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Progesterone, free and conjugated estrone were determined in peripheral plasma from
ovariectomized and control pregnant ewes in order to observe the ovary contribution to these
hormonal levels. Progesterone levels during pregnancy were lower in the ovariectomized ewes
than in control, although the differences were significant only until the 120th day of pregnancy.
From the 130th day to the 3rd-5th day prepartum, an increase in the hormone levels was
observed in both groups of ewes indicating a placentary contribution. Very similar patterns
were followed by the free and conjugated estrone concentrations, their levels not being
significantly different in either group. Production ol conjugated estrone both preceded and
reached higher values than that of free estrone. Both hormones showed an abrupt increase in
concentration two days before the parturition, decreasing after that. Parturition mechanisms,
foetus viability and the length of pregnancy were not affected by ovariectomy.
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El parto en la oveja esta precedido por
multiples y complejos cambios en las
concentraciones plasmaticas de algunas
hormonas esteroides que, aunque han
sido estudiados, tanto en la oveja (6, 24)
como en otras especies (19, 20, 23), aun
no se ha construido un modelo que expli-
que satisfactoriamente todos los cambios
endocrinos que acontecen en el parto.
Por otra parte, se sabe que los progesta- 

* A quien debe dirigirse la correspondencia.

genos son fundamentales para el manteni-
miento de la gestacion en todas las espe
cies (3). En algunas como cabra, cerdo y
vaca, el ovario es el principal organo se-
cretor de progesterona a lo largo de la
gestacion. Sin embargo, en la oveja existe
una contribucion importante de la unidad
fetoplacentaria en la secrecion de esta
hormona durante el ultimo tercio de la
gestacion (7).

La evidencia sugiere que el aumento
repentino de estrogenos circulantes y la
caida de progesterona actuan como inicia- 
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dores del parto (3, 25). Teniendo en
cuenta que los estrogenos libres pueden
detectarSe en plasma periferico aproxima-
damente a partir del dia 100 de gestacion
(4), y que su sintesis parece estar contro-
lada por los niveles de glucocorticoides
secretados por las glandulas adrenales del
feto (7, 13, 27), seria el concepto quien
controlaria el momento del parto en la
oveja. No obstante, algunos autores sos-
tienen que el cuerpo luteo mantiene su
capacidad de secrecion de esteroides a lo
largo de toda la gestacion (5, 8), y segun
esto pareceria cuestionable negar al ovario
algun tipo de participacion como desen-
cadenante del parto.

Los objetivos de este trabajo eran com-
probar si las hembras ovariectomizadas
tenian parametros endocrinos alterados
respecto a las testigo a lo largo de la
gestacion y en el parto, asi como evaluar
los posibles efectos que la falta de ovarios
provocaba en su mecanismo.

Material y Metodos

Animates. — Se- asignaron aleatoria-
mente nueve ovejas de raza manchega a
dos grupos de tratamiento; 4 de ellas
fueron ovariectomizadas y 5 constituye-
ron un grupo control. Las ovariectomias
se realizaron entre los 30-40 dias de gesta
cion. Desde este momento, la gestacion
se mantuvo en este grupo mediante la
colocacion, cada 14 dias, de esponjas in-
travaginales impregnadas con 60 mg de
acetato de medroxiprogesterona (MAP).
Se prescindid del tratamiento con proges-
tagenos a partir del dia 90 de gestacion.

Muestras de sangre. — La toma de
muestras comenzo el mismo dia en que se
efectuaron las ovariectomias, siendo reali-
zada dos veces por semana hasta los 135
dias de gestacion, y diariamente desde
este momento, y hasta pasados 5 dias del
parto. La sangre se obtuvo de la vena
yugular mediante tubos Vacutainer hepa- 

rinizados. Una vez obtenida, era centrifu-
gada a 3.500 r.p.m. durante 15 min, y el

Elasma recogido y congelado a —20° C
asta el momento del anilisis.

Analisis hormonales. Estrona libre. —
Las concentraciones de estrona libre se
determinaron mediante un metodo ra-
dioinmunologico precedido de extraccion
con dietil-eter anhidro. Despues de sepa-
rar las fases organica y acuosa, la primera
se evapord en corriente de nitrogeno. El
producto de la extraccion se redisolvio
con tampon Tris—HC1 0,05 M (pH=
8,0), 3H-estrona (Nuclear Iberica, activi-
dad 110 Ci/mmol) y suero anti-estrona
(Anti-estrona-6-tiroglobulina, Miles Mar
tin). Las muestras se mantuvieron en in-
cubacion a 4° C durante toda la noche.
Postepormente, se anadio a cada tubo
una solucion de carbon activo-dextrano
(0,24 % carbon activo Norit A, 0,012 %
dextrano T-70), centrifugandose inmedia-
tamente a 4.000 r.p.m. durante 20 min a
4° C. Se tomaron 900 /zl del sobrenadante
a los que se anadieron 6 ml de liquido de
centelfeo, para medir la radiactividad en
la fraccion ligada.

Para cada analisis se contruyd una
curva estandar con concentraciones de es
trona libre desde 6,25 pg/ml hasta 800
pg/ml disuelta en plasma tratado coh car
bon, que seguian el mismo proceso que el
resto de las muestras. Esta curva se pro
ceso por el metodo Logit B/Bq constru-
yendose una recta patron a la que se
referian todas las muestras. La sensibili-
dad del analisis era de 10 pg/tubo, los
coeficientes de variacion intra e interana-
lisis eran de 5,4 % y 8,9 % respectiva-
mente, y la reaccion cruzada del anti-
cuerpo era del 100 % para estrona <
0,1 % para estradiol y < 0,01 % para
testosterona, progesterona, dihidroteste-
rona, androsteneaiona, y 17-hidroxipro-
gesterona.

Estrona conjugada. — La valoracion se
realize hidrolizando la estrona en su 
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forma conjugada, principalmente sulfatos
y glucuronatos, a su forma libre. Para
ello, se ariadio al plasma un extract© de
Helix pomatia disuelto al 5 % en tampon
acetato de pH = 4,8 (2 M acido acetico, 2
M acetato sodico anhidro). Se mantuvie-
ron en incubacion 24 h a 37° C, tiempo
en el que la mayor parte de los estrogenos
conjugados pasaron a la forma libre, ope-
randose igual que en el caso anterior. La
diferencia entre los valores obtenidos en
este analisis y los detectados con la tec-
nica de estrona libre, proporcionaron los
niveles de estrona conjugada.

Como en el caso de la estrona libre, en
cada analisis se construyo una curva pa
tron disolviendo concentraciones de es
trona libre en plasma tratado con carbon
activo. Para la estrona conjugada, se utili-
zaron concentraciones que iban desde
6,25 pg/ml hasta 6,4 ng/ml. El procesa-
miento de las muestras se realizo de la
misma forma que en el caso de estrona
libre. La sensibilidad del analisis era tam-
bien de 10 pg/tubo y los coeficientes de
variacion intra e interanalisis eran de 15,3
y 20,4 % respectivamente.

Progesterona. — La determinacion de
los niveles de progesterona se realizo se-
gun el metodo descrito por LdPEZ-
SEBASTlAN et al. (10). La curva estandar
se construyo con concentraciones que va-
riaban desde 0,125 hasta 8 ng/ml. El pro-
cesamiento de las muestras rue similar al
de los casos anteriores.

Analisis estadistico. — Los datos se
analizaron mediante un analisis de va-
rianza jerarquico doble, en el que el nu-
mero de grupos lo constitufan los lores de
tratamiento y los subgrupos cada una de
las ovejas objeto de comparacion.

150 dias de gestacion. Entre las que llega-
ron a termino de ambos grupos, hubo un
parto triple, otro doble y el resto parie-
ron un solo cordero, todos ellos vivos. El
desarrollo de los corderos nacidos fue
normal durante todo el periodo de creci-
miento.

Evolution de la progesterona en plas
ma. — Los niveles medios de progeste
rona de dos ovejas control y tres ovariec-
tomizadas desde el momento en que se
realizo la ovariectomia, fueron siempre
mas altos en el lore control, aunque la
diferencia fue significativa unicamente
hasta el dia 120 de gestacion (F = 15,1;
P < 0,001) (fig. 1).

En cuanto al patron de distribucion, se
diferenciaron tres etapas: Una primera
desde la ovariectomfa hasta unos 60 dias
antes del parto, en la que los niveles de
progesterona se incrementaron desde 2,2
± 0,49 ng/ml hasta 3,02 ± 1,17 ng/ml y
desde 0,35 ± 0,14 ng/ml hasta 1,25 ±
0,35 ng/ml en los lotes de ovejas control
y ovanectomizadas respectivamente. Du

Fig. 1. Niveles medios y desviacion estandar de
progesterona en plasma de ovejas ovariectomizadas
(-------- ) y testigos (--------) a partir de los tres meses

de gestacion.
Se considera dia 0 el dia del parto.

Resultados

Las ovejas utilizadas en este experi-
mento parieron normalmente hacia los

Rev. esp. Fisiol., 44 (2), 1988



200 M. ESTEVA, S. MAIZES, M. A. DEL PALACIO Y A. LOPEZ-SEBASTlAN

rante todo este periodo, la gestacion se
mantuvo con esponjas impregnadas de
progestageno en el lore de ovejas ovariec-
tomizadas, cuya concentracion no era de-
tectada en el analisis dada la especificidad
del anticuerpo.

La segunda etapa ocupa desde los 60
hasta los 20 dias antes del parto, y se
caracteriza porque los niveles de proges-
terona tienden a igualarse entre ambos
grupos. El incremento de dichos niveles
fue mayor en el grupo de ovejas ovariec
tomizadas, desde 1,7 ± 0,14 ng/ml hasta
3,72 ± 0,17 ng/ml, que en el de ovejas
control, desde 3,25 ± 0,007 ng/ml hasta
3,75 ± 0,21 ng/ml.

En la tercera fase, que comprende los
ultimos 20 dias de gestacion, hay un au-
mento brusco en los niveles de progeste-
rona en ambos grupos hasta, aproximada-
mente, 3-5 dias antes del parto, alcan-
zando valores de 7,6 ± 1,62 ng/ml y 6,85
± 1,27 ng/ml en ovejas control y ovariec-
tomizadas respectivamente. A partir de
este momento, descendieron bruscamente
los niveles hasta 1,22 ± 0,38 y 0,5 ± 0,07
ng/ml el dia del parto para ovejas control
y ovariectomizadas respectivamente, lle-
gando a ser basales 3 dias despues del
mismo.

Evolution de la estrona libre en plasma.
— Los niveles medios de estrona de dos
ovejas control y dos ovariectomizadas a
partir de los tres meses de gestacion, per-
manecieron basales hasta aproximada-
mente los 100 dias de la gestacion, y a
partir de este momento aumentaron gra-
dualmente (fig. 2). Se observan descargas
episodicas a lo largo de la gestacjdn, aun-
que estan generalizadas entre los dias HO
MO de gestacion (65,75 ± 28,5 pg/ml y
69,82 ± 32,82 pgml, n = 2). Un tercer
pico de mayor intensidad aparecid justo
el dia del parto (238,67 ± 120,5 5 pg/ml,
n = 4).

El patron de distribucion es similar en
el lote de ovejas ovariectomizadas, siendo
los valores de los picos antes menciona-

Fig. 2. Niveles medios de estrona libre en plas
ma de ovejas ovariectomizadas (-------- ) y testigos

(— • —) a partir de los tres meses de gestacion.
«C» representa el dia de cubricion y «P» representa
el dia del parto. Las curvas estan ajustadas al pico de

estrona libre.

dos 52,77 ± 9,58 pg/ml (n = 2), 45,47 ±
21,88 pg/ml ( n = 2) y 236 ± 114,55
pg/ml (n = 3), para los 130, 140 dias y
parto respectivamente.

Al comparar los niveles de estrona libre
desde el dia 100 de gestacion hasta el dia
anterior al parto, no se observaron dife-
rencias significativas entre ambos lotes de
ovejas (F = 0,23; P < 0,1), aunque lo
eran dentro de cada grupo (F = 5,65; P <
0,025).

Evolution de la estrona conjugada en
plasma. — En la figura 3, aparecen repre-
sentados los niveles medios de estrona
conjugada en dos ovejas control y dos
ovariectomizadas a partir de los tres me
ses de gestacion. El patron de las curvas
es bastante similar al de la estrona libre,
aunque los valores son 20-30 veces mas
altos. Los niveles de estrona conjugada
permanecieron bajos (< 100 pg/ml) hasta
aproximadamente los 90 dias de gestacion
y a partir de este momento aumentaron
con algunas interrupciones hasta el dia del
parto. Se observa que las descargas episo
dicas de la estrona libre hasta el dia 130
de gestacion, se corresponden con depre-
siones en los niveles de estrona conjugada
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Fig. 3. Niveles medios de estrona conjugada de
plasma de ovejas ovariectomizadas (-------- ) y testi-
gos (— • —) a partir de los tres meses de gestacion.

Leyenda como en la fig. 2.

y que los picos en esta ultima hormona
preceden temporalmente a los observados
en la estrona libre. Este mismo patron se
puede observar en las ovejas ovariectomi
zadas.

Los niveles de estrona conjugada au-
mentaron bruscamente dos dias antes del
parto en ambos lotes de ovejas, alcan-
zando un- maximo el dia del parto con
niveles de 5.205 ± 1.319 pg/ml (n = 4) y
5.663 ± 493 pg/ml (n = 3), en ovejas
control y ovariectomizadas respectiva-
mente. Al comparar los niveles de estrona
conjugada desde el dia 90 de gestacion
hasta el dia anterior al parto, al igual que
en el caso de estrona libre, no se observa-
ron diferencias significativas entre ambos
lotes de ovejas (F = 0,15; P < 0,1),
aunque si las habia dentro de cada grupo
(F = 6,.51; P < 0,025).

Discusion

La gestacion en la oveja puede mante-
nerse sin ovarios a partir del ultimo tercio 

de la misma (8). Segun los resultados
obtenidos, la contribucion ovarica parece
ser importante unicamente para mantener
elevados los niveles de progesterona hasta
aproximadamente el dia 100 de gestacion,
ya que su secrecion durante este periodo
puede ser sustituida por el tratamiento
con progestagenos. Posteriormente, este
papel seria asumido -por la placenta; si
bien en este experimento la concentracion
media de progesterona a lo largo de la
gestacion era mas baja en el lote de ovejas
ovariectomizadas que en el control (5, 8),
el patron de la curva en ambos lotes era
bastante parecido, lo que no coincide con
los autores antes citados.

Desde el dia 90 y hasta el dia 120 de
gestacion, los niveles de progesterona
tienden a igualarse entre ambos lotes. Las
observaciones histologicas de CATON et
al. (5), indican que hasta este momento,
la vascularizacion del ovario y la presen-
cia de celulas luteales se asemejan a las
condiciones de un cuerpo luteo activo, y
los presentes resultados senalan diferen
cias significativas entre ambos tratamien-
tos hasta el dia 120 de gestacion. Entre
los dias 120-130 de gestacion hay una
disminucion en los niveles de progeste
rona, que es mucho mas acusada en el
lote de ovejas control. Esto tambien esta
en concordancia con las observaciones de
CATON et al. (5) sobre una regresion
temprana del cuerpo luteo a partir del dia
120. Desde el dia 130 hasta 3-5 dias antes
del parto, hay una fuerte subida de los
niveles de progesterona, probablemente
de origen placentario, ya que aparece en
ambos lotes de ovejas. Por lo tanto, aun
que nuestros resultados apoyen la idea de
que la sintesis de progesterona ocurre ma-
yoritariamente en la placenta durante la
gestacion tardia (3, 24, 25), tambien su-
gieren que el ovario es una fuente conti-
nua de dicha hormona a lo largo de la
gestacion (5, 8). A esta misma conclusion
se ha llegado en otras especies como el
cobaya (2).

El hecho de que los niveles de estrona 
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libre y conjugada no fueran detectables en
plasma materno hasta pasado el primer
tercio de la gestacion, indican la ausencia
de contribucion ovarica para dichos es-
trogenos. Estas observaciones concuerdan
con resultados obtenidos en oveja (4),
vaca (20) y cabra (23). Hay que destacar
la aparicion de descargas episodicas de
ambas formas de estrona, especialmente
importantes 15-25 dias antes del parto.
Estas descargas tambien han sido aescri-
tas por otros autores (5, 27), aunque su
significado fisioldgico es desconocido.
Teniendo en cuenta que el aumento de
cortisol en el feto ocurre en los ultimos
20 dias de gestacion (7, 25), y que esta
hormona acelera la conversion de proges-
terona o precursores de esta a estrogenos
(13, 27), dichas descargas podrian estar
intimamente relacionadas con el descenso
en los niveles de progesterona observados
en ambos lotes hacia el dia 130 de gesta
cion, y ser un mecanismo de preparacion
temprana para el parto.

Los presentes resultados apoyan la idea
de que la estrona conjugada actuaria
como precursor de la estrona libre, ya
que las descargas episodicas de la forma
conjugada precedfan en el tiempo a las de
la forma libre. NATHANIELSZ et al. (13),
midiendo la concentracion de ambas hor-
monas en el lado fetal y materno de la
placenta, encontraron que al final de la
gestacion el cociente entre los niveles hor-
monales del feto y de la madre se incre-
mentaba para la estrona libre, mientras
que disminuia bruscamente para la es
trona conjugada. Ademas, se ha demos-
trado la existencia de una fuerte actividad
sulfoquinasa en el feto (21) y de una
actividad sulfatasa en el miometrio (22).
Por tanto, la estrona conjugada pasaria
desde el feto a los tejidos matemos bien
directamente, bien via circulacion ma-
terna, justificando la elevacion de su con
centracion en plasma periferico.

El repentino aumento en la concentra
cion de estrogenos puede actuar como
desencadenante del parto (24-26). Te

niendo en cuenta que la duracion de este
aumento es menor de 24 h y que la toma
de muestras era diaria, se considerd que la
comparacion estadistica entre los niveles
alcanzados en dicho punto carecia de sig-
nificacion biologica. Esta bien establecido
que los estrogenos, o mas concretamente
su forma bioldgicamente activa 17y3-es-
tradiol, son capaces de estimular la sinte-
sis de proteinas contractiles en el miome
trio, reducir el umbral excitatorio del
utero a agonistas de oxitocina y activar la
sintesis y secrecion de prostaglandinas, y
PORTER y LYE (18) demostraron que el
178-estradiol podia actuar directamente
sobre la contractibilidad uterina. No obs
tante, la accion de los estrogenos parece
ser dependiente de la caida brusca de los
niveles de progesterona al final de la ges-
tacion (24, 25). Se ha observado, por otra
parte, que altos niveles de progesterona
inhiben reversiblemente la actividad mio-
metrial en una accion no mediada por
prostaglandinas (12). Sin embargo, LIG
GINS et al. (9) encontraron que el parto
llego a termino en ovejas con altos niveles
de progesterona en el miometrio. Por
tanto, los estrogenos podrian : actuar
como serial para el parto, contrarrestando
el ambiente de dominancia de progeste
rona o facilitando la accion de otras hor-
monas como la oxitocina (1) o las prosta
glandinas (11).

Dado que la ovariectomia no afecto
significativamente los niveles de progeste
rona y estrogenos durante la ultima fase
de la gestacion, ni modified significativa
mente la duracion de la misma respecto a
la media de la raza (15), se puede concluir
que el ovario no tiene una actuacion di
recta sobre los mecanismos del parto en la
oveja. En los ultimos anos, algunos auto
res han prestado un especial interes a la
relaxina, hormona de naturaleza proteica,
que parece inhibir la actividad miometrial
en la oveja (17) y en la rata (16) por
antagonismo con la prostaglandina F2a.
Esta hormona solo es secretada por el
ovario en especies sin contribucion pla- 
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centaria de progesterona. En la oveja aun
no se ha localizado el lugar de sintesis de
relaxina, aunque si se ha observado que el
miometrio ovino es sensible a la relaxina
porcina (17). El hecho de que las ovejas
ovariectomizadas tengan un periodo de
gestacion similar a las ovejas no castradas,
sugiere que esta hormona podria sinteti-
zarse en glandulas del endometrio, como
se ha demostrado recientemente en el co-
baya (14).

Resumen

Se determinan los niveles de progesterona, es-
trona libre y conjugada en plasma periferico de
ovejas gestantes ovariectomizadas y testigos, con el
fin de estimar la contribucion ovarica a dichos nive
les hormonales. Los niveles de progesterona son
menores a lo largo de la gestacion en el grupo de
ovejas ovariectomizadas, aunque estas diferencias
solo son significativas hasta el dia 120 de gestacion.
Desde el di'a 130 hasta 3-5 dias preparto, se observa
un aumento en los niveles de esta hormona en
ambos lotes de ovejas, indicando una contribucion
placentaria de la misma. Las concentraciones de
estrona libre y conjugada sigtipn patrones muy simi-
lares y sus niveles no son significativamente diferen-
tes en los grupos estudiados. La estrona conjugada
precede en el tiempo y alcanza valores mas altos que
la estrona libre. Ambas hormonas aumentan brusca-
mente dos dias antes del parto, cayendo despues de
este. La ovariectomia no afecta a la duracion de la
gestacion, a los mecanismos del parto ni a la viabili-
dad de los fetos.

Palabras clave: Oveja, Ovariectomia, Gestacion,
Progesterona, Estrona libre, Estrona conjugada.
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