicosde LII en un 28% de ovejasdel lote control y en un 57%en el lote de

alfalfa.

TABLA 25.- Concentracionesbasalesde LH (ng/mi), concentracionesmáximasen el

pico preovulatorio(ng/mí) e intervaloscomprendidosentrela retiradadel progestágeno

y el pico preovulatoriode LII.

CONTROL ALFALfA

[LII] basal 0,26±0,4 0,59 ±0,22

[LII] máxima 61,67±22,12 30,54±7.84

lloras 61,5±6,76 60,5±4,41

En la figura 14 se representanlos perfilesmediosde descargapreovulatoriade

LII en los dosgrupos, ajustando a la hora cero las concentracionesplasmáticasmáximas

de LII en el pico preovulatorio.
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Figura l3;Perfiles de descarga preovulatoria de LH según ¡os modelos de regresión en los
dos lotes de ovejas.
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Figura 14: Perfiles medios de descarga preovulatoria de LH en los Lotes alfalfa y control.
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• - Pro2esterona

:

1.- Pnmerciclo:

El modelo matemáticoal que se ajustan los valores de las concentraciones

plasmáticasde progesteronacorrespondientesa los días 2, 5, 11, 16, 19 y 23 después

de la retiradadel progestágenoen el análisis de regresión, es la ecuaciónde una

parábola.Los parámetrosdel modeloseexponenen la tabla 26.

TABLA 26.- Parámetros de la ecuaciónde regresión.

9

CONTROL -0,3928

(0,0536)

0,1606

(0,0076)

-0,0062 0,56

(0,0012)

ALFALFA -0,2603 0,1197 -0,0045 0,4W”

(0,0326) (0,0046) (0,0007)

pcO,0Ol

Las coordenadasde máximo fueron las siguientes

Y (días) Y (concentracionP~>

CONTROL 12,95 0,64

ALFALFA 13,3 0,54

Las curvasresultaronparalelasy ademásel desplazamientoentreambasno fue

significativo, por lo que el perfil de secreciónde progesteronaseajustaen los dos lotes

a la siguienteecuación(figura 15).

P4=—O,3O56+O,1334x~O,OOS1x2

dondex toma los valoresen días desdela retiradadel progestágeno
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Figura 15: perfil de secrección de progesterona según el análisis de regresión lineal.

En la tabla27 seexponela mediade las concentracionesde los 7 días,asícomo

la correspondientea cadadía de muestreo.
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TABLA 27.- Concentraciones medias de progesterona plasmática (ng/mí)

correspondientesa los días 2, 5, 9, 11, 16, 19 y 23 desdela retiradadel progestágeno.

CONTROL ALFALFA

[‘4 Día2 003+003 005+004

P~ Día 5 0,04 ±0,04 009+0 06

¡‘4 Día 9 046+0 09 0,34±0.07

It, Día II 0,71 ±0,07 062+0 03

¡‘4 Día 16 0,9±0,13 0,84±0,13

¡‘.4 Día 19 013+006 0,16±0,07

[‘4 Día 23 0,06±0,05 0,14±0,01

[‘4 (ji) 0,34±0,13 03±011

2.- Segundociclo:

El modelo matemáticoal que se ajustanlos valoresde las concentraciones

plasmáticasde progesteronacorrespondientesa los días26, 30, 33 y 37 despuésde la

retiradadel progestágenoen en el análisisde regresión,esla ecuaciónde una parábola.

Los parámetrosdel modeloseexponenen la tabla 28.

TABLA 28.- Parámetrosde la ecuaciónde regresión.

19

CONTROL -5,5907

<3,5547>

0,4260

(0,2168>

-0,0072

(0,0032)

0,56~

ALFALFA 4,8127

(0,0567)

0,5025

(0,0108)

-0,0084

(0,0022)

0,30

••~ pcO,OO¡

•• p<O,Ol
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Las coordenadasdel máximo fueron las siguientes:

Y (días) Y (concentración¡‘4)

CONTROL 29,58 0,70

ALFALFA 29,91 0,70

Las curvas resultaron paralelas y el desplazamientoentre ambas no fue

significativo,por lo que el perfil de secreciónde progesteronaseajustaen los doslotes

a la siguienteecuación:

P
4 —7 ,9951+O,57O8x~O,OO93x2

El perfil de secreciónde progesteronasegúnel análisis de regresiónlineal se

representaen la figura 16.

1-lo

Figura 16: Perfil de secreccián de progesterona según el análisis de regresión lineal.
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En la tabla29 seexponela mediade las concentracionesde los 4 días,así como

la correspondientea cadadía de muestreo.

TABLA 29.- Concentraciones medias de

correspondientesa los días26, 30, 33 y 37 desde

progesterona

la retiradadel

plasmática (ng/mí)

progestágeno.

CONTROL ALFALFA

1.4 Día 26 0,43 ±0,12 043 +0 05

It, Día 30 0,84±0,21 0.86±0,12

¡‘4 Día 33 0,65 ±0,13 0,84±0,09

It, Oía 37 0,06±0,02 007+0 01

¡‘4 (ji) 0,50±0,15 055+015

Portanto,en primaverano existierondiferenciassignificativasen los perfilesde

secreciónde progesteronaentrelos lotescontrol y alfalfa. En la figura 17 serepresenta

la evolución de las concentracionesplasmáticasdeprogesteronaa lo largo de los dos

ciclos de la primaverade 1992.

Figura <7: Evolución de las concentraciones plasmáticas de progesterona a lo largo de los
dos cielos de la primavera de 1992.
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Resultados

-. Experiencia3.- Pastoreolar2o (otoño de 1992V

L FI

:

La curva de regresiónque tipifica el perfil de descargapreovulatoriade LH, se

ajusta al modelo matemáticocampanade Gauss. En la tabla 30 se exponen los

parámetrosdel modelo.

TABLA 30.- Estimasde los parámetrosdel modelo de regresión.

El perfil dedescargapreovulatoriade LH fue igual paraamboslotes de ovejas

(figura 18), no existiendodiferenciassignificativas(p<O,OS)entreambascurvas,por lo

que el perfil de secreciónde los dos lotesseajustaa la siguienteecuacion:

LH=2,56-t51,54e
(x—O,569

O~ 42

cuyosparámetrosjunto con la desviacióntípica asintóticaseexponena continuación:

A 13 J M

59,32 0 56

(6,46) 1 (0 15)

S 19

2,56

(0,93)

0,46

(0,03)

0,55

p~O,OO1

Se detectépico de LH en un 93% de las ovejascontrolesy en un 86% de las

ovejas del lote de alfalfa. Según se apreciaen la tabla 31, no existieron diferencias

significativasentre los dos gruposexperimentalesparaningunode los tres parámetros

estudiados.
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Resultados

Figura 18: Perfil de descarga preovulatoria de LII según el modelo de regresión estimado para
os dos lotes de ovejas.
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Figura 19: Perfiles medios de descarga preovulatoria de LH en los lotes alfalfa y control.
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Resultados

TABLA 31.- Concentracionesbasalesde LII (ng/mí), concentracionesmáximasen el

pico preovulatorio(ng/mí) e intervalos comprendidosentrela retiradadel progestágeno

y el pico preovulatoriode LII (horas).

CONTROL ALFALFA

jLHJ basal 1,16+023 0,90+015

[LI-II máxima 48,81±846 5805+1153

[loras 46,38± 1,68 43,75+ 1 86

En la figura 19 serepresentanlos perfilesmediosde descargapreovulatoriade

los dosgrupos,ajustandoala horacerolas concentracionesplasmáticasmáximas

en e] pico preovulatorio.

Prn2estemna

:

Primerciclo:

El modelo matemáticoal que se ajustan los valores de las concentraciones

plasmáticasde progesteronacorrespondientesa los dias 3, 7, 10, 15, 17 y 21 después

de la retiradadel progestágenoen el análisisde regresiónlineal es la ecuaciónde una

parábola.Los parámetrosdel modelo seexponenen la tabla 32.

TABLA 32.- Estimas de los parámetrosde la ecuaciónde regresión.

1-, 19

CONTROL -0,1275

(0,4424)

0,2092

(0,0062)

-0,0091

(0,0010)

0,70

ALFALFA ~0,0291

(0,5251)

0,1755

(0,0074)

-0,0074

(0,0012)

0,30

pc0,OOI

Las coordenadasdel máximo son las siguientes:
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Resultados

Las curvasresultaronparalelasy ademásel desplazamientoentreambasno fue

significativo, por lo que ajustanal mismo modelo (figura 20):

P4=—O,0722+0,1892x~~O,OO81x2

No existieron diferenciassignificativasen cuanto a la evolución del perfil de

secrecióny a nivelesmáximos.

Pigura 20: Perfil de s.crecciórs de progesterona según el análisis d. regresión lineal.
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Resultados

En la tabla 33 seexponenla mediade las concentracionesde los seis días, así

comola correspondienteacadadía de muestreo,no existiendodiferenciassignificativas

entreamboslotes.

TABLA 33.- Concentraciones medias de progesterona plasmática (ng/mí>

correspondientesabsdías3,7, 10, 15, 17y 21 despuésde la retiradadel progestágeno.

CON1ROL AlA’ ALFA

¡‘4 Día 3 0,10±0,02 0,22+0 II

1% Día 7 0,71±0,11 0,75±0 14

¡>4 [ha 10 119+015 0,95+0 12

24 Día 15 ¡.14±034 1,20±0,19

P4 Día 17 0,44±0,13 0,72±0,16

P~ Día 21 0,23±0,05 027±0,13

P4 (jO 0,63±0,17 0,68±0,15

Segundociclo:

El modelo matemáticoal que seajustanlos valoresde las concentracionesde

progesteronacorrespondientesa los días24, 28, 31, 35 y 38 despuésde la retiradadel

progestágenoesla ecuaciónde una parábola.Los parámetrosdel modelose exponen

en la tabla 34.
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34.- Estimasde los parámetrosde la ecuaciónde regresión.

19

CONTROL -12,5729

(0,0606)

0,9486

(0,0102)

-0,0162 0,45

(0,0021)

ALFALFA -10,1633 0,7813 -0,0134 0,3<’

(0.0608) (0.0103) (0,0021)

st,

Las coordenadas del máximo fueron las siguientes:

Y (Días) Y (conccnú-acxon[‘4)

CONTROL 29,25 1,31

ALFALFA 29,15 1,22

No existierondiferenciassignificativasentrelas curvas,por lo que el perfil de

secreciónde progesteronase ajustaen los dos lotesa la siguienteecuación(figura 21):

~ 3235+O,8619x—0,01482<2

En la tabla35 seexponenlamediade las concentracionesde los cinco días,así

como la correspondientea cadadíade muestreo,no existiendodiferenciasentreambos

lotes.
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Resultados

Figura 21: perfil de seerocción de progesterona según el análisis de regresión lineal.
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Olas desde la retirada del progesiágeno.

TABLA 35.- Concentraciones medias de progesterona plasmática (ng/mí)

correspondientes a los días24, 28, 31,35 y 38 despuésde la retiradadel progestágeno.

CONTROL ALFALFA

¡‘.4 Dia24 063±011 0,85+019

¡‘.4 Día 28 1 23±012 1,25+0,19

2.4 Día 31 126+024 1,18±014

[‘4 Día 35 042±017 0,45±011

P~ Día 38 0 22±006 0,24+009

[‘.4 (ji) 075+024 0,79±020
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Resultados

Por tanto, en el segundootoño, cuando las ovejasdel lote problemahabían

pastadoduranteun año alfalfa, no existierondiferenciassignificativasen los perfilesde

secreción de progesterona.En la figura 22 se representala evolución de las

concentracionesde progesteronaa lo largo de los dosciclos del otoño de 1992.

Figura 22: Evolución de las concentraciones plasmáticas do progesterona a lo largo de los
dos ciclos del otoño de 1992.

4.3.2.- Efecto de la estación y el pastoreo de alfalfa sobre los perfiles

honnonalesde LII y progestemna.

-. LIL

El análisis de varianzapara los factores tipo de dieta (alfalfa y control) y

estación(otoño de 1991-primavera1992),demostróqueningunode los dosfactoresni

sus interaccionesresultaronsignificativos para las variablesen estudio (nivel basal,

concentraciónmáximaen el pico preovulatorioy horastranscurridasdesdela retirada

del progestágenoal pico de LII).
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Resultados

-. Progesterona

:

Al compararlos perfilesde secreciónde progesteronadel lote de alfalfa entre

el primer otoño y la primaveraseobservóque duranteel primer ciclo los patronesde

secreciónfueron diferentesparalas dos estaciones,ajustandoa curvasdistintas,corno

seapreciaen la figura 23. Los parámetrosdel modelo seexponenen la tabla36.

TABLA 36.- Parámetrosde las ecuacionesde regresión para las concentraciones

plasmáticasde progesteronacorrespondientesal primer otoño y la primaveradel lote

de alfalfa (W ciclo).

19

OTOÑO -0,5664

(0,0374)

0,2738

(0,0064)

-0,0 120 O,58’

(0,0013)

PRIMAVERA -0,2603 0,1197 -0,0045 0,40

(0,0326) (0,0046) (0,0007)

~ p<O,O0I

Las coordenadasdel máximo fueron las siguientes:

Y (Días) y (Concentración ¡‘.4)

OTOÑO 11,4 0,99

PRIMAVERA 13,3 0,53

Las ecuacionesde regresiónparalos perfilesde secreciónde progesteronaen

cadauna de las estacionesson las siguientes:

P
4<0~0ñ0,—O,0120x

2+O,2738x—O,5664

24(prtnavera) =—O, 0045,8+0,1197x—0,2603
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Resultados

Fgura 23: Perfiles de secrección do progesterona según el anélisis de regresión lineal.

Las curvas,portanto, fueron significativamentediferentes(p<O,OS)presentando

distinta evolución en el tiempo y distinta concentración.En otoño sealcanzóantesel

máximo y la concentraciónfue mayor.

Los parámetrosde las ecuacionesde regresiónparael segundociclo seexponen

en la tabla37

1,2

0.8

0,6

0.4

P4<n~/mll

0,2
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Rcsultadcní

TABLA 37.- Parámetrosde las ecuacionesde regresión para las concentraciones

plasmáticasde progesteronacorrespondientesal l~ otoño y la primaveradel lote de

alfalfa (20 ciclo).

1,, b

OTOÑO -6,8312 0,5377 -0,0094 0.4<’

(0,0401) (0,0065) (0,0012)

PRIMAVERA -6,8127 0,5025 -0,0084 0,30

(0,0567) (0,0108) (0,0022)

••~ p<0,OOI

** pC0,O1

Las coordenadasdel máximo fueron la siguientes:

Y (días) Y (concentración It,>

OTOÑO 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 evolución en el tiempo resultó igual en ambasestaciones,

aunqueen otoño sealcanzóuna concentraciónsignificativamentesuperior(p<O,OS).

E! ajustedefinitivo se realizapor las siguientesecuaciones:

~4(ctOño) ~ 0076,8+0,4565x—5,9425

~4<prinavera)
0’ 0076x2+O,4565x—6,1425

123



Rcwltados

Figura 24: Perfiles de secrección de progesterona según el análisis de regresión lineal.

Se realizó la misma comparacióncon los lotescontrol de las dos estaciones,

resultandoque en el primer ciclo los perfiles de secreción fueron distintos. Los

parámetrosdel modelo se exponenen la tabla 38.

TABlA 38.- Parámetros de las ecuacionesde regresiónpara las concentraciones

plasmáticasde progesteronacorrespondientesal 1~’ otoñoy laprimaveradel lote control

(ls’ ciclo).

1>1 19

OTONO -0,5138

(0,0415)

0,2837

(0,0071)

-0,0123

(0,0014)

0,57

PRIMAVERA -0,3928

(0,0536)

0,1606

(0,0076)

-0,0062

(0,0012)

0,56

p<0.001
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Resultados

Las coordenadasdel máximo fueron las siguientes:

Y (días) Y (concentración 1½)

OTOÑO 11,53 1,12

PRIMAVERA 12,95 064

Las curvas resultarondistintas,presentandodistinta evolución en el tiempo y

distinta concentración(figura 25). En otoño se alcanzóantesel máximo y hubo una

concentraciónde progesteronasignificativamentesuperior(p<O,OS).

Las ecuacionesde regresiónpara los perfilesde secreciónde progesteronaen

cadauna de las estacionesson las siguientes:

<otoño> —O, 0123,8-i-O,2837x—O,5138

~4(priioavera)
0’ 0062,8+0,1606x—0,3928

Figura 25: PerfIles de secreoclón de progesterona según .1 análisis de regresión lineal.

.2

0,8

0.6

0.4

0,2

Días desde la retirada del progestágeno.

PRIMER CICLO. LOTE CONTROL.
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Resultados

En el segundociclo, los perfilesdesecreciónde progesteronatambiénresultaron

distintos. Los parámetrosdel modelo seexponenen la tabla39.

TABLA 39.- Parámetrosde las ecuacionesde regresión para las concentraciones

plasmáticasde progesteronacorrespondientesal l~ otoñoy la primaveradel lote control

(20 ciclo).

19

OTOÑO -8,2172

(0,0473)

0,6565

(0,0076)

-0,0116 0,51

(0,0014)

PRIMAVERA -5,5907 0,4260 -0,0072

(3,5547) (0,2168) (0,0032)

.5*

Las coordenadasdel máximo fueron las siguientes:

Y (días) Y (concentración¡>4)

OTOÑO 28,29 1,07

PRIMAVERA 29,58 0,70

Las curvas fueron significativamentediferentes(p<O,OS), presentandodistinta

evoluciónen el tiempo y distinta concentración(figura 26). En otoño sealcanzóantes

el máximo y hubo una concentraciónde progesteronasignificativamentesuperior.

Las ecuacionesde regresiónpara los perfilesde secreciónde progesteronaen

cadaunade las estacionesson las siguientes:
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&<OtCIIO) “‘—O, 0116,8+0,6565x—8,2172

P
4<primav0ra>=~O~ 0072x

2+O,4260x—5,5907

Figura 26: Perfiles de seoreoción de progesterona según el análisis de regresión lineal.

Por tanto, los dos lotes de ovejas presentaronla misma tendencia: las

concentracionesde progesteronafueron significativamentesuperiores(p<0,O5) y el

máximo sealcanzósignificativamenteantes(p<O,OS) en otoño que en primavera.
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4.3,3. Efecto de la dieta y del tiempo de pastoreo sob¡t los peifiles

honnonalesde LH y progesterona

- Lii:

El análisisde varianzaparalos factorestipo de alimentación(alfalfa-control)y

tiempo depastoreo:otoño de 1991 (2 meses);otoño de 1992 (1 año), demostróque la

interacciónentreambosfactoresno resultósignificativa paraningunade las variables

estudiadas(nivel basal, concentraciónmáxima en el pico preovulatorio y horas

transcurridasdesdela retiradadel progestágenoal pico preovulatorio).

Ni el tipo de alimentaciónni el tiempo de pastoreodeterminarondiferencias

significativasen el nivel basalde LH.

Sin embargo, el tiempo de pastoreo resultó significativo para las horas

transcurridasdesdela retiradadel progestágenoal pico preovulatoriode LII, como se

observaen la tabla 40.

TABLA 40.-Horas transcurridas desdela retirada del progestágeno

de LH en amboslotesde ovejasen el 1!! y 20 año.

al pico preovulatorio

OTOÑO ¡991 OTOÑO 1992

CONTROL 58,09±2,50

n11

46,38±1,68

n13

ALFALFA 51,0±3,39

n8

43,75±1,86

n”’J2

ji±F.S.M. 5s,Io±2,uÁ 45I1+I,25~

A,B p<0,OI
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Independientementedel tipo de alimentación,en el segundootoñoamboslotes

de ovejaspresentaronantesel pico preovulatoriode LH en respuestaal tratamientode

sincronización.

Ni el tipo de alimentaciónni el tiempo de pastoreodeterminarondiferencias

significativasen laconcentraciónmáximade LH en el pico preovulatorio,sin embargo,

en el segundootoño amboslotes de ovejastuvieron una concentraciónmáximaen el

pico preovulatoriomayorque en el primerotoño (p<O,l) (tabla 41).

41.- Concentraciónde LH

y 20 otoño.

en el pico preovulatorioen amboslotes de ovejas

OTONO 1991 OTONO 1992

CONTROL 3638+878

n11

4881±847

zwI3

ALFALFA 33 08+7 32

n8

58,05+1154

n~l2

ji+F.S.M. 3499+5 s
2~ 53,24+6 98~

A,B p<0,I

- Progesterona

:

Serealizó una comparaciónde los perfilesde secrecióndeprogesteronadel lote

de alfalfa entre el otoño de 1991 (pastoreocodo) y el otoño de 1992 (pastoreolargo).

Los parámetrosdel modelo para el primer ciclo seexponenen la tabla 42.
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Resultados

TABLA 42.- Parámetrosde las ecuacionesde regresión para las concentraciones

plasmáticasdeprogesteronacorrespondientesal otoñode 1991 y otoñode 1992 del lote

de alfalfa (f’ ciclo).

1-,, 19

OTOÑO1991 -0,5664

(0,0374)

0,2738

(0,0064)

-0,0120

(0,0013>

0,58

OTOÑO1992 -0,0291

(0,5251)

0,1755

(0,0074>

-0,0075

(0,0012)

0,3(0’

p<O,OOl

En el primer ciclo las curvasresultaronparalelas,pero el desplazamientoentre

ambasfue significativo (pctO,O5), es decir, amboslotes de ovejas tuvieron la misma

evolucióndel patrónde secreción,pero laconcentraciónfue mayoren el otoñode 1992

(figura 27).

Figura 27: Perfiles de secreoción de progesterona según el análisis de regresión lineal.
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El ajustedefinitivo serealizapor las siguientesecuaclones:

~4(otoiio 19911 =—O,0086x2+O,2006x—O,2814

P
4<0~0~0 1992>=—O,0086x

24-O,2006x—O,1078

Duranteel segundociclo el resultadofue el mismo que en el primer ciclo. Los

parámetrosdel modelo seexponenen la tabla43.

TABLA 43.- Parámetrosde las ecuacionesde regresión para las concentraciones

plasmáticasde progesteronacorrespondientesal otoño de 1991 y otoñode 1992 del lote

de alfalfa (20 ciclo).

19

OTOÑO 1991 -6,8312

(0,0401)

0,5377

(0,0065>

-0,0094 0,48

(0,0012)

OTOÑO 1992 -10,1633 0,7813 -0,0134 0,34

(0,0608) (0,0103) (0,0021>

p<O,O01

Las coordenadasdel máximo fueron las siguientes:

Y (días) Y (concentraexon¡‘.4)

OTOÑO 1991 28,6 0,85

OTOÑO ¡992 29,15 1,22

La evolución en el tiempo del patrón de secreciónfue igual en los dos otoños,

pero el desplazamiento fue significativo (p<O,O5). La concentraciónfue mayor en el

otoño de 1992 (figura 28).
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El ajustedefinitivo serealizapor las siguientesecuaciones:

(otoño ~991>~O,O2.11X+O,6357X8,2123

P —O 0111x
2+O,6357x—8,03044(otoño 1992>

Egura 28: Perfiles de secrección de progesterona según el análisis de regresión lineal,

Se realizó la misma comparacióncon el lote control en los dos otoños. Tanto

parael primer comosegundociclo, las curvasresultaronidénticas.Los parámetrosde

los modelosseexponenen las tablas44 y 45.
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TABLA 44.- Parámetrosde las ecuacionesde regresión para las concentraciones

plasmáticasdeprogesteronacorrespondientesal otoño de 1991 y 1992 del lote control

(Y’ ciclo).

1,0 1,, 19

OTOÑO 1991 -0,5138 0,2837 -0,0123 0,57””’

(0,0415) (0,0071> (0,0014)

OTOÑO 1992 -0,1275 0,2029 -0,0091 0.70

(0,4424) (0,0062) (0,0010)

Sn p~~J,00I

TABLA 45.- Parámetros de las ecuaciones de regresión para las concentraciones

plasmáticasde progesteronacorrespondientesal otoño de 1991 y 1992 del lote control

(20 ciclo).

19

OTOÑO1991 -8,2172 0,6565 -0,0116 0,51

(0,0473) (0,0076) (0,0014)

OTOÑO 1992 -12,5729 0,9486 -0,0162 0,45””

(0,0606) (0,0102) (0,0021)

*5*

Las coordenadasdel máximo paraambosciclos fueron las siguientes:

l~ CICLO 20 CICLO

Y (días) Y (concentración ¡‘.4) Y (días) Y (concentración ¡‘.4)

OTOÑO 1991 11,53 1,12 28,29 1,07

OTOÑO 1992 11,37 1,06 29,28 1,31
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El ajustedefinitivo se realizapor las siguientesecuaciones(figuras 29 y 30):

Primer ciclo:

4<CtOÍfO 1991> =—O, 0098x2+O,225x—O,2179

• - Segundociclo:

~
4<ctcflo 19921¼ 0132x

24-O¿7611X—9777

Figura 29: Perfil de secrección do progesterona segíin el análisis de regresión lineal.

p

P4 (ng/mi)

0,8

0.6

,2

0,4

0,2

PRIMER CICLO. LOTE CONTROL.

2 3 4 3 6 7 0 6 0 II 2 3 14 5 6 7 16 iB 20

Días desde la reiirada de> progesiágeno.
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Figura 30: Perfil de secrección de progesterona según el análisis de regresión lineal.

En resumen,los perfilesde secreciónde progesteronaen el lote control fueron

igualesen el otoño de 1991 y el otoño de 1992.

Por tanto, mientrasel lote control se comportóigual en el primer y segundo

otoño,las ovejasqueconsumieronalfalfamostrarondiferenciasentreambosotoños,con

una mayorconcentraciónde progesteronaen el otoño de 1992, aunquela evolucióndel

patrónde secreciónfue igual.

94 (n~Im>)
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SEGUNDO CICLO. LOTE CONTROL.
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Días desde la reiirada del progesiágeno.
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4.4.-ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICODEL APARATO REPRODUCtOR.

Observacionesmacroscópicas

:

Un 43%de las ovejasquepastorearonalfalfapresentaronlesionesmacroscópicas

visibles. De este grupo, destacaronprincipalmente las lesiones uterinas, que

representaronel 75%de las alteracionesobservadas.

Las principales lesionesfueron quistes o microquistesen el endometrio y

pequeñashemorragias,normalmentepuntiformes(petequias)y algunasmás extensas

(equimosis)en Ja mucosauterina.

Dos animalesquepastaronalfalfa presentaronquistesparaováricos.

En el lote control sólo un animalpresentóun abscesoa nivel de la serosade la

vagina,así comoquistesen el endometrio.

Observacioneshistolóaicas

:

Ovejas controks:

La vaginade estosanimalesse encontrótapizadapor un epitelio estratificado

píano no queratinizado,que recubría el tejido conjuntivo del corión subyacente,no

observándoseningunaanomalía(LAMINA IV a).

El cuello uterino presentóla estructuratípica de estaespecie,sin anomalías

reseflables.La mucosa,tapizadapor un epitelio cilíndrico, presentópliegueshaciala luz

de unaaltura mediaconstante(LAMiINA y a y VI a).
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En el úterotampocoseencontraronalteracionespatológicas.Estabatapizadopor

un epitelio cilíndrico simple, que se disponesobrelas carúnculasconjuntivas y las

glándulasintercarunculares(LAMINA VII a).

Los ovarios, de estructuranormal, presentaronfoliculos en diversasfasesde

desarrollo(LAMINA VIII a). En uno de los animalesseobservóun gran cuerpolúteo

que ocupabaprácticamentetodo el ovario (LAMINA VIII b).

Ovejasalimentadasconalfalfa:

A excepciónde un animal que presentóuna vaginitis (LAMINA IVb), la

estructurahistológicade los animalesque integrabaneste grupo, no difirió de las

descritasanteriormenteparael lote control,

Los ovarios presentaron folículos en diversas fases de desarrollo, no

observándoseningunaanomalía.

Las principalesalteracionesseobservarona nivel del cuello uterino, dondese

aprecióun mayordesarrollode lospliegues,quealcanzabanmayorcomplejidady altura

en las luces (LAMINA Vb) y con frecuenciapresentaronsecrecioneseosinofilícas

(LAMINA VI 1,).

El epitelio de revestimientoy el glandulareracúbico y en ocasionescilíndrico

y se disponíasobre una lámina propia más celular que en los casosanteriormente

descritos.

Se observaronformacionesquisticasde diversostamañosque solían poseerun

contenidoeosinofilico (LAMINA VI c).
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FI úterotambiénpresentóunamayoractividadglandularaunqueno llegaron a

formarseestructurasquisticassemejantesa las anteriormentedescritas(LAMI?NA Vil

b).
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B

LAMINA IV

A
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LAMINA LV

A: Vagina. H-E x 19

B: Vagina. H-E

(lote control)

x 19 (lote de alfalfa) seobserba un foco inflamatorio de células redondas

y unamayorqueratinizacióndel epitelio.
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LAMINA V:

A: Pliegues mucososdel 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) U-E x 19

B: Hiperpiasiaquisticasegregantede cuello uterino(lote de alfalfa) H-E x 19

C: Cuello uterino (lote de alfalfa). Se observauna hiperpíasiaquistica glandular con fusión

y pérdidade las prolongacionestípicas. II-E x 19
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LAMINA VII

A

B
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LAMINA VII:

A: Utero (lotecontrol> FI-E x 19.

B: Utero (lote de alfalfa) H-F x 19. Seobservauna hiperpíasia glandular en el endometrio.
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LAMINA VIII

A

B



Resultaslos

LAMINA VIII

A: Ovario (lote control). H-E x 19

B: Ovario, en el que seapreciaun cuerpolúteo a la derechade la imagen(lote control). H-E

x 19.
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Discusión

5.- DISCUSION

.

5.1.- DISPONIBILIDAD DE PASTO Y CONTENIDO EN COUMIESTROL

La disponibilidad de alfalfa en las parcelas osciló entre 55,12 y 73,57 gr MS/Kg

PV/día, correspondientes al verano y la primavera respectivamente. En otoño la

disponibilidad fue de 71,83 gr MS/Kg PV/día en el año 1991 y 69,85 gr MS/Kg PV/día

en eí año 1992.

En praderas de alfalfa, el nivel máximo de ingestión se alcanza con

disponibilidades de 68-81 gr MS/Kg PV (Rattray et al., 1982; Ramón et al., 1989). Por

tanto, la ingestión no se vio limitada en ningún periodo de pastoreo a excepción del

verano, en que pudo verse moderadamente restringida.

Por otra parte, no hubo diferencias significativas en la evolución del peso y

condición corporal entre los lotes control y alfalfa, aunque todos los lotes presentaron

al final de las experiencias un peso y condición corporal significativamente mayoresque

a] inicio, independientemente de la dieta.

EJ contenido en coumestrol de la alfalfa varió según los meses de estudio,

presentando un valor medio de 19,76+279 mg/Kg MS. Los valores más bajos

correspondierona los mesesde Junio, Julio y Agosto (8,18; 10,24 y 9,58 mg/Kg MS

respectivamente)y los valoresmáximosaOctubrey Noviembrede ambosaños(28,53

y 24,13 en 1991 ; 33,7 y 34 en 1992)y al mesde Abril (21,40mg/Kg MS).

Estosresultadosestánen la linea de los obtenidospor Delgadoet al. (1992), que

encontraronun valor medio de coumestrol en muestrasde alfalfa cv. Aragón, en
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pastoreo,de17,5±2,20ppm, mediante cromatografía líquida de alta resolución,

presentandolos valoresmásbajos en veranoy comenzandoaelevarseen Septiembre.

De acuerdocon lo descritoen otros trabajos(Francisy Millington. 1965; Wong

et al., 1971; Smith y Jagush,1979), pensamosque lacantidadde coumestrolencontrada

en la alfalfa, a pesar de ser moderada,fue suficienteparamostraralguna actividad.

Wonget al. (1971), indicaronquela concentraciónmínimaconsideradabiologícamente

activa oscilaba entre 20-50 mg/Kg, refiriéndoseal total de coumestanos.Francis y

Millington (1965), encontraronefectosestrogénicosen alfalfa con un contenido en

coumestrolde 25 ppm. Nosotrossólo hemoscuantificado el coumestrol,por lo que

probablementela cantidadtotal de caumestanosseamayor.

El moderadocontenidoen coumestrolencontradoen la alfalfa sugiereque la

utilización de la alfalfa en pastoreorotacionalpuedecontribuiramantenerbajosniveles

de patógenosfoliares,que esel principal factor responsablede la actividad estrogénica

en la alfalfa (Ramón et al., 1993).

5.2.- EFECTO DEL PASTOREO DE ALFALFA SOBRE EL MOCO

CERVICAL OVINO.

Numerosostrabajosseñalancomo causaprincipal de la infertilidad debidaal

consumo de fitoestrógenos, un fracaso de la fertilización que está asociado a una pobre

penetración de espermatozoidesen el oviducto, como consecuenciade cambios

cualitativos y cuantitativos del moco cervical, que impiden el establecimientode una

reserva de espermatozoides en el cervix, así como un transporte espermático normal

(Tumbull et al., 1966; FeIs y Neil, 1968; Kaltenbach y Davies, 1970; Lightfoot et al.,

145



Discusión

1974; Adams, 1976a). Estos cambiosen el moco cervical afectantanto al volumen

como a suspropiedadesreológicas.

Nuestrosresultadosmuestrandiferenciassignificativasen el volumen y en la

elasticidaddel mococervicalentrelos dos lotesde ovejas,exceptoen la experienciade

primavera,dondeno existierondiferenciassignificativasparaningunodelos parámetros

estudiados,y que correspondióa los mesesen que el contenido en coumestrolde la

alfalfa fue más bajo (10,57 y 8,18 mg/Kg MS en los meses de Mayo y Junio

respectivamente),concentracionesque son inferioresa la mínima consideradacomo

biologicamenteactiva (20 ppm) (Wong et al., 1971).

El volumen de moco cervicaly el spinnbarkeitsólo se vieron afectadospor el

tipo de alimentación(dietacon coumestroly control),independientementede la estación

y del tiempo de pastoreo,observándoseun mayorvolumen de mococervical con una

reducidaelasticidaden las ovejasque pastaronalfalfa.

Estoshechoshan sido descritosporotrosautores(Smith, 1971a; Lightfoot etal.,

1974), que encontraronun volumen de moco cervical significativamentemayor en

ovejas expuestasa fitoestrógenos,usandocomo método de recogidacompresasde

algodón introducidasen la vagina. Sin embargo,otros trabajos(Adams, 1976a) no

encuentranun mayor volumen de moco cervical cuando la recogida se realiza por

aspiración con una pipeta, y atribuyen el mayor volumen observado en trabajos

anterioresa unadisminuciónde la viscosidad,que haceque el mocopuedapenetraren

el algodónmás fácilmente.

Trabajos más recientes(Kaldas y Hughes, 1989), describenque la menor

viscosidad del moco cervical se debe a una disminución en la concentraciónde

glicoproteina(componenteque da al moco su consistencia)y que los fitoestrógenos

también aumentanel volumen de moco y su contenido en agua, dependiendoestas
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últimasaccionesde ladosis,mientrasqueel descensode glicoproteinaparecedepender

másde la duraciónde la exposiciónque de la dosis.

Nuestrosresultadosindican que a dosis entre20 y 35 mg/Kg MS y con el

mismométodode recogidaque Adams(1976a),seproduceun mayorvolumende moco

cervicaly unadisminuciónen laelasticidaddel mismoy, portamo,parecenindicar que

la producciónde glicoproteinay el contenidoen aguadel moco estánafectados.

Estos cambiosen el moco cervical puedenafectaral establecimientode una

reservade espermatozoidesen el cervix, necesariapara que ocurra una fertilización

normal (1’Junter, 1992),así como el transporteespermático,puestoque la estructuradel

mococervical orientaal espermatozoideen sumigración (Gibbonsy Sellwood, 1973;

Hafez, 1987c). El reducido spinnbarkeit del moco cervical de ovejas expuestasa

fitoestrógenos,reflejaunaausenciade la estructuramolecularnormaldel mococervical

e impide unaorientaciónefectivade los espematozoides.

A pesarde estoscambiosen el volumen y elasticidaddel moco cervical, no

hemos observadodiferencias en la penetraciónespermáticaen ningunade las dos

pruebasrealizadas“in vitro”. Hastala fecha,no tenemosnoticiade ningúnotro estudio

sobreestetema,ya quetodolo quehemosencontradoson estudios“in vivo” (Lightfoot

et al., 1967; Kaltenbach y Davies, 1970), en los que se observaron diferencias

significativasen el númerode espermatozoidesrecogidosdel cervis,úteroy oviductos

entreovejasquehabíanestadosobrepastosestrogénicosy ovejascontroles,presentando

las primerasun menornúmerode espermatozoides.Lightfoot et al., (1967),también

observaronque un numeromenorde espermatozoidesrecogidosdel cervix de ovejas

afectadasfueron móviles. Nosotros no hemos encontradoningún efecto tóxico del

mucus de las ovejasque pastaronalfalfa sobreel semen(“in vitro’) y esposibleque

la menorviabilidad observada‘in vivo” seadebidaa un fallo del mococervical para

separarlos espermatozoidesdel flujo de leucocitosy fluidos del útero(Mattner, 1968).
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Sin embargo, sí existieron diferencias significativas en la penetración

espermática, independientes de la dieta, entre el otoño y la primavera. Pensamos que

estas diferencias son debidas a la influencia del fotoperiodo en las características

seminalesmásque a cambiosen las propiedadesdel moco cervical,ya que, en la raza

Manchega,los nivelesplasmáticosde testosteronalibre y los seminalesde fructosa,se

hallaníntimae inversamenterelacionadoscon el númerode horasde luz solar (Borque

et al.,1992).

Los cambiosdescritosen la literaturaen las característicasdel moco cervical,

sehan atribuido a un mayornivel de producciónde estrógenoso, alternativamente,a

unamayorsensibilidaddel cervix a los estrógenos(Lightfoot etal., 1974).Nosotrosnos

inclinamos hacia la segundasugerencia,puesto que la duración del celo, que está

directamenterelacionadacon la cantidadde estrógenos(Scaramuzziet al., 1971a), fue

similar en amboslotes.

Además,sehaobservadoqueen ovejastratadascon fitoestrógenosseincrenienta

el número de receptoresde estrógenosen el cervix (Tang y Adams, 1981). Esto

implicaríaque los fitoestrógenosno sólo ocupanlos receptoresdisponibles,sino que

además,estimulanla producciónlocal de máslugaresde unión, lo que haceal cervix

mucho más sensitivoa la acción de los fitoestrógenos(Tang y Adams , 1978a).

En el resto de parámetrosanalizadosen el moco cervical (presiónosmóticay

arborización)no hemosencontradodiferenciassignificativas,hechoya reseñadoen otros

trabajos(Adams, 1 976a).

En cuantoa la duracióndel celo, la incidenciadel mismo y el comportamiento

sexual,no hemosencontradodiferenciassignificativasentreambosgruposde ovejas.

Estos resultadosestánen la línea de otros autoresque han observadoque la longitud

del ciclo estral y la duración del celo no parecen estar significativamente afectadas en
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ovejascon infertilidad debidaal consumode fitoestrógenos(Obst y Seamark,1970;

Lightfoot et al., 1974; Smith. 1975). Sin embargo,existen trabajosque describen

irregularidadesen el ciclo, con una mayorvariabilidaden la duracióndel ciclo estral

y mayor incidenciade estrossilenciosos(Ch’ang, 1961; Adams, 1981), aunqueestas

irregularidadesparecenestarmás relacionadascon infeccionesdel tracto genital,que

soncomunesen ovejascon enfermedaddel trébol (Turnbull et al., 1966; FeIs y Neil,

1968; Kaltenbachy Davies, 1970).

5.3.- EFECTO DEL PASTOREO DE ALFALFA SOBRE LOS PERFILES

HORMONALES DE LII Y PROGESTERONA.

Numerosostrabajossugierenuna acción de los fitoestrógenosa nivel del eje

hipotálamo-hipófisis,alterandolasecreciónde gonadotropinas(Mathiesony Kitts, 1980;

Rodgerset al., 1980; Adams,1981; Montgomeryet al., 1985),aunquela acciónde los

estrógenosvegetalesa estenivel no estámuy clara.

Así, se han descrito retrasos en el pico preovulatorio de LH y niveles

plasmáticosbasalesde gonadotropinasmásaltosque los normales,comoconsecuencia

de una menor respuestadel eje hipotálamo-hipófisisal IW-estradiol. Esta reducida

respuestaal 17fl-estradíol,podríaestarrelacionadacon cambiosen el númeroo afinidad

de los receptores de estrógenosen la hipófisis (Tang y Adams, 1978a). Si el eje

hipotálamo-hipófisis tiene una menor sensibilidad al 17fl-estradiol, el nivel de

gonadotropinaspodríasermayordelo normaldebidoaunadisminucióndel “feed-back”

negativodel estradiol(Scaramuzziet al., 19711,).

Sin embargo,otros trabajosno encuentrandiferenciassignificativas en los

nivelesde FSH (Smith et al., 1980),ni en las concentracionesde Lii (Mc Leod, 1978,
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citado por Smith, 1980: Chamley et al., 1985) entre ovejas que pastabanalfalfa

estrogénica y ovejas controles.

La competiciónentreestrógenosendógenosy fitoestrógenospor los receptores,

estáen función de la afinidady de la concentración.Por tanto,aunquelos fitoestrógenos

tengan menor afinidad que el estradiol por los receptores,a altas concentraciones

podrian competir con el estradiol por los receptoresde estrógenosen la hipófisis.

Además, en ausenciade estradiol, estos compuestospuedenunirse a los receptores

hipofisariosde estrógenosy actuarde la misma forma que el estradiol (Mathiesony

Kitts, 1980).

Por tanto, las acciones de los fitoestrógenospueden ser estrogénicaso

antiestrogénicas.En una situación de hipoestrogenismo,los estrógenosendógenos

puedenocuparlos receptoresy producirefectosestrogénicos,mientrasqueen presencia

de estradiol,grandescantidadesde un estrógenoexógenopuedendisminuir la actividad

estrogénicapor competicióncon el 17¡3-estradiol(Kaldasy Hughes,1989).

Nuestrotrabajosólo es comparableal de Hettle y Kitts (1 983),puestosu estudio

se refiere concretamentea la descargapreovulatoria de LH después de una

sincronizaciónde los celos con progesterona.Estos autoresencontraronuna mayor

concentraciónen el pico preovulatoriode Lii y un retrasodel mismo, en ovejasque

consumíanalfalfa respectodeovejascontroles. Susresultadosestánde acuerdocon la

hipótesisde unamenorsensibilidaddel ejehipotálamo-hipófisis al “feed-back” negativo

del estradiol.

Nosotrosno hemosencontradodiferenciassignificativasen ningunade las tres

experienciasen cuanto al nivel basal, horas transcurridasdesde la extracción del

progestágenohastala aparicióndel pico de LH, ni concentraciónmáxima en el pico

preovulatorio,quizáscomoconsecuenciade que la cantidadde coumestrolque contenía
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la alfalfa no fue suficiente para competir con los estrógenosendógenospor los

receptores del hipotálamo y de la hipófisis.

En laexperienciade primavera,el númerode ovejasquepresentaronpico de LH

en respuestaal tratamientode sincronizaciónfue menor que en los dos otoñospara

amboslotes de ovejas,aunqueel lote de alfalfa presentóun mayornúmerode ovejas

con pico de Lii (8 ovejasen el lote de alfalfa vs 4 en el lote control). Aunque la

diferenciano fue estadisticamentesignificativa (debidoal escasonúmerode animales),

pensamosque quizápudieratenerrelacióncon el consumode coumestrol.Chamley et

al. (1985) encontraron que en ovejas afectadaspor la enfermedaddel trébol, la

frecuenciade los pulsos de LH y la concentraciónde LH durante la estación

reproductoraerancercanasa las de ovejascontroles.En contraste,duranteel anoestro,

estosparámetrosfueron más bajos en las ovejas controles,mientras que las ovejas

afectadastuvieron los mismos nivelesque en estaciónreproductora.

Pensamosquelos resultadosqueobtuvimosen primaveraestánrelacionadoscon

la hipótesisexpuestaporKaldasy Huglies(1989), quienesafirmanque cuandoexisten

nivelesbasalesde estrógenosendógenos,los fitoestrógenospuedenocuparlos receptores

disponibles y producir efectos estrogénicos.De hecho, se ha sugerido que las

variacionesestacionalesen la frecuenciade los pulsosde LII que ocurrenen ovejas

ovariectomizadaspuedenresultarde la presenciade sustanciasestrogénicasen la dieta

(Goodmanet al., 1982).

Independientemente de la dieta, al comparar el primer y segundo otoño,

observarnosque en amboslotes de ovejasseproduceun adelantodel pico de LH y un

aumento de la concentración de LI-! en el pico preovulatorio. Pensamos que esto ha sido

debido a la diferenciade pesoy condicióncorporalentre el primery segundoafio. Al

inicio de la experienciael pesomedio de los animalesfue de 50 Kg. con una condición

corporal media de 1,92. Despuésde un año de experiencia,el peso medio de los
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animales fue de 66,46 Kg con una condición corporal media de 2,98. Ambos valores

(pesoy condicióncorporal), fueron significativamentediferentesentrelos dos años.La

alimentacióninfluye en todos los aspectosde la reproducciónde la oveja, entreellos

la tasade ovulación,que dependeentreotros factoresdel estadode carnes.Esteefecto

ha sido descrito ampliamenteen numerosostrabajos(Smith, 1988; Smith y Stewart,

1990; Folch et al., 1991). Por otra parteexiste una relaciónentre la liberación de LII

y la lasade ovulación, de tal forma que ovejascon dos ovulacionesy alta condición

corporal,tienenunamayorfrecuenciade pulsosdeLH queovejascon ovulaciónsimple

y bajacondición corporal (Rhind y Mc NeilIy, 1983, citado por Thomasy Oldham,

i984).

En cuanto a la progesterona, nuestros resultados mostraron diferencias

significativasen la concentracióndeestahormonaentrelos doslotesde ovejas (alfalfa

y control) únicamenteen la primeraexperiencia(otoño de 1991).Ni en la primavera

ni en el segundo alio de estudio existieron diferencias significativas entre ambos lotes.

Las alteraciones en la secreción de progesterona debidas al consumo de

fitoestrógenoshan sido descritasen otrostrabajos(Obst y Seamark,1970; Hearnshaw

et al., 1972; Adamset al., 1981), observándoseuna caídabruscade la progesteronaa

partir del día 12 del ciclo como consecuenciade un reducidoperiodode actividad del

cuerpolúteo. Obsty Seannrk(1970),sugirieronquela ingestióndeplantasestrogénicas

podía tener un efecto luteolítico directo sobre el cuerpo lúteo, o bien actuar

indirectamenteafectandola esteroidogénesisfolicular o a algún agente luteolítico

uterino. Adams,Hearnshawy Oldham (1981> sugierenque probablementeexista un

control alteradodel cuerpolúteo por el úterocomoresultadode una endometritis,que

es, a juicio de estos autores, la lesión más común y severa debida al consumo de

fitoestrógenos.
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Esta alteración en el período de función del cuerpo lúteo pareceestar más

relacionadacon un efecto agudoy temporalde los fitoestrógenosque con el desarrollo

de una infertilidad permanente.Smith (1975),no encontródiferenciasen los nivelesde

producciónde progesteronaentreovejascon unahistoria previade infertilidad de tres

añosdebidaa la enfermedaddel trébo] y ovejascontroles.

En la primera experienciade nuestro estudio, no encontramosun descenso

bruscode la progesterona,sino unaconcentraciónde progesteronaa lo largo de los dos

ciclosde estudio,significativamentemayorenel lote control queen el lote quepastoreó

alfalfa, aunquela evolución en el tiempo del patrónde secreciónfue la misma para

amboslotes de ovejas,alcanzandolos dos gruposel nivel máximo al mismo tiempo

(entre los días 11 y 12 del ciclo).

En nuestrotrabajo,no aparecendiferenciassignificativasentrelos dos lotes de

ovejasen los perfiles de secreciónde progesteronaduranteel segundoalio de estudio

(cuando el lote problema llevaba un alio en las parcelasde alfalfa). De hecho, al

compararlos perfilesdel lotedealfalfa entreel primery segundootoño,seobservóque

despuésde un año de pastoreo,estelote presentabaconcentracionesde progesterona

significativamentemayoresque el primeraño,no ocurriendoestoen el lote control,que

presentóel mismo perfil de secreciónde progesteronaambosaños.Parece,por tanto,

que el segundootoño la concentraciónde progesteronano se vió afectadapor el

consumo de fitoestrógenos.Esto podría estar relacionadocon un mecanismode

desactivaciónde los coumestanosdesarrolladodespuésde una exposiciónprolongada

a los mismos(Kelly, 1972; Kelly y Lindsay, 1975).

La menorsecreciónde progesteronaobservadaen el lote de alfalfa en el primer

otoño pudo ser debidaa una menor tasade ovulación en estas ovejas. Existe una

influenciade la tasade ovulaciónsobrelos nivelesplasmáticosde progesterona(Abecia

et al.. 1991>. Tborburn et al., (1969>, ya registraronestehecho, indicando que la
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variaciónencontradaparalos nivelesplasmáticosde progesteronadurantela faseluteal

de diferentes ciclos sexuales, estaba en parte explicada por el número de cuerpos lúteos

presentes.López-Sebastiánet al. (1992),encontraronuna correlaciónentrelos niveles

medios de progesteronay el número de cuerposlúteos en ovejas sometidasa un

tratamientode superovulación.

Numerosos trabajos describen una disminución en la tasa de ovulación en ovejas

que ingieren fitoestrógenos(Coop, 1977; Scales y Moss, 1977; Kelly eta]., 1980; Smith

et al., 1980; Ramón, 1987; Ramón et al., 1993).

Smithy Jagush(1979),encontraronque nivelesde coumestanosde 25 ppm en

la dieta, deprimían la tasa de ovulación en ovejas que consumieron pellets de alfalfa por

un periodode 35 días. En nuestrotrabajo, los nivelesde coumestrolencontradosen las

parcelasde alfalfa en los primerosmesesde pastoreofueron de 16,78, 28,53 y 24,13

mg/Kg MS (en Septiembre,Octubrey Noviembre,respectivamente)cantidadesque

pudieron ser suficientes para deprimir la tasa de ovulación según lo expuesto

anteriormente.

En la experienciade primaverano existierondiferenciassignificativasentrelos

dos lotes de ovejas,posiblementedebidoal bajo contenidoen coumestrolde la alfalfa.

Independientementede la dieta, cuandosecompararonlos perfilesde secreción

de progesteronaentre el primer otoño y la primavera, se observarondiferencias

significativasen ambos lotes de ovejas (grupo de alfalfa y control). Los dos grupos

presentaronen los dosciclos de primaveraconcentracionesmenoresde progesterona,

la concentraciónmáximasealcanzómástardey el númerode ovejasquepresentaron

ciclosfue menorqueen los dosotoños, reflejandoposiblementeel anoestroestacional

de estaespecie,ya que en la ovejase puedeconsiderarel fotoperiodocomo el factor

primario que afecta a las variacionesestacionalesde la actividad sexual (López-
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Sebastián,1989a), Los estudios realizadoscon razaManchegademuestranque el

descensode 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.- EFECrO DEL PASTOREO DE ALFALFA SOBRE EL APARATO

REPRODUCTOR.

El consumo de fitoestrógenos induce alteraciones morfológicas en el aparato

reproductor.Estoscambiosafectanprincipalmenteal ovario,oviducto, útero,cervix y

vagina, glándulas tiroides, adrenales y mamarias (Gardiner y Nairn, 1969; I-learnshaw

et al., 1972; Adams, 1976b; Valderrábano et al., 1988).

Nosotroshemos estudiadoovario, útero, cuello uterino y vagina, encontrando

alteraciones únicamente a nivel de útero y cervix, posiblemente como consecuencia de

que el contenido en coumestrol de la alfalfa fue moderado

A nivel ovárico no hemos encontrado ninguna alteración reseliable, aunque

varios trabajosdescribenanormalidadesfoliculares en ovejasque consumíanalfalfa

(Kelly et al., 1976a;Adams, 1976b; El Samannoudyet al., 1980). Estasalteraciones

consistíanen un desarrollofolicular anormal,unaatresiatempranade los folículosy una

hiperpíasiade la reteovárica. EstasLesionessonsimilaresa las encontradascuandolos

ovarios se someten a una excesiva cantidad de estrógenos exógenos (Goldenberg et al.,

1972).

Tampoco encontramos lesiones relevantes a nivel de la vagina (sólo un animal

presentó una vaginitis y una mayor queratinización del epitelio), aunque se han descrito

alteraciones a nivel del epitelio vaginal, con una mayor queratinización y síntesis

queratohialina en las capas parabasales(Barberanet al., 1990).
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Las alteracionesmásevidenteslas encontramosanivel decuello uterinoy útero,

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 mayor actividad glandular. El

epitelio se dispuso sobre una lámina propia más celular que en las ovejas controles.

Estos hechos han sido observados por otros autores (Heydon y Adams, 1977;

Adams, 1986; 1990; Barberan et al., 1990); que describen pliegues cervicales más

anchos, llegando incluso a fusionarse, incrementos en la cantidad de lámina propia que

además presenta un mayor contenido celular, y se observa un desarrollo de glándulas

tubulares similares a las glándulas uterinas.

En función de todos estos cambios, parece que la exposición crónica a plantas

estrogénicas estimula la transformacióndel cervix hacíauna estructurade tipo uterino,

tomando la apariencia de endometrio (Adams, 1986).

Por todo lo expuesto, parece que el cervix es el principal órgano diana de los

fitoestrógenos. Se ha sugerido que los estrógenos exógenos no sólo ocupan los lugares

de unión disponibles, sino que además estimulan la producción local de más sitios de

unión (Tang y Adams, 1978a). Esto hace al cervix más sensible a la acción estrogénica

y si la exposición a los estrógenos es continuada, las alteraciones cervicales pueden

llegar a ser muy exageradas (Kaldas y Hughes, 1989). De hecho, en nuestro trabajo el

único parámetro estudiado que mostró diferencias significativas durante todo el periodo

de pastoreo fue el moco cervical.

A nivel del útero, observamos una mayor 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 (Barren et al., 1965; R.izzoli

156



Discusión

Los primeros trabajos sobre la enfermedad del trébol (Bennets et al., 1946> ya

describían como principal alteración debida al consumo de fitoestrógenos, una

hiperpiasia quistica glandular del endometrio.

El hiperestrogenismo es la principal etiología de los quistes glandulares en ovino

(McKentee, 1990), y se ha observado que existe una relación entre la severidad de esta

lesión y el grado de infertilidad (Davies y Naim, 1964).

Por tanto, el consumo de alfalfa que contenga cantidades moderadas de

coumestrol por largos períodos de tiempo, puede producir lesiones morfológicas 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

comoreversiblesy posiblementedesaparecieranal cesarel estímuloestrogénico(Flores,

1993).
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6.- CONCLUSIONES

.

it- Laspraderasde alfalfa Tierra de Campos”en secano,y paralas condiciones

experimentalesde nuestroestudio,presentanun contenidoen coumestrolmoderado,no

superandoen general las 30 ppm, correspondiendoel máximo al otoño (34 ppm) y el

mínimo a los mesesdeverano(8,18 ppm).

2~.- Nivelesdeecumestrolentre20-30ppm en la alfalfa, cuandoseadministra

a las ovejasen pastoreo,son suficientespara producir un aumentosignificativo en el

volumen de mococervicaly una disminuciónen la elasticidadel mismo.

3~ El perfil de descargapreovulatoriadeLII no seve afectadopor el pastoreo

de alfalfa de secanocon nivelesde coumestrolinferioresa 35 ppm.

- El consumode alfalfa de secanocon un contenidoen couniestrolsuperior

a20 ppm,produceunadisminuciónen lasconcentracionesplasmáticascteprogesterona

al inicio del pastoreo.Sin embargo,despuésde un pastoreoprolongado,no existen

diferenciassignificativasen las concentracionesde progesteronarespectoa ovejas

controles.

5~ El pastoreoprolongadode alfalfa en secano,con un contenidoglobal medio

de 20 ppm de coumestrol,inducealteracionesmorfológicasen el aparatoreproductor

de la oveja,confirmandoestudiosanteriores.Estoscambiosafectanfundamentalmente

al endometrioy cuello uterino, quepresentanformacionesquisticasy mayoractividad

glandular,aunquelas lesionesencontradasno alcanzanla gravedadde las descritasen

la enfermedaddel trébol.
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6”.- Niveles de coumestrolen la alfalfa por debajode 20 ppm no alterande

forma significativa, en ovejasManchegas,ninguno de los parámetrosreproductivos

estudiado~.

7½Los resultadosobtenidosen estatesissugierenque el pastoreode alfalfa con

concentracionesmoderadasde coumestrol(por debajode las 30 ppm), aunquepuede

provocar algunos desórdenes,no alteran de forma significativa los parámetros

reproductivosestudiadosen ovejasde razaManchega.No obstante,antelas variaciones

en el contenido fitoestrogénicode la alfalfa y la dificultad de su cuantificación,es

recomendableretirar a los animales del pasto entre 15 y 30 días antes de las

cubriciones,o al menosdisminuir su consumo.
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7.- RFSUMEN

.

En el presentetrabajoseha estudiadoel efectodel pastoreode alfalfa en secano

sobrelas caracíeristicasdel mococervical,los perfileshormonalesde LH y progesterona

y la morfología del aparatoreproductor,de ovejas Manchegas.Así mismo se ha

estudiadola influenciaque sobreestosparámetrospudieratenerla estación(debido a

las posiblesvariacionesen el contenidoen couniestrol de la alfalfa) y el tiempo de

pastoreo.Paraello sehan realizadotres experiencias:la primerasellevó a caboen el

otoño de 1991, con un período de pastoreode 2 meses;la segundaexperienciase

realizó en la primaverade 1992, con un periodo de pastoreode dosmesesy la tercera

experienciaen el otoñode 1992, cuandoel tiempodepastoreoeraaproximadamentede

laño.

E] mayor contenidoen coumestrolde la alfalfa correspondióa los mesesde

otoñoy el menora los mesesde verano.

Exceptoen la experienciarealizadaen primavera,las ovejasquepastaronalfalfa

presentaronun volumen de mococervical significativamentemayor (p<O,OS)que las

ovejas controles,mientras que la elasticidado spinnbarkeitdel moco cervical fue

significativamentemenor(p<O,O5).

El perfil dedescargapreovulatoriade LII no sevio afectadoporel pastoreode

alfalfa desecano,mientrasque las concentracionesplasmáticasde progesteronafueron

significativamentemenores(p<O,05)durantelaprimeraexperienciaen el lote de alfalfa.

Ni en la primaverani en el segundoaño de estudioexistierondiferenciassignificativas

en las concentracionesplasmáticasde progesterona.
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Las ovejasde los lotes de alfalfa presentaron,despuésde un alío de pastoreo,

alteracionesmorfológicasanivel del cuello uterinoy del endometrio.Estasalteraciones

consistieronen la presenciade quistesy una mayor actividadglandular, aunquelas

lesionesno llegaron a sertan gravescomo las descritasen la enfermedaddel trébol.
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8.- ABREVIATURAS

.

c.c.: Condición corporal

FGA: Acetatode fluorogestona

FSH: Hormonafoliculo estimulante

LII: Hormonaluteinizante

MS.: Materia seca

P. asmática: Presiónosmótica.

P. espennática: Penetraciónespermática.

P.V.: Pesovivo

P4: Progesterona

¡~: Mediaaritmética

n Coeficiente de conelac¡ón

E.S.M.: Error standar de la media
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