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1. Resumen

El objetivo del presente trabajo ha sido utilizar la melatonina exdgena en
combinacion con prostaglandinas F2a (PGF2a) en primavera para estudiar la
eficacia de dicha combinacién en la sincronizacion de celos en ovejas. Se
trabajo con 51 hembras y 4 machos de la raza Rasa Aragonesa. Las ovejas se
dividieron en tres grupos experimentales (n=17/grupo) en base a los
tratamientos recibidos, en un grupo se traté con melatonina (grupo M), en otro
se combiné melatonina con una uUnica inyeccion de PGF2a (grupo MP) y el
restante se dej6 como control (grupo C). Machos y hembras se mantuvieron
separados hasta el término de dichos tratamientos y luego se juntaron para las
cubriciones. Se tomaron muestras sanguineas de las hembras que fueron
procesadas para determinar las concentraciones de progesterona con el fin de
monitorear su estado reproductivo, dichas muestras se tomaron siete dias
antes de la introduccion de machos, el dia de la introduccion y a los siete dias
posteriores. Las concentraciones de progesterona evidenciaron que el 100% de
las ovejas presentaban actividad ciclica previa a la introduccion de machos.
Las hembras salieron en celo a partir del dia de introduccion de los machos
(dia 0) en el corral, mostrando el grupo MP una sincronia de sus celos los
primeros dias del periodo de cubricion, mostrando el dia 2 un 41% de los
individuos en celo y el dia 3 un 65%. Los otros dos grupos mostraron actividad
sexual creciente en el tiempo, cubriéndose en un lapso de 18 dias, hecho que
se puede adjudicar a que las hembras ya se encontraban ciclicas y a un
posible efecto de “simpatia”. En cuanto a la tasa de prefiez, diagnosticada por
ecografia, cabe destacar que fue baja (55%) y sin diferencias significativas
entre los grupos (MP: 59%, M: 53%, C: 53%), posiblemente por el alto nimero
de ovejas en celo en un corto periodo de tiempo que imposibilité a los machos
cubrir a todas y por otro lado a un efecto del stress al que se sometieron los

animales durante la experiencia.

En conclusion, la combinacion de implantes de melatonina y una Unica
inyeccion de PGF2a en primavera demostré una capacidad de sincronizar los
celos del grupo tratado, aunque sin alcanzar los valores habituales del clasico

tratamiento de PGF2a con doble inyeccién en 7-10 dias.

Resumen Manuel Agustin Silva 7
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1. Summary

The goal of this work was to use exogenous melatonin in combination with
PGF2a on spring, to study its efficacy in the oestrus sinchronization in sheep.
Fifty-one female and 4 male Rasa Aragonesa sheep were included in the study.
Ewes were divided in three experimental groups based on the treatment
received. One group was treated with melatonin, another was treated with
melatonin along with a single shot of PGF2a and the last one was the control
group. Rams and ewes were kept apart until the end of their treatment and were
put together for the breeding. Blood samples from the female were taken and
processed to establish the concentration of progesterone, in order to know their
reproductive status; these samples were collected seven days prior to the
introduction of males, the day of the introduction and seven days after the
introduction. Progesterone concentrations showed that 100% of the female
sheep had a cyclical activity before the introduction of the male sheep. Ewes
were in oestrus from the day of introduction of the male into the pen, and the
group treated with PGF2a showed oestrous sinchronization the first days of
breeding. On day 2, 41% of the individuals were in heat. The other two groups,
the one treated with melatonin and the control group, showed a fast and
growing sexual activity, which can be attributed to the fact that the female were
already in cyclic stage and to a likely effect of “sympathy”. Regarding the
pregnancy rate, it is worth noting that it was low (55%) and with no significant
differences among the groups (59% for the group treated with prostaglandine
and 53% in the other two). This was possibly due to the high number of sheep
in heat in a short period of time which prevented the male sheep to mate all of
them and the stress the animals were subjected throughout the whole

experience.

In conclusion, the combination of melatonin implants and a single shot of
PGF2a in spring showed the capability of sinchronizing the oestrus in the group
treated, although without reaching the usual figures of the traditional treated
with PGF2a and double shots within 7-10 days.

Summary Manuel Agustin Silva 8
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2. Introduccion

Desde tiempos remotos el hombre ha hecho uso de los animales por
diferentes motivos y propdsitos, desde transporte, alimentacion, vestimenta,
compafiia, etc. En el caso de la oveja (Ovis aries), el origen de su
domesticacion se encuentra en Oriente proximo, en el denominado creciente
fértil, una region histérica que se correspondia con parte de los territorios del
Antiguo Egipto, el Levante mediterraneo, Mesopotamia y Persia, areas que
actualmente pertenecen a territorios de Egipto, Israel, Cisjordania, la Franja de
Gaza, y Libano; amén de partes del rio Jordan, Siria, Irak, el sudeste de

Turquia y el sudoeste de Iran.

Las pruebas sefialan que la domesticacion tuvo lugar en torno al VI
milenio a. C. (Zohary et al., 1998). La mayoria de los estudios atribuyen el
origen silvestre de la especie al muflon asiatico (Ovis orientalis orientalis),
descartando asi otros congéneres como el argali (Ovis ammon) o el urial (Ovis
orientalis vignei) que se barajaban como posibles ancestros (Hiendleder et al.,
2002).

Con el correr del tiempo el ser humano conocié y aprendidé mdltiples
aspectos en los que respecta a domesticacion, manejo y entendimiento de los

animales, y la especie ovina fue de las méas estudiadas y utilizadas.

Por ejemplo, como en muchas otras ciencias, Aristoteles dedico
importantes investigaciones a la biologia, y sobre todo a la clasificacién y la
reproduccion animal, siendo el primero en describir el cuadruple estomago de
los rumiantes en el siglo IV AC. Segun la antigua opinién, probablemente de
origen oriental, al padre correspondia el papel principal en la procreacion, la
participacion de la madre consistia en asegurar albergue y nutricion al embrion,
y fue Aristoteles quién refutd el milenario error, y admitié la cooperacion mas o
menos igual de los padres en la procreacion, y proclamo que el semen no hace
mas que impulsar al évulo femenino a desarrollarse en el utero. Su doctrina
preparé asi la tesis del origen bigerminal de los animales superiores
(Aristoteles, 1994).

Este gran filésofo y cientifico griego ya era consciente de la estacionalidad

reproductiva de algunas especies, como la oveja y la yegua, y se habia

Introduccién Manuel Agustin Silva 9
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percatado de que los partos naturalmente se daban en primavera y que para
que ello tuviera lugar tales animales se emparejaban en una determinada

época del afio de acuerdo a la duracion de la gestacion.

Con el pasar del tiempo y gracias a numerosos investigadores se
concluyd que la oveja es una hembra con estacionalidad reproductiva,
mostrando dicha actividad durante los dias cortos del afio, es decir en otofio-
invierno. Esto es asi, por el motivo que ya habia predicho Aristoteles, que los
partos se concentren en primavera, momento en el cual la oferta de alimentos y
las condiciones ambientales son Optimas para la supervivencia de las crias.
Esta distribucion de la actividad durante el afio esté influida también por la edad
y la raza, y ademas, de mucha importancia, por la ubicacién geografica de los

animales.

Dicho patron estacional reproductivo lleva a marcados periodos de
alumbramiento, y si los animales son lecheros, a un patron estacional de

produccion de leche.

Siguiendo la ley de oferta y demanda, tal situaciéon causa una distribucion
estacional de los precios de carne y leche ovina, mas bajos cuando la oferta de
dichos productos es la méas alta, es decir durante finales de primavera y
comienzos de otofio, y viceversa, siendo altos en invierno y comienzos de

primavera.

La induccién de ciclos estrales fuera de la temporada reproductiva permite
salir de este patrén, logrando la reproduccion durante la primavera y partos en
el otofio, que resulta en la produccién de corderos y leche durante el invierno,
momento en el cual los precios estan en alza y las condiciones y oportunidades

de mercado favorecen la comercializacién, como en Navidad.

Con tales objetivos desde hace ya décadas se utilizan varios métodos de
control para la reproduccion. Entre estos hayamos la utilizacion de melatonina,
hormona secretada por la glandula pineal involucrada en la variacion
estacionaria de la actividad reproductiva, siendo secretada durante la noche
determinando una mayor actividad sexual en otofio-invierno, cuando las noches

son largas. Desde hace tiempo se emplean implantes subcutaneos liberadores

Introduccién Manuel Agustin Silva 10
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de melatonina que simulan noches largas en los animales, induciendo actividad

sexual en momentos del afio que normalmente no ocurriria.

2.1. Actividad Reproductiva en la Oveja

La especie ovina presenta una actividad reproductiva determinada por el
fotoperiodo, es decir, por la duracion del dia y de la noche y sus variaciones
durante el afio, siendo influida por lo tanto, por la latitud donde se encuentran
los animales y la época del afio, como asi también por la raza y la edad
(Ortavant et al., 1988; Arroyo et al., 2007) Las ovejas de razas europeas Yy
mantenidas en latitudes alejadas de la linea del Ecuador, presentan una mayor
actividad durante la época del afio en que el numero de horas de luz es menor,

por eso se dice que es una especie de “dias cortos”.

Asi, la temporada reproductiva se trata de una sucesion de ciclos estrales,
gue generalmente, y con variaciones debidas a la latitud, comienzan a finales
de verano o principios de otofio, en respuesta a la reduccion de la duracién del
dia, finalizando a finales del invierno o principios de primavera. Por su parte, el
periodo de anoestro se extiende desde finales de invierno o principios de
primavera hasta principios o mediados de verano, existiendo un periodo de

transicion entre la época reproductiva y el anoestro.

El proposito natural de este fendmeno es que los corderos nazcan en el
momento MAs propicio para su supervivencia, es decir durante la primavera,
periodo del afio en el que la oferta forrajera y las buenas condiciones climaticas

lo hacen posible (Figura 1).

Introduccién Manuel Agustin Silva 11
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Figura 1. Epocas de reproduccién y de partos en diferentes especies domésticas y en sus
antecesores salvajes (Ortavant et al., 1985).Adaptado en Abecia y Forcada, 2010
Cuanto mas nos acercamos a la linea ecuatorial, el efecto de la
estacionalidad se ve reducido, ya que la duracion de las horas de luz y

oscuridad llegan a igualarse (Carles y Kipngeno, 1986; Eloy et al., 1990).

El fotoperiodo tiene un efecto fisiolégico a nivel del eje hipofisis-
hipotalamo-gonadal, a través de una hormona llamada melatonina (N-acetil-5-
metoxitriptamina), que es secretada por la glandula pineal localizada en el
diencéfalo. La melatonina es secretada durante los momentos de ausencia de
luz y uno de sus efectos es regir la secrecion de GnRH (Hormona Liberadora
de Gonadotrofinas) desde el hipotalamo, que en el caso de la oveja al tratarse

de una especia de “dias cortos”, potencia la misma (Figura 2).

La GnRH estimula la liberacion de las hormonas gonadotrépicas desde la
adenohipofisis (Goodman et al., 2002), involucradas en el control del ciclo
estral, que en las ovejas tiene un duracion de 16-18 dias (promedio: 17)
(Marshall, 1904), y consta de una fase folicular o estrogénica y una luteal o

progestacional.

La fase luteal tiene una duracion aproximada de 14 dias (Goodman y
Inskeep, 2006) y se caracteriza por la presencia de uno o mas cuerpos luteos

en crecimiento 0 regresion que secretan progesterona, encargada del

Introduccién Manuel Agustin Silva 12
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mantenimiento de la gestacion en caso de quedar la hembra prefiada (Hansel y
Convey, 1983). En el caso de no efectuarse la fecundacion este/os cuerpo/s
lateo/s sufren una lisis mediada por una prostaglandina secretada por el Utero,
llamada PGF2a (Bartlewsky et al., 1999).

La fase folicular se caracteriza por la presencia de uno o mas foliculos en
crecimiento continuo, los cuales secretan altos niveles de estradiol-17 (E2-17
B) e inhibina, los elevados niveles de los primeros son los responsables de la
conducta de receptividad sexual (Gore-Langton y Armstrong, 1994), y el celo,

gue tiene una duracion de entre 10 a 53 horas (Navarro y Torres, 1985).

Los estrégenos y la progesterona regulan la secrecion de GnRH y de las
gonadotropinas. Asimismo existen otras hormonas y factores de crecimiento,
tales como foliculostatina, activina, inhibina y factor de crecimiento similar a la
insulina (IGF) implicados tanto en el control de la liberacion de las

gonadotropinas y del crecimiento y desarrollo folicular y la ovulacién.

FOTOPERIODO
Drias cortos
%8

[ 6L. PINEAL J'

ﬂﬁﬁg
© [ HIPOTALAMO | e
QEHRH
&

.t [ HIPOFISIS | (=]

FoH LH
1

ESTROGENDS PROGESTEROM A

Falicula

preovulatorio Cuerpo l0ten

Figura 2. Influencia del fotoperiodo y eventos hormonales del ciclo estral en la oveja.
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El crecimiento y desarrollo folicular se produce en oleadas u ondas, que
varian de 2 a 4 en cada ciclo (Ginther et al., 1995; Leyva et al., 1998) y que,
estdn compuestas por 3 etapas: reclutamiento, seleccion y dominancia
(Goodman y Hodgen, 1983). El reclutamiento corresponde a la respuesta de un
grupo de foliculos a las gonadotropinas para iniciar su desarrollo; la seleccion,
como su nombre indica, pretende seleccionar algunos de estos foliculos
reclutados para continuar su crecimiento hasta estadios preovulatorios, y la
dominancia es la etapa en la cual un foliculo, llamado foliculo dominante,
adquiere caracteristicas morfoldgicas y funcionales que le permiten incrementar
su propio crecimiento e inhibir el de los demas que terminardn en atresia,
siendo él el destinado a ovular y posteriormente a transformarse en el cuerpo
liteo. Estos fendmenos de crecimiento y desarrollo folicular se conocen como
Dindmica Folicular, y estdn determinados por la accién de las gonadotropinas
(Figura 3).

Fase lOtea Fase folicular
T T

Atresia

o
Cwulacion

~ " M o
: T R
|
0 Primera oleada de Segunda oleada de Tercera oleada de 17
desarrollo folicular desarrollo folicular desarrollo folicular

Dias del ciclo estral

Figura 3. Dindmica folicular durante el ciclo estral en la oveja. En la fase luteal existen foliculos
en desarrollo, los cuales sufren atresia. Los foliculos en desarrollo durante esta etapa secretan
estradiol, sin embargo la P4 inhibe la secrecion pulsétil de LH e impide la maduracion de dichos
foliculos y la ovulacion. En la fase folicular, cuan la concentracion de P4 disminuye, el estradiol
estimula la secrecion pulsatil de LH y se ejerce un feed-back positivo, que favorece la

maduracion folicular y la ovulacion.
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2.2 Control del ciclo estral
Para controlar el ciclo estral ovino, el ser humano se vale tanto de
métodos farmacolégicos como no farmacoldgicos, que se basan en el uso 0 no

de hormonas para modificar la actividad sexual de las hembras.

2.2.1 Métodos no farmacoldgicos de control sexual
Estos métodos que no contemplan el uso de hormonas, se basan en
modificaciones fisiolégicas mediante la manipulacién del ambiente y el entorno

social de los animales.

2.2.1.1 “Efecto Macho”

Esta técnica consiste en la induccién de la ovulacion en ovejas que se

encuentran en anoestro mediante contacto con un macho activo sexualmente.

Alrededor de 60 afios atras se reportd por primera vez la capacidad de los
machos para adelantar la ovulacién en ovejas en anoestro que hayan estado
aisladas de los moruecos (Shelton, 1960), pero en realidad ya en el siglo 19 se
conocia tal efecto (Girard, 1813).

El hecho de ser barato, de facil aplicacién y de no tener los problemas de
los métodos hormonales en lo que concierne a residuos en el organismo, lo

hace ventajoso sobre éstos.

El efecto macho se fundamenta en la interaccién social entre machos y
hembras. Si bien se sabe que las interacciones entre machos y entre hembras
también tienen efectos reproductivos, como ser el “efecto hembra” que logra los
celos por simpatia (Hutlet et al., 1964; Price et al., 1988; Muir et al., 1989;
Zarco et al., 1995; Sanford et al., 1974), el “efecto macho” es el mas estudiado
debido a sus mayores beneficios reproductivos y econdmicos. La exposicién
de hembras a machos puede inducir un efecto cronico o agudo en la fisiologia
reproductiva de las mismas (Rosa and Bryant, 2002). En el primer caso, la
presencia continua de un macho puede cambiar el momento del inicio y el final
de la temporada reproductiva y la duracién del estro en hembras adultas, como
asi también adelantar la pubertad en las corderas. Se vio que la presencia de

machos vasectomizados durante la temporada reproductiva, logro retrasar
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alrededor de 3 semanas el final de la misma y adelantar el inicio de la
siguiente, acortando el periodo de anoestro alrededor de dos meses (Donovan
et al. 1991). Sunderland (1990) estudio el efecto de la presencia de machos
durante todo el afio y pudo ver que la fecha de finalizacion de la temporada

reproductiva se retrasaba alrededor de seis meses.

Sin embargo, las ventajas de la presencia continua de machos en el
rebafio desaparece en la practica debido a que las hembras tardan més en ser
cubiertas que las hembras aisladas, que son estimuladas por la introduccién
espontanea de los moruecos en el anoestro tardio (Notter, 1989), y esto se
debe a que las hembras muestren un periodo de receptividad sexual mas corto
a los machos cuando se encuentran en permanente contacto con los mismos
gue en los casos de contacto espontaneo y ocasional (Parsons and Hunter,
1967; Fletcher and Lindsay, 1971). Esto se evidencio a través del trabajo de
Lindsay (1975), donde vio que la presencia continua de machos en el proestro
y estro adelanta la ovulacion hacia el inicio del estro, debido a un anticipo del

pico preovulatorio de LH.

En las corderas la presencia continua de machos retrasa la primera
ovulacién alrededor de 2 meses, comparadas con corderas aisladas (Al-Mauly
et al., 1991).

El efecto agudo causado por el contacto de las ovejas con los machos es
el que se conoce como el “efecto macho”. Se caracteriza por una rapida
respuesta de las ovejas a la exposicion espontanea con los moruecos, que
inicia eventos endocrinos que llevan a la ovulacion dentro de las 50 horas post
contacto (Martin et al., 1986). Esta respuesta se ha visto tanto en el anoestro
estacional como en el lactacional y el prepuberal (Mauléon and Dauzier, 1965;
Poindron et al., 1980).

Para que el efecto macho se consiga es necesario que exista un
aislamiento entre sexos previo y que las hembras se encuentren en anoestro
(Underwood et al., 1994; Schinckel, 1954)

2.2.1.1.1. Aislamiento entre sexos
Esta es una condicién absolutamente necesaria (Martin et al., 1986) y su

duracion es algo discutida ya que se habla de entre 2 y 6 semanas como
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minimo, existiendo factores que afecten dicho plazo, como son la edad, la raza,
el periodo del afio, la ubicacion geogréfica, etc. (Rosa and Bryant, 2002). En

lineas generales se acepta que 4 semanas de aislamiento es suficiente.

Es de importancia destacar que durante este periodo, en las granjas que
cuentan con machos cabrios, estos también deben estar separados de las
ovejas, ya que tienen la capacidad de generar un estimulo sexual en las
mismas (Knight et al., 1983).

El aislamiento debe ser completo, es decir, fisico, olfativo y auditivo, por lo
tanto es de suma importancia que machos y hembras se encuentren separados
por una distancia que no permita la visualizacion, olfaccion y audicion de los

machos por parte de las hembras (Martin et al., 1986).

Cabe decir que algunos autores sugieren que el aislamiento no es del
todo necesario, hablando de horas o incluso de la no necesidad de aislar
machos y hembras, cuando los machos son nuevos (Delgadillo et al., 2009,
Cohen-Tannoud;ji,1987; Hawken and Beard, 2009; Cushwa et al.,1992; Pearce
and Oldham, 1988; Cohen-Tannoudji and Signoret, 1987).

2.2.1.1.2. Las hembras deben encontrarse en el periodo de anoestro.

Desde que se iniciaron los estudios del “efecto macho” se consider6
necesario que las hembras se encuentren sin ciclar, es decir sin el bloqueo de
su eje hipotalamico-hipofisario-gonadal regido por la progesterona que se ve

durante la fase luteal del ciclo estral.

Sin embargo, Delgadillo et al. (2009), en una revisién exhaustiva del tema,
postuld que los machos tienen la capacidad de producir efectos en el eje
reproductivo de la hembra, logrando estimular la secrecion de LH y alterar la
distribucion de los estros. Ya se mencioné también que la presencia continua
de los machos alarga la temporada reproductiva, anticipando su comienzo y
retrasando su finalizacion, sin embargo el término “efecto macho” no incluye

esta variante.

2.2.1.1.3. Los machos
El macho brinda un estimulo a la hembra que esta compuesto por dos

componentes, uno quimico-fisico, y otro social.
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La capacidad del macho para estimular es androgeno-dependiente, y
estos androgenos son los que estimulan la produccion de feromonas, que son
un componente de las secreciones de las glandulas sebaceas y odoriferas
(Abecia y Forcada, 2010). Asimismo, estos androgenos son los responsables
del comportamiento de los moruecos ante una hembra, que es otro

componente fundamental para estimular a las mismas.

Debemos saber que entre los machos, podemos encontrar algunos mas
activos sexualmente que otros, y por tal motivo con mayor o menor capacidad

de estimular la ovulacién en las hembras.

Hay moruecos que brindan un mayor estimulo tanto por su produccién de
feromonas como por su comportamiento, asimismo cabe destacar que la
inclinacién sexual de los machos es determinante, ya que existen animales que

son menos atraidos por las hembras (Haynes and Haresign, 1987).

La edad, la raza y la experiencia sexual son factores muy importantes a la
hora de elegir los machos. La edad se relaciona con la produccién de
feromonas, sabiendo que los machos mas viejos tienen una mayor produccion

de las mismas en comparacion con los jévenes.

La estacion reproductiva es otro factor que influye en el “efecto macho”,
esto pudo verse en trabajos en los que los machos fueron tratados con
melatonina fuera de la estacion reproductiva y demostraron mayor capacidad

para estimular a las ovejas (Rosa et al., 2000).

El hecho de que sean machos conocidos por las ovejas 0 no, también
tiene relacion con la respuesta buscada ya que las hembras tienen la
capacidad de aprender y recordar la identidad de los moruecos. Por esta razén
los machos nuevos en el rebafio muchas veces tienen mayor capacidad de
estimulo que los machos con los que las ovejas estan familiarizadas. Esto
también se ve en el caso de ovejas ciclicas durante la temporada reproductiva
cuando los machos son remplazados cada 17 dias evidenciando cambios en la

distribucion de los estros (Hawken et al., 2007).

El contacto fisico es fundamental, implicando al sentido de la vista y
también el olfato, esto se puede verificar en el trabajo de Pearce y Oldham

(1990) en el que se separaron animales de ambos sexos mediante una valla y
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por otro lado las hembras eran o no estimuladas por una mascara dispuesta en

los ollares conteniendo o no lana de morueco.

En cuanto al nimero de moruecos, una relacion macho-hembra de 1:15-

1:20 es necesaria para lograr un éxito en cubriciones (Abecia y Forcada, 2010).

2.2.1.1.4. Las hembras
Ya se mencion6 que las hembras deben estar aisladas de los machos y
deben encontrarse en anoestro para que el “efecto macho” brinde una

respuesta adecuada.

2.2.1.1.5. Respuesta endocrina a la introduccion de machos

Al introducir los machos en el rebafio, la primera respuesta endocrina de
la oveja es un incremento en la secrecion basal de LH en 10-20 minutos, que
se caracteriza por un aumento en la frecuencia de pulsos con una disminucion
en la amplitud de los mismos (Martin et al., 1980a, 1986; Poindron et al., 1980).
Este patron de secrecidon es seguido por un pico preovulatorio de esta hormona
que se da entre 6 a 52 horas (media de 27 horas) (Abecia y Forcada, 2010)
después de la introduccion de los moruecos. Existen dos posibles vias por las
que la sefial feromonal se convierte en hormonal, ya sea a través de la
percepcion de las feromonas por el 6rgano vomeronasal o por la mucosa

olfatoria para transmitir dicha sefial hasta el hipotalamo.

En contraste con la LH, la secrecion de FSH se mantiene sin variacion
(Martin et al., 1980a, b) o tiende a disminuir y mantenerse baja (Atkinson y
Williamson, 1985).

Es de importancia que el estimulo de los machos sea duradero para que
la respuesta endocrina se mantenga. Aunque la secrecion de LH se incremente
a los pocos minutos de la introduccion de los machos, dicha secrecion es alta
solo durante el periodo en que los machos estan presentes (Pearce and
Oldham, 1984), y es necesaria que la concentracion de dicha hormona sea
sostenida para que los eventos preovulatorios tengan lugar. Por tal motivo, es
un requisito que los machos deban estar presentes por un periodo considerable
gue permita esto. Lo que se traduce en que los moruecos sean mantenidos con
las ovejas hasta la ovulacién de las mismas (Oldham and Cognie, 1980;

Signoret et al., 1982; Murtagh et al., 1984; Folch, 1990). Asimismo la presencia
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de los machos es necesaria aun después de la primera ovulacion, para
mantener ciclos ovulatorios (Rosa et al.,, 2002), por eso se recomienda la

permanencia de los mismos durante 45 dias como minimo.

2.2.1.1.6. Tipos de Respuesta

La respuesta de las ovejas a la introduccion de los machos es diferente
de acuerdo a si estas se encuentran en actividad sexual o no. Si bien, como se
dijo, el efecto macho se realiza en la temporada de anestro, siempre en los
rebafios encontraremos hembras que se encuentran ciclicas y la cantidad de
las mismas depende de varios factores, entre ellos la raza, el mes del afo y la

condicién corporal (Abecia y Forcada, 2010).

La introduccion de los machos no afecta el status hormonal de estas
hembras. Por tal motivo, durante los primeros 17 dias tras el contacto de los
machos con las ovejas, se da una serie de ovulaciones en goteo que

corresponden a estas hembras.

Las ovejas anoéstricas, que son el objeto del “efecto macho”, son las que
van a modificar su campo hormonal como se describié previamente. En estas

se encuentran dos tipos de respuestas:

v" Ovejas que responden a la introduccion de machos desencadenando un

ciclo estral normal (de 17 dias) (Figura 4).

v" Ovejas que responden a la introduccién de machos desencadenando un

ciclo estral corto (Figura 5).
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2.2.1.1.6.1. Ovejas con ciclo normal:

Introduccion de machos

v

Aumento en la frecuencia de pulsos de LH

<

Descarga preovulatoria de LH (a las 24 hs aprox.)

<=
selp 02-8}

Ovulacién Silente (Sin celo)

<

Ciclo estral de duracion Normal (17 dias) (sin cubricion)

v

Nueva Ovulacioén (con celo y cubricion)

Figura 4. Respuesta de ovejas a la introduccién de machos desencadenando un ciclo estral
normal (17 dias).
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2.2.1.1.6.2 Ovejas con ciclo corto:

Introduccion de machos

v

Aumento en la frecuencia de pulsos de LH

<

Descarga preovulatoria de LH (a las 24 hs aprox.)

<

Ovulacion Silente (Sin celo y de mala calidad luteal)

<

Niveles bajos de Progesterona y de menor duracién

selp 9¢-9¢

<=

Ciclo estral de corta duracién (8 dias)

<

Ovulacién Silente

<

Ciclo estral de duracion normal (17 dias)

v

Nueva Ovulacién (con celo y cubricion)

Figura 5. Respuesta de ovejas a la introducciéon de machos desencadenando un ciclo estral

corto.

2.2.1.1.7. Combinacion con otros tratamientos
Se ha demostrado que el efecto macho puede combinarse con los
tratamientos hormonales mejorando la estimulacién del pico preovulatorio de

LH y la ovulacién, y con esto la sincronizacion de los celos.

Si bien el “efecto macho” es utilizado en la etapa de anoestro, ya se
mencion0 que la presencia de machos tiene efectos sobre la actividad

reproductiva de las hembras alun en temporada reproductiva, como asi también
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en ovejas tratadas con progestagenos (Evans et al.,, 2004), prostaglandinas

(Contreras-Solis et al, 2009) y melatonina (Palacin et al., 2011).

2.2.1.2. Control de laluz

Como se dijo con anterioridad, la oveja es una hembra que presenta una
estacion reproductiva durante los dias cortos del afio. Su actividad reproductiva
se dispara cuando la duracién de la luz diurna decrece, es decir a finales de
verano y comienzos de otoiio (Abecia y Forcada, 2010).

El cambio en la duracion del dia desde dias largos a dias cortos inicia el
estro en las ovejas y teniendo en cuenta esto se puede pensar que modificando
la duracién del dia es posible inducir la ovulacién fuera de la temporada
reproductiva (Kennedy, 2008, Chemineau, 1992).

Para llevar a cabo dicho propdsito es necesario crear una situacion para
controlar la iluminacion que percibe el animal, donde dias largos sean seguidos
por dias cortos previos al inicio de la monta fuera de estacion reproductiva, que
es el objetivo del método en cuestién (Kennedy, 2008)

Si bien existen diferencias entre razas en respuesta a la luz, si el
programa de manipulacion luminica se realiza rigurosamente la mayoria
respondera, de hecho es posible alargar la estacion reproductiva en las razas

que presentan un periodo natural corto de apareamiento.

2.2.1.2.1. Protocolo de uso

El programa méas recomendado deberia ser llevado a cabo exponiendo a
las ovejas a dias largos durante 8-12 semanas y luego a dias cortos durante el
mismo periodo de tiempo antes de la monta. Los machos también deben
someterse a tratamiento de luz de igual modo que a las ovejas, de esta manera
se logra un mayor crecimiento testicular, actividad de monta y calidad seminal
(Kennedy, 2008).

Hay varios factores a tener en cuenta para el buen manejo del sistema:

v La diferencia de iluminacién entre dias largos y dias cortos debe ser de
6-8 horas. Los flashes de luz o cualquier tipo de contaminacion luminica

pueden alterar la percepcion de oscuridad por parte de la oveja.
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v' Se requiere un minimo de 100 lux como luz diurna y menos de 10 lux

para el periodo de oscuridad.

v' El comienzo de la monta dependera de la raza y la época del afio, pero
como minimo se debe someter a las hembras a 8 semanas de

tratamiento bajo dias cortos.

v Se debe finalizar el periodo de dias cortos tan pronto como los machos

son separados de las ovejas.

Las ovejas bajo este sistema de control reproductivo pueden exhibir mas
de un ciclo estral similar a las hembras en estacion reproductiva (Chemineau,
1992) y si el protocolo es rigurosamente llevado a cabo pueden verse tasas de

concepcidn mayores a 80% (Kennedy, 2008).

Si bien este método puede dar muy buenos resultados, hay que tener en
cuenta que presenta varias desventajas. En primer lugar los animales deben
mantenerse en confinamiento total y se debe contar con un sistema adaptado
para el control de la luz no solo en duracion de la misma sino también en
intensidad. Todo esto incrementa los costos de manejo ademas de restringir las

opciones de alimentacion.

Lo mas importante a tener en cuenta a la hora de decidir realizar un
control de la luz es llevarlo a cabo de la mejor manera posible para asegurar su
éxito, ya que las ovejas que no logren cubrirse mediante dicho método entraran
en estro el siguiente otofio de 8-12 semanas mas tarde de lo usual (Kennedy,
2008).

2.2.2. Métodos Farmacolégicos

La utilizacion de hormonas para el manejo reproductivo en los animales
fue implementada desde hace varias décadas. Conociendo concienzudamente
la fisiologia y el control endocrino del ciclo, es posible modificar dichos
fendmenos en las hembras. Entre las ventajas de estos métodos cabe destacar
que facilitan la sincronizacioén de celos y el uso de la inseminacion artificial (1.A.)
debido a la dificultad que la deteccidon de celos presente en esta especie, y con

ello también la implementacion de la transferencia de embriones (T.E).
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Esto permite controlar los partos y obtener corderos mas uniformes.
Asimismo, el uso de hormonas permite adelantar el primer celo en corderas,
adelantando asi la pubertad y la actividad reproductiva. La desventaja radica en
las restricciones de algunos paises en su uso, debido a los residuos de dichas

hormonas que permanecen en los animales.

2.2.2.1. Melatonina

Esta molécula fue descubierta en 1958 en la Universidad de Yale,
Estados Unidos (Lerner et al., 1958), se sabe que es producida principalmente
por una glandula situada en el encéfalo, llamada glandula pineal, aunque hay
cierta evidencia de que también puede ser sintetizada en otros lugares del
organismo como la retina, timo, epitelio respiratorio, médula ésea y otros
(Carpentieri et al., 2012; Lerner et al., 1959; Pandi-Perumal, 2006). Sin
embargo su produccion en forma ritmica solo se produce en la glandula pineal

y la retina (Cassone et al., 1997).

Interviene en diversos aspectos en la fisiologia, y su estudio se concentrd
sobre todo en medicina humana, donde se sabe que es la encargada de
regular el ritmo circadiano y los biorritmos estacionales como sus efectos mas
importantes. Pero asi también se la liga con la inmunomodulacion, como
antioxidante (Tan et al., 2005; Reiter et al., 2005), adaptacion al stress, control
del peso corporal y del crecimiento tumoral, entre otros (Dubocovich et al.,
2003).

En los animales su estudio se situ6 fundamentalmente en torno a sus
efectos reproductivos, es decir, el control que ejerce sobre la actividad

reproductiva de ciertas especies.

2.2.2.1.1. Quimica, secrecion y metabolismo

Quimicamente se trata de una indolamina que contiene dos grupos
funcionales, importantes para su unidn con el receptor y también por la
capacidad que le dan a la molécula para entrar en cualquier célula,
compartimento o fluido corporal. Se trata de una molécula muy soluble en
lipidos, capaz de pasar facilmente por difusion desde la circulacion hacia

cualquier otro fluido o a las células. En sangre, el 70% de la melatonina se
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encuentra unido a albuminas y el restante 30% difunde a los tejidos

circundantes (Hardeland et al., 2006).

Se sintetiza a partir del aminoacido triptéfano, que mediante hidroxilacion
y descarboxilacion es convertido en serotonina. Después, una enzima llamada
N-acetiltransferasa (AANAT) convierte la serotonina en N-acetilserotonina
(NAS), y la hidroxindol-O-metiltransferasa (HIOMT) se encarga de la
conversion de NAS en MEL. El ciclo de luz-oscuridad es el encargado de
regular dicha sintesis, actuando a través de la activacion neural del hipotdlamo
por medio de axones provenientes de la retina. Asimismo el nucleo
supraquiasmatico del hipotalamo se encuentra conectado con la glandula
pineal por medio de neuronas simpaticas y de este modo transmite la

informacion a dicha glandula (Carpentieri et al., 2012) (Figura 6).

INFORMACION NUCLEOS SUPRA- GANGLIOS
FOTOPERIODICA ™ RETINA ™ o o sMATICOS ™ CERVICALES

— / SUPERIORES
‘::_ ~

GLANDULA N _—
PINEAL euronas simpaticas

& : Sintesis melatonina: postganglionares
. —== - en pinealocitos, a partir del triptéfano

- se libera rdpidamente, no se almacena

Sangr'e

nerviosa c | — Prote; kmasaC
NA-érgica Na |B AMPc d

| NAT

Adenil-
Terminacién a'c'dmATp 5-hidrox

Inicio ?
noche
PINEALOCITO GG

Vena galena }

Figura 6. Sintesis de melatonina en la glandula Pineal a partir del estimulo luminoso (Abecia y
Forcada, 2010)

Los niveles plasméticos de melatonina en la oveja son basales durante el

dia, de manera que inmediatamente tras el inicio de la noche, al cabo de 10
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minutos aproximadamente, se elevan hasta alcanzar concentraciones entre
100-500 pg/ml (Abecia et al., 2002). A su vez es rdpidamente metabolizada en
6-hidroxi-melatonina por el higado, siendo excretada por orina en forma
sulfatada; por tanto, sus niveles vuelven a ser basales al salir el sol. Los niveles
nocturnos son variables entre animales, y dicha variabilidad se basa en
diferencias en su sintesis, en general en funcion del tamafio de glandula pineal,
pero no en su metabolismo (Zarazaga et al., 1998). Estos fenémenos
determinan que el perfil de secrecion de melatonina en periodos de 24 horas
sea largo en invierno y corto en verano, de manera que la evolucién de la
duracion del mismo a lo largo del afio informa a la oveja del fotoperiodo

existente.

Sin embargo los mecanismos por los cuales dicho fotoperiodo regula la
actividad reproductiva en el ganado ovino son complejos y van mas alla del de
pensar en un papel estimulador durante los dias cortos o decrecientes y un
papel inhibidor durante los dias largos o crecientes. De este modo, cuando las
ovejas son mantenidas a un régimen constante de dias largos o cortos durante
varios afios, continian mostrando una alternancia entre periodos de actividad
sexual y de anestro (Ducker et al.,, 1973; Karsch et al., 1989), no estando
dichos periodos sincronizados ni entre animales, ni en relacion al fotoperiodo
natural. Es por ello que se considera que la oveja tiene un ritmo enddégeno de
reproduccion, de manera que el papel de las variaciones anuales del
fotoperiodo es la sincronizacion del citado ritmo a un espacio temporal de un
ano (Malpaux et al., 1989), alternando a lo largo del mismo periodos de

actividad reproductiva y de anestro.

2.2.2.1.2. Mecanismo de accion y efectos fisioldgicos

La MEL tiene la capacidad de estimular la sintesis de GnRH, y por eso se
dice que en esta especie tiene un papel progonadotropico (Karsch et al., 1984;
Yeates, 1949). El lugar y el mecanismo de accion de dicha hormona para el
control de la secrecion de GnRH han sido objeto de estudios intensivos durante

las Ultimas décadas.

Se sabe que cambios en la duracion de la secrecion de MEL constituye
una sefal que permite controlar la secrecién de gonadotropinas hipofisarias, y

asi una larga duracién de dicha secrecion estimula la secrecion de estas
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altimas y una corta duracion tiene un efecto inhibitorio. En numerosos estudios
en los cuales animales en anestro fueron tratados con melatonina, se pudo ver
que altos niveles de la misma llevaron a la activacion del eje hipotalamo-
hipofisario y asi a la secrecion de GnRH y LH (Misztal et al., 2002; Arendt et
al., 1983; Bertrand et al., 1998; Karsch et al., 1984). Asimismo se pudo ver que
la activacion de este sistema en hembras en anestro llevandolas al inicio de la
actividad sexual requiere de varias semanas de exposicidn a concentraciones

elevadas de melatonina (Legan et al., 1977).

Al parecer su actividad principal se ejerce a nivel hipotalamico,
modificando la frecuencia de liberacion de GnRH, con lo que paralelamente
implica a la liberacién de LH hipofisaria. No obstante, su mecanismo concreto
de accion a nivel del sistema nervioso central no esta totalmente determinado,
pues la mayor actividad de microimplantes de melatonina colocados en
diferentes lugares hipotalamicos parece tener lugar en el hipotdlamo medio-
basal (Malpaux et al., 1993), una zona de baja densidad de receptores y donde

se ubican Unicamente el 15% de las neuronas GnRH.

Estas y otras evidencias sugieren que la accién de la melatonina sobre las
neuronas productoras de GnRH es indirecta, de manera que se ponen en juego
otras neuronas y neuromediadores. Asi, algunos estudios indican que un
componente importante del efecto estimulador de la melatonina en la liberacién
de GnRH (y por tanto de LH) parece ser la reducciéon de la sintesis de
dopamina, a través de la reduccién de la actividad de la enzima tirosina
hidroxilasa en la eminencia media, que es la encargada de catalizar la
conversiéon del aminoacido L-tirosina a dihidroxifenilalanina (DOPA), precursor
de la dopamina (Viguié et al., 1997; Malpaux et al., 1997). De este modo, el
sistema dopaminérgico parece implicado en la inhibicion de la liberacion de LH
durante el anestro estacionario, accion mediada por el estradiol-173 (Le Corre
and Chemineau, 1993; Forcada et al., 1997), especialmente al inicio del mismo

incluso en razas de reducida estacionalidad sexual (Forcada et al., 1997).

Numerosos estudios citan efectos de la MEL a nivel ovéarico, demostrando
que podria reducir la atresia folicular e incrementar el crecimiento de los
foliculos (Bister et al., 1999); asimismo también actia sobre el cuerpo luteo,

incrementando la produccién de progesterona (Beard et al., 1994; Wallace et
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al., 1988), ademas se piensa que podria tener influencia sobre la viabilidad

embrionaria tanto in vivo como in vitro (Naitana et al., 1995; Abecia et al. 2001).

A nivel de los machos, por la evidencia obtenida en diversos estudios en
los cuales se trataron animales con MEL, se concluyé que tiene un efecto
estimulante en la secrecion de LH y del tamafo testicular (Webster et al.,
1991).

2.2.2.1.3. Protocolo de uso

El tratamiento para el control de la actividad sexual tanto en ovino, como
en caprinos, se realiza mediante la colocacion de implantes subcutaneos,
aunque también se dispuso de formas orales e intramusculares pero que por

motivos practicos no se utilizan en la actualidad.

Los implantes estan disponibles comercialmente desde la década de los
90s en varios paises de Europa y también en otros continentes, sobre todo en
Oceania, pero por el contrario, no estan disponibles en los Estados Unidos.

Estos han sido empleados para anticipar la temporada reproductiva en
animales en anestro. Estos implantes tienen la capacidad de liberar la hormona
durante tiempo prolongado asegurando concentraciones altas de la misma las
24 horas del dia (Malpaux et al., 1997).

Dichos implantes tienen un tamafio de 2x4 mm y contienen 18 mg de
melatonina y estan disefiados para mantener altas concentraciones en sangre
durante por lo menos 60 dias, aunque contintan liberando la hormona por més
de 100 dias (Forcada et al., 2002). Tales concentraciones se mantienen

durante el dia por encima de 100 pg/ml (Forcada et al., 1995).

Como primera medida para comenzar el tratamiento, machos y hembras
deben estar separados, de igual forma que en el “efecto macho”. El protocolo
contempla la aplicacion de un implante a las hembras y tres en el caso de los

machos.

Cuarenta dias después de la implantacion en las hembras, los animales
son reunidos, y cabe destacar que es de importancia vital respetar estos
tiempos para dar el tiempo a las hembras para responder a la sensacionl
fotoperiodica inducida por el tratamiento (Nowak and Rodway, 1985; Viguié et

al., 1995). Tras la introduccion de los machos, las hembras comienzan a
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mostrar celos, mostrando un pico alrededor del dia 20, seguido de otro 5 dias
mas tarde (Martin et al., 1999).

El momento en el que se realiza el tratamiento es muy importante para
garantizar la eficacia del mismo. Los implantes insertados alrededor del
solsticio de verano han sido ampliamente utilizados para anticipar la estacion
reproductiva en ovejas que se encuentran en latitudes mas al norte de 45°N o
mas al sur de 45°S (McMillan and Sealey,1989; Haresign et al., 1990). Los
animales ubicados en latitudes mas al sur que 40°N o mas al norte que 40°S
tienen su comienzo de la estacion reproductiva mas temprano que los
anteriormente citados (Martin et al., 1999). En estas éareas, los implantes
pueden ser aplicados alrededor del equinoccio de primavera (Chemineau et al.,
1996). Légicamente, la necesidad del uso de melatonina en latitudes entre
20°N y 20°S es limitada, ya que las ovejas situadas entre dichas latitudes

tienen un patron de actividad reproductiva a lo largo de todo el afio.

El tratamiento con melatonina es ventajoso en sistemas de produccion

extensivos ya que requiere de menor mano de obra que los otros protocolos.

Entre los factores que pueden influir en la efectividad del tratamiento
tenemos, el momento en el que se realiza el mismo, el sistema de produccién y
el estado fisiologico del animal. Estos factores fueron evaluados en variedad de
estudios. Si bien el protocolo comercial sugiere que los implantes sean
colocados alrededor de 45 dias post-parto, se vio mejores resultados cuando

fueron insertados en el momento del parto (Abecia et al., 2002).

Asimismo algunos estudios demuestran que la eficacia del tratamiento
puede ser mayor cuando los animales se encuentran privados de buena

alimentacion (Arrébola et al., 2009).

Un meta-andlisis estadistico que contemplé la revision de mas de
cincuenta publicaciones y mas de cien experimentos, realizado por Palacin et
al. en 2011, determind un incremento en un 29% de la fertilidad (probabilidad
de una oveja de quedar prefiada), asimismo un aumento de 0,08 corderos por
parto y también una mayor fecundidad (niumero de corderos/100 ovejas) con

0,25 corderos extra por oveja tratada.
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2.2.2.2. Prostaglandinas

Las prostaglandinas forman parte de un grupo de compuestos lipidicos
derivados enzimaticamente de acidos grasos, los eicosanoides, que tienen
importantes funciones en el organismo. Cada prostaglandina contiene 20
atomos de carbono, incluyendo un anillo ciclopentano (Aquirre Solis and
Wellington, 2003). Son mediadores, y tienen diversos efectos fisiologicos muy
potentes, interviniendo en por ejemplo en la regulacién de la actividad del
musculo liso, de las secreciones y del flujo sanguineo. A pesar de que

técnicamente son hormonas, rara vez son clasificadas como tales.

El nombre "prostaglandina" deriva de la glandula prostatica, ya que en
1935, el fisidlogo sueco Ulf von Euler, e independientemente MW Goldblatt,
aislaron por primera vez la prostaglandina a partir del fluido seminal, y se pensoé
que eran parte de las secreciones de la prostata. En realidad las
prostaglandinas son producidas por las vesiculas seminales y mas tarde
asimismo se demostr6 que muchos otros tejidos segregan prostaglandinas

para diversas funciones.

En 1970, Sultan Karim fue el primero en utilizar las prostaglandinas para

la induccidn satisfactoria del parto y los abortos (Espinoza et al., 2002).

Los estudios acerca de estas moléculas no cesaron desde su
descubrimiento y en 1982, los bioquimicos Sune K. Bergstrém, Bengt
Samuelsson y John R. Vane recibieron conjuntamente el Premio Nobel de

Fisiologia y Medicina por su investigacion sobre las prostaglandinas.

2.2.2.2.1. Quimica, secrecién y metabolismo.

Las prostaglandinas se encuentran en practicamente todos los tejidos y
organos. Son lipidos mediadores autocrinos y paracrinos que actdan sobre las
plaquetas, el endotelio, las células uterinas, los mastocitos, etc. Se sintetizan
en las células a partir de los acidos grasos esenciales, y junto con los
tromboxanos, leucotrienos, y ciertos hidroxiacidos precursores de los
leucotrienos se designan como eicosanoides (Aquirre Solis and Wellington,
2003).
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En la Figura 7 se puede ver que en su sintesis participan diversas
enzimas como fosfolipasas, lipooxigenasas, y las ciclooxigenasas que son las

encargadas de producir las prostaglandinas.

La sintesis de eicosanoides comienza cuando la enzima fosfolipasa-A 2 o
la fosfolipasa-C crea un intermediario a partir del diacilglicerol o fosfolipidos de
membrana, el &cido araquidbnico. Estas fosfolipasas son activadas por
diferentes estimulos fisicos, quimicos y hormonales, como son: trauma,
infeccion, infusion con solucion hipertonica, trombos, endotoxinas, estiramiento

mecanico, esteroides sexuales y catecolaminas (Espinoza et al., 2002).

Una vez liberado el 4&cido araquidonico, la via de sintesis puede tomar dos
direcciones: la via de la lipooxigenasa o la via de la ciclooxigenasa.

La via de la 5-lipooxigenasa da lugar a varios productos denominados
leucotrienos (LT), son producidos por los leucitos como resultado de una
reaccion anafilactica y se consideran los principales agonistas en la produccién

del broncoespasmo.

La via de la ciclooxigenasa produce tromboxano, prostaciclina vy

prostaglandinas D, Ey F.

Las prostaglandinas se producen tras la oxidacion secuencial del acido
araquidénico, éacido dihomo-gamma linolénico (DGLA) o acido
eicosapentaenoico (EPA) mediante ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) y

prostaglandinas-sintasas terminales.

La COX-1 es responsable de los niveles base de prostaglandinas y la
COX-2 produce prostaglandinas a través de estimulacion.

Sin embargo, mientras que la COX-1 y COX-2 se encuentran en los vasos
sanguineos, el estbmago y los rifiones, los niveles de prostaglandinas
aumentan mediante la COX-2 en los escenarios de la inflamacion. Una tercera
forma de COX, la COX-3, ha sido identificada, pero su funcion exacta aun no

se ha determinado (Espinoza et al., 2002).
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Figura 7. Sintesis de los Eicosanoides.

El metabolismo de las prostaglandinas tiene lugar principalmente en los
pulmones, rifidn e higado. Los pulmones son importantes en el metabolismo de
la PGE2 y PGF2a.pon el 2a como subindice en todas Existe un mecanismo de
transporte activo que especificamente traslada a las prostaglandinas desde la
circulacion a los pulmones. Por lo tanto tienen una vida media corta (3-5

minutos), y muchas veces ejercen su accion en el lugar de su sintesis.

2.2.2.2.2. Funciones

Hasta el momento se han reconocido nueve receptores de
prostaglandinas en diferentes tipos de células. Las prostaglandinas se enlazan
a una subfamilia de receptores transmembrana de la superficie celular, los

receptores acoplados a proteina G.

Esta variedad de receptores significa que las prostaglandinas actuan en

diversas células, y tienen una amplia variedad de acciones:

v' Constriccion o dilatacion en las células musculares lisas del tejido

vascular.
v" Control de la permeabilidad vascular.
v' Agregacion o desagregacion plaquetaria.
v' Sensibilizacién de las neuronas espinales al dolor.

v Disminucion de la presion intraocular.
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v" Regulacién de la mediacion inflamacion.
v Regulacion del movimiento de calcio.

v Control de la regulacion hormonal.

v Control del crecimiento celular.

v' Lisis del cuerpo luteo (Figura 8).

Las prostaglandinas son potentes, pero tienen una corta vida media antes
de inactivarse y excretarse, por lo tanto, ejercen s6lo una funciéon paracrina
(activa a nivel local) o autocrina (actuando en la misma célula de la que se

sintetiza).

Endometrio
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e e

“~_ Ovario -~

— —

Figura 8. Mecanismo de la luteolisis (modificado de Melisho, 2010) (RE: receptores de
estrogenos; ROT: receptores de oxitocina; IFN-R: receptores para interferon; OXT: oxitocina;

E2: estrégenos; PGF2a: prostaglandina F2a; IFNT: interfer6n Tau; CL: cuerpo Iiteo)

2.2.2.2.3. Protocolo de uso

Las prostaglandinas se utilizan para el control de la reproduccion en los
animales por su capacidad de lisar el cuerpo Luteo (CL), induciendo una
subsecuente fase folicular y la ovulacibn (McCracken et al., 1972). La
prostaglandina utilizada para tal fin es la PGF2a o sus analogos (cloprostenol y

luprostiol) (Douglas y Ginther, 1973).

La mayor ventaja del uso de estos farmacos es la posibilidad de
administrarlos via intramuscular. De esta forma se mejora el manejo y el

bienestar animal si lo comparamos con los dispositivos intravaginales.
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Asimismo por su rapido y casi total (99%) metabolismo a nivel pulmonar,

permite tener niveles de residuos muy bajos en sangre (Light et al., 1994).

La desventaja radica en el hecho de que para ser efectiva, la PGF2aq,
debe ser aplicada en presencia de un CL, por lo tanto, los animales que fuera
de estacion reproductiva no responden al tratamiento. Asi, esta prostaglandina

debe usarse durante la estacion reproductiva.

Sin embargo, en las &reas tropicales donde las ovejas presentan una casi
continua estacion ovulatoria, puede aplicarse durante casi todo el afio (Godfrey
et al., 1997, 1999).

El cuerpo lateo responde a la PGF2a a partir del dia 3 del ciclo estral
(Rubianes et al., 2003) hasta el dia de la luteolisis natural, por lo tanto los
animales que se encuentren en la fase luteal temprana o en fase folicular o
bien en anestro no responden a la aplicacion. Teniendo en mente que no es
posible conocer la fase del ciclo estral en un grupo de animales, es necesario
administrar dos inyecciones de PGF2a, separadas por 9-10 dias. Asi, casi
todas las hembras tratadas se encontraran en la mitad de la fase luteal al
momento de la segunda dosis y responderan al tratamiento con la lisis de un

CL, el estro y la ovulacion.

Una posible solucién durante el periodo de transicién reproductiva es la
administracion de la prostaglandina en combinacion con el “efecto macho”
(Martin et al., 1986).

Mediante el uso de este protocolo de dos inyecciones separadas por 9-11
dias logramos sincronizar los estros, pero la fertilidad al primer servicio es de
alrededor de 70%, considerablemente menor que la obtenida mediante el uso
de progestagenos y el servicio natural (Boland et al., 1978; Godfrey et al.,
1999). Esto podria deberse a que el intervalo de 9-11 dias asegura la presencia
de un CL a la segunda inyeccion en la mayoria de los animales, pero tal vez
induce una alteracion en la dinamica folicular ovulatoria, alterando la
funcionalidad y la maduracién final de los foliculos preovulatorios y la
luteogénesis normal, y/o una variabilidad en el momento de la ovulacion luego
de la luteolisis inducida por la PGF2a (Barrett et al., 2002; Gonzalez-Bulnes et
al., 2005).
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La funcidon folicular puede estar comprometida durante la fase luteal
media, debido a que las altas concentraciones de progesterona de este
momento induce bajos niveles de LH, y se sabe que esta Ultima es crucial para
el desarrollo final y maduracion de los foliculos preovulatorios (Campbell et al.,
1995; Gonzalez-Bulnes et al., 2004).

Teniendo en cuenta esto, el momento méas oportuno para realizar el

tratamiento con PGF,, deberia ser durante la fase luteal temprana o tardia.

Tratar las ovejas en la fase luteal temprana parece ser la mejor opcion,
debido a la presencia de foliculos grandes en crecimiento de la primera onda
de desarrollo folicular (Ginther et al., 1995; Bartlewsky et al., 1999). La
experiencia indica que un gran niumero de animales muestran signos de estro y
ovulan cuando son tratadas en esta etapa de la fase luteal (Acritopoulou and
Haresign, 1980; Deaver et al., 1986; Houghton et al., 1995).

Contrariamente, los foliculos durante la fase luteal media pueden tener
una pobre sincronia y con grandes variaciones individuales, teniendo animales
gue pueden tener gran crecimiento, otros con un crecimiento estatico y otros

con foliculos atrésicos (Barrett et al., 2002, Vifioles et al., 1998).

El tratamiento puede ser aplicado a partir del tercer dia del ciclo, como se
menciond anteriormente, cuando el CL tiene la capacidad de responder a la
PGF2a (Rubianes et al., 2003).

Ademas, tratando en la fase luteal temprana se favorece la maduracion
de los foliculos y la sincronizacién del pico preovulatorio de LH y la ovulacion,
debido a que la restauracion de la pulsatilidad de LH se logra de forma mas
temprana en presencia de un CL que secreta menos progesterona (Deaver et

al., 1986). Este protocolo es adecuado para IA (Menchaca et al., 2004 y 2007).

La sincronizacion del pico preovulatorio de LH y la ovulacion puede
ajustarse mediante la aplicacion del “efecto macho” en el momento de la

segunda inyeccion de PGF2a.

Como se mencion6 anteriormente en la seccion correspondiente a “efecto
macho”, este método no farmacoldgico se puede combinar con farmacos, como

la PGF2a por ejemplo. La sincronizacion del pico de LH y la ovulacion se puede
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mejorar mediante la aplicacion de dicho efecto coincidiendo con la segunda
dosis de PGF2a.

Se ha demostrado que la combinacién de PGF2a durante la fase luteal
temprana con “efecto macho” es una buena alternativa para la sincronizacion
de estros para IA en ausencia de deteccion de estro previa. Las tasas de
fertilidad inseminando a las 48 y 55 horas después de la inyeccion de PGF2a
varian entre 44% y 62,5% (Contreras-Solis et al., 2009).

2.2.2.3. Progesterona

La progesterona, también conocida como P, (pregn-4-ene-3,20-dione)
(Allen, 1935), es una hormona esteroidea, involucrada en el ciclo estral y la
gestacion y que favorecen la gestacién (Butenandt and Westphal, 1934). Su
fuente principal es el ovario, mas precisamente el cuerpo luteo, y la placenta,
aunque también puede sintetizarse en las glandulas adrenales en forma de

hidroxiprogesterona en algunas especies.

La progesterona fue descubierta independientemente por cuatro grupos
de investigacion. (Allen, 1935; Butenandt and Westphal, 1934; Hartmann and
Wettstein, 1934; Slotta, Ruschig and Fels 1934) y su el nombre de
progesterone derivado de progestational steroidal ketone, fue dado por Allen
en 1935.

2.2.2.3.1. Quimica, secrecién y metabolismo

La progesterona, tal como todas las hormonas esteroideas
(progestagenos, estroégenos, androgenos, glucocorticoides y
mineralocorticoides), es sintetizada a partir de pregnenolona, que a su vez

deriva del colesterol (Applezweig, 1969).

La primera reaccion en convertir el colesterol en hormonas esteroides
involucra la degradacion del mismo, llevada a cabo por una enzima llamada
desmolasa ligada a citocromo P450, el cual es el paso principal, que determina
la conversion del colesterol en pregnenolona y asimismo la velocidad de la
biosintesis de esteroides y esta altamente regulado (Butenandt and Westphal,
1934).
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A partir de la pregnenolona se sintetizan las diversas hormonas

esteroides como se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Biosintesis de hormonas esteroideas en el ovario (Gonzalez Merio, 2007)

2.2.2.3.2. Funciones
Como todas las hormonas esteroides, la progesterona ejerce su accién al

atravesar la membrana plasmética y al unirse con su receptor intracelular.

Este complejo hormona-receptor ejerce su accion al unirse a una
secuencia especifica de nucleétidos en el ADN de genes que produciran una
reaccion favorable. La interaccion entre este complejo con el ADN conlleva a

modificaciones en la transcripcion de los genes asociados (Peluso, 2004).

La progesterona ejerce su accion a nivel del tracto reproductor como ya
se mencion6 anteriormente. Es sintetizada por el CL la fase luteal del ciclo

estral, lo que corresponde al diestro, y por la placenta durante la prefiez.

Trasla ovulacion los niveles de P4 van en aumento, alcanzando valores

entre 1 y 5 ng/ml a partir de los dias 6-7 del ciclo (Abecia y Forcada, 2010).
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Efectos durante la fase luteal del ciclo estral:
v' Retroalimentacién negativa sobre la liberaciéon de GnRH

v' Aumenta el almacenamiento de fosfolipidos y la actividad enzimatica

necesaria para la produccion de PGF2a en el endometrio.

v' Bloguea la formacién de receptores endometriales para estradiol y

oxitocina (dos primeros tercios de la fase luteal)

v" Reduccién del nimero de sus propios receptores endometriales (Gltimo
tercio de la fase luteal), desbloqueando la formacién de receptores de

oxitocina, cuya presencia es clave para el inicio de la luteolisis.

En caso de no haber fecundacion, el CL sufre una lisis (luteolisis),
mediada por la PGF2a secretada por el endometrio. Esta lisis no se da en caso
de resultar prefiada la hembra, ya que el CL liteo es necesario para la
secrecion de progesterona durante la prefiez, y es el propio embrion el que
evita dicho acontecimiento mediante la secrecion de una proteina llamada
interferon tau (INFT) (Abecia y Forcada, 2010) (Figura 10).
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Figura 10. Retencion del cuerpo lateo y establecimiento de la gestacién. (Modificado de
Melisho, 2010). (RE: receptores de estrégenos; ROT: receptores de oxitocina; IFN-R:
receptores para interferén; OXT: oxitocina; E2: estrégenos; PGF2a: prostaglandina F2a; IFNT:

interferon Tau; CL: cuerpo llteo)

Efectos durante la gestacion:

La progesterona es la encargada del mantenimiento de la gestacién en
todos los mamiferos. Estimula la secrecion de la llamada “leche uterina” y crea
un ambiente propicio para el desarrollo fetal. La fuente inicial de progesterona
en todas las especies es el CL, pero en el caso de la oveja a partir del dia 50

de la gestacion es producida por la placenta (Mellisho, 2010).

Ademas de sus efectos a nivel uterino, la P4 actia a nivel de otros

organos Yy tejidos durante la gestacion, como se detalla a continuacion.
Aparato reproductor.
v" Crecimiento de las glandulas endometriales,
v" Aumento de la vascularizacion

v" Infiltracion leucocitaria.

Introduccién Manuel Agustin Silva 40



Master en Iniciacion a la Investigacion en Ciencias Veterinarias: Trabajo Final.

v" Incremento de la secrecion glandular, el moco vaginal se espesa y se

forma el tapon mucoso.

v Aumento de tamafio del Gtero por relajacion de su musculatura y

ligamentos
Glandula mamaria.

v Desarrollo de los conductos y alvéolos mamarios. Actuando junto a los

estrogenos a este nivel.
Equilibrio hidrico y electrolitico.

v Aumento de la concentracion de aldosterona y favorecimiento de la
retencion del sodio; esto junto con la retencién de otros minerales hace
que aumente el agua corporal. Esta accion la realiza en sincronia con

los estrogenos.
Sistema gastrointestinal.

v Relajacion generalizada del muasculo liso. Se hace mas lento el

vaciamiento gastrico y el tiempo de transito intestinal aumenta.
Metabolismo.

v' Aumento de la ingesta de alimentos debido a una respuesta del SNC a

los esteroides.

2.2.2.3.3. Protocolo de uso

El uso de progesterona fue el primer tratamiento publicado para el control
reproductivo en ovinos a fines de los afios 40 (Dutt and Casida, 1948; O’Mary
et al., 1950). El tratamiento consistia de 14 inyecciones subcutaneas diarias de
10 mg de progesterona en una solucion de 2 ml de aceite de maiz; el
tratamiento redujo el rango en el que las ovejas eran servidas por los machos,
a 8 dias. Posteriormente se afiadio el uso de gonadotropina coridnica equina

(ecG) y gonatropina corionica humana (hcG) (Braden et al., 1960).

Debido a que la progesterona no solo actia suprimiendo la liberacion de
gonadotropinas por parte de la hipofisis, sino que también tiene efectos, como

se menciond anteriormente, sobre el tracto genital, la baja fertilidad obtenida
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con estos primeros trabajos fue relacionada con el efecto persistente de la

progesterona en el ambiente uterino.

Asi, Southcott propuso el uso de agentes progestacionales cuya actividad
cese en forma abrupta tras finalizado el tratamiento; se opté por el uso de 6-
metil-17-acetoxiprogesterona para inducir la sincronizaciéon (Southcott et al.,
1962).

Con el fin de lograr la abrupta eliminacion de la progesterona o sus
analogos, se pensO en una via de administracion que facilitara la misma,

creandose la ruta intravaginal.
Existen dos métodos a nivel comercial para tal fin:
v Esponjas de poliuretano impregnadas con progestageno.

v Dispositivo de liberacion controlada de progesterona (CIDR: Controlled

Internal Drug Release).

Asi, desde 1960 se utlizaron dispositivos impregnados con
progestagenos para sincronizar los estros (Robinson, 1965; Ritar et al., 1984).

Los progestagenos mas utilizados a nivel comercial son el acetato de
fluorogestona (FGA) (20-40 mg/esponja) y el acetato de medroxiprogesterona
(MPA) (60 mg/esponja).

Estos no se encuentran disponibles en todos los paises, por ejemplo en
Estados Unidos y Canadd, pero si estan extensamente distribuidos en otros

como Australia y algunos de Europa.

Por otro lado, el acetato de melegestrol (MGA), utilizado en la
alimentacion en novillas en feedlot, también fue utilizado en ovejas (Gordon,
1996; Daniel et al., 2001).

Las esponjas intravaginales o los CIDRs deben aplicarse entre 2 y 14
dias. Las ovejas presentaran estro aproximadamente 48 horas post retirada del
dispositivo en cuestion. En ese momento se puede combinar el tratamiento con

ecG, como se describird mas adelante.

En el caso del uso en monta natural, se debe mantener un ratio de

morueco:ovejas de 1:5.
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Cuando se opte por la IA, ésta puede ser realizada desde 47 horas

(intrauterina) hasta 55 horas (cervical) tras la retirada del dispositivo.

2.2.2.4. Gonadotropina Corionica Equina (eCG o PMSG)

Esta hormona es secretada por el endometrio de la yegua entre los dias
40 y 130 de la gestacion, mas precisamente por el corion, y es utilizada para
inducir el estro en las hembras ovina, caprina, bovina y porcina, y también la

superovulacién en protocolos de transferencia embrionaria.

A pesar de que los extractos de pituitaria de ovino, porcino y caprino son
mas puros, se prefiere el uso de ecG ya que tiene una vida media mas larga
(Adams, 2001).

Se trata de una hormona con efectos tanto de FSH como LH (Gordon,
2004).

2.2.2.4.1. Protocolo de uso
Esta hormona puede ser utilizada para inducir ovulacién y sincronizar el
celo en la oveja. Su uso se basa en la combinacion con el tratamiento con

progestagenos o progesterona.

Al momento de retirar el dispositivo intravaginal, los animales deben ser
tratados con eCG; esto se fundamenta en el hecho de que para que el
tratamiento con progestdgenos sea efectivo debe haber concentraciones
suficientes de gonadotropinas para iniciar los eventos preovulatorios (Powell et
al., 1996).

Este método puede ser aplicado en cualquier época del afio, siendo
practicamente obligatoria su aplicacion en la temporada de anestro. Sin

embargo, su uso en la época reproductiva lleva a mayores tasas de ovulacién.

La dosis de ecG varia entre 250 a 500 Ul, dependiendo de la edad (250-
300 Ul en corderas, 350-500 Ul en adultas), la temporada (400-500 Ul en
anestro, 300-350 en la temporada reproductiva), y la raza (menor para razas

prolificas).
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3. Objetivos
Estudiar la eficacia de la combinacion de implantes subcutaneos de
melatonina con una Unica inyeccion de una prostaglandina F2a para la

induccion de celos en primavera en ovejas de raza Rasa Aragonesa.

4. Hipotesis

Ya que el tratamiento de prostaglandinas en el ganado ovino soélo es
factible en animales ciclicos, durante la época de actividad sexual, es
esperable que la melatonina en primavera provoque la actividad ovérica de los

animales, hecho que permitiria la actuacion de la prostaglandina.
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5. Material y Métodos

5.1. Instalaciones

El experimento se realiz6 durante los meses de enero a abril de 2012 en
la granja experimental del Servicio de Experimentacion Animal de la Facultad
de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza, Espafa (latitud 41° 41’),
cumpliendo con los requerimientos del Comité Etico para la Experimentacion

Animal de la Universidad de Zaragoza.

5.2. Induccidon de celo

5.2.1. Animales

El experimento fue llevado a cabo con 51 ovejas adultas (PV=61,51+8,98
kg; CC=3,06+0,47) pertenecientes a la raza Rasa Aragonesa. Estas fueron
alojadas en un solo grupo y alimentadas para cubrir sus necesidades de
mantenimiento, a base de paja de cebada ad libitum y 550 g de un concentrado

(cebada 73%, soja 22% y suplemento mineral 5%).

Se utilizaron cuatro machos enteros pertenecientes a la misma raza que
se mantuvieron separados de las hembras, en otra nave, hasta el momento de

su introduccién a las ovejas.

5.2.2. Grupos experimentales
Las ovejas se dividieron en tres grupos experimentales:

v" Grupo Melatonina (M, n=17): Las ovejas fueron tratadas con implantes
de melatonina (18 mg melatonina, Melovine®, CEVA Salud Animal,
Barcelona, Espafia) insertados subcutaneamente en la base de la oreja
el dia 10 de enero (Figura 11).

v" Grupo Melatonina-Prostaglandinas (MP, n=17): El tratamiento se basé
en implantes de melatonina de igual forma y fecha que en el grupo
anterior, con la adicibn de una inyeccion intramuscular de 1 ml de
Dinoprost (Dinoprost trometamol 5 mg/ml Enzaprost® T. CEVA Salud
Animal, Barcelona, Espafa), desarrollado sintéticamente con accion
idéntica a la PGF2a, el dia de introduccién de los machos (29 de
febrero) (Figura 12).
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v' Grupo Control (C, n=17): No se efectudé tratamiento alguno en este

grupo, manteniéndose como control (Figura 13).

5.3. Control de estros

Tras introducir los machos (dia 0) se realizé un control diario de la
ocurrencia de celos en las hembras durante 30 dias, tiempo en que los
animales de ambos sexos estuvieron juntos. Para tal fin se utilizaron pastillas
de colores unidas al pecho de los moruecos mediante arneses disefiados para
tal fin. Dichas pastillas contienen un pigmento sintético que se encargé de tefiir
la grupa de las hembras al ser montadas por los machos y de esta manera se

pusieron en evidencia las ovejas en celo.

5.4. Diagnéstico de Gestacion

Tras haber mantener a machos y hembras juntos durante un lapso de 30
dias, aquéllos fueron retirados y 11 dias después se realizaron ecografias
transrectales en las ovejas con el fin de diagnosticar posibles gestaciones. Las
hembras que se diagnosticaron como negativas fueron nuevamente

ecografiadas 14 dias después para descartar falsos negativos.

El ecografo utilizado fue del tipo real-time B-mode scanner (Aloka SSD

500; Aloka Co., Tokyo, Japon), unido a una sonda transrrectal de 7,5 MHz.

5.5. Monitoreo hormonal de hembras

Con el fin de monitorizar la actividad ciclica de las ovejas se tomaron
muestras de sangre seriadas (dias: 33 y 40 post-inicio de tratamientoy 7 y 14
post introduccion de los machos) destinadas al andlisis de las concentraciones

plasmaticas de progesterona.

Las muestras se tomaron de la vena yugular en tubos heparinizados (BD
Vacutainer®, Franklin Lakes, NJ, USA) y se centrifugaron dentro de los 15
minutos de su obtencion (600g, 15 min) almacenandose el plasma obtenido a

-20°C hasta su posterior procesamiento.

5.6. Analisis de progesterona
La progesterona plasmatica se analizdO mediante radioimmunoenayo (RIA)

utilizando un kit comercial directo de fase solida (Count-A-Count, DPC, Los
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Angeles, USA), con una sensiblidad de 0,02 ng/ml y un coeficiente de variacion

intraensayo del 8%. El nivel minimo para determinar fase luteal fue 1 ng/ml.

5.7. Analisis estadistico

El porcentaje de ovejas mostrando celo cada dia y la fertilidad (porcentaje
de ovejas gestantes) fueron comparados mediante la prueba de Chi-Cuadrado
SPSS 11.1 (SPSS Inc. USA).
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Figura 11. Cronograma del experimento llevado a cabo en el Grupo Melatonina (M).
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Figura 12. Cronograma del experimento llevado a cabo en el Grupo Melatonina-

prostaglandinas (MP).
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Figura 13. Cronograma del experimento llevado a cabo en el Grupo Control (C).
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6. Resultados

6.1. Porcentajes de ciclicidad
Los resultados obtenidos a partir de la medicidon de las concentraciones
de progesterona demostraron que el 100% de las ovejas presentaban actividad

sexual previa a la introduccion de machos.

6.2. Induccion de celo

La distribucion de las cubriciones diarias mostradas por los grupos
experimentales se muestra en el Gréfico 1. EI grupo MP mostré un pico de
cubriciones de un 41% de sus integrantes a las 72 h de la introduccién de los
machos, mostrando diferencias significativas (p<0,05) frente a los otros dos
grupos (M: 12%; C: 0%).

El dia 3 posterior a la introduccion de machos un 65% del grupo MP ya
habia mostrado celo, y para el dia 6 un 95% de las ovejas del citado grupo
habia hecho lo mismo, mientras que los grupos M y C contaban con un 54% y

36%, respectivamente a este ultimo dia.

Los dias 13 y 14 se observaron diferencias significativas (p<0,05), con un
12% de las ovejas del grupo M mostrando celo frente a un 0% de los otros

grupos en ambos dias (Gréfico 1).

Se lleg6 al 100% de ovejas cubiertas en el grupo MP el dia 15, mientras
que el M alcanzé dicho porcentaje el dia 17, y el C no pudo hacerlo ya que una
hembra nunca mostré actividad sexual (Grafico 2).

Después de este periodo las hembras que salieron en celo nuevamente

fueron marcadas como “ovejas repetidoras” (celo de retorno).

6.2.1. Celos de retorno (Ovejas Repetidoras)

A partir del dia 19 hasta el 30 las ovejas que mostraron celo fueron
descritas como ovejas repetidoras. En dicho periodo 13 ovejas repitieron celo,
entre las cuales 5 correspondieron al grupo MP (30%), 4 al M (24%) vy las 4
restantes al grupo control (24%). (Grafico 3).
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Gréfico 1. Porcentaje relativo de celos en los tres grupos. Las barras indican el porcentaje
diario de animales vistos en estro para los tres grupos (Control (C), Melatonina (M) y
Melatonina+Prostaglandina (M+P)). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas
(p<0,05).

% ACUMULADO DE OVEJAS EN CELO

Gréfico 2. Porcentaje acumulado de celos en los tres grupos. Las barras indican el porcentaje

acumulado de animales vistos en estro para los tres grupos (Control (C), Melatonina (M) y

Melatonina+Prostaglandina (M+P)).
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Gréfico 3. Porcentaje de celos de retorno en los tres grupos. Las barras indican el porcentaje
de celos de retorno para los tres grupos (Control (C), Melatonina (M) y

Melatonina+Prostaglandina (M+P)).

6.3. Diagndéstico de Gestacion

Del total de los animales, el 55% se diagnosticO como gestante via
ultrasonografia transrectal. No se encontraron diferencias significativas entre
los distintos grupos, mostrando el MP el mayor valor con un 59%, evidenciando
los dos grupos restantes un 53% (Grafico 4). Las ovejas diagnosticadas como
negativas en el primer diagnostico ecografico fueron revisadas nuevamente con
el mismo método y solo 3 de las mismas se habian tratado de falsos negativos,

siendo dadas como positivas en esta segunda ecografia.
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Grafico 4. Tasa de Gestacion por grupo (Control (C), Melatonina (M) y

Melatonina+Prostaglandina (M+P)). No existe diferencia significativa.
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7. Discusion

La combinacion de melatonina con PGF2a consiguié concentrar las
cubriciones en comparacién con los otros grupos, aunque no se logré una
mejora en la fertilidad. Como se mencioné en la introduccion, el tratamiento con
prostaglandinas no es efectivo durante los primeros 3-4 dias del ciclo (inicio de
la fase luteal) y los ultimos dos dias del ciclo estral (final de la fase luteal-inicio
de la folicular), debido a que el CL es refractario al tratamiento durante dichos
dias; esa es la razon por la que se inyectan dos dosis de dicha hormona en los
tratamientos convencionales. Teniendo en cuenta que en el presente
experimento solo se administr6 una dosis, el porcentaje de éxito tedrico del
tratamiento se remonta a un 65-70% de los dias que dura el ciclo (12-13 de los
17 totales), hecho que coincide con el porcentaje de aparicién de celos del lote

MP observado a las 72 horas de la introduccion de los machos.

La aparicion de celos que se observé tanto en el grupo M como en el C
sigui6 un patrén similar al obtenido en el grupo MP aunque sin un
comportamiento tan subito como en este ultimo grupo en el dia 2, y sin una
marcada concentracion de celos en los primeros dias. Estos resultados
sorprenden ya que cabia esperar un comportamiento de celo mas retardado
como se ha visto en experiencias previas de animales tratados con melatonina
o con efecto macho, donde los celos se comienzan a ver aproximadamente a
los 20 dias posteriores a la introduccién de machos. Tal aparicion temprana de
estros se relaciona con la actividad sexual existente en todas las ovejas previa
a la introduccién de moruecos, como también se podria pensar en un efecto de
“simpatia” (Hutlet et al., 1964; Price et al., 1988; Muir et al., 1989; Zarco et al.,
1995; Sanford et al., 1974) entre las ovejas por parte de las integrantes de los
grupos M y C para con las pertenecientes al grupo MP que salieron en celo
previamente, aunque esto no puede asegurarse ya que fueron las ovejas del
grupo M las primeras en demostrar celo el dia de introduccion de machos. Si
bien con los tratamientos basados solamente con efecto macho o la
combinacion de éste y melatonina cabe esperar celos por goteo durante los
primeros dias, los valores obtenidos en este experimento superaron los

esperados normalmente (Abecia y Forcada, 2010).
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La actividad sexual previa a la experiencia no concuerda con la esperada
para el mes de marzo en esta latitud y en esta raza (Forcada et al., 1992).
Dicho fendmeno podria deberse a la elevada condicion corporal de los

animales en estudio.

La tasa de gestacion media (55%) puede considerarse baja, no
encontrdndose ademas diferencias significativas entre los grupos. Esto puede
relacionarse con diversos factores como ser el ratio machos:hembras o el

stress al que fueron sometidos los animales durante la experiencia.

El ratio utilizado fue de 1:12,75, siendo el idoneo para el efecto macho y el

tratamiento estandar con melatonina (Abecia y Forcada, 2010).

La rapida y subita salida en celo de las hembras del grupo MP
probablemente llevd a que este ratio se viera superado, siendo los machos
incapaces de montar satisfactoriamente a todas las hembras en celo. Asimismo
el hecho de que las ovejas de los grupos M y C hayan mostrado celo de
manera anticipada fue un agraviante para lo anteriormente expuesto, llevando

a que el numero de moruecos fuera inferior al requerido.

Considerando esto se tomaria al niumero de machos del experimento
como un factor sobre la tasa de gestacién y no a la fertilidad (entendida como
capacidad de prefar una oveja) de los mismos, ya que se tratan de animales
con fertilidad probada, sin embargo hay que destacar que estos animales no se
trataron con melatonina como normalmente se acostumbra y recomienda hacer

en los protocolos de uso de los tratamientos con esta hormona.

Tal y como se indica en la bibliografia, normalmente en un rebafio ovino
un 18% de los machos no muestra deseo sexual y de los machos que lo tienen
el 9% tiene inclinacibn homosexual; esto sumado a los problemas de jerarquia
y predileccion por determinadas hembras (Abecia y Forcada, 2010; Knight et
al., 1983; Rosa, 2002), podrian haber dado lugar a la baja tasa de fertilidad

obtenida.

Por otra parte la experiencia impuso un elevado grado de stress diario a
las ovejas ya que desde la introduccién de machos estas fueron observadas

diariamente y marcadas con pinturas en aerosol para facilitar su identificacion,
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siendo necesario pasarlas por la manga cada dia para llevar a cabo dichas

actividades.

Cualquier factor de estrés es capaz de suprimir los pulsos de GnRH/LH
tanto en su amplitud como en frecuencia, esto se da en parte via
glucocorticoides tipo Il y opioides enddgenos en la pituitaria como asi también
mediante conexiones neuronales entre el hipotdlamo y la hipoéfisis que actdan
interrumpiendo la liberacibn de LH mediada por la GnRH y suprimiendo
asimismo la liberacion de GnRH vy la sintesis de sus receptores (Dobson, 1988;
Dobson et al., 2012; Phogat et al., 1999; Breen and Karsch, 2006,). Es asi que
cualquier factor de estrés es capaz de retrasar el pico preovulatorio de LH o
bien suprimirlo, como asi también puede afectar la concentracion plasmatica de
estradiol durante el estro (Dobson and Smith, 1998; Battaglia et al., 2000;
Saifullizam et al., 2010).

Ademas los pulsos de LH no solo son importantes para la ovulacion en si
misma, sino que también tienen efectos directos sobre el ovocito via

proyecciones desde las células de la granulosa (Dobson et al., 2012).

Por lo expuesto cabe pensar que las actividades y movimientos
mencionados sumados a la presencia de los operarios impusieron un stress
sobre los animales que podria haber llevado a fallos desde la manifestacion del
celo y en la ovulacion, hasta pérdidas embrionarias y abortos silenciosos

mediados por los mecanismos mencionados anteriormente.
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8. Conclusion

En conclusion, la combinacion de implantes de melatonina y una uUnica
inyeccion de PGF2a al introducir los machos en primavera demostré una
capacidad de sincronizar los celos del grupo tratado, aunque sin alcanzar los
valores habituales del clasico tratamiento de PGF2a con doble inyeccion en 7-
11 dias. El alto grado de ciclicidad presentado por los animales en el mes de
marzo (100%) ha impedido expresar totalmente las posibilidades de mejora de
esta combinacion de farmacos durante el anoestro estacional en esta especie,

como método sincronizador de celos.
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