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1. RESUMEN

Se utilizaron sesenta ovejas prefiadas para evaluar los efectos del tratamiento con melatonina durante la
gestacion, el tamano de la camada y el sexo de los corderos sobre la calidad del calostro. Un grupo de
animales recibié un implante de melatonina en el tercer mes de gestacion (3M, n = 13), otro grupo en el

cuarto mes (4M, n = 18) y las ovejas restantes no recibieron implante (Control, C, n = 29).

Inmediatamente después del parto, se recogié una muestra de calostro. La media de peso vivo del
cordero, la temperatura rectal al nacer, y la tasa de mortalidad no difirié significativamente entre los grupos.
El momento de la implantacién de melatonina (P <0,001) y el sexo de la descendencia (P <0,01) tuvo un
efecto significativo sobre la concentracién de IgG. El calostro de las ovejas que recibieron un implante de
melatonina tenia una concentracion de IgG media mas alta (+ SEM) que el de las ovejas control (191.31 +
14.45 y 166.61 = 12.22 mg/ml, respectivamente; P <0.05), principalmente porque la concentracién en el
grupo 4M fue significativamente mayor (P <0,001) que en los grupos 3M y C. El momento de la
implantacién tuvo un efecto significativo en el % de FAT, las ovejas 3M tuvieron valores significativamente
mas altos (P <0.05) que los de los grupos Control y 4M. La relacion entre el cordero y la IgG (P <0.01), % PB
(P <0.05) y % FAT (P = 0.11) fue evidente en corderos Unicos (ovejas con un cordero macho: 225.31 + 23.59
mg 1gG/ml, 59.68 + 2.72% PB, 19.49 + 2.90% FAT; ovejas con cordero: 135.36 + 15.92 mg/ml, 53.10 + 2.17%
PB, 26.00 + 2.69% FAT). La presencia de una hembra en la camada se asocid con niveles de IgG de calostro
mas bajos (P <0.01) (camadas con al menos una hembra: 161.50 + 10.39 mg/ml; camadas sin hembras:
207.81 £ 17.04 mg/ml). En el grupo de Control, la presencia de un feto hembra se asocid significativamente
(P <0.01) con las concentraciones de I1gG en aquellas ovejas que solo tenian un cordero. Entre las ovejas 4M,
los fetos hembras tuvieron niveles de IgG significativamente mas bajos (P <0.01), ya sea que tuvieran un
cordero o corderos multiples. En conclusién, el tratamiento con implantes de melatonina en el cuarto mes

de gestacion resulté en una mayor calidad de calostro basada en la concentracién de IgG.

SUMMARY

Sixty pregnant sheep were used to assess the effects of melatonin treatment during pregnancy, litter size

and sex of lambs on colostrum quality. One group of animals received a melatonin implant in the third
month of gestation (3M, n = 13), another group in the fourth month (4M, n = 18) and the remaining sheep

did not receive an implant (Control, C, n = 29).

Immediately after delivery, a colostrum sample was collected. The average live weight of the lamb, the
rectal temperature at birth, and the mortality rate did not differ significantly between the groups. The
timing of melatonin implantation (P <0.001) and the sex of the offspring (P <0.01) had a significant effect on
the concentration of IgG. Colostrum of sheep that received a melatonin implant had a higher average IgG
concentration (+ SEM) than that of control sheep (191.31 + 14.45 and 166.61 + 12.22 mg/ml, respectively; P

<0.05), mainly because the concentration in the 4M group was significantly higher (P <0.001) than in the 3M
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and C groups. The moment of implantation had a significant effect on the % FAT, and the 3M sheep had
significantly higher values (P <0.05 ) than those of the Control and 4M groups. The relationship between
lamb and IgG (P <0.01), % CP (P <0.05) and % FAT (P = 0.11) was evident in singletons (sheep with a male
lamb: 225.31 + 23.59 mg I1gG/ml, 59.68 + 2.72% CP, 19.49 + 2.90% FAT; sheep with lamb: 135.36 + 15.92 mg/
ml, 53.10 + 2.17% CP, 26.00 + 2.69% FAT). The presence of a female in the litter was associated with lower
levels of colostrum IgG (P <0.01) (litters with at least one female: 161.50 + 10.39 mg/ml; litters without
females: 207.81 + 17.04 mg/ml). In the Control group, the presence of a female fetus was significantly
associated (P <0.01) with IgG concentrations in those sheep that only had one lamb. Among 4M sheep,
female fetuses had significantly lower IgG levels (P <0.01), whether they had singletons or multiple lambs. In
conclusion, treatment with melatonin implants in the fourth month of pregnancy resulted in a higher

quality of colostrum based on the concentration of IgG.

2. INTRODUCCION

1. El calostro

El calostro es el primer producto secretado por la glandula mamaria, que difiere de la leche en su

densidad, color, composicién y es ligeramente mas acido (pH de 6.4).

El calostro se produce antes del parto, en un proceso llamado colostrogénesis, que es la transferencia de
componentes del torrente sanguineo materno, principalmente inmunoglobulinas (lg), a las secreciones
mamarias y se produce durante un tiempo finito dentro del periodo pre-parto. En rumiantes domésticos, la
colostrogénesis comienza varias semanas antes del parto y cesa inmediatamente antes del parto. Durante
este periodo se transfieren hasta 500 gramos por semana de IgG a las secreciones mamarias. Los corderos
recién nacidos dependen de las inmunoglobulinas maternas y otras sustancias del calostro para su
proteccién, debido a la falta de transferencia de estas a través de la placenta sindesmocorial. En caso de
fracaso en la transferencia pasiva de inmunoglobulinas maternas, los neonatos tienen mayor riesgo de

contraer infecciones. (Barrington y Parish, 2001 ).

La ingestion del calostro también es importante porque participa en la regulacién de la temperatura
corporal de los recién nacidos y debido a su alto contenido en magnesio que activa la peristalsis y promueve
la expulsidn del meconio, evitando la colonizacidn bacteriana de la mucosa intestinal (Garcia de Jaldn et al.

1990; Barza et al. 1993).

La raza, la edad, la nutricién, el tamano de la camada, la duracién del periodo seco y el estado de salud
pueden afectar la composicion del calostro (Lérias et al., 2014); sin embargo, poco se sabe sobre el uso de

tratamientos exdgenos para mejorar la calidad del calostro.



2. Composicion del calostro

El calostro contiene 19 aminoacidos exdgenos (valina, leucina, prolina, lisina, cistina, cisteina, etc.) (Molik
et al.,, 2012) y una mezcla compleja de diversos componentes, como grasa (10-13%), lactosa (2-3%),
vitaminas y minerales con alta importancia nutricional para el recién nacido (Ontsouka et al. 2003;
Hernandez-Castellano et al. 2014a, b). Ademas de su funcidn nutricional, el calostro también contiene
proteinas (10%) que participan activamente en la proteccién del neonato contra los patdégenos, las
inmunoglobulinas. Las inmunoglobulinas mds importantes presentes en el calostro son IgG, IgM e IgA,
siendo la primera la mds abundante, ya que comprende mas del 85% de la inmunoglobulina total del
calostro. El transporte de IgG al calostro requiere de unos receptores especificos para IgG en la membrana
plasmatica basal de las células secretoras mamarias y ademads, estas deben ser capaces de internalizar y
transcitar la IgG a las secreciones luminales. La transferencia de IgG se produce durante la formacién del
calostro pero no durante la lactancia, por lo que la actividad del receptor de IgG estd temporalmente

relacionado con la lactogénesis en estadio | (Barrington y Parish, 2001).

Sin embargo, el calostro no es solo importante por su contenido en inmunoglobulinas, sino también por
las proteinas no inmunoglobulinicas que juegan un papel fundamental en la activacion y atraccién de las
células inmunes, entre otras cosas. También se ha observado la relacién de diferentes proteinas de las tres
fracciones de calostro (caseina, proteinas del suero y membrana de los gldbulos grasos de la leche) con la
protecciéon del neonato. La protedmica es el campo de la ciencia que estudia el proteoma, es decir, el
conjunto de proteinas que se expresan en un tejido, érgano, organismo o fluido. En cuanto al calostro, la
protedmica se ha utilizado para caracterizar los cambios de proteinas en la transicién del calostro a la leche
en el ganado y también para determinar los procesos proteoliticos en el estdmago e intestino del neonato
(Lorento et al., 2014). Dos de las proteinas mas importantes relacionadas con la inmunidad son la mucina-1

(MUC-1) y la xantina deshidrogenasa/oxidasa (XDH/XO).

La MUC-1 es una glucoproteina que estd presente en la superficie apical de las células de diferentes
6rganos, como los pulmones, el estdmago, el intestino, etc. En cuanto a su funcién bioldgica, esta proteina
puede desempefiar un papel importante en la proteccién de las superficies expuestas del dafio fisico y los
microorganismos patdgenos invasivos. Ademads, puede participar en la respuesta inmune del recién nacido

debido a su capacidad de unién y secuestro de microorganismos patégenos en la luz intestinal.

Con respecto a XDH/XO, se sintetiza en la glandula mamaria y alcanza valores maximos al final de la
gestacion e inmediatamente después del parto y desempefia funciones estructurales y funcionales en la
formacion de la membrana de los gldébulos grasos y también tiene propiedades antibacterianas en el

calostro y la leche, proporcionando una fuente de H,0, para la lactoperoxidasa (Bjorck y Cleasson, 1979).



Las proteinas del suero, como la lactoalbimina, se asocia a la regulacidon de la produccién de lactosa
(Kleinberg et al., 1984). La funcién de la lactoferrina es la unién y el transporte de iones de hierro y también
funciona como un factor inmune innato sintetizado por el epitelio mamario (Sanchez et al., 1992), que

proporciona actividad antimicrobiana (bactericida y fungicida) a la glandula mamaria y también al neonato.

Respecto a la caseina, hay cuatro tipos principales (asl, as2, B y k), que son responsables de importantes
funciones bioldgicas como portadores de iones, precursores de péptidos bioactivos e inmunomoduladores
(Korhonen y Pihlanto, 2007). Los fragmentos proteoliticos de la caseina tienen actividad antimicrobiana

(Lahov y Regelson, 1996).

La plasmina es una enzima fibrinolitica que se ha aislado en el calostro y la leche, ademds de en la
sangre, y tiene actividad inmune, ya que contribuye a la migracién de neutrdfilos. El inhibidor de la tripsina,
o alfa-1-antitripsina, es una proteina que reduce la tripsina biolégicamente activa (Rawlings et al., 2004),
disminuyendo la protedlisis, permitiendo que el rumiante recién nacido absorba los componentes inmunes

intactos a través de la barrera intestinal.

Los péptidos antimicrobianos se definen como tales por su capacidad para inactivar rapidamente
agentes infecciosos (Zasloff, 2002). La mayoria de péptidos antimicrobianos actlan interrumpiendo la
integridad de las membrana microbianas. Las dos familias principales en mamiferos son las defensinas
(Paredi et al., 2012) y otro grupo de moléculas catidnicas clasificadas como péptidos de catelicidina (Zaiou
et al. 2002). Las defensinas son un grupo de péptidos que interactian con la respuesta inmune adaptativa
(Yang et al., 2002). Estos péptidos se producen en respuesta a productos microbianos o citocinas
proinflamatorias (Ganz y Lehrer, 1998). La familia de catelicidinas cumple una funcion critica en la defensa
inmune innata de los mamiferos contra la infeccién bacteriana invasiva (Nizet et al., 2001). Su mecanismo
estd mediado por el reconocimiento de patrones moleculares en la superficie microbiana y afectando a su

integridad (Gennaro y Zanetti, 2000).

Estos factores no inmunoglobulinicos del calostro varian segun la especie, el momento de la lactacién y
diversas condiciones fisioldgicas e individuales. Ademds de los mencionado anteriormente, se encuentran
cuatro tipos de células en las secreciones mamarias, que incluyen linfocitos, neutréfilos, macréfagos y
células epiteliales. Los linfocitos representan el 20 - 25% del total de células en la secrecién mamaria en
ovejas. Estos se originan en los ganglios linfaticos mesentéricos. Los linfocitos T son mayoritarios que los
linfocitos B en todas las etapas de la lactacion. La principal funcidon de los linfocitos B es sintetizar la
inmunoglobulina A dimérica. Las células polimorfonucleares tienen funciones limitadas, que implican la
migracién y fagocitosis, por lo que se cree que su funcion principal es la defensa de la glandula mamaria y

no la proteccion del recién nacido.



3. Factores que afectan a la composicion del calostro
El tamafio de la camada esta relacionado con la cantidad de calostro acumulado en la ubre antes del
parto. Las ovejas que paren mas de un cordero generalmente producen mds calostro que las ovejas que
solo paren uno. Aunque las primeras no producen tanto calostro por cordero (Nowak y Poindron, 2006). La
concentracion de IgG es mayor en ovejas de parto multiple que en animales con una sola cria (118,4 mg/ml
frente a 98,7 mg/ml) (Csapd et al, 1994). El inicio de la lactogénesis en ovejas de parto multiple puede ser
mas tardio, lo que implica que en el momento del parto las ovejas con corderos mellizos pueden tener

menos calostro disponible para sus crias que las ovejas con corderos Unicos.

Ademas, la viscosidad de ese calostro suele ser mayor que en ovejas con corderos Unicos. Esto dificulta
el amamantamiento y los corderos tienen que mamar mas veces y utilizar mds energia para lograr una
cantidad adecuada a sus requerimientos. A su vez, los corderos mellizos nacen con menor peso que los
corderos Unicos y en consecuencia tienen menores reservas en forma de tejido adiposo (Mellor y Murray;,
1985), por lo que, deben mamar lo antes posible para reponer la energia que gastan en generar calor para
mantenerse, ponerse en pie, caminar e intentar mamar. Si las ovejas no tienen suficiente calostro o el

calostro es muy espeso, las probabilidades de supervivencia de esos corderos disminuyen radicalmente.

La duracién de la gestacion esta altamente correlacionada con la composicién del calostro. Las ovejas
con periodos cortos de gestacion (146,9d) producen calostro menos concentrado en IgG (99,9 mg/ml) que

las ovejas con periodos de gestacion de 150 dias (127,7 mg/ml) (Swanson et al, 2008).

La nutricidon durante la gestacion también afecta a la composicidn del calostro. Debido al Utero gravido,
durante la Ultima etapa de la gestacion el volumen del rumen es limitado porque estd fisicamente

comprimido, lo que lleva a una reduccién en la ingesta de alimentos.

La suplementacién con Se (77 pg/kg de peso corporal) y una dieta que proporciona el 100% de los
requerimientos dietéticos recomendados durante la gestacion (NRC, 1985) aumentan el rendimiento del

calostro, asi como el contenido de grasa, lactosa y proteinas (Meyer et al, 2011).

La suplementacion con maiz durante la Ultima semana de gestacion también aumenta la capacidad de
producir calostro, particularmente en ovejas de parto multiple y también aumenta el desarrollo de la ubre,
tanto al final de la gestaciéon como durante la lactacién (Banchero et al, 2006). Esto se debe a que el maiz
aporta glucosa que puede utilizarse en parte para el metabolismo intestinal (Nocek y Tamminga, 1991),
ahorrando glucosa sintetizada enddgenamente para la absorcidn mamaria y la sintesis de lactosa. La
disponibilidad de glucosa también puede aumentarse mejorando la producciéon de acido propidnico, el
precursor principal de glucosa en rumiantes, o aumentando el suministro de glucosa post-ruminal

(Knowlton et al., 1998). Ademas, existe una relacidn positiva entre la ingesta de energia y el flujo sanguineo
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hepatico, ya que este Ultimo aumenta y eleva la tasa de extraccion de progesterona en sangre, lo que
acelera el inicio de la lactogénesis (Hartmann et al, 1973). El almiddn presente en ambos granos (cebada o
maiz) puede ser el responsable de la alta produccion de calostro y la baja viscosidad del mismo observada
en los animales suplementados. Parte del almiddn se digiere en el rumen para producir dcido propidnico y
luego en higado se metaboliza a glucosa. Otra parte del almidén puede pasar a intestino y alli se digiere y
convierte inmediatamente en glucosa. Esta glucosa, por la cual hay una altisima demanda en los ultimos
dias de gestacion, seria el principal sustrato para la lactosa que es el azucar de la leche. La lactosa es muy
importante en la sintesis de calostro, ya que es hidroscépica y es la responsable del volumen del mismo y

por ende de la viscosidad.

En los sistemas de produccion lechera es comun el uso de dietas con alto contenido en concentrado para
aumentar la produccion de leche, pero los animales alimentados con este tipo de dietas pueden sufrir
acidosis ruminal subaguda (Serment y Giger-Reverdin, 2012). Ademas, la nutricidon puede afectar también a

la apoptosis de la glandula mamaria, que afecta a la involucion (Colitti et al, 2000).

Las ovejas desnutridas durante la gestacion sufren una serie de efectos adversos como corderos de bajo
peso al nacimiento y con mortalidad elevada, desarrollo reducido de la ubre y menor produccion y calidad
del calostro. Ademas, la mala nutricion se asocia con cantidad elevada de progesterona en el plasma al final
de la gestacién y una menor proporcién de estradiol al nacimiento. La progesterona alta en el plasma se
relaciona negativamente con la calidad del calostro y la produccion de leche. Ademas, estas hormonas estdn
implicadas en el inicio de la conducta materna, por lo que la nutricion al final de la gestacion también
influye en el comportamiento de la madre en relacién a sus crias. La progesterona elevada en plasma puede
contribuir al mal comportamiento materno y aumenta las probabilidades de abandono de los corderos

(Nowak y Poindron, 2006).

Lo normal es que la concentracion de progesterona en el plasma periférico durante la gestacion sea alta,
la mayor parte producida por la placenta, y caiga precipitadamente justo antes o inmediatamente tras el
parto. En cambio, la concentraciéon de estradiol y de lactosa en la secrecibn mamaria aumenta
gradualmente al final de la gestacién. El cambio en la proporcién de progesterona y estradiol (P4/E2) es el
principal determinante del parto, porque ambas hormonas tienen efectos opuestos sobre la sensibilidad del
Utero a las prostaglandinas, catecolaminas y oxitocina (Maltier et al., 1993). La progesterona no necesita
desaparecer completamente de la circulacion en el momento del parto, ya que el umbral de progesterona
en el plasma para el inicio de la lactogénesis es de <1 ng/ml. Sin embargo, existe una gran variacién en el
tiempo del aumento inicial de la lactosa, lo que puede influir en la supervivencia de las crias. Cuanto mas
tardio es el aumento, mas baja es la tasa de supervivencia (Hartmann et al, 1973). La tasa de disminucién
de progesterona también puede variar, por ejemplo en ovejas obesas, la retirada de progesterona se puede

retrasar antes y durante el parto debido a la progesterona almacenada en el tejido adiposo (McCracken,
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1964), las ovejas de parto multiple producen mas progesterona al tener dos placentas que las ovejas que
solo paren un cordero (McNeill et al., 1998). La alimentacién también influye en el aclaramiento metabdlico
de la progesterona, como se ha mencionado anteriormente. Alrededor del 96% de la progesterona que
ingresa en el higado y el intestino se elimina y los productos de descomposicion se excretan en las heces

(Parr et al., 1993b).

4. La absorcion del calostro
Mientras que la transferencia de inmunoglobulinas desde la circulacion materna hacia la glandula
mamaria implica un proceso activo mediado por un receptor especifico, la absorcion del calostro por parte
del neonato no es selectiva para isotipos de inmunoglobulinas especificos, debido a que no estan presentes

receptores especificos en el tracto intestinal.

La absorcion se inicia por la presencia de macromoléculas y la eficiencia de la misma disminuye
aproximadamente a las 24 horas de vida, independientemente de la presencia de macromoléculas
(Barrington y Parish, 2001). Por lo tanto, los corderos absorben las inmunoglobulinas intactas del calostro
ingerido solo durante el primer dia de vida (Klobasa et al., 1986). El nivel de actividad proteolitica en el
tracto digestivo de animales jovenes es bajo y se reduce aun mas por los inhibidores de tripsina presentes
en el calostro (Tizard, 1992). Por lo tanto, las proteinas del calostro sin degradar alcanzan el intestino
delgado donde son captadas por células epiteliales por micro-pinocitosis y pasan a través de los enterocitos

hacia los vasos linfaticos y capilares intestinales (Khan y Khan, 1991a).

En un estudio realizado por O’Doherty y Crosby (1997) en el que se suplementaron las ovejas prefiadas
con ensilaje de pulpa de remolacha azucarera para investigar los factores que afectan al rendimiento y la
calidad del calostro y la eficiencia absorcion de la IgG. El nivel de IgG en el suero de los corderos aumentd
linealmente al aumentar el consumo de I1gG de calostro hasta 15g/kg de peso al nacer del cordero. Por lo
que se concluyd que la suplementacion pre-parto aumento la eficiencia del cordero para absorber IgG

calostro durante las primeras 24h, sobretodo si ademas se afiadia harina de soja.

Las inmunoglobulinas alcanzan el nivel maximo en el primer dia de vida del cordero, luego disminuyen
durante las préximas 3 semanas (Smith et al., 1976). La disminucién de las inmunoglobulinas maternas en el
suero del cordero se superpone con el inicio de la sintesis de inmunoglobulinas endégenas. La vida media
del anticuerpo derivado del calostro en el sistema del neonato es de entre 11.5 y 16 dias. Las células del
calostro, que atraviesan facilmente la barrera intestinal neonatal y se distribuyen sistémicamente, no se ha

determinado cuanto tiempo persisten o qué efectos tienen en el recién nacido a largo plazo.

Los requerimientos de calostro para el cordero han sido calculados de acuerdo a la energia que éste

requiere por debajo de la cual sus propias reservas de energia deben ser movilizadas. Mellor y Murray
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(1986) estimaron que un cordero requiere 180 ml/kg de peso vivo durante sus primeras 18 horas de vida
cuando la temperatura es de 10°C y no hay viento y Robinson et al. (2002) sostiene que un 28% de esta
cantidad (50 g/kg de peso vivo) ya debe estar disponible para el cordero al parto. Pero si las condiciones

ambientales son de viento y frio los requerimientos aumentan 1.5 veces.

5. Efectos del calostro
Ademas de ser una fuente importante de nutricion e inmunidad pasiva, también tiene potentes
propiedades inmunomoduladoras que pueden impedir que los neonatos desarrollen una respuesta inmune
activa a ciertos antigenos. Las inmunoglobulinas transferidas pasivamente pueden suprimir la inmunidad

neonatal especifica e inespecifica.

Una consecuencia practica importante sobre los efectos inmunomoduladores del calostro es su efecto
potencial frente a la vacunaciéon. Como regla general, el mejor momento para inmunizar a un neonato es
después de que las inmunoglobulinas maternas hayan disminuido y el sistema inmunitario esté lo

suficientemente maduro como para responder adecuadamente. (Barrington y Parish, 2001).

6. Laglandula mamaria

La glandula mamaria se compone cominmente de parénquima y estroma, el cual incluye el sistema
ductal. El parénquima glandular es responsable de la produccion de leche y esta constituido por glandulas
tubulo-alveolares (Nickel et al. 1981). Cada uno de estos tejidos sufre pequefios cambios durante los
diferentes periodos del ciclo de lactancia. Hay tres etapas de la biologia mamaria que caracterizan los
diferentes periodos: proliferacion, secrecidn e involucion (Knight y Peaker, 1984). Durante la ultima fase de
gestacion, asi como durante la fase inicial o media de la lactancia, se produce la expansion de la glandula
mamaria por un aumento en el niumero de células epiteliales y el area de la luz, lo que conduce a un
aumento del tejido parenquimatoso y a una reduccidn del estroma. Durante la fase tardia de la lactancia, el

volumen de la glandula mamaria disminuye debido a la regresién de la estructura secretora.

El desarrollo de la glandula mamaria depende del sistema endocrino, mientras que el mecanismo de
eyeccién de la leche es competencia del sistema nervioso. Ambos sistemas estan conectados mediante el
eje hipotaldmico-hipofisario y regulan el proceso mediante la produccion y liberacién de determinadas
sustancias (prolactina, oxitocina, hormona del crecimiento, etc.) de forma coordinada con otros drganos
liberadores de hormonas (ovarios, placenta) (Klein, 2013). El lactégeno placentario esta estructuralmente
relacionado con la prolactina y con la hormona de crecimiento (Tucker, 2000), por lo que se demuestra que
la glandula mamaria puede desarrollarse sin necesidad de la hipdfisis. El hecho de que exista una relacion
positiva entre el tamafo de camada y la produccién de leche proporciona evidencia adicional de la
regulacidon placentaria de la mamogénesis. Sin embargo, la proliferacién del tejido mamario durante la

lactancia depende de la prolactina, secretada en respuesta al estimulo del ordeno, ya que tras el parto el



lactégeno placentario desaparece. El desarrollo tubuloalveolar en ovejas requiere la accidn de estréogeno y

progesterona en presencia de prolactina endégena (Schams et al, 1984).

La hormona del crecimiento promueve el desarrollo ductal, ademds, estudios demuestran que estimula
el crecimiento del parénquima mamario (Johnsson et al, 1986) y la produccién de leche en rumiantes.

Incluso se comercializa con el nombre de somatotropina bovina (Neville et al, 2002).

Aunque la funcidén principal de la oxitocina es la eyeccion de leche, el tratamiento con oxitocina exégena

se asocia con una mayor produccién de leche en ovejas (Zamiri et al, 2001).

En cuanto a la regulacién nerviosa, la secrecion de las glandulas mamarias se desencadena cuando la
descendencia comienza a chupar el pezdn. La estimulacidn de los receptores tactiles de la zona genera
impulsos sensoriales que se transmiten desde los pezones hasta la médula espinal y luego a las neurona
oxitocinérgicas secretoras en el hipotalamo, lo cual implica una via neuronal ascendente desde los pezones
hasta el hipotdlamo y un enlace vascular descendente que transporta las hormonas hipofisarias,
especialmente la oxitocina, a la glandula mamaria. Las neuronas secretoras de oxitocina se encuentran en el
nucleo paraventricular y en los ndcleos hipotaldmicos supradpticos. Tras la estimulacion del pezdn, la
oxitocina se libera en el torrente sanguineo y llega la ubre, lo que lleva a la contraccién de las células
mioepiteliales que rodean los alveolos mamarios y, posteriormente, expulsa la leche almacenada en ellos

para que esté disponible para los corderos (Tsingotjidou y Papadopoulos, 2008).

Como regla general en pequefios rumiantes, la lactancia temprana y media se definen por la
proliferacién celular, un mayor nivel de actividad celular y nimero de alvéolos y un aumento en el volumen
de la ubre. Ademds, en conjunto estan correlacionados con mayores rendimientos de leche que
caracterizan este periodo de lactancia. Durante la lactancia media hacia tardia, se produce una reduccion
del nimero de células epiteliales, una mayor deteccién de cuerpos apoptoéticos, una reduccién en el
tamafio y nimero alveolar y una disminucién del volumen de la ubre, en todos los casos correlacionado con

la reduccién en el rendimiento de la leche (Lérias et al, 2014).

7. La melatonina
La melatonina ((N-acetil-5-metoxitriptamina) ) es el transductor primario de informacion fotoperiddica al
eje reproductor neuroendocrino (Arendt, 1995). Se sintetiza en la glandula pineal a partir del triptéfano y la
serotonina (Bittman et al. 1983). La relacidn reciproca entre la glandula pineal y el ndcleo supraquiasmatico,
el marcapasos circadiano central, es el mecanismo principal de produccion de melatonina. En los
mamiferos, esta hormona funciona como sefial biolégica, ya que proporciona informacién temporal al resto
de sistemas sobre la época del afio y la hora del dia (Carrillo-Vico et al., 2005). La secrecidn de melatonina

es mayor en las noches largas de invierno en comparacién con las noches cortas de verano. El cambio en la
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duracion de la secrecion sirve como una sefal de tiempo para la organizaciéon de funciones estacionales
dependientes de la longitud del dia como la reproduccidn, el comportamiento y el crecimiento del pelaje en
mamiferos estacionales. Esta transduccién de informacién fotoperiddica es la funcién fisioldgica mas
importante de la melatonina en mamiferos. Los cambios dependientes del fotoperiodo en las especies
estacionales también incluyen cambios en la forma de onda de la temperatura corporal central y en el

momento y la distribucién del suefio (Arendt, 1995).

Por lo tanto, la glandula pineal es esencial en las respuestas reproductivas de las ovejas a los
fotoperiodos estimuladores e inhibidores. Varios estudios sugieren que las respuestas reproductivas a los
dias cortos estan mediadas por el ritmo circadiano de la melatonina, la cual se secreta por la noche (Bittman
and Karsch, 1984). La exposicidén a la luz durante la fase oscura suprime la produccion de melatonina
(Arendt y Skene, 2005). La informacidn fotoperiddica se transmite a través de varias vias neurales, desde la
retina hasta la glandula pineal, donde la sefial de luz se traduce en un ciclo diario de secrecién de
melatonina: alta por la noche, baja durante el dia. La duracion de la secrecidon nocturna de melatonina
refleja la duracion de la noche y regula la secrecién pulsatil de la hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH) del hipotalamo. Las variaciones en la liberacion de GnRH inducen los cambios correspondiente en la

secrecién de la hormona luteinizante que es responsable de la presencia o ausencia de ovulacién (Malpaux

et al,, 1999).

Ademas, la melatonina muestra una notable versatilidad funcional al exhibir propiedades antioxidantes,

oncostaticas, antienvejecimiento e inmunomoduladoras, entre otras (Macchi y Bruce, 2004).

La melatonina tiene varias areas de union (Bittman y Weaver, 1990), pero es en la pars tuberalis (PT)
donde hay mayor densidad de esta. La pars tuberalis se encuentra en una posiciéon anatdomica privilegiada
para interactuar tanto con la eminencia media como con la pars distalis de la hipdfisis, por lo que puede
influir en la funcion hipotalamo-hipofisaria. Sin embargo, estudios demuestran que la pars tuberalis no
interviene en la accién de la melatonina en el eje reproductor neuroendocrino. De hecho, en la oveja, la
melatonina introducida directamente en la PT no parece modificar la secrecion de LH. En cambio, los
microimplantes colocados en el tercer ventriculo si estimulan la liberacién de LH (Malpaux et al., 1994).
Existe una clara relacion entre la proximidad de los microimplantes de melatonina al area de unién vy la
efectividad de estos para estimular la secrecidn de LH. Estos estudios demuestran que el hipotdlamo, y no la
PT, es el 6rgano diana de la melatonina. En la oveja, el sitio de unién de la melatonina se encuentra en el
area hipotaldmica premamilar; esta se encuentra en la base del cerebro y esta limitada dorsolateralmente
por el fornix, se extiende 3 mm a ambos lados del tercer ventriculo, es posterior al receso infundibular y
esta delimitado caudalmente por los cuerpos mamilares (Chabot et al., 1998, Malpaux et al., 1998). La PT

interviene, en parte, en la accién de la melatonina sobre la secreciéon de prolactina. De hecho, en la oveja
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los implantes de melatonina tienen un efecto inhibidor sobre la liberacidon de prolactina (Malpaux et al.,

1995).

La importancia de la glandula pineal se ha demostrado en numerosos experimentos, como por ejemplo
en hamsters sirios en los que se practicé pinealectomia. La extraccidon de la glandula pineal en estos
animales previene la reduccion estacional de la secrecién de gonadotropina y la regresion gonadal
normalmente provocada por el fotoperiodo corto (Reiter, 1980). La pinealectomia suprime concretamente
las respuestas tanto cortas como largas. Ademds, se han realizado estudios sobre la posible funcion
endocrina en el sistema inmune de la glandula pineal sobre la base de dos enfoques experimentales:
pinealectomia funcional o quirdrgica y la asociacion entre la produccion de melatonina y el ajuste
circadiano y estacional en el sistema inmune. Tanto la pinealectomia quirdrgica como funcional se
correlacionan directamente con la pérdida de peso de los principales érganos inmunes (Vaughan y Reiter,
1971). Ademas, la extraccién de al glandula pineal también causa varios cambios en la respuesta inmune,
provocando un deterioro parcial y transitorio en el potencial inmune en ratas adultas y alterando los
pardmetros hematoldgicos en neonatos. La pinelactomia funcional con exposicién continua a la luz en ratas
causa una reduccion en la produccion de los péptidos tipicos timosina-1 y timulina (Molinero et al., 2000) y
aumenta la inmunosupresién inducida por catecolaminas adrenérgicas-2 en linfocitos de sangre periférica.
Cuando se administra melatonina a animales con pinealectomizacién los efectos sobre el sistema

inmunitario generalmente se revierten.

Varios estudios demuestran que hay una asociacion entre la influencia de la melatonina en el sistema
inmune vy el fotoperiodo. Un patrén nocturno de sintesis de melatonina (dias cortos) mejora la funcion
inmune para proteger contra condiciones invernales dificiles, cuando baja la temperatura y la disponibilidad

de limitada de alimentos podrian comprometer la salud del animal (Nelson y Drazen, 1999).

Carrillo-Vico et al. (2005) revisaron las numerosas observaciones que han demostrado que la melatonina
desempeia un papel importante en el ajuste estacional del sistema inmunoldgico, y existe evidencia de que
la melatonina tiene un efecto directo en la produccidn de IgG. En ratones, la melatonina administrada por la
noche aumentd la respuesta de anticuerpos primarios in vivo, cinco dias después de la inyeccion de
glébulos rojos de oveja; asi, el efecto estimulante de la melatonina se ejercid principalmente en las células
productoras de IgG (Maestroni et al., 1987). Ademas, la melatonina puede prevenir la inmunosupresion
observada en ratas de edad al aumentar los niveles de IgG e IgM vy, en ratones mantenidos en dias cortos
artificiales, los niveles séricos de IgG se elevaron porque la secrecién de melatonina es mayor porque los

periodos oscuros del dia son mas largos (Nelson, 1996).

Los implantes subcutdneos de melatonina se usan ampliamente para avanzar la temporada de

reproduccién en ovinos, y sus efectos en el ovario, la impregnacién y la viabilidad embrionaria en
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programas de transferencia de embriones en ovinos han sido revisados por Abecia et al. (2008a, 2019).
Normalmente la melatonina se libera por la noche, pero los implantes subcutaneos se usan para aumentar
la concentracion durante 24h y causar una respuesta corta durante el dia sin suprimir la secrecién endégena

(Malpaux et al., 1997).

Durante los ultimos afios también se han realizado estudios con el objetivo de determinar el papel de la
duracion del dia y la melatonina exdgena en la modulacién del rendimiento lechero y de la composicidn
quimica de la leche en ovejas. El fotoperiodo es de especial importancia para los animales de dia corto, ya
que en ellos la duraciéon del dia esta relacionada con cambios en las concentraciones de melatonina (Misztal
et al., 1996). En las ovejas, los cambios en la duracion del dia se perciben como un marcador biolégico con
respecto a la funcién reproductiva e influyen en el proceso de lactancia. El inicio de la lactacién involucra
una serie de hormonas, lo que demuestra que el proceso depende de la actividad del hipotdlamo y de la
glandula pituitaria (Peaker y Neville, 1991). La luz es un factor que modula la concentracién de prolactina y
depende del ritmo anual de las concentraciones de melatonina. En condiciones naturales, la concentracion
maxima de prolactina en sangre se observa en el periodo de dias largos, que es cuando el nivel de
melatonina disminuye. Mientras que la concentracidn minima de prolactina se observa durante el periodo
de dias cortos, que es cuando el nivel de melatonina aumenta (Misztal et al., 1991). El efecto modulador de
la melatonina sobre la secrecion de prolactina podria explicarse por dos mecanismos diferentes. Uno esta
relacionado con el ritmo circadiano, y tiene un efecto de corta duracion y es posible que solo sea aplicable a
la prolactina almacenada en las células lactotrépicas de la pituitaria. El segundo mecanismo que modula la
secrecién de melatonina esta relacionado con el ritmo anual de secrecidn; esto significa que la melatonina,

debido a sus propiedades lipofilicas, tiene un efecto directo sobre las células lactotréficas de la hipofisis vy,

por lo tanto, también afecta a la secrecién de prolactina (Misztal et al., 1999)

Los experimentos realizados por Molik et al. demostraron que la duracién del dia probablemente
determina la produccidn de leche de las ovejas (Molik et al., 2006, 2007). Las ovejas que entraron en
lactacion en el periodo de dias cortos tuvieron un rendimiento lechero del 50% en comparacién con las
ovejas ordefiadas en el periodo de dias largos. Los cambios en la secrecidn de prolactina durante el periodo
de lactacién de las ovejas, tanto en el inicio como en el mantenimiento, tienen un efecto en la cantidad de
leche producida y en la sintesis de proteinas, grasas e inmunoglobulinas, lo que indica que determinan su

composicion, calidad y utilidad tecnolégica.

El contenido de proteinas en la leche de ovejas con implantes de melatonina aumenté a lo largo del
periodo de lactacidn. Estos resultados indican que la administracion de melatonina exdgena en el periodo
de alargamiento de los dias provoca un aumento en la produccion de leche y en el contenido de proteinas

de la misma. De la misma manera, la simulacidn artificial de dias cortos durante el periodo de dias largos
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también resultdé en un aumento de los contenidos de proteinas y caseina en la leche de oveja (Molik et al.,

2012).

Reksen et al. (1999) recomendaron, para aumentar la produccion de leche del ganado en latitudes altas
(Noruega) en invierno, exponer a los animales a una iluminacién tenue por la noche y un fotoperiodo

minimo de 12h de luz.

2. JUSTIFICACION Y OBIJETIVOS

Dada la relacion entre la melatonina y el sistema inmunoldgico, y que el calostro es el primer producto
proporcionado por la oveja para activar el sistema de inmunidad del cordero, el objetivo de este
experimento es determinar si la melatonina exdgena administrada durante la gestacién tiene un efecto
sobre la calidad y composicidn del calostro ovino, como se refleja en las concentraciones de IgG, proteinas y
grasas. Ademas, para valorar el impacto de los implantes subcutdneos de melatonina en diferentes periodos

de tiempo, se colocan en un grupo durante cuatro semanas mds que en otro.

Los corderos nacen sin inmunoglobulinas (Brambell, 1970) y con una pequeiia reserva de energia para la
produccion de calor y el metabolismo y dependen del calostro para suministrar inmunoglobulinas y energia.
La forma mas satisfactoria de proporcionar inmunidad contra la enfermedad al cordero es asegurarse de

gue este reciba una gran cantidad de calostro y de la mejor calidad (Mellor, 1990).

Ademds, el tratamiento con melatonina puede aumentar significativamente el nimero de corderos
nacidos, si ademas la calidad del calostro aumenta, puede proporcionar beneficios econdmicos a las granjas

al disminuir la mortalidad de los recién nacidos.

3. MATERIAL Y METODOS

El experimento se realizd en la granja experimental de la Universidad de Zaragoza, Espafia (41 ° 41'N).
Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica para Experimentos con Animales de la
Universidad de Zaragoza. El cuidado y uso de los animales se realizé de acuerdo con la Politica Espanola de
Proteccion Animal RD1201/05, que cumple con la Directiva de la Unién Europea 2010/63 sobre la

proteccién de los animales.

1. Animales y procedimientos experimentales
El experimento utilizd6 60 ovejas Rasa Aragonesa gestantes que estaban en su tercera gestacion y no
tenian indicaciones de mastitis clinica o subclinica. Antes del experimento para sincronizar el estro, las
ovejas recibieron esponjas de progestdgeno insertadas durante 14 dias y 480 Ul de eCG en la extraccién de
la esponja (Sinchropart, CEVA Salud Animal, Barcelona, Espafia). A partir de entonces, el 17 de junio, se

aparearon con diez carneros de fertilidad probada. Cuarenta dias después, las ovejas fueron ecografiadas en
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busca de evidencia de gestacion. El 15 de septiembre, 3 meses después del apareamiento, un grupo de
ovejas (Grupo 3M, n = 13) recibié un implante de melatonina subcutaneo (Melovine, CEVA Salud Animal,
Barcelona, Espafia). El 15 de octubre, 4 meses después del apareamiento, un segundo grupo (Grupo 4M, n =
18) recibié un implante de melatonina. Las ovejas restantes no recibieron un implante de melatonina
(Group Control, C, n = 29). Las ovejas se alojaron con su grupo hasta el momento del parto y se alimentaron

para cumplir con los requisitos de peso vivo (PV) y de gestacidn, y tuvieron acceso ilimitado al agua.

En el momento previsto del parto, las ovejas se asignaron a corrales individuales (2 x 2 m) (Figura 1), de
modo que se pudiera observar el momento real del parto. Inmediatamente después del parto, se recogio
una muestra de calostro (Figura 2), se congeld y se almacend a -20 ° C hasta que se realizé un analisis de la

concentracion de 1gG, proteina bruta (% PB) y grasa (% FAT). Se pesaron los corderos, se registrd su sexo y se

midid la temperatura rectal con un termdémetro rectal (Figura 3).

Figura 1. Antes del parto se separan

Figura 2. Recogida de muestra de
las madres en corrales individuales. calostro.
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Figura 2. Registro del nacimiento, peso, temperatura y medicion

del calostro mediante refractometria.
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2. Cuantificacion de inmunoglobulinas mediante sandwich ELISA
Las concentraciones de IgG en el calostro de oveja se analizaron con base en la prueba Calokit-Sheep
(ZEULAB, Zaragoza, Espafa), segun lo descrito por Galan-Malo et al. (2014). Las muestras de calostro se
diluyeron para adaptar los niveles de IgG al rango de trabajo de la prueba ELISA. La absorbancia se leyd a
450 nm en un lector de microplacas Multiskan (Labsystems, Helsinki, Finlandia). Se obtuvo una curva de
calibracién cuadratica mediante el trazado de las lecturas de absorbancia frente a las concentraciones de

estandares de IgG. La concentracidn de IgG en muestras de leche se calculé por interpolacion.

3. Cuantificacion de proteina bruta y porcentajes de grasa en calostro
Las muestras se liofilizaron y analizaron siguiendo los procedimientos de AOAC (2005) para proteina

bruta (PB; ref. 976.05) y extracto de éter (EE; ref. 2003.05).

4. Andlisis estadistico

La concentracién de 1gG, % PB y % FAT se recalcularon sobre la base de materia seca y se evaluaron
estadisticamente segin un modelo multifactorial que incluia tratamiento con melatonina, sexo de
descendencia (macho, hembra o macho + hembra) y tamafio de camada (solo parto) como efectos fijos, y
se utilizd el Método de Minimos Cuadrados del procedimiento GLM en SPSS v.22 (IBM Corp. Released,
2013). En segundo lugar, los niveles de IgG de calostro, % PB y % FAT se compararon con efectos fijos
mediante un ANOVA. Una representacién general del modelo es la siguiente: y = xb + e, donde y es el vector
de registros Nx1, b denota el efecto fijo en el modelo dentro de la matriz de asociacién x, y e es el vector de
efectos residuales. Para evaluar el efecto del tratamiento con melatonina de un mes, se realizé una prueba
post-hoc de la diferencia menos significativa (LSD) de Fisher. Los parametros reproductivos se compararon

mediante ANOVA vy la tasa de mortalidad mediante la prueba X2.
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5. RESULTADOS
Los grupos no difirieron significativamente en el nimero de corderos nacidos por oveja, la media de
peso al nacer, la temperatura rectal de los corderos y la tasa de mortalidad, aunque esta ultima tendié (P =

0,12) a ser mas baja en el grupo 4M (Tabla 1).

Control 3M 4M
n 29 13 18
Corderos nacidos 52 25 31
Prolificidad 1.79+0.10 1.92+0.08 1.72+0.06
Peso vivo al nacimiento 3.63+0.14 3.58+0.17 3.49+0.18
Temperatura rectal 38.88 £0.12 38.91+0.10 39.16+0.16
% mortinatos 13% 20% 6%
% mortalidad al destete 7% 0% 0%
% mortalidad total 19% 20% 6%

Tabla 1. Numero de corderos nacidos y prolificidad media (+ SEM) (niumero de corderos
nacidos/parto), peso vivo y temperatura rectal (°C) de los corderos al nacer, y porcentaje
de mortalidad de corderos de ovejas rasa aragonesa que recibieron un implante

subcutdneo de melatonina al tercer (3M) o cuarto (4M) mes de gestacion, o no (control).

El momento de la implantacion de melatonina (P <0,001) y el sexo de los corderos (P <0,01) tuvo un
efecto significativo sobre la concentracion de IgG. El tamafio de la camada no tuvo un efecto significativo,
aunque su interaccion con el momento de la implantacién y el sexo de la descendencia fue significativa (P
<0,001). El calostro de ovejas que recibieron un implante de melatonina tenia una concentracion de IgG
media mas alta (+ SEM) que las ovejas de control (191.31 + 14.45 vs. 166.61 = 12.22 mg/ml,
respectivamente; P <0.05), principalmente porque las concentraciones en el grupo 4M fue
significativamente mayor (P <0,001) que en los grupos 3M y C (Tabla 2). El momento de la implantacion
tuvo un efecto significativo en el % de FAT, y las ovejas 3M tuvieron valores significativamente mas altos (P
<0.05) que los de los grupos Control y 4M. El % de PC en el calostro no difirié significativamente entre los

grupos (Tabla 2).
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Control 3M 4M

n 29 13 18

IgG (mg/ml) 166.61+12.22a 132.90+11.342 223.76+17.46b
% Proteina bruta 56.23+1.47 50.58+2.07 57.08+1.86
% Grasa 25.98+1.87a 34.47+2.14b 24.83+2.232

TABLA 2 Concentracion media (+ SEM) de 1gG (mg / ml) y porcentaje de proteina bruta y
grasa en el calostro recolectado inmediatamente después del parto en ovejas Rasa
Aragonesa que recibieron un implante subcutdneo de melatonina en el tercero (3M) o

cuarto (4M) ) mes de gestacion, o no (Control). (a, b indican P <0.05)

Las asociaciones entre el sexo del cordero y la IgG (P <0.01), % PB (P <0.05) y % FAT (P = 0.11) fueron
evidentes en partos de cria Unica (ovejas con un cordero macho: 225.31 + 23.59 mg 1gG/ml, 59.68 + 2.72%
PB, 19.49 + 2.90 % FAT; ovejas con un cordero: 135.36 + 15.92 mg/ml, 53.10 + 2.17 % PB, 26.00 + 2.69 %
FAT). Las ovejas que portaban un solo cordero macho produjeron un calostro que tenia mayor IgG y el
contenido de proteina, y un menor porcentaje de grasa que las ovejas que habian llevado una sola cria
hembra. La presencia de una hembra en la camada se asocid con niveles de IgG de calostro
significativamente mas bajos (P <0.01) (camadas con al menos una hembra: 161.50 + 10.39; camadas sin
hembras: 207.81 + 17.04 mg / ml; P <0.01), aunque las correlaciones con % PB (54.93 + 1.29 y 56.37 + 1.81
% PB)y % FAT (27.65 + 1.31y 26.32 + 10.99 %FAT) no fueron significativos.

El efecto de interaccion entre el momento de la implantacion, el sexo de la descendencia y el tamafio de
la camada en las concentraciones de IgG se presenta en la Tabla 3. En el grupo de Control, la presencia de
un feto hembra se asocié negativamente (P <0.01) con las concentraciones de IgG en aquellas ovejas que
tienen un solo cordero. Entre las ovejas implantadas con melatonina en el cuarto mes de gestacidn, las que
portaban fetos hembras tuvieron niveles de IgG significativamente mds bajos (P <0.01), ya sea que tuvieran

un solo cordero o multiples corderos.
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Cria Unica Multiple

Control 3M a4M Control 3M a4M

Sin 168.14+17.64 148.71+39.4 298.83+17.64 161.41+22.5 149.02+39.1 307.05+39.13
hembras a 5 a 9 3 a
enla (5) (2) (5) (7) (3) (2)

camada

Hembras  94.30+19.73b 150.16+39.4 165.26+17.64 192.68+15.9 122.01+22.5 182.20+22.59
enla (5) 5 b 8 9 b

camada (2) (5) (12) (6) (6)

TABLA 3 Concentracion media (+ SEM) de IgG (mg/ml) en calostro recolectado
inmediatamente después del parto, de ovejas Rasa Aragonesa que habian recibido un
implante subcutdneo de melatonina al tercer (3 M) o cuarto (4 M) mes de gestacion, o no

(Control), portando o no portando una hembra de cordero. (a, b indican P <0.01)

6. DISCUSION

Por lo que sabemos, este es el primer estudio que informa un efecto de la melatonina exégena durante
los dltimos dos meses de gestacidn sobre la calidad del calostro en ovejas; especificamente, las ovejas que
recibieron un implante en el cuarto mes de gestacién tuvieron concentraciones significativamente mas altas
de IgG de calostro; sin embargo, la implantacién de melatonina en el tercer mes de gestacién no cambid los
niveles de 1gG, aunque el contenido de grasa del calostro fue mas alto que entre los animales de control.
Los implantes comerciales de melatonina de liberacidn lenta utilizados en este estudio inducen niveles
elevados de melatonina en plasma durante la fase luminosa del dia durante >100d (Zudiga et al., 2002). Por
lo tanto, los implantes administrados a las ovejas en los grupos 3M y 4M no se habrian agotado en el
momento del parto y, por lo tanto, una exposicién mas prolongada a la melatonina exdgena (tres meses) no
fue efectiva para aumentar la IgG, pero si fue efectiva para aumentar contenido de grasa en el calostro. La
refractariedad a sefiales de dias cortos, como la inducida por los implantes de melatonina, ocurre en las
ovejas a través de la regulacién estacional del ciclo sexual, de modo que la exposicidon prolongada causa
refractariedad en dias cortos y, posteriormente, el cese de la actividad reproductiva (Chemineau et al.,
1992). Como tal, posiblemente los mecanismos que causan el aumento de las concentraciones de IgG en el
calostro no responden a la exposicidon prolongada a la melatonina, ya que podria haber ocurrido una

refractariedad similar a la hormona exdgena.

La administracién de melatonina exdgena y la simulacion de un fotoperiodo de dia corto en verano

tuvieron efectos significativos en los niveles de sélidos, proteinas, grasas y lactosa de la leche, y en el
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contenido de 4cidos grasos de la leche de oveja. Molik et al. (2011) observaron que las ovejas expuestas a
un fotoperiodo artificialmente corto y las que recibieron implantes de melatonina produjeron leche con los

niveles mas altos de grasa, similares a los animales 3M en nuestro experimento.

En nuestro estudio, la presencia de fetos hembras redujo los niveles de IgG en el calostro en el grupo
4M, tanto en ovejas que tenian solo un cordero como en las que tenian multiples corderos, y el fenémeno
se produjo en ovejas no tratadas que tenian una cordera. Una posible explicacidon de esta observacién se
basa en la concentracion-dilucién. Dado que la produccién de crias hembras tiene un efecto positivo en la
produccion de leche en cabras de Florida (Abecia et al., 2018b) y en ovejas Churra y Lacaune (Abecia y
Palacios, 2018), y aunque en nuestro estudio no se midid la produccion de calostro, presumiblemente las
ovejas que paren hembras produciran la mayor cantidad de calostro, de modo que, incluso sin diferencias
en la produccion de IgG, cualquier molécula diluida en calostro tendra una concentracién mas baja. En
vacas, las que tuvieron un ternero hembra produjeron cantidades mas altas (P <0.05) de calostro y leche
durante la lactancia que las vacas que tuvieron un ternero macho (Angulo et al., 2015), y la concentracion
total de Ig fue mayor en el caso del macho que en las hembras, como en las ovejas en nuestro estudio. En el
estudio con vacas, la explicacién de esas diferencias fue un efecto de dilucién porque las vacas que tenian
una ternera produjeron mas calostro que las vacas que tenian un ternero macho, pero la cantidad total de
Ig producida no difirié (relacionando la concentracion de IgG con volumen de calostro producido). En
cualquier caso, dado que la produccién de leche parece estar influenciada por el sexo del descendiente a
través de hormonas fetales especificas del sexo que pueden influir en el tejido de la glandula placentaria y
mamaria (Anand-lvell et al., 2011), la secrecidn de IgG en el calostro podria estar influenciado por cualquier
hormona especifica del sexo liberada por el feto. Otros no han encontrado una correlacion entre el sexo del
cordero y los niveles de IgG de calostro (Ciupercescu, 1977; Kaymaz et al., 2000). Un razonamiento similar
podria explicar los niveles mas altos de IgG producidos por las ovejas 4M; es decir, a través de una
reduccion en la cantidad de calostro causada por la melatonina a través de la concentracién de sdlidos. Sin
embargo, en las ovejas Assaf y Lacaune en lactancia, el tratamiento con melatonina para mejorar el
potencial de reproduccién no interfiere con la produccidn de leche (Abecia et al., 2005); por lo tanto, parece

que el tratamiento con melatonina no modifica la produccién de leche o de calostro; mas bien, su calidad.

En nuestro estudio, el tratamiento con melatonina no afecté la temperatura rectal del cordero ni el peso
vivo al nacer. La melatonina materna contribuye a modular varias funciones de importancia clave en la
fisiologia fetal y en la preparacion para la vida extrauterina. El tejido adiposo marrén almacenado durante el
desarrollo fetal se usa para la termogénesis en recién nacidos; por lo tanto, quisimos confirmar si los
implantes tuvieron un efecto en la acumulacién de tejido adiposo marrén, como lo reflejan las diferencias
en la temperatura corporal o el peso vivo al momento del parto. El tejido adiposo marrén es importante en
el recién nacido ya que este necesita mantener la temperatura central cuando se enfrenta a la transicion del

ambiente intrauterino (mas de 392C) al ambiente postnatal frio. Los mecanismos basicos se activan al nacer,
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la produccion de calor por el tejido adiposo marrén representa aproximadamente la mitad del calor que
necesitan los recién nacidos para mantener la temperatura central, y el resto lo produce la termogénesis
muscular (Alexander y Williams, 1968). Al nacer, cuando se corta la conexidn con la placenta y la madre, la
exposicidn al frio estimula la liberacidn de noradrenalina que conduce a la hidrdlisis de los triglicéridos,
almacenados en las células del tejido adiposo marrén y dacidos grasos (Cannon y Nedergaard, 2003;

Alexander et al., 1968).

Brockhus et al. (1988) implantaron melatonina en las ovejas en el dia 56 de gestacion y no detectaron un
efecto sobre la deposicién de tejido adiposo marrdn y el contenido de lipidos en el feto. Torres-Farfan et al.
(2008), sin embargo, demostraron una respuesta inhibitoria directa a la melatonina exdgena de tejidos
fetales in vitro, lo que apoya que la melatonina tiene un papel en la fisiologia fetal, al restringir la lipdlisis
durante la vida fetal. Seron-Ferre et al. (2008) demostraron que la melatonina materna durante la gestacion
influye en la cantidad y la funcionalidad normal del tejido adiposo marrén en el neonato. En su estudio, los
corderos recién nacidos privados cronicamente de melatonina materna durante su ultimo tercio de la vida
fetal, a los 5 dias de vida tenian menor temperatura que los corderos recién nacidos del grupo control. En
nuestro estudio, la ausencia de diferencias entre los grupos de tratamiento y control en el peso vivo y la
temperatura rectal al momento del parto, y las tasas de mortalidad hasta el destete, sugieren que la
duracion de la exposicidn a la melatonina exdgena fue insuficiente para inducir cambios significativos en el

desarrollo del feto o mejorar el estado inmune del recién nacido.

7. CONCLUSIONES

En conclusidn, el tratamiento con implantes de melatonina en el cuarto mes de gestacién ha resultado
en una mayor calidad de calostro basada en la concentracion de IgG. Ademas, si la oveja tiene uno o mas
corderos, el efecto es mayor. Por lo tanto, la recoleccién de calostro de ese tipo de ovejas para ser

almacenadas podria tener valor practico.

Ademas, la melatonina exdégena ha reducido la mortalidad en el grupo 4M y ha tenido un efecto
significativo en cuanto al sexo de los corderos y la concentracion de IgG. En el grupo 4M hay una mayor
concentracién de IgG, lo que indica el momento de la colocacién del implante de melatonina es importante,

ya que cuanto mas tiempo actla, mayores son sus efectos.

Por contraste, el contenido en grasa en el calostro resulté mayor en las ovejas del grupo 3M. Ademas, la
melatonina tiene un efecto significativo en el sexo del cordero, la concentracidn de IgG, el % PB y el % FAT

cuando la oveja solo pare una cria.

En definitiva, es necesario realizar mas estudios sobre el efecto de la melatonina en la fisiologia fetal y en

el rendimiento lechero, para valorar el beneficio que tiene en la productividad y economia ganadera, al
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reducir la mortalidad durante la lactancia, obtener corderos con mayor peso vivo al nacimiento y aumentar

el rendimiento lechero de las ovejas y la calidad de la leche.

CONCLUSIONS
In conclusion, treatment with melatonin implants in the fourth month of gestation resulted in a higher
quality of colostrum based on the concentration of IgG. Also, if the sheep has one or more lambs, the effect

is greater. Therefore, colostrum collection of such sheep to be stored could have practical value.

In addition, exogenous melatonin has reduced mortality in the 4M group and has had a significant effect
on the sex of the lambs and the concentration of IgG. In the 4M group there is a higher concentration of
IgG, which indicates the timing of the placement of the melatonin implant is important, since the longer it

acts, the greater its effects.

In contrast, the fat content in colostrum was higher in sheep of the 3M group. In addition, melatonin has
a significant effect on the sex of the lamb, the concentration of 1gG, % CP and % FAT when the sheep only

carries a lamb.

In short, more studies on the effect of melatonin on fetal physiology and milk yield are necessary to
assess the benefit it has on productivity and livestock economy, reduce mortality during lactation, obtain

lambs with greater live weight at birth and increase the milk yield of sheep and milk quality.

8. VALORACION PERSONAL

Este trabajo me ha permitido mejorar el manejo con el ganado ovino, desde antes del nacimiento de los
corderos hasta la colocacidn del crotal, toma de temperatura, desinfeccion del cordén umbilical e inyeccidn
de Se. También he aprendido sobre la reproduccién ovina, ya que ,durante el experimento, debia estar
presente durante los partos para tomar las muestras de calostro. Por supuesto he ampliado mis
conocimientos sobre la fisiologia ovina y cémo se puede modificar mediante la administracion de hormonas
para obtener un beneficio en cuanto a disminuir la mortalidad de los corderos y aumentar el rendimiento

lechero.

Ademas, también he conocido métodos para valorar la calidad del calostro tanto in situ como
laboratoriales, y a manejar las muestras en el laboratorio. La blusqueda de informacidn cientifica de calidad
en paginas online especializadas también me ha resultado beneficioso, ya que es una herramienta que
podré utilizar a lo largo de mi carrera profesional. El hecho de leer tal cantidad de articulos cientificos, nos
ayuda a los estudiantes a entender el campo de la investigacidn y, en mi caso, me ha permitido entender

mejor los resultados obtenidos en este estudio.
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No solo he aprendido sobre fisiologia ovina y manejo de ganado, si no que también he aprendido la
importancia que tienen estos estudios en una zona geografica en la que la produccién de corderos y
productos lacteos derivados del ganado ovino es tan importante. Estos experimentos permiten mejorar la

produccion, el rendimiento y, por tanto, la economia de los ganaderos.

Para finalizar, agradezco la paciencia y disposiciéon de mi tutor Alfonso Abecia, ya que me ha ayudado en
todo momento a resolver mis dudas y siempre ha estado disponible. Ademas, también agradecer la
colaboracion de los trabajadores del SAEA, que en momentos en los que yo no podia estar presente, ellos se
han encargado de recoger las muestras de calostro para garantizar que el experimento no fracasase.
Finalmente, quiero agradecer la colaboracion de dos estudiantes dispuestos a ayudar en lo que hiciera falta,

Silvia Luis y David Lépez.
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