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Resumen

Se examind el efecto de cero, una y tres inyecciones de naloxona (NX; 500 mg) el dia 30 posparto a
intervalos de 1 h, sobre la liberacion de la hormona luteinizante (LH), en vacas de doble propdsito en
anestro: % Europeo x ¥ Cebl (n = 18). Las vacas pastorearon en zacate Estrella de Africa (Cynodon
plectostachyus) y gramas nativas (Axonopus y Paspalum spp.) con un consumo de 5 kg de alimento
balaceado diariamente (16 % de PC). El ordefio fue mecanico dos veces al dia y se realizé amamantamiento
de las crias después del ordefio (30 min). Las vacas y las crias permanecieron separadas, excepto durante el
amamantamiento. Se colecté una muestra de sangre cada 2 dias desde el parto hasta el dia 30 posparto y se
cuantifico la progesterona (P) sérica por RIA. El anestro fue indicado por P < 1 ng/ml. El dia 30 posparto
se tomaron muestras de sangre cada 15 min durante 3 horas: una hora después de cada inyeccion de
NX o solucion salina fisiolégica y se cuantificé la LH sérica por RIA. Las variables de respuesta fueron:
concentracion media (MLH) y basal (BLH), nimero (NP), amplitud (AP) y duracién (DP) de pulsos de
LH. Se us6 un ANDEVA con parcelas divididas, parcela mayor = tratamiento y subparcela = periodo
de muestreo. No hubo efectos (p >0.05) de tratamiento, periodo y sus interacciones en las variables de
respuesta. En vacas de doble propdsito con doble ordefio y amamantamiento, la naloxona no cambi6 la
secrecion de la LH en el dia 30 posparto.

Palabras clave: anestro, LH, naloxona, vacas doble propésito.

Introduccion

En la vaca, la secrecién ritmica de GnRH y por
lo tanto la frecuencia de pulsos de LH, se deprimen
durante el periodo posparto y dicha depresién se
presenta durante un periodo prolongado en vacas
en amamantamiento en comparacion con vacas
en ordefio, esto implica que el amamantamiento
sea responsable de la supresion de la secrecion de

LH (19). Uno de los mecanismos por los cuales el
amamantamiento inhibe la secrecién de GnRH en
la vaca, involucra a los péptidos opioides end6genos
4, 7, 14) y en distintos estudios se ha observado
que el amamantamiento produce un incremento en
la concentracion de B-endorfinas en el hipotdlamo
y en el sistema porta hipotalamo-hipofisiario (8, 18,
21). Ademas, se ha observado que 48 horas después
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del retiro de la cria, se presenta una disminucién en
la concentracion de B-endorfina en el hipotalamo (18)
y que los péptidos opioides reducen la frecuencia de
secrecion de GnRH (14, 15) y el ritmo de secrecién
de LH, caracteristico del anestro en vacas que
amamantan continuamente a su cria (24, 26). La
aplicacion de naloxona, un antagonista de los péptidos
opioides, ha incrementado la liberacion de LH en
vacas productoras de carne con cria al pie (1, 9,
16), mediante un mecanismo neuroendocrino en
el hipotadlamo liberador del generador de pulsos
de GnRH (1, 9); pero al eliminar el estimulo del
amamantamiento, la aplicacion de la naloxona
pierde su capacidad paraincrementar laconcentracion
de LH (2, 3, 16). No obstante, en otros estudios
se ha observado que en vacas donde el destete
no aumenta la secrecién de LH, la aplicacion
de la naloxona induce un incremento en la
concentracién sérica (6, 24). Lo anterior puede
estar relacionado con el tiempo de aplicacion de
la naloxona, ya que durante el periodo posparto
temprano, el numero de sitios de union detectados
para la naloxona marcada con tritio en el hipotalamo
es alto en vacas bajo el estimulo del amamantamiento
(13, 15), observandose unadisminucion de los mismos
entre el dia 28 y el dia 56 posparto (13). De tal manera,
que se han requerido mayores dosis de naloxona para
producir una respuesta en el dia 14 en comparacion
con los dias 28 y 42, lo que sugiere que la inhibicion
opioide es méas potente en el periodo posparto
temprano (17). Se han probado en vacas productoras
de carne, diferentes frecuencias de aplicacion de la
naloxona via endovenosa, induciendo en la mayoria
de los casos un aumento en la concentracion de LH
(17, 26, 27). Sin embargo, en todos los estudios las
inyecciones han sido a intervalos demasiado amplios
(6 horas) como para poder generar pulsos de LH con
una frecuencia cercana a un pulso por hora, como la
que se requiere para inducir la primera ovulacion (5,
20, 23). La generalidad de los estudios de la accion de
la naloxona sobre el patrdén de liberacion de LH, han
sido desarrollados en vacas sujetas exclusivamente
al amamantamiento y no han sido comprobadas en
vacas de doble proposito durante el anestro posparto,
en las que se combinan los efectos del ordefio con el
del amamantamiento.

El objetivo del presente estudio fue determinar: si
una inyeccion de naloxona modifica la secrecion de
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LH durante las 3 horas siguientes a su aplicacion y; si
tres inyecciones de naloxona a intervalos de una hora
modifican la secrecion de la LH induciendo un pulso
después de cada aplicacion.

Materiales y métodos

Se utilizaron 18 vacas de doble proposito 3/4
Bos taurus x 1/4 Bos indicus (Suizo Americano,
Holstein Friessian o Simmental Lechero x Cebu) que
se distribuyeron aleatoriamente a tres tratamientos
(seis vacas por tratamiento). Las vacas fueron de
dosy cuatro partos y con involucién uterina normal,
clinicamente sanas, condicion corporal entre 2.5 a
3.5 (1=emaciacion, 5=obesidad) y en anestro hasta
el dia 30 posparto (concentracién de progesterona
sérica <l ng/ml). Las vacas se mantuvieron en
pastoreo rotacional, en gramas nativas (Axonopus
spp. v Paspalum spp.) y zacate Estrella de Africa
(Cynodon plectostachyus). Las vacas se ordefiaron
mecanicamentedosvecesaldia(6:00y 15:00h). Antes
de cada ordefio se permitié que sus crias estimularan
por amamantamiento la eyeccion de la leche. El
ordefio se realiz6 en tres cuartos de la glandula
mamaria en presencia de la cria. Una vez terminado
el ordefio, las vacas permanecieron con sus
crias por no mas de 30 minutos, para permitir el
amamantamiento y consumo de la leche del cuarto
no ordefiado, més la leche residual de los cuartos
restantes. Al terminar el amamantamiento, las vacas
y crias fueron separadas, alojdndose en potreros
diferentes. A las vacas se les proporcionaron 2.5 kg
de alimento balanceado con 16% de proteina cruda
en cada ordefio y recibieron agua y sales minerales
a libre disposicion.

A partir del dia siete u ocho y hasta el dia 30
posparto, se tomaron muestras de sangre cada 48 h
por puncién de una vena yugular. A estas muestras
se les determin0 la concentracion de progesterona
sérica que se usé para confirmar la condicion de
anestro del dia 7 al 30 posparto. Los tratamientos
en el dia 30 posparto fueron: Tratamiento 1 (INX),
aplicacion de 500 mg de naloxonaen 5 ml de solucion
salina (NX) por via intramuscular (IM), seguida
de dos inyecciones IM de 5 ml de solucién salina
(SS) aintervalos de una hora; Tratamiento 2 (3NX),
aplicacion de tres inyecciones IM de NX (500 mg
cada una en 5 ml de SS) a intervalos de una hora;



Rev Col Cienc Pec Vol. 20:1, 2007

Tratamiento 3 (ONX), aplicacion de tres inyecciones
IM de 5 ml de SS en forma y periodos idénticos a
los de NX del tratamiento 2. El dia 30 posparto a
través de un catéter insertado en una vena yugular,
se tomaron muestras sanguineas cada 15 min,
durante una hora después de cada inyeccion de NX o
SS (tres periodos de una hora), para estudiar el efecto
de la NX sobre la liberacion de LH. Los periodos
de muestreo se identificaron como: PNX1, durante
la hora siguiente a la primera inyeccion de NX o
SS, PNX2, durante la hora siguiente a la segunda
inyeccion de NX o SS; y PNX3, durante la hora

siguiente a la tercera inyecciéon de NX o
SS. Un mes antes de la fecha probable de
parto, las vacas fueron entrenadas para
mantenerlas tranquilas, alojadas y amarradas
en un corral techado, s6lo durante las tres horas que
durd el muestreo intensivo de sangre y se les ofrecid
forraje verde y agua.

En el suero obtenido de las muestras se
cuantifico la concentracion de LH sérica, la
progesterona sérica fue cuantificada en suero
mediante un radioinmunoanalisis en fase liquida,
validado previamente para suero bovino (12). La
concentracion de progesterona para los controles
usados fue de 2.18 = 0.38 ng/ml y los coeficientes
de variacion intra (n=2) e interensayo (n=16)
fueron 9.9% y 14% respectivamente, con una
sensibilidad de 0.17 ng/ml. La LH fue cuantificada
usando un radioinmunoanalisis heterélogo de
doble anticuerpo, desarrollado para LH bovina (2).
La hormona utilizada como referencia en la curva
patron fue la USDA-bLH-B5 (AFP-5,500) y para
la marcacion con 1'% se utilizé la USDA-bLH-I-1
(AFP-6000); el primer anticuerpo fue un suero de
conejo anti LH ovina (CSU-204, producido por GD
Niswender). Los coeficientes de variacion para el
control de calidad para LH (23.2541.66 ng/ml) intra
(n=7) e interensayo (n=3) fueron 5.34 y 12.5 %,
respectivamente. La sensibilidad por ensayo fue de
0.195 ng/ml. Para estimar los efectos de la NX sobre
el patronde liberaciénde LH seusaronlasvariables:
Concentracion media (ng/ml); Concentracion basal
(ng/ml); Frecuencia de pulsos (No./1 h); Amplitud
de los pulsos (ng/ml); Duraciéon de los pulsos
(min); Concentracion de pulso (ng/ml), las que se
describierondeacuerdo con los siguientes criterios:
1) concentracion media de LH, el promedio de las
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concentraciones de todas las muestras colectadas
dentro de cada tratamiento y periodo de muestreo,
2) concentracion basal de LH, la concentracion
mas baja (nadir) de las muestras colectadas dentro
de cada tratamiento y periodo de muestreo, 3)
pulso de LH, un incremento de la concentracion
de LH, igual o mayor a dos desviaciones estandar
por arriba del nadir seguido por cuando menos de
dos muestras descendentes dentro de tratamiento
y periodo de muestreo, 4) frecuencia de pulsos, el
nimero de pulsos contabilizadosen 1 horadentrode
tratamiento y periodo de muestreo, 5) amplitud de
pulso, la diferencia entre la concentracion maxima
(pico) de un pulso y la concentracion nadir de LH
dentro de tratamiento y periodo, 6) duracion de
pulso, el tiempo transcurrido en minutos entre
el nadir previo y el nadir posterior a un pulso, 7)
concentracion de pulso, el promedio de las
concentraciones de todos los picos dentro
de tratamiento y el periodo de muestreo, 8)
concentracion basal de progesterona, promedio
de las muestras colectadas los dias 7 u 8
posparto de cada vaca, < 1.0 ng/ml y 9) anestro,
definido por concentraciones de progesterona
que no difirieron de la basal.

Analisis estadistico

La informacion fue examinada mediante
analisis de varianza para disefios de parcelas
divididas utilizando el Procedimiento Modelos
Lineales Generales del Sistema de Analisis
Estadistico (22). La parcela principal estuvo
representada por el tratamiento: 1INX, 3NX
y ONX; las subparcelas por los periodos de
muestreo: PNX1, PNX2 Y PNX3. Para analizar
el efecto de la NX sobre el namero de pulsos de
LH donde no se presentd un pulso dentro del
tratamiento ni del periodo, se consider6 como
cero para que el analisis estadistico hiciera las
estimaciones de las medias de cuadrados minimos
por tratamientos, periodos de muestreo y su
interaccién. Para las variables concentracién
de pulso, amplitud y duracion de pulso de
LH sélo se consideraron los valores en los
que si se presentd un pulso de LH, pero el
desbalance en el ndmero de observaciones
no permitio la estimacion de las medias de
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cuadrados minimos, por lo que se estimaron las
medias no ajustadas por tratamientos, periodos
de muestreo y su interaccion, con la finalidad
de mostrar los valores de estas variables.

Resultados

Las vacas permanecieron en anestro desde el
parto hasta el momento de aplicar los tratamientos
de naloxona o solucion salina fisioldgica con
concentracion de progesterona sérica de 0.187 +0.096
ng/ml en los dias 7 u 8 y se mantuvo baja hasta el
dia 30 posparto, con concentracién de 0.174 + 0.127.
El andlisis de varianza que definié los cambios
de liberacién de LH para examinar el efecto de la
naloxona durante los tres periodos de una hora donde
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se aplicaron los tratamientos, mostraron que la NX
no afecto los patrones de liberacion de LH (p>0.05)
para namero de pulsos, concentracién promedio y
basal de LH, por tratamiento, periodo de muestreo
y la interaccion de ambos. Ademas, no fue posible
realizar el analisis de varianza para la concentracion,
la amplitud y la duracién de los pulsos de LH, por
existir periodos de muestreo en los que no hubo
pulsos de LH.

Las medias de cuadrados minimos para nimero
de pulsos, concentracion promedio y basal de LH se
presentan en la tabla 1 y las medias aritméticas para
la concentracion, la amplitud y la duracién de los
pulsos de LH, se presentan en la tabla 2.

Tabla 1. Medias de cuadrados minimos y errores estandar para nimero de pulsos, concentracion promedio y basal de LH, durante el

tratamiento con NX, en vacas de doble propdsito.

Concentracion promedio

Concentracioén basal

N Pulsos (No./1h) (ng/ml) (ng/ml)

Tratamiento?

INX 18 0.33+0.12 0.59 +0.04 0.43 +0.02
3NX 18 0.33+0.12 0.43+0.04 0.28 +0.02
ONX 18 0.27 £0.12 0.41+0.04 0.28 £ 0.02
Periodot

PNX1 18 0.33+0.12 0.32+0.04 0.32+0.02
PNX2 18 0.27 £0.12 0.35+0.04 0.35+0.02
PNX3 18 0.33+0.12 0.32+0.04 0.33+0.02

1 1INX, una inyeccién de naloxona (nx, 500 mg) + 2 de solucion salina fisiolégica (ss, 5 ml); 3NX, tres inyecciones de nx y ONX, tres inyecciones de ss, en cada caso
una inyeccién cada 60 min. PNX1, una hora después de la primera; PNX2, una hora después de la segunda; PNX3, una hora después de la tercera, inyeccién de nx o

ss. No se detectaron diferencias (p>0.05) en ningun efecto.

Tabla 2. Medias y desviaciones estandar para concentracion, amplitud y duracién de pulso de la LH, durante el tratamiento con NX, en

vacas de doble proposito.

Concentracion de

Amplitud de pulso Duracion de pulso

N pulso (ng/ml) (ng/ml) (min)

Tratamiento?!

INX 6 1.13+0.88 0.63+0.48 45.0 £ 0.00
3NX 6 0.92 +0.79 0.65 = 0.65 475+ 11.29
ONX 5 0.83+1.20 0.48 +0.68 45.0 = 0.00
Periodo!

PNX1 6 0.96 +1.16 0.69 £0.77 47.0+6.12
PNX2 5 0.98 +0.93 0.50 £ 0.51 45.0 £ 0.00
PNX3 6 0.97 +0.74 0.58 +0.47 45.0 +9.48

1 1INX, una inyeccioén de naloxona (nx, 500 mg) + 2 de solucién salina fisiologica (ss, 5 ml); 3NX, tres inyecciones de nx y ONX, tres inyecciones de ss, en cada caso
una inyeccion cada 60 min. PNX1, una hora después de la primera; PNX2, una hora después de la segunda; PNX3, una hora después de la tercera, inyeccién de
nx o ss; C, concentracion; PROM., promedio. No se detectaron diferencias (p>0.05) para ningln efecto. N, nimero de observaciones que corresponden a los pulsos

presentados dentro de tratamiento y periodo.
Discusion.

Como las vacas estuvieron en anestro el dia 30
posparto, fue posible evaluar el efecto de la NX

sobre el patrdn de liberacion de LH. La informacion
indicd que una o tres inyecciones de NX no tuvieron
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efecto sobre las variables que describieron el patrén
de secrecion de LH, por lo tanto, la NX no indujo
incremento en la cantidad secretada de LH. Otros
autores encontraron que en vacas productoras de
carne, cuyas crias permanecieron con ellas
continuamente, respondieron a la NX con un
incremento marcado de la secrecion de LH sérica
que se inici0 15 minutos después de la
administracién del tratamiento y cuya duracion
fue de aproximadamente 60 minutos (24). Aunque
dichos investigadores en esos y otros estudios (10,
19, 20) no analizaron el patron pulsatil de LH, la
interpretacion de esos resultados es que la NX
indujo en todas o la mayoria de las vacas, segun
el trabajo, un pulso de LH cuyo pico alcanzé una
concentracion entre 2.2 y 4.7 ng/ml en suero. Por
lo tanto, los resultados obtenidos en el presente
estudio, no se ajustan a las expectativas que se tenian
en cuanto al tipo de respuesta de LH a la NX. En
contra de lo observado en vacas con cria al pie, laNX
no fue capaz de inducir aumentos de la concentracion
de LH sérica cuando se aplico a vacas Angus cuya
cria habia sido destetada 48 horas antes (24). Los
resultados del presente trabajo, indican que las
vacas sometidas al control del amamantamiento se
comportan de manera semejante a las destetadas
con relacion a su capacidad de respuesta a la
naloxona, por lo menos en términos del
comportamiento de LH sérica, en el que
posiblemente el destete por si mismo ocasiona
que aumente la secrecion de LH y entonces
la naloxona no puede aumentar aun mas dicha
secrecion. Esta interpretacion es apoyada en lo
observado por Arreguin et al (2), quienes al inyectar
por via intravenosa la NX a vacas productoras de
carne sometidas a un control del amamantamiento
similar al usado en el presente estudio, sélo fueron
capaces de inducir un moderado incremento de la
concentracion promedio de LH sérica, el cual resultd
diferente (p<0.01) a los valores registrados en las
vacas testigo.

La aplicacion de la NX en este estudio no
ocasion6 cambios en el patron pulsatil de liberacion
de LH, ni indujo incrementos semejantes a un
pulso después de cada inyeccién. Los antecedentes
existentes indican que inyecciones repetidas a
intervalos de 12 horas en vacas productoras de
carne sometidas al control del amamantamiento,
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tampoco inducen la aparicion de pulsos LH (2). Por
el contrario, en vacas productoras de carne con cria al
pie, dos inyecciones de NX aplicadas con dos horas de
separacion, fueron capaces de promover pulsos que
alcanzaron picos de 3.6 ng/ml entre los 15 y 30 min
después de su aplicacion (17). También en vacas
con cria al pie (27) se comprob6 que la infusién
intravenosa de NX en dosis de 50 mg/hora, durante
8 horas, causo un incremento del nimero de pulsos
de LH (5 pulsos/8 horas) en comparacion con vacas
que recibieron solucion salina (3 pulsos/8 horas).
Considerando lo anterior, se puede sugerir que la
falta de efecto a las inyecciones repetidas de NX
observados en el presente estudio, se debio al control
del amamantamiento al que se sometieron las vacas,
como lo demostraron los trabajos donde se destetd
48 horas antes de la inyeccion de NX (24) y se
restringio el amamantamiento a dos periodos al
dia (2) en los que la NX no fue capaz de causar
incremento de la secrecion de LH semejante a un
pulso.

Por otro lado, en uno de los estudios se
determind que el incremento de la actividad
pulsatil resultante de aplicaciones repetidas de NX,
se produjo sélo cuando el tratamiento fue dado a
los 28 y 42 dias con dosis de 200, 400 y 800 mg,
pero no si se administraba el dia 14 posparto con
el mismo esquema de dosis (17). Puesto que en el
presente estudio los tratamientos se aplicaron el
dia 30 posparto, se fortalece la explicacién a la
ausencia de efectos sobre la pulsatilidad de LH,
por el control del amamantamiento al que fueron
sometidas las vacas. En el presente estudio
como en el de Arreguin et al (2) al restringir el
amamantamiento o bien eliminando totalmente
dicho efecto como se ha realizado en otros estudios
(14, 24), es posible que factores no considerados
en estos estudios impidan que la NX ocasione
cambios significativos en la liberacion de LH
durante el periodo posparto temprano. La falta
de respuesta a la NX en las vacas sometidas a la
restriccién del amamantamiento, pudiera deberse
a que el numero de receptores para los péptidos
opioides, a los cuales se une la NX en el hipotalamo
se encuentre disminuido, ya que en vacas y
borregas se ha observado en diferentes regiones del
hipotalamo, que el nimero de receptores para la NX
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marcada con tritio, es mayor bajo el estimulo crénico
del amamantamiento, comparado con aquellas
que se encuentran ciclando (13, 15, 25).
Independientemente de los mecanismos que
intervengan en la mediacién de los efectos de la
NX.

La informacion generada en el presente estudio
y la de Arreguin et al (2), documenta que la NX no
altera los patrones de liberacion pulsatil de LH, en
vacas de doble propdsito y carne respectivamente,
bajo condiciones de amamantamiento restringido
en el periodo posparto temprano. Ademas, indican
que los opioides enddgenos quizds no son el

Summary
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Gnico mecanismo (10, 11) que gobierna el anestro
posparto en vacas bajo el citado esquema de
amamantamiento. Con relacién a lo observado en
vacas de doble propdsito que recibieron solucién
salina fisiologica, cuando se aplico NX una o tres
veces en el dia 30 posparto, no se indujeron
aumentos en las concentraciones basal y promedio
de LH sérica, ni hubo cambios en la frecuencia
magnitud y duracion de sus pulsos de liberacion
espontaneos. Por lo anterior se concluye que en
vacas de doble propdésito sometidas a control del
amamantamiento, la NX no induce cambios en la
secrecion de LH sérica en el dia 30 posparto.

Effect of Naloxone over the secretion of the Luteinizing Hormone on double purpose cows with double

milking and suckling.

This study determined the effect of zero, one and three intramuscular injection of naloxone (NX, 500
mg) on 30 postpartum day for 1 hour intervals over the release of the luteinizing hormone in dual purpose
cows in anestrous (¥ Europe x ¥ Zebu) cows (n =18). The cows grazed on African Star grass (Cynodon
plectostachyus) and native grass (Axonopus and Paspalum spp) and ate daily 5 kg of balanced food (16%
crude protein). The cows were mechanically milked twice a day and after that their calves were allowed
to suck for 30 minutes. A blood sample was collected every two days, from the delivery until 30 days
postpartum for the quantification of progesterone (P) by RIA. In this blood anestrous was indicated by P<
1 ng/ml. On day 30 postpartum blood samples were drawn every 15 min during 3 hours: one hour after
each naloxone injection or saline solution and Luteinising Hormone (LH) was measured by RIA. The
response variables were mean (MLH) and basal concentration (BLH), number (PN), amplitude (PA) and
pulse duration (PD) of LH. The statistic analysis was divided plot; principal plot was the treatment and
secondary plot was the samples period. There were not effects (p>0.05) of treatment, samples period and
its interactions on response variables. In double purpose cows with double milking and suckling naloxona

did not affect the LH secretion at 30 day pospartum.

Key Words: anestrus, double purpose cows, LH, naloxone.
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