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RESUMEN

El objetive fue determinar el efecto de aplicaciones repetidas de naloxona (N}, precedidas o no de hormonas esteroides exdgenas,
sobrs la liberacion de la hormona luteinizante (LH) y sobre la presencia de! primer cuerpo liteo, en vacas cebil (n=26) durante
el anestro posparto, sujetas a control del amamantamiento. Los tratamientos fueron: tres inyeccicnes de N (SN); progesterona
(P) seguida de N como en el tratamiento anterior (SPN); estradiol (E) seguido de N como en los anteriores (SEN); combinacién
de los tratamientos anteriores (PEN}; como en PEN, pero solucién salina (S} sustituyé a N (PES) y el testigo, donde S sustituyd
a P, E y N (SS). Solamente la primera aplicacién de N, cuando no fue precedida porla administracién de hormonas esteroides
ovaricas, incrementd la concentracion media de la LH. Los tratamientos SPN y PEN disminuyeron el intervalo del tratamiento a
ia formacion del primer cuemo liteo posparto. No se encontraron evidencias de una inhibicién opioide sobre la liberacién de la
LH inducida por la administracion de hormonas estaroides ovdricas.
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INTRODUCCION sobre la duracion del intervalo del parto al
primer estro fértil, sobre la sintesis y la
El anestro posparto es una de las secrecion de las gonadotropinas y sobre la
principales causas que limitan la induccidén de la ovulacién, son variables e
productividad en el ganado bovino productor  inconsistentes (4, 5). Por otra parte, el
de carne (1). En el trépico mexicano, el amamantamiento del becerro es un factor
57% de los problemas reproductives del central en la etiologia del anestro posparto
ganado Cebt y sus cruzas, son atribuidos (6, 7, 8, 9). Las evidencias indican que el
a esta condicion (2). La progesterona (P)y amamantamiento ejerce un efecto
el estradiol (E) juegan un importante papel modulador sobre los mecanismos de
en ¢l reinicio de la actividad ovérica; porello,  retroalimentacién, producidos por los
eltratamiento con estas hormonas envacas  esteroides ovaricos en el gje hipotalamo-
productoras de carne ha sido ampliamente  hipofisiario (HH; 6, 10).
practicade (3); sin embargo, cus efectos  Se ha documentado ampliamente el efecto
depresor que ejerce el amamantamiento
Recibido para su publicacién el 9 de febrero de 1995. sobre la secrecién de la LH (hormona

Campo Experimental Playa Vicente, INIFAP-SAGAR. luteinizante) (7. 9. 11. 12 onde |
CIR-Golfo Centro, Veracruz, INIFAP-SAGAR. teinizante) (7, 9, ’ » 13), d oS

CNID-Fisiologia y MejoramientoAnimal, INIFAP-SAGAR.  Péptidos opioides enddgenos (POE), han

CNID-Fisiologia, Departamento de Reproduccion, INIFAP-  gido identificados como mediadores de este

SAGAR.

t Departamento de Hormonas Protéicas. instituto Nacional efecto (1 4’ 15’ 18)' No ObStant‘?,que en
de la Nutricién Satvador Zubiran, vacas amamantadoras la secrecion de la

El estudio fue apoyado econdémicamente por el INIFAP- ; [ s

SAGAR. Los reactivos y el material para fa cuantificacion de LH se encuentra .dls‘mmu;da, ‘El Cont?mdo

fa hormona luteinizante fue aportado por el Depastamentode  d€ LH en la pituitaria a partir del dia 30

Hormonas Protéicas del Hospital de la Nutricién Salvador posparto es similar al detectado en vacas
Zubiran. El apoyo econémico para un becario fue otorgado ' .
por el CONACYT, gue se encuentran ciclando (17, 18). La
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actividad del sistema opiodérgico es
afectada por la concentracion de esteroides
ovaricos circulantes (10, 19, 20, 21); loque
indica que los POE estan involucrados, por
fo menos en parte, en los efectos de
retroalimentacion negativa producida por los
esteroides ovaricos sobre la liberacion de
la LH (20}.
El efecto de una aplicacién de N
{antagonista de los POE por ocupar sus
receptores) sobre laliberaciéndelalH ha
sido estudiado en vacas amamantadoras
(22, 23), en vacas sin becerro {16), en
diferentes intervalos del periodo pospartoy
aplicando distintas dosis (16, 23). Los
hallazgos mas relevantes indican que enlas
vacas que amamantan ad /ibitum, la
aplicacion de N induce un incremento
transitorio en la concentracién sérica de la
LH (16, 24). Después del destete, cuando
se produce un aumento en la liberacion de
la LH, la aplicacion de N es inefectiva para
aumentar la concentracion sérica de la
hormona (16). Sin embargo, se desconoce
si una aplicacion de N aumenta la liberacién
de la LH cuando el estimulo del
amamantamiento se encuentra disminuido;
si aplicaciones subsecuentes de N
incrementan la concentracion sérica de la
LH, en forma similar y si este o estos
incrementos en la concentracién sérica de
la LH, afectan el intervalo a la formacién
del primer cuerpo lGteo posparto.
Son pocos los trabajos en los que se ha
estudiado la interaccién de los POE con las
hormonas esteroides ovaricas. En las vacas
ovariectomizadas pretratadas con P masE,
en concentraciones similares a las
detectadas durante la gestacién, la
aplicacién de N no aumentdéd la
concentracion sérica de la LM (25); en estas
vacas, la aplicacién de N ¢l dia siete 6 14
despueés de terminado el tratamiento con
esteroides aumentd la concentracion sérica
de la LH (25). No existe informacién de la
_posible participacion de los POE en el efecto
de la Py el E sobre la secrecion de la LH,
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cuando estos esteroides son aplicados en
la dosis comunmente usada como inductora
de la ciclicidad, cuando la N es aplicada a
distinios intervalos después de la
administracion de las hormonas esteroides
y cuando el estimulo del amamantamiento
se encuentra disminuido. Este trabajo fue
realizado en vacas Cebu, durante el anestro
posparto y sujetas al conirol del
amamantamiento, con el objetivo de
determinar: a) el efecto de una aplicacién y
de aplicaciones repetidas de N sobre la
liberacion de la LH; b) el efecto de una y
varias aplicaciones de N, precedidas de la
administracion de P, E y su combinacién,
sobre la liberacién de la LH y ¢) el efecto de
3 aplicaciones subsecuentes de N;
precedidas onode P,Ey P mas E, sobre la
duracién del intervalo del tratamiento a la
formacién del primer cuerpo ldteo posparto.

MATERIALES Y METODOS

Se usaron 26 vacas Cebu, de dos a cinco
partos, que al momento del parto
presentaron una condicion corporal entre 7
y 8 puntos (1 = caguexia y 9 = obesidad;
26). Las vacas tuvieron un parto normal y
permanecieron clinicamente sanas durante
el experimento. La época de partos estuvo
comprendida entre el uno de enero y el 10
de abril. Las vacas fueron manejadas en
un régimen de amamantamiento controlado,
el cual consistié en permitir el
amamantamiento del becerro durante una
hora por la mafana y una hora por la tarde
(06:00 y 17:00 h); el resto del tiempo, las
vacas y los becerros permanecieron en
potreros diferentes. .

Los animales pastaron en zacate Estrella
de Africa (Cynodon piectostachyus) y
tuvieron acceso a sales minerales yagua a
libertad; ademas se les proporcioné 2 kg/
animal/dia de un suplemento comercial,
cuya etiqueta indicé contener 70% de TND
y 14% de proteina cruda. El suplemento fue
administrado desde un mes antes del parto



hasta el fin del experimento (30 dias
después del parto). Durante este periodo
los animales fueron pesados cada 14 dias.
La deteccién de estros se realizd dos veces
al dia, por periodos de una hora (06:00 y
17:00 h), desde el dia del parto hasta el final
del estudio.
Los tratamientos (Cuadro 1) fueron: SN
{n=4), tres inyecciones de N aplicadas a
intervalos de 12 h, iniciando el dia 30
posparto a las 22:00 h; SPN (n=4), cinco
inyeccicnes de P aplicadas a intervalos de
24 h, iniciando el dia 26 posparto y N como
en el tratamiento anterior; SEN (n=4), una
inyeccion de E el dia 30 pospartoy N como
en el anterior; PEN {(n=4), cinco inyecciones
de P a intervalos de 24 h, iniciando el dia
25 posparto, mas una aplicacién de E el dia
30 posparto y N como en los tratamientos
antericres; PES (n=5), como en el
-tratamiento anterior, pero S sustituyea Ny
el grupo testigo, SS (n=5). La P (25 mg/
inyeccién en volumen de 0.5 m) y el E
{cipionato de estradiol, 2 mg/inyeccion en
volumen de 1 ml) fueron aplicados a las
10:00 h, por via intramuscular. La N
hidroclorhidrica (Dupond Lab.) fue aplicada
en dosis de 400 mg/inyeccién por via
intravenosa, en un volumen de 10 ml. Esta
dosis, incrementa la concentracion serica
de la LH durante 15 a 60 min despueés de
su aplicacion, a partir del dia 28 posparto

en vacas en anestro amamantando ad
libitum (16, 24, 27). Como placebo, la & fue
aplicada por la via y en el volumen
correspondiente al dia de la administracién
de P, EyN.

Con la finalidad de confirmar la condicién
de anestro, se tomd una muestra diaria de
sangre por puncién de la vena coccigea del
dia 14 al 24 posparto. De la misma manera,
se colectd una muestra del dia 25 al 31
después del parto, para corroborar &l
incremento en la concentracién serica de
P, en los animales tratados (grupos SPN,
PEN y PES) y para comprobar el
mantenimiento de concentraciones de P
menores a 1 ng/ml, enlos grupos donde no
fue administrada, (grupos SN, SEN y 88).
Postericrmente, para detectar la formacién
del primer cuerpo lUteo posparto, se tomd
una muestra sanguinea cada cuatro dias
del dia 31 al 90 después del parto.

El criterio de anestro fue el mantenimiento
de concentraciones de P, inferiores a 1 ng/
ml de suero. La deteccién de tres muestras
consecutivas con concentraciones de P
sérica superiores a 1 ng/ml, antes del inicio
de los tratamientos, causaron la eliminacion
de la vaca para los analisis. La
concentracion basal de la P, fue considerada
como la concentracion promedio de las
muestras colectadas el dia 14 posparto con
menos de 1 ng de P/ml de suero.

CUADRO 1
CALENDARIO DE APLICACION DE NALOXONA (Nj, PROGESTERONA (P),
ESTRADICL (E} Y SOLUCION SALINA (S} A VACAS CEBU EN ANESTRO POSPARTO.

TIEMPO POSPARTO (dfa)

TRATAMIENTO 25m*  26m  27m 286m 2%m 30m 30p  3im  31p
SN S S S S s S N N N
SPN S P P P P P N N N
SEN ) S S S S E N N N
PEN P P P P P E N N N
PES P P P P P E S S S
55 5 5 S S S S 5 S S

“m=arhcacicn ¢ 1as 10:00 7 p= apliacion a las 22.0

= 4 para SN SPNSEN y PEN: n=5 para PES y

0 h
88
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Para cuantificar la LH sérica, las wvacas
fueron canuladas en una de las venas
yugulares y se tomaron muestras
sanguineas cada 15 min durante 2 h antes
y 2 h después de cada aplicaciéon de N o S.
Durante los periodos intensivos de
muestreo, las vacas permanecieron enuna
prensa de manejo.

La P fue cuantificada en suero sanguineo,
por la técnica de radioinmunoanalisis (RIA),
validada en el laboratorio de Reproduccion
de! CENIDFMA, INIFAP (28). La
concentracién de P para los controles
usados fue de 2.18 + 0.38 ng/ml y los
coeficientes de variacion (CV) intra e inter
analisis (n=29) fueron: 6.1 y 15.1 %,
respectivamente, con una sensibilidad de
0.17 + 0.17 ng/ml. La LH fue cuantificada
usando un RIA heterdélogo, de doble
anticuerpo, especifico para LH bovina, con
algunas modificaciones de la técnica
descrita por Niswender et al. (29). El primer
anticuerpo fue suero de conejo anti LH ovina
(CSU 204, producido por G.D. Niswender),
a una dilucion de trabajo de 1:30,000. La
hormona utilizada como referencia en la
curva patrén fue USDA-bLH-B5 {AFP-
5,500) y para la marcacién con | 125 se
utilizé la USDA-bLH-I-1 (AFP-6,000).
La | 125 LH se diluyé con solucién
amortiguadora fosfatada (SAF), mas 0.1%
de albumina de huevo (SAF-A) y se
pipetearon 100 ml por tubo (20,000 cuentas
por minuto). Como segundo anticuerpo se
utilizo suero de ovino antigama-globulina de
conejo, a una dilucion inicial de 1:20 con
SAF-A; después de agregar el segundo
anticuerpo, se incub6 por 48 ha 4 C; la
reaccion fue detenida con 1 ml de SAF-A
agregado a cada tubo para posterior
centrifugaciéon a 2,796 xg durante 30 min;
se decanto el sobrenadante y se conté el
precipitado con un detector de centelleo
para rayos gamma. Los CV intra analisis
para los controles con concentracion baja
(1.03 + 0.10 ng/ml), media (12.92 + 0.95
ng/ml) y alta (29.71 = 3.22 ng/ml) en los
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ensayos de LH fueron: 5.5, 4.2 y 6.3 %,
respectivamente. Los CV inter analisis (n=4)
para los controles de concentracion baja,
media y alta en los ensayos de LH fueron:
13.5, 10.4 y 15.3 %, respectivamente. La
sensibilidad por ensayo fue de 0.195 ng/ml.
Las variables de respuesta fueron:
Concentracion basal de LH: fue la
concentracion sérica de LH mas baja,
detectada en cada vaca, dentro de cada
periodo de muestreo. Cuando la
concentracion mas baja fue inferior a la
sensibilidad del ensayo, ésta ultima fue
considerada como la concentracion basal.
Concentracion media de LH: fue el promedio
de LH cuantificada en todas las muestras
sanguineas de cada periodo de muestreo.
Frecuencia de Pulsos de LH: numero de
pulsos cada 2 h. Un pulso fue definido como
un incremento en la concentracién sérica
de LH, superior en por lo menos tres
desviaciones estandar a la concentracion
basal, seguido por una concentracion
ascendente y por lo menos dos
concentraciones descendentes.

Amplitud de pulso de LH: diferencia entre
la concentraciéon maxima de la LH en un
pulso y la concentracion basal (30).
Intervalo (dias) del fin del tratamiento al
inicio del primer cuerpo IUteo posparto: el
cuerpo luteo fue definido como el
incremento en la concentracién de P,
superior a la concentracion basal, mas tres
desviaciones estandar en por lo menos
cuatro muestras sanguineas consecutivas,
gue fueron colectadas cada cuatro dias (10
dias de duracién). En las vacas gque no
presentaron cuerpo IUteo, se asumié que
éste ocurrio un dia después del fin del
estudio (dia 91 posparto).

Para responder a los objetivos especificos
ay b, correspondientes a las variables de
respuesta relacionadas con la LH, se usé
un disefio de parcelas divididas para cada
aplicacion de N o S. Las parcelas fueron
los tratamientos, mientras que las
subparcelas fueron los periodos de



muestreo previo (2 h) o posterior (2 h) a la
aplicacién de N o S. Los datos fueron
analizados con una serie de analisis de
varianza, usando el procedimiento de
Modelos Lineales Generales (GLM) del
paquete SAS (31). Las diferencias entre las
medias de los tratamientos se compararon
por contrastes no ortogonales. Para el
objetivo a, se compararon los tratamientos
SNy SS. Para el objetivo b, se contrastaron
fos tratamientos SPN, SEN, PEN y SS. Con
el fin de responder al objetivo ¢, se usd un
disefio completamente al azar, en el cual
se compard el efecto de los seis
tratarnientos sobre el intervalo del fin de los
tratamientos a la formacién del primer
cuerpo luteo posparto.

Colateralmente, como una alternativa para
explicar el efecto de los tratamientos con
hormonas esteroides ovaricas combinadas
con N, sobre la formacion del primer cuerpo
luteo posparto, mediante los cambios en la
concentracion basal y media de la LH
serica, los datos de los tratamientos SN,
SPN, SEN y PEN fueron analizados en un
disefio de parcelas divididas pero con un
arreglo factorial, donde los factores de
estudio fueron P y E y los niveles de cada
factor fueron los tratamientos con la
presencia y ausencia del factor
correspondiente; mientras que las
subparcelas fueron los periodos de
muestreo previo (2 h}, o posterior (2h), ala
aplicaciénde No S.

RESULTADOS

Durante el pericdo experimental, se observé
una disminucion en el peso corporal de las
vacas (media + error estandar: 290 + 0.071
g al dia), el cual fue similar entre los
tratamientos. La magnitud de las pérdidas
de peso no afecto el reinicio de la ciclicidad,
ya que al comparar mediante un analisis
de varianza a l0s animales con mayor
(n=13) y con menor (n=13) perdida de peso,
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independientemente de los tratamientos, no
se encontrd diferencia sobre el reinicio de
la actividad ovarica. Durante el periodo
previo al inicio de los tratamientos, la
concentracion media de P fue de 0.48 =
0.028 ng/mly la concentracién basal fue de
0.41 = 0.05 ng/ml. En las vacas tratadas
con P, la concentracidn sérica se elevd a
1.92 + 0.19 ng/ml en los dias de su
aplicacion y disminuyé a 0.70 £ 0.07 ng/ml
dos dias después de la dltima inyeccidn.
Debido al escaso nimero de pulsos de LH,
observados en la mayor parte de las vacas,
independientemente de los tratamientos, no
fueron analizadas las variables frecuencia
y amplitud de pulsos. En el Cuadro 2 se
presenta el numero de pulsos detectados
en los periodos de muestreo previos y
posteriores a cada aplicaciénde No S.

Al analizar el efecto de la N sobre la
liberacion de la LH, cuando no fue precedida
por la administracién de hormonas
estercides ovaricas, ninguna de las
aplicaciones de N afectd la concentracion
basal de la LH (Cuadro 3). Sin embargo,
durante el periodo previo a la primera
aplicacién de N ¢ S, la concentracién media
{p < 0.02) de LH, fue mayor en el grupo S8
gue en SNy soclamente la primera aplicacion
de N indujo un incremento en la
concentracion media de la LH (Cuadro 3;
p < 0.02). Por otra parte, cuando la
aplicacion de N fue precedida por la
administracion de P, E o su combinacion,
ninguna de las aplicaciones de N afecto ia
concentracion basal ni la concentracion
media de la LH (Cuadro 4).

Con relacion al efecto de los tratamientos
sobre el intervalo del tratamiento a la
formacién del primer cuerpo lGte0 posparto,
se encontré un menor intervalo {p < 0.05)
en los tratamientos SPNy PEN (Cuadro 5).
Al analizar las variables de respuesta
relacionadas con la LH en el disefio de
parcelas divididas con arreglo factorial, se
observé una interaccion (p < 0.08) en los
efectos de los iactores de estudio (P y E)



CUADRO 2
FRECUENCIA DE PULSOS DE LA LH (ndmero de pulsos en 2 h) EN LOS
PERIODOS PREVIOS Y POSTERIORES A CADA APLICACION DE
NALOXONA EN LA VACA CEBU EN ANESTRO POSPARTO"

ANTES DE NALOXONA*" DESPUES DE NALOXONA

TRATAMIENTO™ 12 28 38 1@ 28 3@
SN 0,00 0,00 0,25 0,25 0,25 0,25
SPN 0,25 0,25 0,75 0,25 0,50 0.00
SEN 0,00 0,25 0,25 0,00 0,75 0,75
PEN 0,00 2,00 0,00 0,25 0,00 0,25
PES 0,50 0,00 0,75 025 0,25 0,25
S8 0,50 0,25 0,50 0,50 0,50 0,00

* Debide el escaso nimero de pulsos ng se hizo andlisis estadistico.

** n=4 para SN, SPN, SEN y PEN; n=5 para PESy S§

*** N=naloxona; P=progestorona; E=cipionalo de estradiol; S=Sclucion salina fisioldgica.
El error estandar global fue de 0.02.

CUADRO 3
EFECTO DE UNA O VARIAS (1a, 2a Y 3a)" APLICACIONES DE NALOXONA
SOBRE LA CONCENTRACION BASAL Y MEDIA DE LH SERICA (ng/ml}
EN LA VACA CEBU EN ANESTRO POSPARTO.

1a 2a 3a
TRATAMIENTO  PRE* POS PRE POS PRE POS
CONCENTRACION BASAL
SN 382x 02 458+ 02 402+ 02 408+ 02 422+ 03 464+ 03
SS 432 £ 02 458 £ 02 429+ 02 428 & 02 5791 02 5821,
CONCENTRACION MEDIA
SN 49%+ 02 B9+ 02 568+ 03 56%: 03 628+ .03 .65%: .03
S8 65+ 02 590+ 02 582+ 03 618+ 03 728+ 03 712+ 03

* Aplicacion a intervalos de 12 h. Un analisis estadistico por aplicacion
** PRE y POS se refiere a la concentracion detectada durabte ias 2h. que precedieron y ias 2h
que siguleron a cada aplicacion de N o S.
a. b, ¢. Literales diferentes indicar diferenca signibcarve (p < 002
hicieron dentro de ap!
N=naloxona: S=solucion salna fisiciagica ~=3 para Sh nak par

Las comparaciones se

S Meda =z Error estandar

[
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CUADRO 4
EFECTO DE UNA O VARIAS APLICACIONES DE NALOXONA PRECEDIDAS
DE PROGESTERONA, ESTRADIOL Y SU COMBINACION SOBRE LA
CONCENTRACION BASAL Y MEDIA DE LA LH SERICA (ng/ml) EN LA VACA
CEBU EN ANESTRO POSPARTO. *

1a 2a 3a
TRATAMIENTO  PRE™ POS PRE POS PRE POS

CONCENTRACION BASAL

SPN*** 27 + .04 29+.04 3103 26x.03 .33x.06 .37+.06

SEN 29 + .04 28+.04 29+.03 .33+.03 .68+.07 .68+.07
PEN 70+ .04 69+04 90+03 .86+.03 1.02+.06 .98+ .06
SS 43+ .04 45+ .02 42+.02 44+ .02 57+.06 .58+.06
CONCENTRACION MEDIA

SPN .39+ .08 39+.08 41+04 40+x.04 5312 50=x.12
SEN .52 + .08 41+£.08 4904 4904 11714 58+ .14
PEN 96+.08 110x.08 1.16x.04 110+ .04 122+ .12 129+ .12
SS .65 £ .07 5907 58+.03 6103 72x.11 71+.11

* Aplicacion a intervalos de 12 h. Un analisis estadistico por aplicacion.
** PRE y POS se refiere a la concentracion detectada durabte las 2h. que precedieron y las 2h
que siguieron a cada aplicacion de N o S.
“** No se detectaron diferencias (p < 0.10). Las comparaciones se hicieron dentro de aplicacion.
N=naloxona; P=progesterona; E=Cipionato de estradiol y S=s0lucion salina. Media t+ Error estandar.

CUADRO 5
EFECTO DE LA NALOXONA, LA PROGESTERONA Y EL ESTRADIOL SOBRE EL
RETORNO DE LA ACTIVIDAD LUTEA, EN LA VACA CEBU EN ANESTRO POSPARTO.

TRATAMIENTO** NUM. DIAS AL PRIMER*

CUERPO LUTEO
SN 4 36.5 + 8.642
SPN 4 195 + 8.64°
SEN 4 53.5 + 8.642
PEN 4 15.3 + 8.64°
PES 4 325 + 8.642
S8 5 442 £ 7.738

* Dias del tin del tratamiento (dia 31 posparto) a la deteccién del primer cuerpo litec después del

parto.

ab Literales diferentes indican diferencia significativa (p < 0.05).

N=naicxona; P=progestercra: E=Cipionato de estradiol y S=solucion salina fisioldgica. Media
x Error estandar



sobre la concentracion basal, (Grafica 1) y
la concentracidn media (Grafica 2) dela LH,
durante los periodos de muestireo
relacionados con la primera y segunda
aplicacién de N. Asi mismo, no se observd
ningun efecto en el periodo de muestreo
relacionado con la tercera aplicacion de N
(los periodos incluyeron el promedic de la
concentracion de LH, obtenida en los
muestreos previe y posterior a la primera,
segunda o tercera aplicacion de Nj. La
interaccién indico que la aplicacién de la P
mas el E, indujo un aumento en la
concentracion basal y media de ia LH; en
tanto que la apficacién de la P o el E,
indujeron una disminucion en fa con-
centracion basal y media de la LH durante
ios mismos periodos.

DISCUSION

En estudios realizados con vacas sujetas a
amamantamiento ad /ibitum, una aplicacion
de N indujo un incremento rapido y

transitorio en la concentracion sérica de la
LH (10, 16,22, 23, 24). En dichos estudios,
la concentracion media de la LH antes de
fa aplicacion de la N fue de 0.22 a 1.8 ng/
mi; la aplicacidn de N indujo un incremento
de 0.7 a 3.3 ng/ml (de 180 a 300%), con
una duracion de 30 a 60 min. En nuestro
estudio, al usar vacas en anestro posparto
sujetas al control del amamantamiento, la
concentracién media de la LH, previa a la
aplicacion de N fue de 0.48 ng/ml; la
aplicacion de N indujo un incremento de
0.10 ng/ml (20%} durante los 120 min
posteriores a su aplicacion. La respuesta
de menor magnitud observada en nuestro
estudio, puede ser interpretada como una
consecuencia de la reduccion del estimulo
del amamantamiento, gue disminuyd el tono
inhibidor opioide sobre fa liberacion de la
LH. En apoyo a esta interpretacién, en otros
estudios se observd que, al separar el
becerro de la vaca, se produjo un
incremento en la concentracion sérica de
LH vy la aplicacion de N fue inefectiva para
aumentar su concentracion (16, 32, 33).

GRAFICA 1
INTERACCION DE LA PROGESTERONAY EL ESTRADIOL SOBRE LA CONCENTRACION
BASAL DE LH EN VACAS CEBU EN ANESTRO POSPARTO.
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GRAFICA 2
INTERACCION DE LA PROGESTERONA Y EL ESTRADIOL SOBRE LA CONCENTRACION
MEDIA DE LH EN VACAS CEBU EN ANESTRO POSPARTO.
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N=naloxona; P=progesterona; E=estradiol y S=sotucion salina.

De manera similar, en las vacas donde se
restringié el amamantamiento a dos (34) y
cuatro periodos (33) al dia, la aplicacion de
N no indujo un aumento en la concentracion
media de lal.H séricay sélo en el estudio
donde el amamantamiento fue restringido
a dos periodos al dia, la aplicacién de N
indujo un aumento en la amplitud del pulso
de LH (34). Es posible gue la disminucion
del tono inhibidor opioide sea mediado por
una reduccién en la concentracién de
receptores para péptidos opiocides; ya que
durante el transito del estado de anestro al
estado ciclico, se detectdé una disminucion
en la concentracion de sitios de unién para
la N marcada con tritio, en diferentes
regiones del cerebro (15).

Con relacién a la falta de efecto en la
segunda y tercera aplicacion de N, cuando
no fue antecedida de la administracion de
hormonas esteroides, algunos autores han
sugerido la posibilidad del desarrolio de un
mecanismo de tolerancia a los efectos de
aplicaciones subsecuentes de N sobre la
liberacion de la LH. En un estudio realizado
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con ratas, se observé una marcada
reduccion en la liberacion de LH, en
respuesta a una segunda aplicacion de N
cuando el intervalo en las aplicaciones fue
de 2 a 4 h (35); una respuesta similar entre
aplicaciones, se detecto cuando el intervalo
en las aplicaciones fue de 6 h o mayor (35).
Sin embargo, en un estudio realizado en
vacas en anestro posparto, sujetas a
amamantamiento ad libitum (22), la
liberacién de la LH en respuesta a una
segunda aplicacién de N, realizada a
intervalo de 2 h, fue similar entre
aplicaciones. En nuestro estudio, el intervalo
en las aplicaciones de N fue de 12 h, porlo
que es poco probable que el desarrolic de
un mecanismo de tolerancia a N esié
relacionado con la falta de efecto de
aplicaciones repetidas de N sobre la
liberacion de la LH.

La faita de efecto de la N sobre la liberacion
de la LH, cuando fue antecedida por la
administracion de hormeonas estergides
ovaricas, sugiere la ausencia de un
mecanismo opioide inducidc por

1A



administracién de dichas hormonas. Si
consideramos que el estimulo del
amamantamiento, es un modulador de la
accién supresora de los esteroides ovaricos
sobre la liberacion de LH (6, 7, 38, 37);
donde los POE han sido involucrados, por
lo menos en parte, como mediadores de
este efecto (10, 20, 21, 22}, es posible que
la restriccion del amamantamiento, presente
en nuestro modelo animal, indujera una
disminucién del tono inhibidor opioide. Esto
concuerda con lo discutido en relacidn a la
menor respuesta en la liberacion de la LH
inducida por la aplicacion de N, cuando no
fue precedida de ia administracién de
hormonas esteroides ovaricas. Por otra
parte, s posible que la P ejerza un efecto
sobre el tono inhibidor opioide al disminuir
el nimero de receptores para POE. Enun
estudio, se detectd una menor
concentracion de sitios de unién a N
marcada con tritio en &l cerebro de vacas
amamantadoras, que presentaron una
mayor concentracidén plasmatica de P
(vacas ciclando), comparada con la
detectada en el cerebro de vacas que
presentaron una menor concentracion
plasmatica de P (vacas en anestro) (15).
Aunque en el estudio citado, no se puede
discernir si la disminucion en el nimero de
sitios de union a N es la causa o la
consecuencia del incremento en la
concentracion de la P. En otra investigacion,
llevada a cabo en ratas ovariectomizadas
pretratadas con E, la aplicacion de P, antes
de la elevacion preovulatoria de la LH, indujo
en el hipotalamo una disminucién del
nlmero de sitios de union a N marcada con
tritio (38). Si un mecanismo semejante esta
presente en la vaca en anestro pospario y
en particular en el modelo animal usado en
nuestro estudio, puede contribuir a explicar
1a falta de efecto de la N sobre la liberacion
de la LH en los animales pretratados con P.
Tor otra parte, no se descarta la posibilidad
gue en el tratamiento EN, la aplicac:Hn de
E indujera un aumento en ei tono inhinde:

opioide de tal magnitud, que la dosis usada
de N fuera insuficiente para antagonizar los
efectos supresores de los POE. Esto es
posible dado que en otro estudio, la
aplicacién de N, indujo una mayor liberacidn
de la LH, en vacas amamantadoras que
fueron ovariectomizadas de 11 a 25 dias
antes de la aplicacion de N, comparada con
la inducida en vacas con los ovarios intactos
{10); lo que sugiere que la presencia de
esteroides ovaricos aumento el tono
inhibidor opioide sobre la liberacion de la
LH.

L.os resultados sobre el retorno de la
actividad latea, indican que fue necesaria
la combinacion de P y N (tratamientos SPN
y PEN), para lograr disminuir el intervalo del
tratamiento a la formacion del primer cuerpo
liteo posparto. La participacion de la N en
la disminucion de dicho intervalo, también
es sugerida por el hecho de que, la
aplicacion de P més E sin N, no disminuyé
el intervalo del tratamiento a la formacion
del primer cuerpo itteo. En apoyo a nuestra
afirmacion, en un estudio realizado en vacas
sujetas a restriccion del amamantamiento,
la aplicacidén de una y tres inyecciones de
N disminuy6 el intervalo del parto a la
manifestacion del primer estro (34). Porlo
anterior, consideramos poco probable que
solamente la P este involucrada en la
disminucién de dicho intervalo; no obstante,
en este estudio no puede descartarse esta
posibilidad. Por otra parte, el efecto
permisivo, aungue no consistente, que la P
ejerce sobre el retorno de la actividad
ovarica en vacas en anestro posparto, ha
sido ampliamente documentado y en varios
trabajos se ha relacionado el incremento en
la concentracion plasmatica de la P con el
transito del estado de anestro ai estado
¢iclico. en las vacas con becerro {39, 40,
41}. Como fue .nencionado, durante los
periodc s de muestreo en nuestro estudio,
no se ~bservaron evidencias de la
participac:®n de un mecanismo inhibidor
opicide s« la hberacion de laLH, en las



vacas que recibieron hormonas esteroides
ovaricas; por lo que desconocemos el
mecanismo por el cual, la aplicacion de N
en las vacas que recibieron Py P méas £,
contribuyd a {a disminucién del intervalo a
la formacion del primer cuerpo ldteo
posparto. Sin embargo, si consideramos
que en el tratamiento SN, la liberacién de la
LH, fue menor a la observada en otras
investigaciones y aceptamos la posibilidad
de una disminucion en el nimero de sitios
de unién a POE, inducida por la
administracién de P; es factible que la
respuesta a N en los animales pretratados
con P, fuera de tal magnitud que el andlisis
de ia LH no detectara dicho incremento y
que aun asl, fuera suficiente para contribuir
en la disminucién del intervalo a la formacion
del primer cuerpo 1Uteo después del pario.
Con relacién a la interacciénde laP y el E
sobre la concentracién sérica de la LH. Es
posible que la administracion de P produjera
un cambio en la sensibilidad del eje HH, lo
que produjo un efecto estimulante del E
sobre la liberacion de l2 LH. En ovejas
ovariectomizadas se observd un efecto
permisivo de la P sobre la liberacién de LH
inducida por E {(42).Ademnas, la disminucion
de la concentracion sérica de la LH
producida por E, permite sugerir que en
ausencia del efecto permisivo de P, persiste
el efecto de retroalimentacion negativa del
E sobre la liberacion de LH. Consideramos
que la disminucidon en la concentracion
sérica de LH producida por la administracion
de P, no refleja el efecto final de la misma
sobre la liberacién de la LH. Es sabido que
durante la aplicacion de P, se observa una
disminucién en la concentracién sérica de
l.H, la cual aumenta una vez que disminuye
la concentracion sérica de P (43). En
nuestro estudio, los muestreos para la
cuantificacion de la LH se realizaron antes
gue disminuyera la concentracion sérica de
P, en los tratamientos donde fue
administrada.

Por lo anterior, se concluye gue .o la

[

primera aplicacion de N produjo un pequefio
aumento en la concentracion sérica de la
LH. Lo que indica que en la vaca en anestro
posparto  sujeta al control del
amamantamiento, existe una disminucion
del tono inhibidor opioide sobre la liberacién
de LH.

La aplicacion de N en las vacas pretratadas
con hormonas esteroides ovaricas, no
indujo un aumento en la concentracion
sérica de LH; porlo que en el modeio animal
usado, no se encontraron evidencias de una
accion inhibitoria de los péptidos opioides
sobre la liberacidn de la LH, inducida por la
aplicacion de esteroides ovaricos.

La aplicacion de P mas N o de E mas N,
disminuy6 la concentracidon sérica de LH,
pero al combinarios, se observd un aumento
en su congentracion basal y media, por lo
que la aplicacion de P seguida de E,
estimula la liberacion tonica de la LH en
vacas en anestro posparto, sujetas al control
del amamantamiento.

Finalmente, se concluye gue la combinacion
de P y N disminuye el intervalo a la
formacion del primer cuerpo ltiteo posparto,
por mecanismos no aclarados en este
estudio ni previsios en la literatura
disponible; no obstante, no puede
descartarse la posibilidad de que la P sea
la responsable de tal efecto.
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EFFECTS OF THE INTERACTIONS OF NALOXONE
WITH EXOGENOUS PROGESTERONE AND
ESTRADIOL ON

THE LENGHT OF POSTPARTUM

ANESTRUS IN ZEBU COWS.

SUMMARY

An incomplete Split-plot factorial design was used to determine
the effects of repeated injections of Naloxone (N} alone, or
precaded by exogenous progesterane (P), estradiol (E) or P+E
on the release pattemns of luteinizing hormone {LH} and the
lenght of anestrus in zebu cows. Main plot was animal within
treatment whereas subplots were periods that preceded or
followed each N injection. Twenty six multiparous cows were
randomly assigned to one of six treatments: N) three injections
of N at 12 h intervals beginning on day {d) 30 postpartum; PN)
as N but cows were given a daily injection of natural P (25 mg)
from d 26 to 30 postpartum; EN) as N but cows received 2mg
of E cipionate inmmediately before the first injection of N; PEN)
as PN+EN but beginning on d 25 postpartum; PES) as PEN
but physiologic saline solution (S) replaced N; and 8) as PES
but P and E were replaced by S. Duration of anestrus was
consideras the length of the interval from the first injection of
N to the first corpus luteum (CL.: first of 4 consecutive blood
samples with P > 1 ng/mi), To determine the prescence of CL,
serum progeslerone was quantified in Jugular blood samples
taken every other d {d 14 thru 91 postpartum). Concentrations
of LH were determined in Jugular blood samples collected
every 15 min from 2 h before thru 2 h after each injection of N
or the corresponding S. Pattern of LH was identified by
frequency and amplitud of LH pulses during 2 h. Naloxone
alone or preceded by P, E or P+E did not alter LH frequency or
amplitud of pulses. Thus, endogenous opioids did not mediate
variations of LH release pattern in cows that remain in anestrus
despite suckling control and adequate feeding. Intervals from
N treatment to CL were shorter (p<.05) in cows treated with
PN (19.5+8.6 d; mean  poolled standard errory and PEN (15,3
d) than in cows reciving N (36.5 d), EN (53.5 d) or S (44.2 d).
It is concluded that repeated injections of N preceded by P
reduce postpanrium anestrus by an unknown mechanism
unrelated with drastic changes of LH release patterns.

KEY WORDS: Cows, Ansstrous Postpartum, Naloxone,
Progesterone, Estradiol, Hormione Lutginizing, Corpora Lutea.
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