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RESUMEN

La produccion ovina nacional estd concentrada en tres grandes zonas: Patagonia,
Pampa Humeda y Mesopotamia. En el resto del pais, que comprende las provincias del
norte, noroeste y centro oeste, la explotacién ovina es mas bien complementaria a la
caprina con predominio de razas productoras de carne como criollas y caras negras que
producen lana de baja calidad por lo que la esquila no se justifica. La lana representa una
complicacion debido a las caracteristicas del medio ambiente donde abunda el monte bajo
y sucio, existe mayor prevalencia de miasis y es necesario realizar el desoje dos o tres
veces al afio. Los ovinos de razas tropicales deslanadas se introducen al pais hace
aproximadamente 10 afios, sobre todo en la provincia de Chaco, norte de Corrientes, norte
de Santa Fe, Misiones y algunas provincias del noroeste argentino. Las ovejas de éstas
razas tienen la ventaja reproductiva de presentar un anestro poco definido, de menor
duracion o ausente. Esta caracteristica reproductiva sumada a la ausencia de lana hace
interesante su introduccion a la region subtropical argentina. El objetivo de la presente tesis
fue evaluar caracteristicas reproductivas relacionadas con poliestrismo anual, respuesta a
protocolos de sincronizacién y caracterizacion del perfil citologico vaginal de owvejas de
raza Santa Inés en el nordeste argentino, comparandolas con la raza Ideal. Los porcentajes
de ovejas ciclando fueron 70, 70 y 60 %, en la raza Santa Inés y 80, 10 y 20 % en la raza
Ideal, durante otofio, invierno y primavera, respectivamente. La presentacion de ciclos
estrales fue diferente entre razas. El andlisis estadistico de Chi® tuvo un p valor <0,0001,
indicando la asociacion significativa entre las variables raza y estado reproductivo. Los
protocolos de sincronizacién con esponja intravaginal durante 5 dias, més 200 o 300 Ul de
eCG consiguieron porcentajes de celo superiores al 67 %. Con la utilizacion de 300 Ul de
eCG el intervalo al celo se acortd significativamente. Los porcentajes de prefiez fueron
altos y no hubo diferencia significativa entre dosis. Las prefieces dobles no superaron el
18%. En la citologia vaginal se reconocieron células parabasales, intermedias profundas y
superficiales y superficiales. Las modificaciones en las frecuencias de cada tipo celular no

permitieron determinar la fase del ciclo estral.

Palabras clave: ciclicidad estral, anestro, sincronizacion de celos, citologia vaginal,

subtropico.



ABSTRACT

National sheep production is concentrated in three main areas: Patagonia, Pampa Humeda
and Mesopotamia. In the rest of the country, which includes the northern, northwestern and
central western provinces, sheep exploitation is rather complementary to the goat with a
predominance of meat-producing breeds such as Creoles and black faces that produce low
quality wool, so Shearing is not justified. Wool represents a complication due to the
characteristics of the environment where the low and dirty mountain abounds, there is a
higher prevalence of myiasis and it is necessary to perform the desolation two or three
times a year. Sheep of deslanadas tropical races are introduced to the country about 10
years ago, especially in the province of Chaco, north of Corrientes, north of Santa Fe,
Misiones and some provinces of northwestern Argentina. The sheep of these breeds have
the reproductive advantage of presenting a poorly defined, short-lived or absent anestrus.
This reproductive characteristic added to the absence of wool makes its introduction to the
Argentine subtropical region interesting. The objective of this thesis was to evaluate
reproductive characteristics related to annual polystrism, response to synchronization
protocols and characterization of the vaginal cytological profile of sheep of the Santa Inés
breed in northeastern Argentina, comparing them with the Ideal breed. The percentages of
cycling sheep were 70, 70 and 60%, in the Santa Inés breed and 80, 10 and 20% in the
Ideal breed, during autumn, winter and spring, respectively. The presentation of estrous
cycles was different between races. The statistical analysis of Chi2 had a p value <0.0001,
indicating the significant association between the variables race and reproductive status.
Intravaginal sponge synchronization protocols for 5 days, plus 200 or 300 IU of eCG
achieved heat percentages greater than 67%. With the use of 300 IU of eCG the interval to
heat was significantly shortened. Pregnancy rates were high and there was no significant
difference between doses. Double pregnancies did not exceed 18%. In vaginal cytology,
parabasal, deep intermediate and superficial and superficial cells were recognized. The
modifications in the frequencies of each cell type did not allow to determine the phase of

the estrous cycle

Keywords: estrous cyclicity, anestrus, heat synchronization, vaginal cytology, subtropic.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La extension del territorio argentino determina una gran variedad climatica. El clima
calido se presenta al norte y noreste del pais. En estas regiones se distinguen dos
variedades, con estacion seca Y sin estacion seca. El clima subtropical sin estacion seca se
presenta en la zona norte de Entre Rios, en el area mas oriental de la regidén chaqueria,
Corrientes y Misiones. Se caracteriza por temperaturas (T°) promedio de 33°C en verano

13°C eninvierno y abundantes precipitaciones, con un promedio anual de 1.300 mm.

Si se considera la produccion ovina nacional por regiones, se observa que esta
concentrada principalmente en tres grandes zonas que tienen caracteristicas definidas:
Patagonia, Pampa HUmeda y Mesopotamia. En el resto del pais, que comprende las
provincias del norte, noroeste (NOA) y centro oeste, la explotacidn ovina es mas bien
complementaria a la caprina (De Gea, 2007). En esta Gltima region, predominan las razas
productoras de carne que producen lana de baja calidad por lo que la esquila no se justifica.
La lana representa una complicacion debido a las caracteristicas del medio ambiente
donde abunda el monte bajo y sucio, debiéndose realizar el desoje dos o tres veces al afio.
La presencia de lana facilita también la mayor prevalencia de miasis (Yafiez y Fernandez,
2014). Las razas productoras de carne presentes en esta region corresponden a las criollas y

caras negras.

Hace aproximadamente 10 afios que se estan introduciendo ovinos deslanados en la
Argentina, sobre todo en la provincia del Chaco, norte de Corrientes, norte de Santa Fe,
Misiones y algunas provincias del NOA. En establecimientos chaquefios cercanos a la
localidad de Makallé, Presidencia de la Plaza y en otras localidades se introdujeron las
razas Dorper y Santa Inés. En Corrientes en localidades como Itati Empedrado, San
Cosme y Capital también existen majadas de Santa Inés y Dorper. El Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) de la localidad correntina de EI Sombrero, desarrolla
estudios evaluando la raza Dorper. Hay ensayos de terminacion de corderos pesados y de
recria de hembras cuyos resultados de conversion de carne por Kg de alimento son

interesantes. La ganancia diaria de peso (GDP) de corderos Dorper fue 150 g y la de las



cruzas Merino X Rommey fue 90 g/dia, significativamente diferente (p<0,05). También la
eficiencia alimenticia fue significativamente superior en la raza deslanada (p<0,05), siendo
de 5,5y 10,5 kg de racion por kg de carne respectivamente. Cuando se calcul6 el indice de
Estrés Caldrico (ITH), se detectd que los corderos deslanados estuvieron bajo estrés
calorico de severo a extremo, sin embargo el consumo no se vio afectado, demostrando una

buena capacidad de adaptacion (Verdoljak et al., 2014).

Casuso et al. (2013) evaluaron GDP desde el nacimiento hasta el destete,
comparando corderos Santa Inés, Ideal y la cruza de ambas razas (F1; Santa Inés x Ideal),
en el subtropico argentino. La misma fue significativamente mayor en corderos F1, los
corderos Santa Inés tuvieron un valor intermedio, en tanto que los lanados presentaron la
menor GDP.

El crecimiento y desarrollo corporal y de algunos O6rganos también estd siendo
evaluado. Martinez et al. (2019) estudiaron el desarrollo ruminal en corderos de raza Ideal
y cruzas Ideal por Santa Inés, a diferentes Kg de peso vivo (PV). Observaron un mayor
desarrollo en determinadas estructuras ruminales en corderas del biotipo Ideal por Santa
Inés a partir de 17 kg de PV. Existid diferencia principalmente en el espesor de la tunica
muscular y en largo y ancho de las papilas ruminales, lo que esta relacionado con el

consumo de alimento sélido a mas temprana edad.

Ya hay trabajos de analisis de comportamiento materno de owvejas Santa Inés
comparandolas con las de hembras Ideal en la region subtropical argentina. Utilizando la
observacion focal, directa y continua de las ovejas desde minutos antes de la expulsion del
feto hasta el final de la primer mamada. Las variables analizadas fueron: tiempo que
dedicaba la madre a limpiar y oler a su cordero, intervalo parto-primer mamada y duracion
de la primer mamada (Abson et al., 2013). También se estudid el comportamiento de
corderos neonatos Santa Inés, Ideal y cruzas F1 de ambas razas, a través de los intervalos
nacimiento-incorporacion, incorporacion-primer mamada y parto-primer mamada (Abson

et al., 2014), no encontrandose diferencias.

Las caracteristicas de la actividad reproductiva de las ovejas de razas tropicales, son
atractivas. Algunos estudios realizados se basan en colocar a estas hembras en fotoperiodos

naturales o artificiales que simulan a los de regiones subtropicales a templadas.



Cheminuau et al. (2004) evaluaron la raza tropical Black Belly en fotoperiodo
simulado de region templada y fotoperiodo de region tropical. Observaron que ambos

grupos respondieron con marcada estacionalidad en sus ciclos reproductivos.

Coelho et al. (2006) evaluaron la actividad ovarica de borregas Santa Inés, Rommey
March y Suffolk ubicadas a 21° de latitud sur (LS), mediante perfiles de progesterona. No
se detectd variacion estacional en la concentracion plasméatica de progesterona en ovejas
Santa Inés, contrario a lo que ocurrié con ovejas Rommey March y Suffolk. El trabajo de
Moraes et al. (2013) sobre la frecuencia de manifestacion estral y concentracion sérica de
progesterona en ovejas Santa Inés, Texel e lle de France en el sur de Brasil (23° de LS),
muestra que Santa Inés tuvo un periodo de anestro breve. Sin embargo, ovejas tropicales
Pelibuey a 21° de latitud norte (LN) presentaron variacion estacional en la actividad
reproductiva, independientemente de su condicion corporal, disminuyendo la presentacion

de estros entre invierno y primavera (Isla Herrera et al., 2010).

Sasa et al. (2011) trabajaron sobre la concentracion de progesterona en ovejas Santa
Inés, Rommey March y Suffolk, en época de anestro estacional (septiembre a noviembre) y
a 21° LS. El perfil de esta hormona demostr6 que las hembras Santa Inés presentaban
actividad ovarica en esa estacién y que la introduccion del macho a la majada provoco
mayor incremento de la hormona en la raza tropical, mientras que en las razas lanadas este

nivel continué estando por debajo de 1ng/ml, lo que indica ausencia de actividad ovérica.

La ovina raza Santa Inés, originaria de Brasil, es una raza sintética, que surgio a
partir de cruzamientos entre las razas Somalis, Bergamacia, Morada Nova y Rabo Largo
(Pereira, 2008). Los ovinos de esta raza estan desprovistos de lana y presentan un pelaje
corto de coloracion variada. Se pueden encontrar animales con pelajes rojizos, marrones,
negros y también existen los overos. Los machos alcanzan una estatura promedio de 90 cm
y pueden llegar a pesar 100 kg, en tanto que las hembras miden 70 cm y pesan 60 kg. En
rebafios de animales con adecuado nivel nutricional, los corderos nacen con 3,5 a 4 kg y
llegan al destete a los 45 a 60 dias de vida con 13 a 16 kg. La ganancia diaria de peso vivo
esta alrededor de 200 a 220 gramos (Bueno et al., 2006).

No obstante, al ser comparada con otras razas carniceras mejoradas, Santa Inés tiene

un desemperfio inferior que se refleja en las caracteristicas de la carcasa (Bueno et al.,



2006). Por este motivo resulta ideal para cruzamientos con razas como Texel o Ideal entre

otras.

Segin Quesada et al. (2001) esta raza tiene buena capacidad para adaptarse a climas
adversos y muestra mayor tolerancia al calor que Morada Nova. Este es un rasgo
importante ya que el estrés calorico limita la expresion del potencial genético de los
animales (Magalhaes Melo, 2014). La rusticidad es otra caracteristica propia de la raza,

mostrando mayor resistencia a las enfermedades parasitarias e infecciosas (Da Silva, 2010)

Durante el pastoreo, el comportamiento de los ovinos Santa Inés es muy activo,
caminan y exploran muy bien los potreros, lo que les confiere un mayor aprovechamiento
de los distintos ambientes. Las razas deslanadas tienen mayor aceptacion de plantas de

hojas largas, consumiendo asi una mayor diversidad de especies (Bueno et al., 2006).

Dentro de los parametros reproductivos se encuentra la prolificidad, definida como el
nimero de crias nacidas por parto. La misma estd relacionada con la tasa de owulacion,
concepcion, mortalidad embrionaria, tasa de abortos y nacimientos normales (Faco et al.,
2008). Las hembras de esta raza presentan una alta tasa de owulacion lo que permite la
ocurrencia de gestaciones y partos dobles, impactando positivamente al sistema productivo
(Silva et al., 2010). Por ser una raza de origen tropical, presenta ausencia de estacionalidad
reproductiva, 0 en caso de presentarse estacion de anestro, ésta es de menor duracion que
la de razas originarias de regiones templadas (Bueno et al.,, 2006, Pereira, 2008).
Finalmente se destaca la acentuada habilidad materna lo que favorece la supervivencia

perinatal de los corderos (Bueno et al., 2006).

La raza Ideal también es sintética, originada a partir de cruzamientos entre Merino y
Lincoln. Es una raza de doble propdsito, principalmente utilizada para la produccion de
lana. Produce una lana de tipo Prima, de calidad semejante a aquella de la raza Merino
pero con un mayor largo de mecha y con didmetro de fibra entre 22 y 25 micras. El vellén

es cerrado y de aspecto voluminoso (De Gea, 2007).

En cuanto a la produccion de carne, los corderos de un afio de vida alcanzan un peso

de carcasa caliente de 13,8 kg y un rinde de 40,5 %. El grado de engrasamiento, en una



escala de 1 a 5, es de 2 puntos. Ademas sus pérdidas por enfriamiento no son considerables
(Mendoca et al., 2003).

Entre sus caracteristicas reproductivas se describe como una raza poliéstrica
estacional con un anestro breve. La estacion de cria puede extenderse desde octubre a julio
(De Gea, 2007).

La introduccion de ovinos de origen tropical deslanados en la regién del noreste
argentino (NEA) resulta beneficiosa, al menos, por dos motivos. Por un lado, al emplearse
razas deslanadas se eliminan los inconvenientes que pueden darse por la presencia de lana
(costo de la esquila, bajo valor de comercializacion de la lana obtenida, problemas de

almacenamiento de la lana esquilada).

Por otro lado, las razas carniceras de origen europeo son poliéstricas estacionales. La
obtenciéon de un unico parto en el afio es el reflejo de una estacion reproductiva estrecha
que implica ofertas estacionales de carne, leche, cuero y derivados. Esto favorece a que el
consumo de carne ovina se restrinja solo a determinadas épocas del afio. Ademés de
desaprovecharse el potencial reproductivo que presentan los ovinos por tener un periodo
corto de gestacion y cria. A nivel econdémico se encarece el costo de mantenimiento de las

madres y el precio de comercializacién de los corderos (Yafiez y Fernandez, 2014).

Si la ciclicidad anual de las hembras Santa Inés se mantiene en esta region, se
podrian programar sistemas de produccion para lograr 3 partos en 2 afios, aumentando la
productividad individual y por hectarea. Econdmicamente se traduce en sistemas de
produccién mas eficientes y rentables y menor costo de produccién de corderos (Yafez y
Fernandez, 2014).

Por ello, resulta de sumo interés la evaluacién de la actividad reproductiva de
hembras ovinas de origen tropical que verifique la ausencia de estacionalidad en otros
puntos geograficos, para justificar su introducciébn en &reas productivas con mayor

amplitud en los cambios de la longitud del dia.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Caracteristicas fisiolégicas de la reproduccién estacional

Los fenomenos de la reproduccion ofrecen diferencias considerables segun las
especies, en los animales inferiores se realiza por simple division, mientras que los

organismos superiores elaboran gametos capaces de desarrollarce (Kolb, 1987).

La frecuencia en la presentacion del celo también es una caracteristica que difiere

segln las especies. Las hembras pueden clasificarse en monoéstricas Yy poliestricas.

Las hembras monoestricas (perra) son aquellas en las cuales el ciclo estral aparece
tan solo una o dos veces a lo largo del afio, presentando una fase de anestro o inactividad

ovarica muy prolongada.

Las especies poliéstricas presentan ciclos consecutivos y éstas a su vez se clasifican
en poliéstricas continuas y poliéstricas estacionales. En las poliéstricas continuas aparecen
ciclos estrales durante todo el afio, interrumpiéndose sélo cuando quedan prefiadas. Son
ejemplo de esto la vaca y la cerda. Las poliéstricas estacionales son aquellas especies
(yegua, oveja y cabra) con ciclos estrales s6lo durante una estacion determinada del afio,
bien durante la primavera y verano (yegua) o durante el otofio e invierno (oveja y cabra).
Coincidiendo con la estacién reproductiva especifica para la especie, aparecen ciclos
estrales consecutivos y cuando dicha estacion finaliza, las hembras entran en fase de

anestro hasta la nueva estacion reproductiva (Garcia Sacristan et al., 1995).

Entonces, la estacionalidad de la actividad reproductiva, se caracteriza por la
existencia de un periodo de actividad reproductiva y otro de inactividad ovérica o anestro

(Porras Almeraya et al., 2003).

Para comprender como se desencadena la estacionalidad, se deben conocer los

factores que la determinan.



Ritmos Biolégicos

Debido a que la Tierra rota sobre su eje, ella presenta dos ambientes bien definidos:
la luz y la oscuridad. Como el eje de rotacién de la Tierra esta inclinado, la duracién
relativa de los periodos de luz y oscuridad cambia durante el afio. En respuesta a esto, los
seres Vvivos respondieron evolutivamente a estas dos situaciones geofisicas desarrollando
mecanismos especificos de prediccion con el fin de adaptarse exitosamente. Este es el
origen de los ritmos biologicos que se repiten cada 24 horas (ritmo circadiano) y de los
ritmos anuales (ritmo ciranual), que oscilan con las estaciones del afio (Cardinali y Scacchi
Bernasconi, 2009). Estos ritmos hacen que los individuos acomoden o ajusten muchas
funciones vitales, por ejemplo el ciclo suefio vigilia, la migracion en las aves, la
hibernacién y asi también son los que conducen a que algunas especies animales presenten

estacionalidad reproductiva.

Fotoperiodo

El fotoperiodo corresponde al tiempo de exposicion de los organismos a la luz en el
transcurso de un dia. Este varia con la latitud y constituye el mecanismo por el cual los
animales y las plantas miden el paso de las estaciones. Estos cambios en el fotoperiodo no
solo regulan la actividad reproductiva, como se comentd antes, en otras especies también

determinan el momento de migracion, hibernacion, etc.

Los factores ambientales que regulan el comienzo y mantenimiento de la actividad
ciclica del ovario son fundamentalmente el fotoperiodo, la temperatura y las condiciones
climéticas en general. Ademés, influyen otros factores como la lactacion, nutricién y la

presencia de otros animales.

La respuesta al fotoperiodo varia dependiendo de la especie. Las gatas y yeguas
responden positivamente al aumento del fotoperiodo, mientras que owvejas y cabras lo
hacen cuando éste disminuye. La respuesta positiva al fotoperiodo, es decir, el desarrollo
de ciclos estrales, se produce uno o dos meses después del solsticio de invierno (cuando los
dias se wvuelven cada vez mas largos) en la yegua. Y generalmente uno o dos meses

después del solsticio de verano (momento a partir del cual los dias comienzan a acortarse),



en el caso de owvejas y cabras. Sin embargo, el periodo de tiempo necesario para que se

instaure la respuesta negativa (anestro) es de 2 a 4 meses.

El fotoperiodo requiere de 3 componentes esenciales para realizar su trabajo.
Primero, debe haber un fotorreceptor que detecte la luz y un reloj que distinga dias largos
de dias cortos. Segundo, debe haber una ruta neural que enlace dicho reloj al aparato
neuroenddcrino. Finalmente, se encuentra el propio sistema enddcrino, que involucra a la
secrecion de gonadotrofinas hipofisiarias, el desarrollo gonadal y la retroalimentacion

gonadal producida por los esteroides sexuales (Bustos y Torres, 2012)

Los mamiferos usan sus ojos como fotorreceptores para medir el largo del dia, pero
la ruta por la que lo hacen es diferente a la de la captacion y formacion de imédgenes. La
informacion fluye a lo largo del nervio Optico en neuronas diferentes a las del sistema
visual, las que son precisamente células ganglionares que contienen un unico fotopigmento
denominado melanoxina (Panda et al., 2005). Estas terminan en los ndcleos
supraquiasmaticos, dos estructuras localizadas en el hipotadlamo justo por encima del
quiasma Optico (Hattar et al., 2002) las que en conjunto constituyen el tracto retino-

hipotalamico.

El dispositivo que mide el tiempo parece estar basado en un reloj circadiano, de
aproximadamente 24 horas, localizado en el nicleo supraquiasméatico del hipotadlamo. Cada
una de estas pequefias areas contiene miles de neuronas, que regulan todos los ritmos
circadianos del cuerpo, por lo que su destruccion desprograma los ritmos alternantes entre
suefio y vigilia, la funcién adrenal y el control de la temperatura corporal (Bustos y Torres,
2012).

Aunque el funcionamiento de este reloj es de 24 horas, muestra una plasticidad
notable y se adapta a una variedad de fotoperiodos, ajustando las funciones fisiologicas que
controla en consecuencia. Los cambios estacionales del fotoperiodo afectan de manera
duradera al reloj circadiano, tanto a nivel molecular como eléctrico, que luego muestra la

capacidad de retener la informacion fotoperiodica (Revel et al., 2009).



El Hipotalamo, sitio donde se encuentra el reloj biolégico

El hipotdlamo esta ubicado en la base del cerebro rodeando la porcion ventral del
tercer ventriculo. Esta estructura coordina la mayor parte de las funciones enddcrinas del
organismo y sirve como uno de los principales centros de control del sistema nervioso
autonomo (Ross y Pawlina, 2012). Es una region del sistema nervioso central (SNC) que
presenta caracteristicas especiales frente al resto de las regiones. Se acepta cada vez més la
idea de que en el hipotdlamo existen “formas especiales” de funcionamiento, donde cada
tipo de célula neuronal, neuroglial y vascular tienen caracteristicas propias cada vez mejor
definidas (Toledano-Diaz et al., 2017).

El tercer ventriculo es una cavidad ependimaria del encéfalo, se presenta como una
gran bolsa que se inclina sobre el acueducto que ella misma prolonga. Alrededor de la
cavidad del tercer ventriculo existen masas de células vegetativas que constituyen el
hipotdlamo, quien se organiza en 3 capas 0 zonas: zona periventricular, zona medial y zona

lateral.

La zona medial, constituye el hipotdlamo wvegetativo propiamente dicho. Presenta
nicleos que se reparten en 3 regiones, region hipotalamica anterior, posterior y masa del

cuerpo mamilar.

La regién anterior comprende 3 nucleos: el nlcleo predptico; el nlcleo supradptico y
el nicleo paraventricular. La region posterior comprende los nucleos dorsal, ventral y
posterior. El cuerpo mamilar presenta el nlcleo mamilar medial y el lateral (Rouviere y
Delmas, 2005).

El hipotadlamo comprende grupos de neuronas con sus axones y terminales, axones y
terminales de otras neuronas cuyos cuerpos estan fuera del hipotalamo, y axones que

solamente pasan por este érgano. También posee células gliales.

La mayoria de las neuronas descargan Ssus neurotransmisores en una Sinapsis
modulando asi la actividad de neuronas postsinapticas. Muchas neuronas hipotalamicas
son diferentes, ya que no liberan neurotransmisores, sino que liberan hormonas al torrente
circulatorio, y se denominan neuronas enddcrinas. De manera que estas hormonas modulan

las funciones de células a distancia.



Con técnicas de impregnacion metalica, se demostr6 que existen en el hipotalamo 2
tipos de neuronas enddcrinas, que de acuerdo a su tamafio pueden clasificarse en neuronas

magnocelulares y las parvocelulares.

Las neuronas magnocelulares sintetizan y secretan hormonas de la neurohipdfisis
(oxitocina 'y vasopresina). Sus cuerpos se ubican en los nucleos supradptico Yy
paraventricular y sus axones viajan por el hipotdlamo a la eminencia media y luego al

tronco infundibular para terminar en la neurohipofisis.

Las parvocelulares tienen sus cuerpos en diversos ndcleos hipotalamicos y sus
axones terminan en la eminencia media. Ellas sintetizan hormonas que se liberan en los
terminales nerviosos en la eminencia media y difunden a los capilares del sistema porta
hipotaldmico-hipofisiario para alcanzar finalmente la adenohipofisis, donde estimulan o

inhiben la liberacién de otras hormonas (Bustos y Torres, 2012).

Las neuronas hipotaldmicas varian segun el nimero y tipo de dendritas, y existencia
0 no de espinas en ellas, y también segun la longitud de sus axones (Toledano-Diaz et al.,
2017).

La definicion anatdmica para los nicleos hipotalamicos no seria la correcta porque
estos nlcleos presentan tipos celulares muy diferentes. La organizacion morfofuncional
basica hipotaldmica se especializa en cada especie, haciendo dificil extrapolar los avances

en el estudio de una especie a otras.

El recorrido descripto para las neuronas secretoras de factores liberadores, como la
Hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) ademas de su terminal axdnico principal
que finaliza en la eminencia media, también presenta colaterales axdénicos que se dirigen

hacia otras estructuras del SNC para inervarlas

Las neuronas que segregan un determinado péptido, ocupan el mismo nicleo o area,
aunque investigaciones posteriores demuestran que pueden existir las mismas agrupaciones
0 neuronas solitarias en otros nlcleos. Actualmente se sabe que en la mayoria de los
nucleos hipotaldmicos coexisten diversos tipos de neuronas secretoras en intima relacion,
algunas con capacidad de expresar mas de un péptido hipotalamico. Junto a ellas, se

evidencia la existencia de neuronas aminérgicas, glutamatérgicas y GABAérgicas.
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También existen muchas neuronas que no se pueden clasificar porque todavia se desconoce
que péptidos secretan. Los recuentos de las neuronas que sintetizan GnRH, en diferentes
especies de mamiferos muestran cifras de entre 300 y 1300 células, con diferencias dentro
de una misma especie en distintos ndcleos y presencia de neuronas solitarias. Ademas,
algunas de estas células cambian de morfologia y secrecion en diferentes fases

reproductivas o inducidas por situaciones medioambientales (Toledano-Diaz et al., 2017).

Un dato interesante, es que ademas de que existen neuronas especificas para la
secrecién de un neuropéptido, en determinadas situaciones, otras neuronas, secretoras 0 no,
pueden producir ese péptido. Por ejemplo, en diferentes circunstancias, aumenta la
produccién del péptido liberador de corticotropina (CRH) no solo a partir de neuronas
CRH clasicas, sino que se pueden detectar mensajeros RNA de este péptido en otras
neuronas. Esto puede indicar la existencia de muchos subtipos de neuronas que sintetizan
CRH, que son heterogéneas en sus caracteristicas y comportamiento, con regulaciones
diversas extra e intrahipotaldmicas (Toledano-Diaz et al., 2017).

Neuronas productoras del péptido liberador de gonadotrofinas (Neuronas GnRH)

Las celulas que producen el factor liberador de gonadotrofinas se localizan en varios
nicleos hipotaldmicos, como el nlcleo arcuato, paraventricular, periventricular, area
predptica (APO), y también en &reas reticulares extrahipotalamicas, como el septum vy
Banda diagonal de Broca, entre otros. Ademas de su proyeccion hacia la eminencia media,
donde libera el péptido al sistema porta, se evidenciaron también hacia otros nlcleos
hipotaldmicos, y a regiones extrahipotaldmicas como la amigdala y el hipocampo. Esto
sugiere que no solo estarian involucradas en la reproduccion, sino también en otras
funciones de control del SNC (Toledano Diaz et al., 2017).

Los receptores para GnRH se encuentran principalmente en la adenohipofisis, en el
caso de roedores y primates, también existen receptores en goénadas, placenta y glandula
adrenal.

El patron de secrecion pulsatii es muy caracteristico y se adapta al estado de
desarrollo y al estado reproductivo del individuo, por ejemplo, en la mujer prepuber los

picos de secrecion se producen cada 3 o 4 horas, mientras que en la mujer fértil lo hacen
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cada 1 o 2 minutos. La regulacién es muy compleja, si bien existen células dedicadas a este
fin, también son influenciadas por el estrés, la ingesta, el control emocional, etc. Ademas,
las interneuronas como las dopaminérgicas o células gliales y tanicitos tienen la capacidad
de realizar un control importante. La regulacion puede ser a nivel celular, controlando la
sintesis peptidica, o a nivel de su liberacion en la eminencia media (Toledano Diaz et al.,
2017).

Neuronas productoras del péptido inhibidor de GnRH (neuronas GnlH)

El péptido GnIH, término méas empleado en la especie aviar, fue descubierto en el
afio 2000, y presenta varios ortdlogos en diferentes especies (Tsuitsui et al., 2000; Tsuitsui,
2009). Es sintetizado y liberado por neuronas hipotaldmicas especialmente en el nlcleo
paraventricular en las aves y en el area dorsomedial en mamiferos, sus axones se proyectan
a la eminencia media y/o a otros nicleos hipotaldmicos. Los receptores de GnlH se
encuentran en las neuronas GnRH, en células de la adenohipofisis y en gonadas (Toledano
Diaz et al., 2017).

La regulacion de estas neuronas también es compleja y se demostrd que en especies
de reproduccion estacional su expresion es dependiente de los niveles de melatonina
(Tsutsui et al., 2013).

Neuronas productoras del péptido Kisspeptina

El péptido Kisspeptina (Kissl), descubierto hace no muchos afios es producido y
secretado por neuronas hipotaldmicas ubicadas principalmente en el nicleo arcuato y en
menor medida en el area predptica. Presenta proyecciones muy extensas que alcanzan

varios nucleos hipotaldmicos (Oakley et al., 2009).

Kiss 1 tiene la capacidad de regular la actividad de las neuronas GnRH actuando a

nivel del soma y de las dendritas (Toledano Diaz et al., 2017).

Glandula Pineal y Melatonina

En reproductores no estacionales, la informacién que fluye desde los somas de las

neuronas secretoras de GnRH en el hipotdlamo anterior regula la secrecién de
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gonadotrofinas por la hipofisis anterior sin la intervencion de otros elementos. Una ruta
diferente existe en los mamiferos de reproduccion estacional, donde la glandula pineal

actla como el principal transductor neuroenddcrino.

La glandula pineal es impar, esférica y estd situada en el centro del cerebro, sobre el
techo del tercer ventriculo. La melatonina, hormona producida por esta glandula se
identificd en 1958. Luego, a partir de estudios filogénicos se constatd que la sintesis de
melatonina en mamiferos estaba controlada por la luz ambiental a través de una via neural
cuya estacion final eran las neuronas simpaticas del ganglio cervical superior. En 1965, se
consolida el concepto de la glandula pineal como drgano neuroendocrino en mamiferos, al
demostrarse que la oscuridad (fotoperiodos cortos) inducia cambios gonadales en el
hamster y que estos podian ser suprimidos por la pinealectomia. Se atribuye a la glandula
la capacidad de “transductor neuroendocrino”, por ser un 6rgano que convierte un estimulo
neural proveniente de la retina y originado por la luz ambiental, en una respuesta

enddcrina, la produccion de melatonina (Guerrero et al., 2007).

La sintesis de esta hormona esta controlada por el nlcleo supraquiasmatico, que esta
sincronizado con el ciclo luz/oscuridad a través del tracto retinohipotalamico. Durante la
noche, el nlcleo supraquiasmatico envia sefiales neurales a través de una via multisinaptica
simpatica, la via retino-hipotalamica-pineal. Esta via consta de los nlcleos
paraventriculares hipotalamicos, las células intermediolaterales y el ganglio cervical
superior, que se proyecta sobre la glandula pineal e induce en ella la liberacion nocturna de
noradrenalina. La union de ésta Ultima a sus receptores especificos situados en las
membranas de los pinealocitos promueve la activacion de la sintesis de melatonina
(Guerrero et al., 2007).

Después de ser sintetizada, la melatonina es liberada rapidamente a la circulacion
general. En mamiferos, la sefializacion de melatonina ocurre a través de la activacion de
dos receptores de alta afinidad, acoplados a proteina G: MT1 y MT2. Ambos receptores
pertenecen a grupos distintos dentro de la superfamilia de receptores acoplados a proteina
G. Mas recientemente se purificé otro sitio de union de menor afinidad, M T3, quien no se
acopla a proteina G, sino a quinona reductasa 2 (Revel et al., 2009). La identidad completa
de los sitios de unién de membrana de MT3 con quinona reductasa Il, asi como la

relevancia fisioldgica de estos sitios, todavia debe determinarse por completo aunque se
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conoce que MT3 participa en la proteccién contra el estrés oxidativo (Dubocovich y
Markowska, 2005).

Los tejidos en los que se identificaron y caracterizaron completamente los receptores
funcionales de melatonina, MT1 y MT2, en mamiferos son retina, ndcleo
supraquiasmatico, pars tuberalis, arterias cerebrales y periféricas, rifion, pancreas, corteza
suprarrenal, testiculos y células inmunitarias (Dubocovich y Markowska, 2005). Los sitios
de wunién se identificaron utilizando 125 I-melatonina como radioligando. En muchas
especies de mamiferos estudiadas el nimero total de estructuras marcadas es notablemente
alto, mas de 100 estructuras neurales y 30 periféricas se unen especificamente a 125I-
melatonina. Las estructuras que se unen al radioligando difieren considerablemente entre
especies, exepto aquellas de la pars tuberalis y el nicleo supraquiasmatico, quienes

siempre aparecen marcadas (Revel et al., 2009).

Aungue actualmente estd bien establecido que la melatonina coordina la
reproduccion estacional con la época del afio, los mecanismos por los cuales controla la

actividad reproductiva todavia no se comprenden completamente (Revel et al., 2009).

De forma general, se sabe que la informacion fotoperiodica que llega al animal hace
que la glandula pineal también presente un “ritmo circadiano de secrecion de melatonina”
quien establece la frecuencia de pulsos de secrecion de hormonas GnRH y luteinizante
(LH) pero ademas, la melatonina determinaria la capacidad del hipotalamo y la hipofisis de
responder al feedback negativo que ejerce el estradiol sobre éstas estructuras (Malpaux et

al., 1996). La Figura 1.1 esquematiza los pasos mencionados.

La regulacion de la estacionalidad reproductiva por parte de la hormona melatonina
se establece a nivel del eje hipotalamico-hipofisis gonadal. Esta regulacién ocurre por la
activacion de los receptores de alta afinidad que estan ubicados en el ndcleo

supraquiasmatico y en la pars tuberalis (Morgan y Hazlerigg, 2008).
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Figua 1.1. Circuito de estimulos que desencadenan el inicio o cese de la actividad
reproductiva en hembras poliestricas estacionales.

Este esquema sintetiza de manera general los eventos que ocurren a través del
circuito  retino-hipotalamico-pineal, sin embargo, en los Ultimos afios se realizaron
numerosos estudios para esclarecer los mecanismos moleculares por los cuales la
melatonina regula la sintesis y/o liberacion de GnRH/LH para controlar la reproduccién en

especies estacionales.

Incremento en la respuesta del hipotalamo al feedback negativo del

estradiol, durante el anestro

Durante el anestro estacional, el estradiol (E2) adquiere la capacidad de suprimir la
frecuencia de secrecién de GnRH y LH. De tal manera que aun los niveles bajos de E2
durante el anestro inhiben fuertemente la actividad de GnRH (Goodman et al., 2010). Por

lo tanto, la retroalimentacion negativa de E2 al hipotalamo estd bajo control estacional, los
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estudios de los Ultimos afios se dirigen a comprender como se transmite esta influencia

negativa a las neuronas GnRH (Weems et al., 2015).

Participacion de Neuronas Dopaminérgicas, Acido Gamma aminobutirico vy

Glutamato

En el hipotdlamo existe un grupo de neuronas dopaminérgicas, denominadas Al5,
ubicadas especificamente en el area retroquiasmatica (ARQ). Estas neuronas se
descubrieron al investigar las vias aferentes por las que E2 ejerce su accion negativa sobre
los pulsos de GnRH. Actualmente se cree que ellas desempefian un papel fundamental en

la regulacién estacional de secrecion de GnRH (Adams et al., 2006, Smith et al., 2008).

Al igual que las neuronas GnRH, las A15 no presentan el receptor o de E2, de
manera que su accion sobre ellas seria indirecta. Se identificaron 2 areas principales que
contienen células sensibles al estrdgeno, que son activadas durante el feedback negativo
del estradiol en el anestro estacional, el area predptica ventromedial y el éarea
retroquiasmatica (Lehman et al., 2010). Las células que presentan el receptor alfa de
estrogenos, presentes en ambas regiones, proporcionan informacién a la region Al5. Las
fibras del area predptica ventromedial y retroquiasmética contactan directamente con
dendritas tirosin hidroxilasa positivas y con cuerpos neuronales de la region A15
(Goodman et al., 2010).

Esta informacion desde el area predptica y retroquiasmatica hacia Al15, seria una
sefializacion glutamatérgica y/o acido gamma aminobutiricoérgica, el estradiol estimula a
glutamato e inhibe la liberacion del a&cido gamma aminobutirico (GABA) en la regién A15
(Singh et al., 2009). Sumado a esto, se comprobd que durante el anestro estacional el
numero de sinapsis glutamatérgicas hacia los cuerpos y dendritas neuronales en la region
Al5 estan incrementadas, asi como también existe un incremento en la longitud y en las

bifurcaciones de las dendritas de las neuronas A15 (Adams et al., 2006).

Una explicacion simple seria que E2 (cuyos receptores o se expresan en neuronas
glutamatérgicas) estimula la liberacion de glutamato desde las aferentes en la region Al5,
esto a su vez estimula la actividad de las neuronas A15, quienes inhiben la frecuencia de

los pulsos de liberacion de GnRH (Singh et al., 2009). La sefializacion GABAérgica que
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también tiene una entrada al area A15, tiene implicancia en el feedback negativo del
estradiol, pero en este caso, E2 parece inhibir el tono GABAérgico. Asi, la secrecion de E2
desde el ovario durante el anestro resultaria en una liberacion maxima de glutamato y
minima de GABA en las neuronas A1l5. También es importante la entrada de aferentes
GABAérgicos hacia la region Al5, ya que su importancia podria radicar en suprimir la
actividad de las neuronas A1l5 en temporada reproductiva, cuando el tono de glutamato
esta reducido, ademas tal vez el Rea (presente en neuronas GABA) podria disminuir en
esta temporada, y asi E2 ya no seria capaz de inhibir el tono GABAérgico. Por lo tanto, se
propuso que durante el anestro, cuando las neuronas A15 estan activas, su entrada aferente
es predominantemente glutamatérgica, mientras que durante la temporada de reproduccion,

cuando estan inactivas, predomina la entrada GABAérgica inhibitoria (Singh et al., 2009).

El cambio de configuracion que ocurre entre los contactos neuronales se denomina
plasticidad neuronal, y es lo que permite que durante el anestro las sinapsis glutamatérgicas
hacia las neuronas A15 estén incrementadas un 30 % méas que en temporada reproductiva y

ocurra el efecto supresor de E2 en la secrecién de GnRH en época de anestro (Singh et al.,
2009).

La mayor poblacién de cuerpos celulares de las neuronas GnRH se localiza en el area
predptica y menor cantidad en el hipotdlamo medio basal e hipotadlamo anterior. Sin
embargo, las proyecciones de las neuronas A15 ocurren caudalmente, hacia el hipotalamo
mediobasal, y no rostralmente hacia el area predptica o hipotaldamica anterior (Goodman et
al., 2010). Ademas, se demostrd que los terminales dopaminérgicos estan en contacto axo-
axonico directo con los terminales de GnRH en la eminencia media de la oveja. Por lo
tanto, la dopamina liberada por las neurona A15 pueden inhibir los pulsos de GnRH

actuando a nivel de los axones GnRH (Goodman et al., 2012).

Participacion del neuropéptido Kisspeptina

Por otra parte, el control que ejercen las neuronas Al5 sobre la secrecion de GnRH
podria ser principalmente de forma indirecta, a través de células que se ubican en el nlcleo
arcuato (NARC) (Weems, et al., 2015). En el nicleo arcuato existe un grupo de células que
sintetizan Kisspeptina, un neuropéptido capaz de estimular la secrecion de GnRH.

Kispeptina ocupa un rol protagonico en la via multisinaptica que regula la secrecion de
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GnRH a través de dopamina. Las neuronas que sintetizan Kisspeptina son Unicas porque
producen otros dos péptidos también implicados en el control de la reproduccion,
neuroquinina B y dinorfina (Goodman et al., 2007). Se comprobd que el neuropéptido
Kisspeptina asi como la cantidad de ARNm de sus células disminuyen durante el anestro,
probablemente por una fuerte inhibicion del estradiol. Ademés, disminuye la cantidad de
contactos de estas células hacia las neuronas GnRH en el hipotalamo mediobasal en ovejas
en anestro, comparado con owvejas en estacion reproductiva (Smith et al., 2018). Esta
disminucién en el ndmero de contactos hacia las neuronas GnRH, podria permitir una

mayor inhibicion de los pulsos por parte de otras “entradas”.

A través de un estudio reciente en el que se utilizd dinorfina como marcador, se
observd que las neuronas Kisspeptina coexpresan el receptor de dopamina D2 (D2R), el
subtipo responsable de la inhibicion de pulsos de GnRH y que esta coexpresion se
incrementa durante el anestro, llegando a un 80%, mientras que en estacion reproductiva es
de 40% (Goodman et al., 2012). Por lo tanto, las neuronas Al5 podrian proyectarse al
nicleo arcuato para inhibir a las neuronas de Kisspeptina y asi bloquear la secrecidon de
GnRH durante el anestro (Weems et al., 2015).

La revisién realizada por Weems et al. (2015) presenta un modelo que explica el
mecanismo de accion del estradiol durante el anestro, inhibiendo los pulsos de secrecion de
GnRH y en consecuencia, de LH. Estos pasos se resumen en la figura 1.2. Sin embargo, el
mecanismo por el que la melatonina induce los cambios conformacionales en este circuito
neural, sigue sin dilucidarse por completo. Se conoce que la hormona triyodotironina (T3)
juega un rol clave en la plasticidad neuronal, que podria constituir la clave de este

mecanismo (Lehman et al., 2010).
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Figura 1.2. Via de sefializacion del estradiol (E2) por la que incrementa el Feedback
negativo a las neuronas GnRH. ARQ: area retroquiasméatica; APO: area preoptica; NARC:
nucleo arcuato; HMB: hipotalamo mediobasal; Rea: receptor a de estradiol; RD2: receptor
2 de dopamina

Melatonina y Eje Hipotalamico-hipofisis-gonadal

Las neuronas hipotalamicas, asi como muchas otras neuronas ubicadas en diferentes
partes del SNC presentan plasticidad morfologica. Esto significa que sufren cambios en su
tamafio y forma y en sus entradas y salidas, lo que afecta la capacidad de respuesta a las
sefiales enddgenas, demostrando plasticidad funcional. Particularmente, en el caso de la
actividad reproductiva estacional, esto se traduce en el cese o activacion de la misma,

segun la época del afio (Lehman et al., 2010).

La plasticidad funcional que presenta el circuito neural que media la reproduccion
estacional estd siendo fuertemente investigada. Es probable que los cambios funcionales en
este circuito estdn relacionados con la expresion de neurotransmisores, receptores y otras
moléculas de sefalizacion, que contribuyen al cambio estacional en la reproduccidn
(Goodman et al., 2010).
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Influencia de las hormonas tiroestimulante, tetrayodotironina vy

trivodotironina en la reproducciéon

La hormona tiroestimulante (TSH) se sintetiza en la pars distalis de la hipofisis
anterior y estimula a las células foliculares de la glandula tiroides quienes producen

hormonas tiroideas (Ross y Pawlina, 2012).

Las principales hormonas secretadas por la glandula tiroides son la 3°,5°,3,5-L-
tetrayodotiroxina (T4, tiroxina), la mas abundante, la 3°,5,3-L-triyodotironina (T3) y la
mas potente y activa 3°,5°,3-L-triyodotironina, llamada triyodotironina Inversa (rT3), la
cual tiende a incrementarse cuando ocurren enfermedades e insuficiente ingestion de
alimento (Yen, 2001; Moraes y Rodriguez, 2005).

La tiroidectomia previene el aumento estacional de la respuesta a la
retroalimentacién negativa que ejerce el estradiol sobre la secrecion de GnRH, lo que
interfiere con el proceso neuroenddcrino clave necesario para el desarrollo del anestro
(Osorio et al.,, 2014). En ausencia de hormonas tiroideas la estacion reproductiva no
finaliza, asi también en animales hipotiroideos la finalizacion de la estacion reproductiva
se retrasa en comparacién con ovejas eutiroideas (Hernandez et al., 2003). Luego de una
tiroidectomia, realizada al final de la estacion de anestro, las ovejas entraron en actividad
reproductiva normalmente pero continuaron exhibiendo ciclos estrales regulares adn
durante la siguiente estacién de anestro y se mantuvieron en esta condicién por mas de un
afio (Osorio et al., 2014). Por lo tanto, en ausencia de estas hormonas el ritmo estacional

reproductivo no se expreso.

Participacion de TSH y hormonas tiroideas en el eje hipotalamo-hipéfisis-gonadal

Existen en el cerebro dos enzimas que regulan localmente las concentraciones de
hormonas tiroideas, las deiodinasas, Dio2 y Dio 3. La primera cataliza la conversion de la
hormona T4 a su forma activa T3, elevando la concentracion local de esta uUltima. La

segunda produce formas inactivas de ambas hormonas (Revel et al., 2009).

Estudios en aves demostraron que al llevar codornices desde dias cortos a dias largos

(lo que estimula la reproduccién en estas especies) ocurri6 un rapido incremento en la
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expresion de Dio 2 en el hipotalamo medio basal, en consecuencia, durante la época

reproductiva, T3 se encuentra aumentada en las aves (Revel et al., 2009).

La regulacion fotoperiddica de Dio 2 y Dio 3 se observd también en mamiferos. En
el hamster sirio, una especie que se reproduce durante fotoperiodo creciente, se observo
que Dio 2 estaba aumentada en época de dias largos y disminuida durante dias cortos.
Llamativamente, cuando los animales permanecieron por periodos prolongados en dias
largos, el ARN m-Dio 2 disminuyé (Revel et al., 2009). Un hallazgo muy interesante es
que la influencia fotoperiédica de Dio 2 y Dio 3 podria ocurrir Unicamente en especies
estacionales. Esto se observo al analizar la expresion de ambas enzimas en ratas Wistar,
una cepa en la que la reproduccion no es estacional, donde Dio 2 no se vio afectada por el
fotoperiodo (Revel et al., 2009). Sin embargo, en otra cepa, la Fischer F344, donde si se
observa que la actividad testicular disminuye durante los dias cortos, la expresion de Dio 2
también estuvo disminuida. Un dato mas sorprendente ain es que las inyecciones diarias
de melatonina exdgena desencadenaron una disminucion de Dio 2 en ratas Fischer asi
como también en ratas Wistar, de manera que aparentemente melatonina es capaz de
regular la expresion de Dio 2 y probablemente la concentracion local de T3 en ambas
cepas, pero quizas los eventos posteriores gobernados por T3 sean diferentes (Revel et al.,
2009).

Otra explicacién podria radicar en la amplitud del pico nocturno de melatonina, que
podria ser diferente entre ambas cepas y podria explicar porque las inyecciones de
melatonina modificaron la expresion de Dio 2 pero esto no ocurre en condiciones naturales
de dia corto (Revel et al., 2009).

En especies que se reproducen durante dias cortos (cabra y oveja) la regulacion de
Dio 2 seria opuesta. En cabras Saanen, durante la estacion de celo, Dio2 se expresa en la
parte caudal del nicleo arcuato del hipotalamo, al llevar las cabras a fotoperiodo artificial
de dia largo, el nivel de ARNm de Dio2 se redujo (Revel et al., 2009). El sitio de accion de
la melatonina seria el mismo para reproductores de dia largo y de dia corto, el hipotadlamo
mediobasal. En la owveja, los microimplantes de melatonina colocados a este nivel simulan
un efecto de dia corto en la secrecion de LH, pero no se observa ningun efecto en otras

areas hipotalamicas (Yasuo et al., 2006).
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En resumen, los cambios fotoperidédicos en la secrecion de melatonina regularian la
expresion de Dio 2 y Dio 3 en el cerebro, y esto se traduciria en cambios en la
concentracion local de T3 activa, regulando la actividad reproductiva. Sin embargo, el
mecanismo de accion por el cual ella ejerce este control no se conoce con exactitud. Dado
que las hormonas tiroideas estan involucradas en el desarrollo y la plasticidad del cerebro,
estos cambios locales de T3 desencadenarian cambios morfoldgicos, los que ocurririan a
nivel de las paredes basolaterales del tercer ventriculo, mas especificamente en los

tanicitos de la capa ependimaria (Revel et al., 2009).

En cabras Saanen se comprobd que el ARNm de Dio 2 se expreso en la eminencia
media, a nivel de las células ependimarias y esta expresion estuvo disminuida cuando las
cabras se encontraban en condiciones de dia largo. Ademas, aunque las concentraciones de
T4 no se modificaron entre dias cortos y largos, los cambios en la concentracién de T3 se
suprimieron durante dias largos. La expresion de Dio 2 estuvo aumentada también en el
nucleo arcuato, el que es un sitio blanco tanto para tiroxina como para melatonina. Yasuo
et al. (2006) comprobaron ademas que la accion de la hormona tiroidea en el desarrolio del
anestro tiene una ventana estacional especffica, ya que en el anestro medio a tardio no hay

respuesta a la tiroxina.

Rol de la Pars Tuberalis de la hipofisis anterior

A nivel de la pars distalis de la hipofisis anterior no se identificaron receptores para
la hormona melatonina, como si se identificaron en la pars tuberalis. Por este motivo, se
postuld que esta Ultima region de la adenohipofisis forma parte de un nuevo eje de

regulacion pineal-pars tuberalis-pars distalis (Morgan, 2000).

Por ejemplo, el estimulo de melatonina en sus receptores de la pars tuberalis inducen
la sintesis de una hormona denominada tuberalina que ejerce una accién paracrina
estimulando a las células de la adenohipofisis a secretar prolactina, de esta manera se
regula el patron estacional en la secrecion de prolactina, que es contrario al de

gonadotrofinas (Aguilar, 2009).

Hanon et al. (2008) proponen un camino alternativo para la regulacion que ejerce la

melatonina en la expresion del ARNm de Dio 2. Presentan un modelo en el cual

22



melatonina actuaria a nivel de la pars tuberalis, desde donde, por mecanismos paracrinos,

se estimula la secrecion de TSH a nivel de la pars distalis.

De acuerdo con esta hipétesis, durante los dias largos el patron de secrecién de
melatonina incrementa la expresion de un factor de transcripcion denominado Eya3 (eyes
absent 3; “ojos ausentes 3”) en la pars tuberalis (Dardene et al., 2010, Weems et al., 2015).
Eya 3 es un gen controlado por el ritmo circadiano, que presenta un pico de expresion que
ocurre aproximadamente 12 horas después del incremento en la secrecion de melatonina
durante la noche. La amplitud de este pico se incrementa cuando los niveles de melatonina
son bajos. Esto estimula la expresion de TSH quien difunde hacia los tejidos neurales que
tienen su receptor, estimulando la expresion de Dio2 (Hanon et al., 2008). Esto lleva a un
aumento de T3 que finalmente induce el cambio morfologico neural que culmina

controlando la secrecion de GnRH (Weems et al., 2015).

Tanicitos, células gliales con un rol clave en la requlacion de la reproduccion

Los tanicitos son células gliales radiales cuyo cuerpo celular se encuentra incrustado
en el epitelio ependimario que reviste al tercer ventriculo. Estos poseen proyecciones que

se comunican con diferentes nicleos hipotalamicos (Lewis y Ebling, 2017).

Existen varios subtipos celulares clasificados segin su ubicacion y su proximidad a
los ntcleos hipotaldmicos. Los tanicitos al y a2, se unen a los nucleos dorsomedial y

ventromedial, y los tanicitos B1 y B2, bordean el nicleo arcuato y la eminencia media.

Estas células parecen actuar como integradores de los sistemas reproductivos y de la
homeostasis energética. Ellos controlan dindmicamente la secrecién de neuropéptidos
hipotaldmicos en la vasculatura portal y también regulan los intercambios entre la sangre y
el cerebro y entre sangre/liquido cefalorraquideo. Ambos procesos dependen de la
capacidad de estas células de adaptar su morfologia al estado fisiolégico del individuo
(Lewis y Ebling, 2017).

Su localizacion en el epitelio de la eminencia media merece particular atencion ya
que es el sitio donde estas células actlan para regular el eje hipotalamo hipofisiario
gonadal. Esta regién contiene axones que viajan a la neurohipdfisis para secretar alli las

neurohormonas producidas, ademas otros axones terminan alli, liberando sus productos
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(factores liberadores, GnRH) al espacio pericapilar del sistema porta hipotalamo
hipofisiario, quien recoge las neurohormonas para entregarlas a la adenohipofisis. El
endotelio fenestrado presente no solo permite el paso de las sustancias neurosecretadas,
sino que también permite el acceso de nutrientes y sefiales metabolicas al cerebro. En
determinadas circunstancias, el paso de sustancias a nivel del epitelio fenestrado capilar en
la eminencia media se restringe, ademas se establece una barrera fisica constituida por los
cuerpos celulares de los tanicitos que “secuestran” estas moléculas dentro de la eminencia

media evitando asi su difusion al resto del cerebro (Prevot, et al., 2018).

Se observd que en aves, roedores y primates, en la eminencia media, los axones de
las neuronas GnRH se adhieren y envuelven estrechamente por membranas taniciticas. El
acceso directo de las terminales nerviosas de GnRH a la vasculatura portal estd controlado
por cambios reversibles a nivel de la eminencia media que ocurren durante el ciclo estral y
también dependeria de los cambios conformacionales de los tanicitos que ocurririan por

accion de la T3.

Durante el ciclo estral, el cruce de los péptidos hipotalamicos hacia el torrente
circulatorio puede depender del nivel circulante de esteroides gonadales. Durante el
diestro, momento en el cual la secrecién de gonadotropinas es baja, las terminales axdnicas
de las neuronas GnRH estan completamente envueltas por tanicitos que crean una barrera
que impide la difusibn de GnRH hacia los vasos del sistema porta. Durante el proestro,
antes que ocurra la oleada preovulatoria de GnRH/LH se produce una remodelacion
estructural de los tanicitos, que resulta en el desenvainado de los axones y el
establecimiento de contacto neuro-hematico directo, es decir, entre la membrana axonica
de las neuronas GnRH y la membrana basal de los capilares del sistema porta (Prevot et

al., 2018). Los posibles efectos de las modificaciones de T3 se resumen en la Figura 1.3.
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Figura 1.3. Posible efecto de la enzima DIO2 y hormona triyodotironina (T3) en el eje
hipotalamico-hip6fisis-gonadal en especies estacionales. DL: dia largo.

Kisspeptina, un neuropéptido clave en el eje hipotalamo-hipoéfisis-

gonadal

El gen Kissl fue descubierto en 1996, en principio como un gen supresor de la
metéstasis (Lee et al., 1996). Este gen codifica una familia de neuropéptidos llamada
Kisspeptinas, cuya expresion es alta en regiones cerebrales claves en la regulacién de la
secrecion de GnRH. Su receptor, kisslr, ligado a proteina G, se expresa en cerebro,
placenta, hipofisis, testiculo ademas de pancreas y rifidn (Kotani et al., 2001, Calé et al.,
2011).

El complejo kiss1/kisslr tomo importancia en el campo de la fisiologia reproductiva
cuando, en el afio 2003, se informd que las mutaciones en kisslr producian hipogonadismo

hipotalamico idiopatico y maduracién puberal alterada (Oakley et al., 2009). Ademés,
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ratones knockout para kissl presentaron disfuncionalidad en el eje reproductivo, no hubo
secrecibn de hormonas LH y foliculoestimulante (FSH) aunque neuronas GnRH
funcionaron con normalidad y las células gonadotropas de la pituitaria respondieron a
GnRH exoégena (Revel et al., 2009).

Las neuronas que expresan Kiss/kisslr estan ubicadas en regiones del SNC que son
importantes en la regulacion de GnRH, como nucleo arcuato, nicleo paraventricular y area
preoptica del hipotalamo y en otras regiones del cerebro de vertebrados. Su distribucion,
regulacion y funcién varian mucho entre especies (Oakley et al., 2009). Estas neuronas
inervan y estimulan directamente a las neuronas GnRH y a su vez expresan receptores para
estrogenos y andrdgenos y son células blanco para la accién de esteroides gonadales, tanto
en machos como en hembras. La sefializacion de Kisspeptina en el cerebro se relaciona con
la retroalimentacion positiva y negativa de los esteroides sexuales en la secrecion de
gonadotropinas, la llegada de la pubertad y el control de la reproduccion estacional
(Oakley et al., 2009).

En el caso particular de la oveja, Kkissl/kisslr se expresa predominantemente en el
nicleo arcuato del hipotdlamo y en menor medida en érea predptica. Este no es un detalle
menor, ya que es sabido que este sitio contiene también abundantes neuronas GnRH.
Otros sitios en los que se detectd el neuropéptido, aunque en muy pequefia cantidad, son
sangre porta/hipofisiaria y fracciones de células gonadotropas. Estos datos sugieren que
kiss1/kisslr podria ser un factor neurosecretor en el eje hipotalamo/hipofisis o bien poseer
un mecanismo paracrino dentro de la hipofisis misma (Smith et al., 2008; Oakley et al.,
2009).

Estd comprobado que Kisspetina provoca la liberacion de GnRH al estimular
directamente a las neuronas GnRH, ya que la mayoria de éstas celulas expresan Kisslr
(Oakley et al., 2009).

Si bien la accion de kisspeptina sobre las neuronas GnRH hace incrementar los
niveles de GnRH y esto a su vez, los de LH, se cree también que Kkisspeptina puede actuar
directamente sobre las células gonadotropicas. Como se dijo anteriormente, Kisslr se
expresa en células gonadotrépicas y niveles de kissl se detectaron en sangre porta-

hipofisiaria. Esto posibilita que kisspeptina actle tanto a nivel hipotaldmico como
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hipofisiario (Oakley, 2009). Sin embargo, otros estudios sugieren lo contrario ya que en
ovejas con una desconexion experimental entre hipotalamo e hipofisis, se observd que el
tratamiento con kisspeptina no tuvo efecto en la secrecion de LH, lo que hace presumir que
Kisspeptina actle Unicamente a nivel del hipotdlamo (Smith et al., 2008; Oakley et al.,
2009).

Kisspeptina también intervendria en los efectos de hormonas gonadales sobre la
secrecion de GnRH por parte del hipotalamo. Las neuronas GnRH presentan el receptor de
estrgenos B (Erf), pero no el receptor o (Era), ni los receptores de progesterona (PR) ni
testosterona en ambos sexos, en consecuencia podria existir un sistema que actle de
intermediario. En virtud de que las neuronas kissl si presentan receptores para las
hormonas gonadales, ellas podrian representar un componente importante en la
retroalimentacion que ejercen estas hormonas en la liberacion de GnRH (Smith et al.,
2007; Oakley et al., 2009). La presencia de receptores de estrdgenos y progesterona en las
neuronas kiss 1 del nicleo arcuato demuestran que éstas células son diana de los esteroides
gonadales (Franceschini et al., 2006; Smith et al., 2007).

En owvejas ovariectomizadas se observd un importante incremento en el nimero de
células que expresan ARN-m Kkiss 1 asi como también en el nivel de expresion en cada
célula. Estos efectos fueron anulados tras el tratamiento con estrdgeno. Si bien el
tratamiento con progesterona también redujo el ndmero de células que expresaban ARN-m
kiss 1, no lo hizo con la misma intensidad que el estrogeno (Smith et al., 2007). Estas
observaciones permiten suponer el papel de kisspeptina en el feedback negativo de los

esteroides gonadales en la secrecion de GnRH.

Respecto al mecanismo de feedback positivo, las neuronas kiss 1 también tendrian
una participacion importante. Se demostré que en el nicleo arcuato de la oveja, kisspeptina
estd incrementada inmediatamente antes y durante la oleada periovulatoria de GnRH/LH.
Més interesante adn, se observd que solo un grupo de neuronas kiss 1, ubicado en la region
caudal del nicleo arcuato se activa justo antes del incremento de GnRH/LH (Estrada et al.,
2006). De esta forma, como se presenta en la figura 2.3, las neuronas kiss 1 participarian
tanto en el feedback negativo como positivo de esteroides gonadales sobre la secrecion de
GnRH/LH, pero las regiones del nucleo arcuato involucradas serian diferentes para cada
tipo de regulacién (Estrada et al., 2006; Smith et al., 2007).
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La expresion del ARNm de kiss 1 en el area predptica no estaria regulada por
estrogeno y progesterona, aunque el receptor de estrogenos se expresd en el 50 % de las

neuronas kiss 1 en el area predptica (Franceschini et al., 2006; Smith et al., 2007).

Queda aun por determinar si las neuronas kiss 1 del nucleo arcuato se proyectan

directamente sobre las neuronas GnRH en el cerebro ovino (Smith et al., 2007).

La secrecion reducida de GnRH durante la época de anestro de la oveja se debe a
efectos del fotoperiodo que pueden ser dependientes e independientes de los esteroides
(Smith et al., 2007).

El tratamiento endovenoso de Kisspeptina exdgena a ovejas que se encontraban en
anestro estacional, hizo owvular al 80% de las hembras tratadas (Oakley et al., 2009).

En las owejas, la expresion de kisspeptina varia con la estacion. Por ejemplo, la
expresion de Kissl es méas baja y hay menos contactos terminales de kisspeptina en las
neuronas de GnRH durante el periodo de anestro en comparacion con el periodo
reproductivo (Oakley et al., 2009). Por lo tanto, parece haber una contribucion
fundamental hecha por la sefalizacion de kisspeptina para regular la reproduccion
estacional en una variedad de especies.

Las células que expresan ARN-m de kissl se identificaron facilmente en el nlcleo
arcuato del hipotdlamo de owejas, ademés de una pequefia cantidad en el area predptica.
Sin embargo, éstas células no se identificaron en ninguna otra area vecina al hipotalamo
(Smith et al., 2007). A su vez, mas del 80 % de las neuronas Kkisspeptina presentan

receptores para progesterona en el nicleo arcuato (Smith et al., 2007).

Se demostré que la expresion de ARNm de kiss 1 es influenciada por la época del
afio independientemente de los esteroides gonadales. En owvejas ovariectomizadas, el
nimero de células que expresaban ARN-m kiss 1 en el nicleo arcuato fue 2 veces mayor
en febrero (plena época reproductiva) que en diciembre (anestro tardio). También se
observd efecto de la estacion sobre las neuronas kiss 1, quienes estuvieron disminuidas en
un 44 % en octubre (pleno anestro) con respecto a febrero (Smith et al., 2007). Estos
cambios en la expresion de kiss-1 podrian actuar como interruptor neuroenddcrino que

permita el inicio de la temporada de cria. En primates y ratones se demostrd que esta
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expresion se incrementa antes de la pubertad, en este sentido, el mecanismo podria ser
semejante (Smith, et al., 2007).

Por otra parte, dado que las neuronas GnRH no presentan diferencias morfologicas
entre la estacion de anestro y reproductiva en la oveja, parece mas bien que el cambio en la
secrecion estaria dado por la regulacion aferente que reciben estas neuronas, siendo
posible que exista alguna alteracion estacional en el grado en que la kisspeptina regula a
las células GnRH (Smith et al., 2007).

Lo que resta por determinar es cual es la sefial para que la expresion de kisspeptina
se modifiqgue entre las estaciones de anestro y reproductiva. Podria ser la melatonina, ya

que sus receptores se localizan en el hipotdlamo basal (Smith et al., 2007).

Neurona GnRH

[seglin quearea del nucleo arcuato se acti\'e]

E-P-T g

Figura 1.4. Posible sefializacion del neuropéptido Kkisspeptina en la regulacion del eje
hipotalamo-hipofisis-gonadal. Re, Rp y Rt receptores de estrdgeno, progesterona y
testosterona; E, Py T: estrgeno, progesterona, testosterona.

Feedback+o -
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Péptidos relacionados con RFamidas (RFRP)

Las RFamidas son un grupo de péptidos identificados hace no muchos afios que se
caracterizan por presentar un grupo carboxiterminal arginina y una fenilalanina amidada
(Arg-Phe-NH2). Como todos comparten la misma estructura de los denomina “péptidos
relacionados con RFamidas”. En los mamiferos existen cinco genes que codifican a los
miembros de esta familia y cinco receptores acoplados a proteina G a través de los cuales

ellos actian (Romeu et al., 2016).

La familia de los péptidos RFamidas, dentro de la cual también se encuentra
Kisspeptina, comprende ademas otros dos péptidos bioldgicamente activos, codificados por
el gen RFamida (Rfrp), ellos son RFRP-1 y RFRP-3, quienes cumplen varias funciones
nueroenddcrinas  (Revel et al., 2009). En reproduccién, ellos se consideran como
reguladores esenciales de las neuronas GnRH, y del eje hipotalamo-hipofisis-gonadal.
Ademés, se observd que varias funcionalidades de los RFRP estan afectadas por factores
como interacciones sociales, fotoperiodo, temperatura, nutricion y algunas enfermedades
ovaricas (Wang et al., 2018).

En los ultimos afios, comenz6 a evidenciarse que los RFRP tienen una influencia
represiva significativa en la regulacion de la reproduccion en varias especies de mamiferos,
incluyendo rata, raton, hamster, cerdo, oveja, cabra, vaca, mono y humano. Ademas, la
localizacion y las proyecciones de los péptidos RFRP varian entre las especies de
mamiferos. En el caso de la oveja, las neuronas RFRP se localizan a nivel del hipotdlamo
anterior y se proyectan hacia el hipotalamo mediobasal y dorsomedial, el nlcleo
paraventricular y la eminencia media, y sus efectos se observan sobre la hormona LH
(Wang et al., 2018).

Entre la funciones de estos péptidos se conoce que RFRP-3, al inyectarse
intracerebralmente en ratas adultas incrementd la ingesta de alimentos, el nivel de hormona
del crecimiento, suprimié el comportamiento sexual y redujo los niveles plasmaticos de
LH (Revel et al., 2009).

Respecto a la influencia del fotoperiodo sobre la funcionalidad de RFRP-1 y 3, en el

hamster sirio se observd que el gen Rfrp muestra expresion dependiente del fotoperiodo,
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con una disminucién durante los dias cortos (época de anestro para esta especie), lo que no
se observd en ratas Wistar. Ademas, se demostrd que ésta regulacion fotoperiddica no

depende de los niveles de esteroides sexuales sino de la melatonina (Revel et al., 2008).

La GnlH, el ortdlogo de RFRP en aves, un neuropéptido que tiene la capacidad de
inhibir la sintesis y liberacion de GnRH, presenta variaciones estacionales. En codornices
se observd que la expresion de GnlH asi como sus neuronas se incrementaron bajo
condicion de dia corto. También se observd que estas modificaciones fotoperiddicas
dependen de la melatonina, ya que las neuronas GnlH en el hipotadlamo paraventricular
coexpresan el receptor para melatonina (MT2), de esta manera melatonina, seria capaz de

inducir la expresion de GnlH en los dias cortos (Ubuka et al., 2005).

Estudios posteriores en ovejas demostraron que en temporada de anestro existio
mayor inmunorreactividad a GnlH en el hipotadlamo dorsomedial, ademas de un mayor
nimero de contactos terminales a las neuronas GnRH (Revel et al., 2009). Dardene et al.
(2008) establecio que la expresion de Rfrp es altamente fotoperiédica en un éarea
hipotaldmica restringida, la capa ependimaria ventral del tercer ventriculo, donde el ARN-
m de Rfrp es indetectable en animales sexualmente activos, mientras que es méaxima en

ovejas en anestro.

Estos resultados en aves y owvejas demuestran que GnIH/RFRP tienen efectos
inhibitorios  sobre el eje hipotdlamo-hipofisis-gonadal (la expresion de Rfrp esta
incrementada en hembras en anestro), sin embargo, en hamster (especie que se reproduce
en dias largos) se observd que RFRP se encuentra reducida en animales sexualmente
inactivos. Quizd estos resultados opuestos se deban a diferente funcionalidad de RFRP-1 y
RFRP-3 (Revel et al., 2009).

Fotorrefractariedad

En ausencia de informacion fotoperiodica, por ejemplo bajo regimenes constantes de
luz o luego de una pinealectomia, la estacionalidad reproductiva persiste, aunque no esta
sincronizada entre animales ni acorde al ciclo reproductivo natural. Esto demuestra que la
oveja presenta un ritmo circanual enddgeno y que el fotoperiodo no es quien crea este

ritmo sino quien lo sincroniza (Malpaux et al., 1989; Barrell et al., 2000).
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Ademas, la oveja es capaz de volverse “fotorrefractaria”. Esto quiere decir que, al
estar expuesta a un fotoperiodo fijo por un tiempo prolongado (30-32 semanas en
condiciones naturales y 16 a 18 semanas en condiciones controladas artificialmente) ella
pierde la respuesta reproductiva a ese fotoperiodo. De hecho, muchas razas inician el
anestro a mediados o fines de invierno, cuando las noches siguen siendo largas, y
comienzan a demostrar actividad reproductiva a principios del verano cuando los dias son
largos, esto se debe a que la sefial no consiste puntualmente en la cantidad total de horas
luz sino que esta relacionada con la “historia” fotoperiodica a la que el animal estuvo y esta
expuesto. Esta fotorrefractariedad puede presentarse en dias cortos como en dias largos, en
ambos casos llega un momento en el cual la oveja deja de ser sensible al efecto estimulador
o inhibidor del fotoperiodo. Esto no se debe a un cambio en la secrecion de melatonina,
sino a un cambio en la respuesta del sistema endocrino a la sefial de esta hormona. A partir
de estos datos, algunos autores sugieren que en condiciones naturales, el rol de los dias
largos es sincronizar el inicio de la estacion reproductiva mientras que el rol de los dias

cortos es mantenerla (Malpaux et al., 1989).

Estacionalidad en la reproduccion y época de partos

La expresion de la estacionalidad reproductiva representa una adaptacion natural de
algunas especies para que las épocas de parto coincidan con las épocas de mejor clima y
mayor disponibilidad de forrajes para una mejor tasa de supervivencia de la descendencia.
La época de apareamiento depende de la duracion de la gestacién de cada especie. Asi, en
la yegua, la estacion reproductiva se localiza en primavera-verano produciéndose el parto
en la proxima primavera. En la oveja, el nacimiento de los corderos en primavera requiere
que la estacion reproductiva sea en otofio (Garcia Sacristan et al., 1995; Horta y
Goncalves, 2006).

En la especie ovina, esta estrategia se presenta mayormente en razas que viven en
latitudes iguales o mayores a los 35° donde los cambios ambientales son contrastantes en
las diferentes estaciones del afio y los animales desarrollaron “fotosensibilidad”. Las razas
ovinas originarias de latitudes cercanas a los tropicos carecen de anestro estacional o los
mismos son de menor duracién, en estas hembras la fotosensibilidad estaria pobremente

desarrollada (Lindsay, 1991; Porras Almeraya et al., 2003).
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Si bien es el fotoperiodo la principal sefial ambiental utilizada porque es constante de
un afio a otro, siendo el indicador mas confiable de la época del afio, existen otras sefiales
externas que son capaces de modular su efecto (temperatura, nutricion y relaciones

sociales).

Mientras que en regiones templadas el fotoperiodo es el factor decisivo y los deméas
factores solo influyen en el inicio y la duracion del anestro, en regiones tropicales el nivel
nutricional es probablemente responsable de que exista algin periodo de anestro (Rosa y
Bryant, 2003).

En cuanto a la temperatura, Wodzicka-Tomaszewska et al. (1967) demostraron que
al exponer a ovejas bajo un fotoperiodo constante de 12 horas de luz y 12 de oscuridad por
dia y cambios bruscos de temperatura, el ritmo anual de reproduccion persistio. Otros
autores sefialaron que la temperatura puede modificar el inicio de la estacion reproductiva,
ya que ovejas mantenidas con bajas temperaturas durante el verano comenzaron su
actividad mas temprano que las que estuvieron bajo las temperaturas tipicas de dicha
estacion (Dutt y Bush, 1955, citado por Wodzicka-Tomaszewska et al., 1967). Inviernos
muy frios con temperaturas entre 0 y 8°C adelantan la estacion reproductiva en alrededor
de 3 semanas. Asimismo, los veranos torridos con temperaturas mayores a los 35°C y
elevados porcentajes de humedad se expresan en la majada en forma de anestros

superficiales (infertilidad de verano) y muertes embrionarias (De Gea, 2007).

A partir de lo revisado anteriormente, se puede decir que la oveja presenta 3 periodos

definidos durante el afio:

Estacion _ reproductiva, caracterizada por la ocurrencia, a intervalos regulares

(aproximadamente cada 17 dias) de manifestacion de sintomas de estro y owulacion, si la

preﬁez No ocurre.

Estacion de Anestro, caracterizada por el cese de la actividad sexual. Sin embargo, el

crecimiento y regresion folicular siguen ocurriendo, y pueden observarse foliculos tan
grandes como aquellos que se presentan durante un ciclo estral normal. Estos producen
esteroides y los efectos de feedback positivo y negativo sobre la secrecion de LH continGian

como en la temporada de cria. La hormona LH sigue siendo liberada, pero la diferencia
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radica en que su frecuencia es mucho menor, lo que no permite que la owvulacién ocurra
(Gordon, 1997). La progesterona por su parte, permanece a niveles practicamente
indetectables durante este periodo (Karsch, 1984, citado por Gordon, 1997). Los niveles de
hormona foliculoestimulante no parecen ser significativamente  diferentes de los
encontrados en la época reproductiva (Roche et al., 1970). En conclusion, durante este
periodo, las frecuencias de GnRH y LH son extremadamente bajas (Karsch, 1984, citado
por Gordon, 1997).

Periodo de transicidn, en el cual se presentan ciclos cortos, regresion prematura del cuerpo

liteo (CL) 5 o 6 dias luego de su formacion y ausencia de sintomas del celo. El inicio y el
final de la estacién reproductiva muchas veces son confusos justamente debido a la
ocurrencia de owvulaciones silentes. Esto se debe a que durante el primer ciclo de la
temporada el celo no es evidente debido a que para que esto ocurra, se requiere la
presencia previa de progesterona, lo cual es posible recién luego de que ésta fue secretada

por el CL.

Los eventos enddcrinos que ocurren durante la transicidn son diferentes segun ésta
sea hacia el anestro o hacia la estacidén reproductiva. En el primer caso, ocurre una falla en
el incremento progresivo de hormona LH previo a la owvulacién. Mientras que en la época
reproductiva los niveles basales de esta hormona se elevan en forma sostenida durante 48
horas, en la transicion comienza a aumentar durante las primeras 24 horas pero cae
progresivamente en las siguientes 24 horas. En consecuencia, no hay pico de estradiol ni
oleada de LH (Karsch et al., 1980). Sin embargo, cuando la transicion es desde el anestro a
la temporada reproductiva, los pulsos de LH se hacen cada vez mas frecuentes y en menos
de una semana se detectan niveles altos de la hormona. Es decir que la actividad
reproductiva comienza con un aumento en la secrecion tonica de LH. Una semana luego de
detectar este incremento, se detectan pequefios aumentos transitorios de progesterona, que
pueden deberse a fases luteales cortas que resultan de la ovulacion de foliculos inmaduros.
Este periodo se prolonga por aproximadamente 4 semanas, durante las cuales se pueden
detectar uno o mas incrementos en la frecuencia de pulsos de LH y progesterona hasta que

finalmente ocurre el primer ciclo estral (I’ Anson and Legan, 1988).
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Nutricion y Estacionalidad Reproductiva

En la especie ovina, los efectos de la nutricion y del fotoperiodo, requieren especial
atencién. En la region subtropical la produccién del pastizal es minima en invierno y

maxima en primavera y verano

Los efectos del fotoperiodo y la nutricion sobre la actividad reproductiva de las
ovejas son interesantes. En primavera y verano la temperatura y humedad influyen
positivamente sobre el crecimiento del forraje, ocasionando una mejora en la condicion
corporal de las hembras y mejores condiciones para criar a sus corderos, en tanto que cesan
temporalmente su actividad ciclica. Esta es retomada en otofio para que coincidan las

pariciones con la época de mejor oferta alimenticia.

En la relacion entre el estado nutricional de la hembra y su funcion reproductiva
participan varios mediadores que tienen como objetivo informar al sistema reproductor

sobre las reservas nutricionales que presenta el animal.

Dentro de estos mediadores se encuentra la leptina, una hormona sintetizada por los
adipocitos que regula poderosamente el consumo de alimentos y el gasto de energia
(Pelleymounter et al., 1995). Se conoce también que ésta hormona participa en la
regulacion de la fisiologia reproductiva (Barash et al., 1996). Las concentraciones
circulantes de leptina pueden constituir una sefial por la cual el organismo regula la
reproduccion Se han identificado receptores de leptina en el hipotdlamo, en hipofisis,
gbénadas y tejido adiposo, lo que demuestra que sus efectos pueden ocurrir a varios niveles.
(Velasco y Gutierrez, 2008).

Se ha propuesto que la secrecion de leptina podria estar influenciada por cambios en
la duracion del dia (Bocquier et al., 1998). Existen estudios que evaluaron los efectos de
dias cortos y dias largos sobre los niveles séricos de leptina, insulina y prolactina, ademas
de metabolitos como glucosa, urea, etc. en ovejas que recibieron una nutricion deficiente y
ovejas que recibieron nutricion adecuada. Los niveles de leptina disminuyeron
significativamente en owvejas ubicadas en fotoperiodo de dia corto en ambos grupos de
alimentacion, pero el descenso fue mas marcado en aquellas ovejas que habian recibido

una mala nutricion. Insulina y prolactina por su parte, disminuyeron en ovejas en el primer
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grupo pero sblo los niveles de prolactina se modificaron ademas segun el fotoperiodo, con
un descenso en ovejas que estuvieron sujetas a dias cortos. Los demas metabolitos siempre
disminuyeron en hembras con nutricion deficiente, excepto el glicerol libre que aumentd
en las ovejas de este grupo. Ninguno de los metabolitos se vio afectado por la duracion del
fotoperiodo excepto los é&cidos grasos no esterificados quienes se incrementaron
significativamente en dias cortos en ovejas subnutridas, lo que podria reflejar una mayor
movilizacion de grasa corporal cuando se produce una alimentacion insuficiente, lo que
ocurre normalmente en invierno (Boquier et al., 1998). Esto lleva a la conclusion de que,
los niveles séricos de leptina se ven influenciados tanto por el nivel nutricional como por el
fotoperiodo, ya que en ovejas que recibieron una nutricion adecuada, el nivel sanguineo de
leptina, se redujo durante los dias cortos. Esta hormona actuaria como una sefil
metabdlica cronica para el sistema reproductivo al indicar el nivel de reservas de grasa
disponibles para satisfacer las demandas caléricas de la reproduccion. En ratones, una
nutricion deficiente por un tiempo transitorio seria transmitido de forma aguda a los
sistemas neuroendocrino 'y reproductivo disminuyendo los niveles de leptina plasmatica.
En owvejas, la modulacion de los niveles de leptina por el fotoperiodo podria desempefiar un
papel en la adaptacion fisiologica a una posible limitacion ambiental (Bocquier et al.,
1998).

Tanto en machos como en hembras, una nutricién inadecuada se refleja en muchos
aspectos importantes que impactan el rendimiento reproductivo. La edad a la pubertad,
fertilidad, tasa de owulacion, crecimiento testicular y produccion de espermatozoides,
supervivencia embrionaria, intervalo parto-primer celo son fuertemente influenciados por
la nutricion (Rosa y Bryant, 2003). La tasa owulatoria es quien se relaciona mas
evidentemente con el peso vivo y la condicion corporal. Rojas y Rodriguez (1997)
evaluaron la tasa owulatoria segin la condicion corporal (CC) de owvejas BlackBelly en el
tropico. Las hembras que tenian CC de 4 (en la escala de 1 a 5) tuvieron mayor tasa de
owvulaciéon que las de CC 1, 2 y 3. En owvejas Pelibuey también se relaciond tasa ovulatoria
con la CC, de igual forma, las que tenian mayor CC fueron quienes presentaron mayor tasa
owulatoria (De la Isla Herrera et al., 2010). Una rapida mejora de la condicion corporal a
través de la suplementacidn con concentrados energéticos o proteicos en el periodo
inmediatamente anterior a la cubricion se asocia con incremento en la tasa de owvulacion

(O'Callaghan y Boland 1999). La mejora del nivel nutricional por un aumento del
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consumo o de la calidad de los suplementos alimenticios suministrados esta relacionada
con un mayor ingreso de nutrientes a nivel celular que estimulan la secrecién de hormonas
gonadotroficas o bien actlan directamente sobre el ovario aumentando la produccion de
progesterona (Cox et al., 1987).

Los efectos del nivel nutricional pueden evidenciarse a largo, mediano y corto plazo
(Rosa y Briant, 2003). Dentro de los primeros se incluyen aquellos que van desde el
estadio fetal hasta que la owveja alcanza su madurez sexual. Podrian explicarse por su
influencia sobre el pool de foliculos primordiales, que constituye la fuente del total de
foliculos producidos a lo largo de la vida del animal y que queda determinado en el

momento del nacimiento (Abecia y Forcada, 2017).

Los efectos a mediano plazo se centran sobre la duracién de la estacion reproductiva
(Abecia y Forcada, 2017). Una subnutricion extrema puede alargar el periodo de anestro
estacional (Knight et al., 1983, citado por Abecia y Forcada, 2017). Por otra parte, estudios
comprobaron que ovejas Rasa Aragoneza mantenidas con CC alta (mayor a 2,75) tuvieron
un anestro estacional mas corto que aquellas de baja CC (menor a 2,5) (Forcada et al.,
1992).

Finalmente, los efectos a corto plazo corresponden a aquellos que ocurren en el
periodo previo a la cubricion, en el que a menudo se aplica una herramienta denominada
flushing, que consiste en la suplementacion alimentaria. Esto tiene un efecto beneficioso

sobre la fertilidad y sobre la tasa de ovulacion (Abecia y Forcada, 2017).

En animales con una buena CC, luego de una abrupta pérdida de peso corporal no se
observa detrimento de la performance reproductiva inmediatamente, pero las pérdidas
acumuladas durante varios ciclos reproductivos aumentan la incidencia de infertilidad. El
nivel nutricional que recibe la oveja durante el invierno y primavera puede influir en el
porcentaje de owvejas en estro en el siguiente otofio. Por otra parte, una dieta de
submantenimiento introducida antes del inicio de la estacion reproductiva no retrasd la
presentacion de la misma, excepto en ovejas muy jovenes 0 muy viejas, siempre y cuando

los animales hayan iniciado el submantenimiento con una CC buena (Rosa y Briant, 2003).
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Importancia de la Progesterona en el seguimiento de la actividad

reproductiva

El seguimiento de la actividad reproductiva, precisamente de la actividad ovarica,
puede realizarse por observacion del estro, es decir detectando la manifestacion de los
sintomas del celo, esta opcion requiere la utilizacion de machos vasectomizados, sobre
todo en borregas puberes, ya que algunas veces éstas presentan celos silentes, es decir que
no manifiestan el comportamiento del estro o se presentan sintomas con baja intensidad.
Otra posibilidad para el seguimiento de la actividad reproductiva es a través de perfiles
hormonales. En virtud de esto, en principio se caracterizo a los ciclos estrales de ovejas
jovenes como irregulares. (Hafez, 1952, citado por Rosa y Briant, 2003) clasificé los ciclos
estrales de acuerdo a su duracion, en simples (hasta 26 dias) y mdktiples (27 a 57 dias). Los
ciclos estrales simples se dividieron en cortos (menos de 14 dias), normales (14 a 19 dias)
y largos (20 a 26 dias), en tanto que los multiples, en dobles (27 a 37 dias) y triples (37 a
57 dias). Posteriormente se asumid que en aquellos ciclos estrales mayores a 26 dias,
ocurrian owulaciones silenciosas entre dos periodos de estros clinicos. Mas tarde, estas
owvulaciones silenciosas se confirmaron gracias a la determinacion de las concentraciones
plasmaticas de progesterona (Hare y Bryant, 1982). En borregas puberes de raza Santa
Inés, Rommey March y Suffolk se realizd la deteccion de celos con machos
vasectomizados y el seguimiento de la actividad del ovario con perfiles de progesterona.
En aquellos casos en que los ciclos estrales eran aparentemente multiples ya que duraban
entre 27 a 57 dias, hubieron owulaciones silenciosas, lo que se confirmd por analisis de
progesterona sérica (Sasa et al., 2002). Los celos silenciosos ocurren también en el primer
ciclo estral luego de la pubertad y en el primer ciclo de la estacidén reproductiva. Esto se
debe a que, si bien el estimulo hormonal para que ocurra la manifestacion clinica del estro
es el estradiol, es esencial que ocurra un periodo previo de exposicion a la progesterona

para que la hembra sea sensible al estradiol (Lamming y Mann, 1995).

La progesterona es frecuentemente utilizada para estudiar la actividad ovérica en
hembras por ser una de las hormonas propias del ciclo estral y la que persiste por un lapso
més prolongado (11-14 dias). Sus niveles fluctian inversamente con los de estrogeno

incrementandose a partir de la ovulacion.
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Existen diferentes técnicas para determinar las concentraciones séricas de
progesterona. Entre ellas podemos mencionar radioinmunoensayo (RIA), inmunoensayo de
quimioluminiscencia (CLIA), inmunoensayo de fluorescencia (TRFI), inmunoensayo de
polarizacion fluorescente (FPI), y el ensayo de inmunoabsorcion ligado a una enzima
(ELIZA) (Basu et al., 2006). Estas técnicas emplean un aglutinante y un ligando, donde la
cuantificacion de una sustancia depende tanto de la saturacion progresiva de un aglutinante
especifico para ella, como de la determinacién de la distribucion de sus fases unidas y
libres (Karir, et al., 2009). Esto se realiza empleando un sistema indicador de la union, ya
sea por fluorescencia (inmunofluorescencia), RIA o ELIZA (Gomez et al., 2011).

El RIA es una técnica muy sensible, que se utiliza mucho en medicina veterinaria,
aunque actualmente estd siendo dejada de lado, debido, entre otras cosas a la necesidad de

utilizar material radiactivo (Chacon et al., 2010).

Las determinaciones de progesterona sérica son de utilidad para monitorear el estado
reproductivo de la owveja, valorar si la hembra estd ciclando o en anestro y conocer el
momento de owvulacion en casos en que el celo sea poco manifiesto (Chacon et al., 2010).
Con el radioinmunoandlisis se establecid un nivel de corte de 0,5 ng/ml, por debajo del
cual la hembra es considerada en fase folicular o en anestro (Delpino y Gonzales Stagnaro,
1993).

El inmunoensayo de quimioluminiscencia, por su parte, es una técnica que
actualmente esta siendo muy empleada, sobre todo en animales de compaiia (Capwanya et
al., 2008). Algunos autores citan que, si bien existen trabajos publicados, es necesario
realizar mas estudios que permitan una mejor interpretacion de los resultados (Rotta
Lopez, 2017).

Los trabajos que valoraron progesterona sérica por CLIA en ovejas establecen, hasta
el momento, un nivel de corte de 2 ng/ml, por debajo del cual se consideran niveles basales
(Lima, 2012) o bien que para considerar presencia de CL el valor de progesterona debe ser

igual o mayor a 3 ng/ml (Chacon et al., 2010).

Existe evidencia de que los niveles séricos de progesterona podrian ser afectados por

el consumo de materia seca o por los niveles de determinados nutrientes en la dieta.
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Argiello Rueda (2010) evalué el efecto de una dieta convencional con pasto Maralfa
(Pennisetum purpureum) y otra compuesta por pasto Maralfa mas fruto de palma como
agregado lipidico, sobre la concentracion de progesterona sérica en ovejas Pelibuey. Se
observd que en las hembras alimentadas con la dieta que contenia mayor concentracion de
lipidos los niveles séricos de progesterona fueron mayores que en las ovejas que recibieron
la dieta convencional. Sin embargo, otros autores observaron que la inclusion de 1,2 a 1,5
% de grasa bovina y jabones de calcio de &cidos grasos en la dieta no afectd las
concentraciones séricas de progesterona en ovejas Pelibuey (Espinoza et al., 2008). De
manera que, si bien el hecho de que las concentraciones séricas de progesterona pueden

modificarse segun la composicion de la dieta, todavia es un tanto controversial.
Anestro Posparto

El anestro posparto puede definirse como el periodo de tiempo que transcurre entre el
parto y el total restablecimiento de la actividad owulatoria ciclica. La supresion de la
actividad reproductiva en las hembras durante este periodo es, en realidad, una estrategia

adaptativa para asegurar el bienestar del recién nacido (Nowak et al., 2000).

Entre los factores que determinan la duracion del anestro posparto se incluye la
involucion uterina, el estado enddcrino, la nutricion, el ambiente y el amamantamiento
(Arroyo et al., 2009). Este dltimo es de especial atencion ya que no solo incluye el
estimulo tactil de la glandula mamaria, sino que también implica una compleja interaccion
entre la madre y su cria (Nowak et al., 2000; Tilbrook et al., 2006).

Existe un claro efecto del amamantamiento en los parametros productivos de owvejas
de pelo (Camacho-Ronquillo et al., 2008). Si bien las bases neuroendocrinas del anestro
posparto inducido por la lactancia no se han establecido claramente en ovejas de estas
razas, se sugiere que pueden participar neurotransmisores especificos en la modulacion de
la secrecion pulsatil de GnRH y LH (Wise, 1990).

Una de las ventajas de la raza Santa Inés y otras razas de pelo de origen tropical, es
que en ambientes tropicales o subtropicales pueden ser completamente no estacionales, o
bien presentar una débil estacionalidad, sobre todo relacionada con la disponibilidad de

alimento (Rosa y Bryant, 2003). Debido a esto, esta raza puede ser usada en programas
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disefiados para intensificar el proceso reproductivo, de tal forma de conseguir 3 partos en 2
afios. Para cumplir con este objetivo, se recomienda un intervalo entre partos de 8 meses
(Araujo et al., 2009). En este sentido, el tiempo que se prolongue el anestro posparto juega
un rol crucial para alcanzar los objetivos. La posibilidad que una estacion de anestro
marcada esté ausente, permite emplear técnicas para reducir el periodo de anestro posparto,

manejando los factores que favorecen su presentacion, como por ejemplo, la lactacion.

Eventos neuroendécrinos que ocurren en el anestro posparto de la oveja

Durante el anestro estacional como en el de posparto, hay un aumento de la
sensibilidad del hipotdlamo al efecto negativo de la concentracion basal de estradiol, que
disminuye la frecuencia de secrecion pulsatii de GnRH, lo que lleva a una disminucion en
la secrecion de LH, bloqueando los eventos de maduracion folicular y ovulacion (Arroyo et
al., 2009). Este mecanismo es aceptado para vacas, cerdas y ovejas, sin embargo, éstas
ditimas, tienen un ciclo anual de reproduccion diferente al de las otras especies, por lo
tanto el anestro posparto puede confundirse con el anestro estacional (Lewis et al., 1974,
citado por Arroyo et al., 2009).

En owejas lactantes se comprobd que el anestro posparto estd directamente
relacionado con el consumo de energia y con los niveles de cortisol en sangre (Torredo et
al., 2008). Los péptidos opioides enddgenos (POEs), acido amino butirico (GABA) o
dopamina  posiblemente  también  participen como  neurotransmisores  inhibitorios
intermediarios a nivel central entre la hormona esteroide y las neuronas productoras de

GnRH, y el amamantamiento, a su vez, potencialice su accion (Arroyo et al., 2009)

La falla en la maduracion folicular y posterior owvulacién durante este periodo en la
oveja se debe a una inadecuada secrecién de LH, producida por la extrema disminucion de
pulsos de secrecién de GnRH. No obstante, en este momento, la glandula pituitaria tiene la
capacidad de responder a GnRH exdgena liberando LH, y ésta Ultima es capaz de inducir
en el ovario la liberacion de estradiol. Sin embargo, pocas ovejas manifiestan celo luego de
una primera aplicacion de GnRH exdgena, probablemente por la falta de sensibilizacion

previa por parte de la progesterona (Wright et al., 1983).
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La lactancia se relaciona con el blogueo en la secrecion de GnRH, ya que ovejas
cuyas crias se destetaron al parto presentaron estro a los 22 dias posparto, 13 dias antes que
ovejas que se encontraban amamantando, y esto fue independiente del nimero de crias
(Schirar et al., 1989).

Niveles hormonales durante la gestaciony el inicio del puerperio

Las owejas, durante la gestacion, presentan elevadas concentraciones séricas de
progesterona, secretada por el cuerpo Iiteo y la placenta. La secrecion continua de
progesterona resulta en una inhibicion prolongada del eje hipotalamico-hipofisis-gonadal.
Como la sintesis de LH es inhibida por un largo periodo, sus reservas hipofisiarias y su

liberacion basal son bajas (Hafez y Hafez, 2002).

Finalizada la gestacion, la concentracién de progesterona cae a niveles indetectables
y el eje hipotalamo-hipofisis-gonadal comienza a restablecerse lentamente. En la oveja,
vaca y cabra, es posible que ocurran ovulaciones silenciosas a las 3 semanas posparto, no

obstante, los ciclos estrales fértiles se restablecen més tarde (Hafez y Hafez, 2002).

Cuando comienzan a ocurrir pequefias descargas de GnRH, de baja frecuencia, se
estimula la biosintesis de LH por las células gonadotréficas, pero su liberacion es escasa.
Esto permite que las reservas de LH en la hipdfisis anterior se restauren, sin embargo,
durante esta primera fase, la cantidad de LH almacenada es todavia escasa, por lo que la
amplitud de los pulsos de liberacidon es insuficiente, y no es posible que ocurra maduracién
folicular (Nett, 1987).

Una vez que los niveles de LH llegan a su concentracion normal, los pulsos de
liberacion alcanzan la amplitud y frecuencia suficiente para estimular la maduracion
folicular final y la secrecién de estradiol. Este ultimo, estimula la expresion de sus propios
receptores en el hipotalamo y la hipofisis anterior, aumentando asi la sensibilidad de estos
tejidos al feedback positivo (Nett, 1987).

Después de la reposicion de las reservas de LH la ausencia de pulsos de LH es una
consecuencia del amamantamiento, en especial de la succion por parte de la cria (Yavas y
Walton, 2000).
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Participacion de los péptidos enddgenos v la prolactina en el periodo posparto

En el mecanismo de inhibicion de GnRH y LH durante la lactancia estan
involucrados los péptidos opioides enddgenos (POES). Estos se producen en el cerebro y
en la pituitaria anterior, e incluyen endorfinas, encefalinas y dinorfinas. Los receptores,
quienes estan acoplados a proteina G, son de 3 tipos, mu, delta y kappa. D-endorfina es el
péptido opioide mas potente, su funcion principal es inducir analgesia en respuesta a
estimulos nocivos (Malven, 1995; Yavas y Walton, 2000).

Con la administracion de alcaloides opioides exdgenos, se observd que los POEs
participan en el eje regulador de la secrecion de LH, ya que suprimen la liberacion de
GnRH (Malven, 1995). Su participacion como neurotransmisor intermediario durante la
lactancia se estudia mediante la administracion de antagonistas, como la naloxona. La
administracion de antagonistas opiaceos durante el amamantamiento incrementd los
niveles de LH (Malven y Hudgens, 1987; Newton et al., 1988, Lozano et al., 1998).

Los sitios de accion de los POEs dentro del cerebro se identificaron mediante la
infusion local de naloxona y anticuerpos anti-endorfina y anti-dinorfina. Probablemente los
lugares en los cuales se inhiba la liberacion de GnRH sean el hipotdlamo basal anterior,

nlcleo supraquiasmatico, area predptica rostral e hipotdlamo medio basal (Malven, 1995).

Aungue todavia no se conoce por completo el mecanismo exacto por el que los
opioides regulan la liberacibn de GnRH y gonadotrofinas, se conoce que modulan
fuertemente su secrecion en diferentes fases reproductivas, y que esto es dependiente de
esteroides (Parvizi et al., 2000). Las fases en que ocurre esta regulacion en el ciclo
reproductivo son la fase Iitea, gestacion y periodo posparto (Malven, 1995). De manera
que la participacion de los POEs no ocurre Unicamente en el anestro lactacional. No
obstante, los opioides serian los neuropéptidos clave en la regulacion neuroenddcrina que
causa baja secrecion de GnRH y sensibilidad deprimida de la hip6fisis durante la primer
mitad del amamantamiento (Parvizi, 2000). Se sabe que el sitio de accion es el hipotalamo,
més precisamente la eminencia media y el area predptica. En estos nicleos hipotaldmicos
se localizan neuronas que sintetizan POEs y GnRH. En este sitio también existen altas
concentraciones de receptores opioides y la aplicacion de antagonistas opioides, en ambas

regiones, estimula la secrecion pulsatil de GnRH (Arroyo et al., 2009).
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Los opioides amplifican el retrocontrol que ejercen los esteroides gonadales sobre la
secrecidbn de LH, actuando a través del hipotdlamo mediobasal, es decir via central
(Parvizi, 2000).

Prolactina es una hormona peptidica, compuesta por una sola cadena polipeptidica,
presenta polimorfismo estructural, lo que le confiere la caracteristica de contar con
multiples funciones (Goffin et al., 2002). Su funcibn mas conocida es la de promover el
desarrollo de la glandula mamaria durante la gestacion y la lactancia, gracias a su efecto
mitogénico. Ademds, participa en la regulacion de la actividad reproductiva en general, sus
niveles elevados durante el amamantamiento afectan la ocurrencia de ciclos estrales, al
menos durante un corto periodo (Smith, 1978; McNeilly, 1987).

Durante la lactancia, el principal estimulo liberador es la succion, pero también lo

son la luz, el sonido y el estrés (Freeman et al., 2000).

La dopamina, secretada en el nicleo arcuato hipotaldamico, se una a sus receptores
D2 localizados en las células lactotrofas de la adenohipdfisis inhibiendo la secrecion de
prolactina (Freeman et al., 2000). Ademas, esta hormona tiene variaciones estacionales en
su secrecion, siendo mayor durante los dias largos y menor en los dias cortos, esta
regulacion no seria via hipotadlamo, sino que dependeria del estimulo de melatonina
directamente en la pars tuberalis, resultando en la liberacion de ‘tuberalna”, quien por
estimulo paracrino regula la secrecion de prolactina en las células de la pars distalis
(Aguilar, 2009).

Si bien la prolactina es fundamental para el inicio de la lactacion, no ocurre lo mismo
para el mantenimiento de la misma, donde existen diferencias entre especies. En la cerda,
perra, gata y mujer el bloqueo de la secrecidn de prolactina mediante agonista
dopaminérgicos provoca el cese de la secrecion de leche de manera rapida. Sin embargo,

en la oveja esto solo ocurre parcialmente (Prieto Ocejo, 1995).

El estimulo de la succion provoca la liberacion de prolactina pero inhibe la de LH.
Sin embargo, el mediador en este efecto inhibidor no seria prolactina, sino los POEs. En la
oveja, B- endorfina se incrementa por el estimulo de la succion y seria la responsable de la

supresion en la liberacion de LH durante la lactancia (Prieto Ocejo, 1995). En ovejas
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evaluadas entre las 3 y 7 semanas posparto, el 86% de los episodios de amamantamiento
resultd6 en un incremento significativo de los valores de B-endorfina en sangre porta-
hipofisiaria, en tanto que el 46% de los episodios incrementd los valores de prolactina. El
valor de LH en este momento siempre estuvo por debajo de 1 ng/ml, con 0 a 2 pulsos cada
6 horas (Gordon et al., 1987).

Los efectos del amamantamiento sobre el reinicio de la actividad reproductiva se

estudiaron tanto en ovejas lanadas como en ovejas de pelo.

En ovejas lle de Franz y Churras (raza autdctona de Portugal) paridas en invierno-
primavera, y con amamantamiento 2 veces al dia, ninguna ovejas lle de Franz y solo el 8%
de las ovejas Churras tuvo una concentracion de P4 superior a 0,5 ng/ml antes de 1 mes de
ocurrido el parto, a los 3 meses posparto, se registraron valores de P4 que indican actividad
ovarica (0,5 ng/ml 0 mas) en el 16 y 54% de las ovejas, respectivamente. Considerando el
tipo de amamantamiento que tenian los animales era esperable que un mayor porcentaje
presente actividad ovarica en el periodo estudiado, pero, probablemente lo que provoco la

ausencia de hembras en actividad reproductiva haya sido la época del afio (Azevedo et al.,
2003).

En owvejas Santa Inés paridas en estacion seca y lluviosa en la region amazonica de
Brasil, se observd que el amamantamiento controlado redujo el intervalo parto-estro y
parto-prefiez (Oliveira et al.,, 2013). Por su parte, Castillo Maldonado et al. (2013)
evaluaron owvejas de pelo, paridas en otofio, con lactancia continua y controlada y
sincronizadas. Se observd diferencia significativa en el porcentaje de hembras que
owvularon antes de los 35 dias posparto a favor del grupo en lactancia controlada. Otros
autores también evaluaron el efecto del amamantamiento continuo y restringido en el
reinicio de la actividad reproductiva en ovejas tropicales, observando que con el control de
la lactancia es posible reducir el periodo de anestro posparto (Morales Teran et al., 2004;
Morales Teran et al., 2011; Knights et al., 2012). Estos resultados demuestran que es
posible optimizar el ciclo reproductivo en owvejas no estacionales con el empleo de

estrategias en el amamantamiento.

La succion del pezon por parte del cordero probablemente no sea el Unico factor que

interviene en la regulacion de la lactancia sobre el reinicio de la actividad ovarica. La
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importancia que tiene el vinculo madre-cria, sobre todo en rumiantes, donde un
reconocimiento precoz entre ambos es necesario, implica la posibilidad de que dicho

vinculo constituya un factor regulador en si mismo

Estudios realizados en vacas acerca del efecto de la presencia de la cria, realizados
con mastectomia o destete, sugirieron que la succidén suprime la reanudacion de los pulsos
de LH a través de estimulos tactiles (sefiales somatosensoriales) de la ubre por parte del
ternero. Mas adelante, se sugiri6 que en la supresion de la liberacion pulsatii de LH
también estd implicada la vision y el olfato materno una vez establecido el vinculo madre-
cria poco después del parto. Inclusive, estudios realizados con denervacion de glandula
mamaria, estimulacion manual de pezones (imitando la busqueda de la ubre por parte del
ternero), mastectomia, terneros con bozal, lactacion restringida o aislamiento del ternero
indicaron que la presencia fisica de un ternero modula el efecto supresor del
amamantamiento en la owvulacion posparto. Se evalué también el efecto de la lactancia en
vacas (ue amamantaban a Su propia cria 0 a una cria ajena con quien no se habia
establecido el vinculo. Se observd que cuando se trataba de la propia cria hubo mayor
concentracion de oxitocina y en vacas que amamantaron a un ternero ajeno el intervalo

posparto fue menor (Yavas y Walton, 2000).

El desarrollo del instinto materno tiene base enddcrina, en owvejas, asi como en la
cerda y la coneja, responde a un cambio en la concentracion de esteroides ovaricos que
ocurre después del parto, una disminucion de progesterona junta a incremento en el
estradiol. En el caso puntual de owvejas y cabras los esteroides no parecen inducir
directamente el comportamiento materno, sno que tendrian un efecto de “preparar” a la
madre para que, luego de la expulsion del feto, ésta desarrolle dicho comportamiento
(Nowak et al., 2000).

La relacién que se establece entre madre y la cria en rumiantes es particular, puesto
que por tratarse de especies precoces y gque generalmente habitan en manada, es necesario
un reconocimiento parental, que ocurre de forma muy eficaz (Nowak et al., 2000). Las
madres adquieren rapidamente la capacidad de reconocer a su cria y rechazar la ajena. En
ovejas esto se establece entre dos y cuatro horas después del nacimiento (Poindron et al.,
1993). Aunque este reconocimiento se basa en el olfato, las madres también pueden

identificar a sus crias a distancia por medio de la audicién y la vision. La oveja es capaz de
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adquirir esta capacidad dentro de las 8 horas de transcurrido el parto (Terrazas et al.,
1999). Los corderos son capaces de reconocer a su madre incluso a una distancia

considerable ya a los 3 dias de vida (Poindron et al., 1993, Nowak et al., 2000).

Otros Factores que intervienen en el reinicio de la actividad reproductiva

posparto

Involucion Uterina

Ademas del restablecimiento del eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal, para que la
hembra sea capaz de owular, concebir y llevar la gestacion a término, es necesario que las
estructuras morfologicas y anatomicas del sistema reproductivo recuperen el estado

“normal” en el que se encontraban antes de la gestacion.

En este sentido, el proceso de involucion uterina debe completarse. En la oveja esto
ocurre a los 30 o 40 dias después del parto. Este proceso implica una reduccion global del
tamafio, pérdida de tejido cotiledonario y reparacion de tejidos. Durante la semana
posterior al parto, la vasculatura placentomal responsable de la nutricion hematotropa del
feto degenera. Como resultado, el lumen uterino estd lleno de loquio, una sustancia marrén
espesa producida por la autélisis de los glébulos rojos. Este periodo también se caracteriza
por la disolucion de las capas fetal y materna del placentoma y la expulsion de la placenta
cotiledonaria fetal restante. Durante la segunda semana postparto, se liberan placas
necroticas pardas de las carlnculas y la luz uterina. La reepitelizacion de las carinculas
ocurre en la tercer y cuarta semana junto con la disminucion del tamafio uterino, masa y

longitud del cuerno (Gray et al., 2003).

En resumen, tres eventos ocurren durante la involucién uterina postparto. 1) Una
reduccion general en el tamafio uterino; 2) pérdida de tejido del conceptus; y 3) reparacion
de tejidos. Las reducciones marcadas en la masa himeda uterina (7-8 veces) y la longitud
del cuerno (2-4 veces) se acomparian de un adelgazamiento tanto del endometrio como del

miometrio (Gray et al., 2003).

Las aminas bidgenas, dopamina, norepinefrina y serotonina fueron implicadas en la

regulacion neuroenddcrina de la LH en owejas, aunque el rol exacto que juegan estos
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neurotransmisores en la regulacion de la liberacion de luteinizante no estad del todo claro.
Los estudios desarrollados para evaluar los efectos de las aminas bidgenas sobre la
secrecion de LH tuvieron resultados controversiales que variaban segun la naturaleza del

agente farmacoldgico, via de administracion y estatus fisiolégico de la oveja.

En un estudio se evaluaron los efectos de la infusion intravenosa de dopamina,
norepinefrina y serotonina sobre la concentracion plasmatica de LH y prolactina, en ovejas
(Deaver y Dailey, 1982). Los autores observaron que: en ovejas ovariectomizadas, las
aminas bidgenas pueden incrementar o disminuir la liberacién de LH, dependiendo de la
dosis. La infusion intravenosa de aminas bidgenas puede afectar la respuesta pituitaria a la
hormona liberadora de gonadotropinas. La respuesta dosis-dependiente de LH a las aminas
bidgenas difiere segun se trate de owvejas ovariectomizadas o en anestro estacional.
Generalmente, las catecolaminas y la serotonina tienen efectos opuestos sobre LH (Deaver
y Dailey, 1982).

Debido a que una amina bidégena puede inhibir, estimular o no tener efecto sobre la
secrecién de LH, dependiendo de la dosis, no es sorprendente que se hayan presentado
hipdtesis contradictorias sobre cémo ellas podrian regular la secrecion de LH. Los
mecanismos por los cuales las diferentes dosis afectan la secrecion de LH no estan claros,
pero una posibilidad es que existan varias clases de receptores con diferentes afinidades
para los supuestos agonistas y antagonistas, y la activacion (o inhibicion) de estos

receptores podria afectar la secrecion de LH de manera diferente (Deaver y Dailey, 1982).
Raza y estacionalidad

Los ovinos son considerados animales de dia corto, debido a que poseen un complejo
sistema neuroenddcrino capaz de transformar la sefial luminica en una sefial hormonal, de
esta manera detecta los cambios anuales en la duracion del fotoperiodo sincronizando el

ritmo reproductivo.

Esto ocurre en latitudes iguales o mayores a 35°. En estas regiones los partos tienen
lugar en primavera, momento en el cual el anestro posparto se confunde con el anestro
estacional ya que las hembras no restablecen su actividad owulatoria hasta la siguiente

temporada reproductiva. Por lo tanto, en latitudes altas, los mecanismos neurales que
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inducen el anestro posparto y estacional actlan en conjunto e inhiben la actividad

owulatoria (Arroyo et al., 2009).

En el caso de razas ovinas tropicales, debido a la ausencia de estacionalidad
reproductiva, o bien la ocurrencia de un anestro breve y la capacidad de la raza Santa Inés
de ciclar con cria al pie (Bueno et al., 2006), es factible desarrollar estrategias de manejo
tendientes a reducir el periodo posparto. Estas caracteristicas de la raza tropical Santa Inés
fueron las que motivaron la realizacion de la presente tesis, en este caso poder conocer la

duracién del tiempo de retorno al estro luego del parto (Anexo 1).

Nutricion y anestro posparto

La sefalizacién de los cambios metabdlicos que ocurren en el organismo hacia las
neuronas hipotalamicas que secretan GnRH, es un requisito previo indispensable para una
funcion reproductiva normal en los mamiferos. Esta regulacion depende de una serie de
sefiales periféricas diferentes (Pralong, 2010).

Si durante algun periodo de la vida el aporte nutricional es deficiente, se traducira en
pérdida de peso y de condicion corporal, pudiendo ocasionar trastornos metabdlicos
reflejados en modificaciones en la concentracion sanguinea de hormonas como leptina,
insulina, factor de crecimiento asociado a la insulina (IGF-1), colecistoquinina, hormona
del crecimiento, neuropéptido Y, o metabolitos como glucosa, acidos grasos volatiles,
algunos aminoacidos. Al verse alterados estos mediadores metabdlicos entre el estado
nutricional y la actividad reproductiva durante el periodo posparto ocurriran retrasos en la

presentacion del ciclo estral (Arroyo, 2011).

Al reducirse la disponibilidad de nutrientes se produce un balance energético
negativo por estar comprometida la disponibilidad de glucosa, aumentando, en
consecuencia, la movilizacion de las reservas corporales (glucdgeno, triglicéridos y
proteinas). El metabolismo basal, la actividad, el crecimiento y las reservas energéticas
bésicas tienen prioridad sobre los procesos reproductivos, como el inicio de la ciclicidad y
el establecimiento y mantenimiento de la prefiez. Cuando ademés, la hembra esta en
lactancia posparto, la movilizacion de reservas corporales prioriza la produccién de leche

para la supervivencia del cordero (Scaramuzzi et al., 2006; Hayder y Ali, 2008). La
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lactancia es un evento fisioldgico que tiene prioridad sobre los procesos reproductivos
(Alvarez Rodriguez et al., 2009) afectando la funcion luteal y el periodo de anestro

posparto.

El plano nutricional puede afectar las concentraciones periféricas de varias hormonas
metabolicas y reproductivas, tales como la insulina, el factor de crecimiento simil insulina,
leptina, estriol 178 (E2) y progesterona (P4), tanto en vacas como en ovejas no prefiadas.
En consecuencia, alteraciones en las concentraciones de hormonas especificas pueden
ocasionar cambios en las funciones ovaricas y reproductivas, incluyendo, actividad
endocrina, fertilizacion y desarrollo embrionario, calidad y crecimiento del oocito y
fertilidad (Kaminski et al., 2015).

Un inadecuado consumo de nutrientes en relacion con las demandas metabdlicas de
la hembra, es un factor que contribuye a prolongar el anestro posparto actuando por via de

mecanismos metabdlicos y hormonales (Alvarez-Rodriguez et al., 2009).

Torredo et al. (2008) evaluaron el efecto de diferentes niveles de energia
metabolizable (2,2 — 2,8 y 3,4 Mcal/dia) sobre los valores de progesterona entre los 30 y 70
dias posparto en ovejas Morada Nova en lactacion, los cuales estuvieron por encima de 1
ng/ml en aquellas hembras que recibieron los mayores niveles de energia. Sus resultados
demostraron que la actividad reproductiva tuvo relacion directa con la ingesta de energia.
Si bien la actividad owulatoria se reinicio alrededor de los 40 dias en todos los tratamientos,
en el que ofrecia el mayor nivel de energia metabolizable todas las owvejas reiniciaron la
actividad ovarica en el tiempo observado. Es notable como las ovejas Morada Nova y
Santa Inés tuvieron una condicion corporal semejante (inferior a 3, en la escala del 1 al 5) y
sin embargo, el mayor aporte de energia metabolizable determind que se reinicie la
actividad reproductiva. Una oferta de 3,4 Mcal de energia metabolizable es recomendable

desde el Gltimo tercio de la gestacion para mejorar la eficiencia reproductiva.

En este sentido, es importante describir a varias hormonas neuroendocrinas y
neuropéptidos cuya funcion es informar a los centros del cerebro sobre la condicion
metabolica del cuerpo. Los efectos del balance energético negativo, hipoglucemia,
hipoinsulinemia, factor semejante a la insulina (IGF) plasméatico suprimido y hormona del

crecimiento (GH) plasmatica elevada, actdan principalmente en el nivel hipotaldmico-
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pituitario del control reproductivo. La respuesta a estos efectos estd asociada con la

inhibicion de la pulsatilidad de GnRH, anowvulacién y anestro (Scaramuzzi et al., 2006).

Los integradores hipotalamicos del metabolismo v la reproduccion:

Leptina, Insulina y NPY

El primer paso para que se establezca la respuesta neuroendocrina reproductiva a una
nutricion deficiente, es que los cambios metabdlicos periféricos se informen al hipotalamo
para que luego los mecanismos o vias entra-hipotalamicos traduzcan dichas sefiales en una
secrecion alterada de GnRH. La leptina y la insulina son factores metabdlicos circulantes
importantes que indican el estado nutricional al hipotalamo y se reconoce su papel en la
modulacién general de la actividad de las neuronas GnRH. El neuropéptido Y (NPY) se

propone como un factor intermediario (Pralong, 2010; Miller et al., 2011).

Neuronas de “primer orden”

Las neuronas que expresan NPY, asi como las que expresan Kiss-1, serian ejemplos
de neuronas de primer orden, ya que son quienes reciben la sefial de leptina e insulina y la
transmiten a las neuronas GnRH proyectandose hacia ellas. Desde éstas Ultimas sale

finalmente el estimulo hacia las células gonadotrofas (Pralong, 2010).
La leptina

Esta hormona metabdlica es sintetizada y secretada por las células adiposas blancas
(Barash et al., 1996). Su funcion es enviar sefiales al hipotdlamo brindando informacion
sobre el estado nutricional del individuo y tiene efecto inhibitorio en las génadas. Esta
proteina y sus receptores se han encontrado también en tejidos reproductivos, lo que
implica que se involucra en el desarrollo embrionario e implantacion, pues en humanos ya

se ha comprobado que es producida por el trofoblasto (Kandiel et al., 2016).

La leptina responde a los cambios agudos en la dieta y también mide las reservas de
energia corporal a largo plazo. Cuanto mayores sean estas reservas, mayor sera la
concentracion sanguinea de leptina. Por lo tanto, la concentracion de leptina en la sangre

envia sefiales al foliculo sobre los efectos nutricionales tanto a corto plazo (aquellos que
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ocurren sin modificacion del peso corporal) y los efectos a largo plazo (los que ocurren

cuando hubo aumento del peso corporal) (Scaramuzzi et al., 2006).

La deficiencia de leptina en humanos y roedores se asocia con obesidad hiperfagica y
con hipogonadismo e infertilidad. Esta asociacion quedd demostrada porque con la
administracion de leptina exogena, los efectos de su deficiencia se corrigieron (Pralong,
2010).

Las neuronas GnRH no presentan un nivel elevado de receptores de leptina, por lo
tanto es més probable que la sefializacion sea a través de las interneuronas que se
proyectan a las células GnRH. EIl neuropéptido Y es un posible intermediario, ya que sus

neuronas coexpresan receptores para leptina (Baskin et al., 1999; Smith et al., 2006).
El neuropéptido Y (NPY)

El neuropéptido Y (NPY), un péptido de 36 aminoacidos, aislado por primera vez en
1982, fue implicado como un factor modulador en la liberacion de GnRH y LH (Barker
Gibb et al., 1995).

El NPY es uno de los estimuladores del apetito mas potente. Actla como un
importante modulador neuroenddcrino que participa en la red neural integrando el
metabolismo y la reproduccién y mediando la sefializacion de leptina (Pedrazzini et al.,
2003).

El efecto de NPY en el eje reproductivo depende de la presencia de esteroides
sexuales. Animales con niveles altos de esteroides sexuales mostraron una fuerte
estimulacién en la secrecion de LH por parte de NPY, en tanto que en animales castrados
la administracion central de NPY produjo inhibicion (Kalra y Crowley, 1984). La
administracion cronica de NPY ocasiond una profunda inhibicién del eje gonadotrdpico,
sugiriendo que el aumento de sus niveles durante periodos de ayuno o condiciones
metabolicas desfavorables podria ser la sefial para la inhibicion pulsatil de GnRH (Aubert
et al., 1998).

En owvejas, la presencia del NPY esta relacionada a una inhibicion profunda del eje

reproductivo y supresion de la secrecion de GnRH (Pralong et al., 2010).
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Los efectos tanto de NPY como de insulina sobre el eje reproductivo presentan un
grado de complejidad, ya que en ellos interviene la “memoria nutricional”, es decir que, el
animal respondera a NPY o insulina segun el estado metabdlico que éste haya atravesado a
largo plazo. La administracion intracerebroventricular de NPY e insulina a ovejas produjo
resultados diferentes segin hayan estado flacas pero mantenidas en un plano nutricional
creciente o gordas, pero con plano nutricional decreciente. En el primer caso, la
administracion de insulina estimuld la secrecion de LH y suprimié la ingesta voluntaria de
alimentos mientras las ovejas estaban delgadas, pero no cuando engordaron. En tanto que
NPY no tuvo ningin efecto cuando las ovejas estaban flacas, pero disminuyo la secrecion
de LH e increment6 el consumo voluntario cuando las ovejas engordaron. En el segundo
caso, insulina no tuvo ningin efecto al estar las ovejas gordas, pero si cuando adelgazaron.
NPY disminuy6 la secrecion de LH al principio, pero no tuvo efecto cuando las hembras

bajaron de peso (Miller et al., 2011).
La insulina

Esta hormona, cuya funciébn mas reconocida es la homeostasis de la glucosa, es
denominada también la hormona de la saciedad, y estimula el almacenamiento de grasa en
los tejidos (Woods et al., 1979; Pralong, 2010).

Al igual que la leptina, los niveles periféricos de insulina son proporcionales al
contenido de tejido adiposo del organismo y la concentracién de esta hormona en el liquido
cefalorraquideo es proporcional a sus niveles periféricos. Ademas, presenta receptores en
neuronas hipotaldmicas, que regulan la homeostasis energética y el consumo (Schwartz et
al., 1992).

La insulina también estd implicada en la integracion del estado metabdlico y la
actividad reproductiva, constituyendo una sefial nutricional y metabolica junto con la

glucosa y los acidos grasos volatiles (Downing y Scaramuzzi, 1997).

Catunda et al., (2013) evaluaron ovejas Santa Inés y Morada Nova en pastoreo, un
lote suplementado con una mezcla de heno de pasto Tifton, maiz molido y harina de soja y
el otro lote no suplementado, durante la estacion reproductiva. Demostraron que los niveles

de leptina, insulina y glucosa se incrementaron significativamente en ovejas
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suplementadas, pero no hubo efecto significativo sobre la tasa de fertilidad ni de
prolificidad. La explicacion, al menos para leptina, seria que, si bien sus niveles se
incrementaron, no alcanzaron los niveles observados en otros estudios con ovejas lanadas
(Delavaud et al., 2000; Sosa et al., 2009), posiblemente debido a que las ovejas de pelo

tienen menor cantidad de tejido adiposo (Catunda et al., 2013).

Otro factor regulador de la actividad reproductiva, especialmente de la funcionalidad
ovarica, es el factor de crecimiento semejante a la insulina. El sistema IGF, se compone de
dos ligandos, IGF-1 e IGF-2. El primero tiene receptores a nivel de las células de la
granulosa, epitelio secretor del oviducto y glandulas endometriales del Utero (Stevenson y
Whates, 1996; Hashizume et al., 2000). IGF-2 actla como un factor de crecimiento
autocrino 'y paracrino, afectando la proliferacion y diferenciacion de fibroblastos
perivasculares de los grandes vasos y a nivel capilar (Hastie et al., 2004). A nivel folicular
existen receptores para IGF-1 en células de la granulosa en foliculos grandes y también en
el cuerpo liteo. En ovejas en anestro estacional se observd mayor expresion de ARN-m de

IGF-2 e IGF-1 en foliculos grandes y pequefios, respectivamente (Hastie et al., 2004).

Existen también proteinas de wunion a IGF (IGFBPs), que son proteinas
transportadoras que se unen a los IGF incrementando su vida media, bloquean su accion,
inhiben en el ovario los efectos sinérgicos de IGF-1 y FSH. Estas proteinas controlan la
actividad de los IGF segun el tamafio folicular, por ejemplo, durante el fendbmeno de atresia
folicular en owvejas. Las gonadotropinas son capaces de regular la funcionalidad de los IGF
1y 2 yde las IGFBPs en diferentes etapas del ciclo estral (Zulu et al., 2002; Kobayashi et
al., 2006).

A nivel del eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal, IGF-1 regula el control nutricional de
la secrecion de LH, constituyendo otra sefial metabolica importante. A nivel hipofisiario
existen receptores para IGF-1 y en owejas, se observd que modificaciones en la dieta
alteraron los niveles séricos de IGF-1, aunque los niveles intraovaricos serian mas
resistentes (Adam et al., 1998; O” Callaghan et al., 2000).
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Efecto de la presencia del carnero en la reanudacion de la

actividad ovarica

La capacidad que tienen los carneros para inducir la actividad ovarica en las hembras
se conoce como “efecto macho” y es implementada como herramienta en muchos rebafios.
La introduccion de carneros a un grupo de ovejas anovulatorias que previamente hayan
estado aisladas de su presencia, produce que un porcentaje de éstas manifiesten celo,
ovulen y se prefien (Hawken y Martin, 2012).

El fundamento de esta caracteristica es que, sobre todo en mamiferos que viven en
grupos de varios individuos, existen estimulos sensoriales, las sefiales sociosexuales, que
son capaces de alterar profundamente varios procesos fisiologicos y comportamentales,
incluida la reproduccion (Martin et al., 1986; Ungerfeld, 2007).

El principal estimulo es el olfatorio, mediado por una sustancia quimica secretada
por el macho, denominada feromona, cuya concentracién depende de la concentracion de
testosterona. En la hembra expuesta al estimulo se establece un circuito de
retroalimentacion de feromonas entre las neuronas GnRH y areas del cerebro responsables
del procesamiento olfatorio, finalmente ocurre un incremento sostenido de la secrecion de

GnRH/LH vy se induce la ovulacion (Hawken y Martin, 2012).

Existe un estimulo inicial agudo, que determina un cambio en la secrecion de LH
entre 0 y 6 horas después de la exposicion de la hembra al macho, sin embargo, los
estimulos pueden ser de diferente naturaleza y no exclusivamente originado por los olores.
Ademas, la respuesta de la hembra varia de acuerdo al método de exposicion, ya que el
mismo también puede ser originado artificialmente (lwata et al., 2003; Hawken y Martin,
2012).

El mecanismo exacto que desencadena el incremento en la secrecion de GnRH y LH
no se conoce en su totalidad, pero se demostrd que las células GnRH se activan luego de la
exposicion al macho. A través de estudios de inmunihistoquimica en ovejas, se observo la
expresion de c-fos en neuronas GnRH, una proteina de transcripcion que se activa a partir

de diversos estimulos y que esta expresion es proporcional al tiempo de exposicion (Gelez
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y Fabre-Niz, 2006). Probablemente Kisspeptina intervenga en el mecanismo, tal como lo

sugieren estudios en cabras (Okamura et al., 2010).

Citologia VVaginal

El ciclo estral de las hembras estd regulado por el sistema neuroenddcrino, el que
conduce a cambios fisiologicos en los 6rganos reproductivos. A su vez, estos cambios
pueden ser visualizados por el examen clinico o por evaluaciones de laboratorio y/o

ultrasonografia.

El examen fisico consiste en la palpacion y observacion de los érganos. La palpacion
es mucho mas efectiva en la hembra bovina, debido a la posibilidad de realizar palpacion
rectal. En la hembra ovina el examen se restringe a la observacién por medio de un
espéculum. En ambas especies también es posible la observacion por medio de
ultrasonografia. El examen de laboratorio puede realizarse a través de citologia vaginal
exfoliativa, que es un indicador sensible de los cambios ocurridos a lo largo del ciclo estral
en muchas especies. Estos cambios a su vez, pueden ser utilizados como diagndstico
auxiliar confiable para determinar el estadio del ciclo estral o el momento dptimo para

realizar el servicio o inseminacion artificial (Rezende, 2006).

La citologia vaginal estudia las células individuales, requiriendo células exfoliadas,
sin considerar la arquitectura del tejido u 6rgano de origen, y es a la vez una herramienta
simple, répida, econdémica y poco invasiva, de diagnostico de la fase del ciclo estral
(Banks, 1991).

Estructura histologica y receptores hormonales de la vagina

La vagina es un oOrgano muscular compuesto por tres capas: mucosa, muscular y
adventicia. En la mucosa encontramos un epitelio de revestimiento que corresponde a
plano estratificado no queratinizado. Como en la epidermis, el epitelio vaginal produce
diferentes tipos celulares, cada uno representa un estadio de maduracion. Los estratos
parabasal o espinozo e intermedio o granuloso, que se apoyan sobre el estrato germinativo,
corresponden a células que tienen la capacidad de diferenciarse. En tanto que las capas de

la zona superficial estan compuestas por celulas cornificadas, el producto final del proceso
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de diferenciacion. Estas variaciones ocurren en respuesta a cambios hormonales que
ocasionan la muerte y descamacién de las células de la capa superficial (Tasat, 1994;
Rezende, 2006; Ross y Paulina, 2012).

Las hormonas ovaricas tienen un efecto trdfico importante sobre todo el tracto
genital de los mamiferos, de tal forma que para que estos 6rganos se desarrollen, crezcan y
funcionen de manera 6ptima es indispensable que tengan una continua exposicion a las
mismas (Tasat, 1994).

Las células del epitelio vaginal, asi como también las del estroma tienen receptores
hormonales localizados en el nicleo, los cuales controlan la maduracion y la diferenciacion
celular. El estradiol, a través de sus receptores Era y Erf, induce incremento en la sintesis
de ADN, ARN nuclear y citoplasmatico, sintesis proteica y actividad mitdtica. De esta
forma estimula el aumento en el ndmero de las camadas celulares de la vagina y
cornificacion de las camadas mas superficiales (Tasat, 1994). Las células vaginales en este
proceso se alejan de la membrana basal hacia el lumen vaginal, distancidndose del soporte
vascular nutricio y progresando hacia la muerte celular. De esta manera, los cambios
citoldgicos vaginales son reflejo de las variaciones de las concentraciones séricas de
estrogeno, y los diferentes tipos celulares observados representan distintos estadios de
muerte celular. Tan pronto como las células vaginales esféricas mueren, comienzan a
agrandarse y su forma se wvuelve méas irregular. Los nicleos celulares también sufren
cambios que reflejan el proceso de muerte, estos comienzan a disminuir su tamafio, se
vuelven picndticos para luego desintegrarse dando como resultado células anucleadas
(Calderon Castillo, 2016). Con la caida de los niveles de estrogeno y el incremento de
progesterona el epitelio sufre infiltracion de polimorfonucleares y se reduce el ndmero de
capas a aquellas de los estratos mas profundos, con células basales, parabasales o
intermedias (Tasat, 1994).

Implicancias del estudio de la citologia vaginal

La citologia vaginal es usada frecuentemente en medicina humana como parte de los

planes de salud reproductiva de la mujer.
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En veterinaria también se utiliza para evaluar el estado reproductivo de las hembras y
seguir de forma precisa el progreso de las distintas etapas del ciclo estral. EI mayor uso se
hace en hembras caninas para poder estimar el momento de la owvulacién (Schutte, 1967,
Ola et al., 2006) y hacer el manejo correspondiente del servicio. En hembras de interés
productivo, especialmente en la vaca, la oveja y la cabra, se implementa la técnica hace
varios afios (Ahmadi y Nazifi, 2006), pero todos los trabajos coinciden en que hasta el
momento los resultados son menos aprovechados por la disparidad que hay en los

procedimientos, lo que dificulta las comparaciones.

Hay grandes avances en la biotecnologia de la reproduccion y es ahi donde la
citologia vaginal se presenta como una herramienta para auxiliar en la identificacion del
estado reproductivo. Por ejemplo, una buena identificacion del estro permite detectar el
momento mas proximo a la owulacién lo que favorece a que ocurra fecundacion. Esto,
sumado a la posibilidad de realizar una deteccion temprana de la gestacion, posibilita
optimizar los resultados en programas de reproduccion. Representa una alternativa al uso
de retajos antes de colocar los carneros o realizar la inseminacion artificial. Puede ser
también utilizada para diagnosticar precozmente patologias del tracto genital femenino
(Raposo y Silva, 1999; Toniollo et al., 2005).

Uno de los mayores objetivos del estudio de citologia vaginal en hembras caninas es
el reconocimiento del momento Optimo para realizar el servicio o la inseminacion artificial.
Sin embargo, el ciclo estral de la perra difiere del de la oveja en algunos puntos, en
especial, en la fase de estro, el que en la perra tiene una duracién promedio de 9 dias, y en
que no existe una fase definida de metaestro, ya que éste ocurre durante el estro
(Tamalatzi, 2013). Esta es una situacion muy diferente al de vacas y ovejas, donde el estro

dura aproximadamente 12y 24 horas, respectivamente.

Las diferencias que existen en el ciclo estral entre distintas especies debe
considerarse al estudiar la citologia vaginal en hembras rumiantes, donde lo ideal es
realizar el andlisis de las modificaciones del epitelio vaginal junto con las modificaciones
en las concentraciones hormonales y ademas el estudio ultrasonografico de los ovarios para
observar el desarrollo folicular. Las informaciones sobre la dindmica folicular obtenidas
por examenes ultrasonograficos, permiten presuponer la actividad hormonal tanto por la

presencia de cuerpo Iiteo, el cual es indicativo de produccion de progesterona, o bien por
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la dominancia del foliculo mayor, que indica secrecién de estrogenos. En este sentido, el
hecho de asociar la citologia vaginal, con la dinamica folicular en el transcurso del ciclo
estral, es necesario para verificar si las ondas foliculares interfieren en la descamacion del

epitelio vaginal (Rezende, 2006).

Células del epitelio vaginal

Las células del epitelio vaginal se clasificaron en basales, aquellas que descansan
sobre la membrana basal. Son pequefias, ovoides y con nlcleo grande. Préacticamente no
aparecen en los extendidos celulares. La segunda camada de células corresponde a las
parabasales, son similares a las basales pero con nlcleo un poco menor, miden entre 15 y
25 um de didmetro. Luego se encuentran las células intermedias, tienen un nucleo todavia
més pequefio y forma navicular. Algunos trabajos dividen a este estadio celular en
intermedias profundas, de forma similar a las parabasales pero con un diametro de 20 a 30
um, e intermedias superficiales, de forma poligonal y mas grandes que las anteriores, con
un diametro celular de 30 a 60 um y un nlcleo de 7 a 11 um. Por ultimo estan las células
superficiales, que se subclasificaron en: células con nicleo picnético y células anucleadas,
ambas tienen un diametro de 30 a 60 um y forma navicular. El nicleo picnético de las
primeras mide menos de 8 um. Ademas presentan queratina en su citoplasma (Schutte,
1967, Rosciani et al., 2006; Macedo Porto et al., 2007).

Cuando los niveles de estrogeno estan incrementados estimulan la proliferacion
celular y el nimero de estratos del epitelio aumenta, por lo que los neutréfilos no se
observan ya que no consiguen migrar hasta el lumen vaginal. Sin embargo, cuando los
niveles de estrogeno caen y se incrementan los de progesterona, la pared vaginal se
adelgaza y es posible observar neutrofilos (Schutte, 1967; Macedo Porto et al., 2007).

En cabras Saanen, a las células observadas durante el ciclo estral se las clasifico en
cinco tipos, basal, parabasal, intermedia, superficial con nucleo y superficial sin ndcleo.
Durante todas las fases, las células intermediarias fueron significativamente superiores a
los otros tipos celulares, demostrando que la hembra estd ciclando, sin embargo, otro tipo

debe ser buscado para distinguir en qué fase del ciclo se encuentra (Correia et al., 2010).
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Macedo Porto et al. (2007) observaron 4 tipos de células a lo largo de las diferentes
fases del ciclo estral en ovinos: células basales, parabasales, intermedias y superficiales
anucleadas. Ovando et al. (2013) realizaron un analisis morfométrico de las células del
epitelio vaginal en ovejas de pelo. Durante el estro, el diametro promedio de las células fue
de 36 pm. En el metaestro fue de 30 pm. En ambos periodos predominaron las células
superficiales. En el diestro, el didmetro fue ain menor, predominando en esta etapa las

células intermedias y parabasales.

En los ultimos afios se estan realizando estudios de citologia también en especies
menos explotadas, tanto rumiantes como no. En alpacas (Vicugna pacos) se observaron
células parabasales, intermedias pequefias, intermedias grandes Yy superficiales, y
observaron marcadas diferencias entre alpacas vacias y prefiadas (Pacheco, 2017). En la
vizcacha de llanura (Lagostomus maximus) también se realizd la caracterizacion de las
células del epitelio vaginal, en este caso las células observadas se clasificaron en basales,
intermedias, superficiales y escamas, los autores también observaron diferencias entre
hembras vacias y prefiadas, pudiendo emplearse la citologia vaginal como diagndstico de
prefiez (Flamini et al., 2016).

Toma de muestra, fijacion y coloracion

La toma de muestra es un procedimiento relativamente sencillo, rapido y poco
invasivo. Consiste en separar los labios de la wulva e introducir un hisopo esteril
aproximadamente unos 6 cm Yy luego realizar suaves movimientos rotatorios contra la
pared vaginal. Al retirar el hisopo se lo hace rodar sobre un portaobjetos depositando el
material colectado en la superficie del mismo y se fija el material inmediatamente en
alcohol 96° por no menos de 5 minutos (Ola et al., 2006). El paso final antes de la

observacién microscépica es la coloracion.

La coloracion es la operacion por la cual los tejidos son sometidos a la accion de
sustancias capaces de tefiir sus componentes. Los componentes celulares basicos, como el
citoplasma, reaccionan con los colorantes acidos, como la eosina, y se tifie en tonalidades
de rosa o naranja. El nicleo celular, un componente &cido, se tifie con colorantes basicos,
como la hematoxilina, que le confiere una tonalidad purpura-azulada (Ross y Pawlina,
2012).
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El método de coloracién de Papanicolaou es el mas empleado en citologia, también
posee colorantes acidos y basicos, que son la hematoxilina de Harris, Orange G y Eosina-
Azur. Permite diferenciar las células de los diferentes estratos, ya que las células de las
camadas mas profundas (basales y parabasales), se colorean de azul-verdoso (magenta), las
intermedias de verde y las superficiales se dividen en basofilas, con una coloracion azul-
verdosa en su citoplasma y acidéfilas, que presentan una coloracion citoplasmatica

anaranjada (Raposo Yy Silva, 1999, Rosciani et al., 2006).

La técnica de Hematoxilina-Eosina puede emplearse, si bien no discrimina entre las
células de las diferentes camadas, tiene la ventaja de una preparacion méas sencilla ya que

emplea menor cantidad de colorantes.

Otras coloraciones que se emplean en frotis vaginales son May Grunwald-Giemsa,
Wright y Shorr. La eleccion dependerd del objetivo de estudio y experiencia del
observador (Rosciani et al., 2006). Para realizar un mejor analisis microscépico es (il
determinar la morfometria celular, esto se realiza actualmente mediante softwares que
miden las diferentes dimensiones celulares, como ser didmetro total, diametro del nlcleo,

relacion nlcleo-citoplasma, circunferencia, etc.

Sincronizacion de Celos

La sincronizacién de estros es una biotécnica reproductiva que emplea distintas
hormonas. En pequefios rumiantes, los objetivos son concentrar las pariciones en épocas
deseables o inducir la actividad reproductiva en épocas de anestro (Letelier et al., 2009).
Dicha biotécnica consiste en el uso de métodos farmacolégicos efectivos y facilmente
aplicables que permiten manipular la fisiologia reproductiva de las hembras ovinas,
permitiendo la implementacion de programas reproductivos con el fin de optimizar la
produccion (Lozano-Gonzéles et al., 2012). Es necesario diferenciar el término
sincronizacion del de induccidn, el primero hace mencién a hembras que presentan CL
funcional, es decir que estan ciclando, y lo que se pretende es homogeneizar lotes de
hembras. El segundo término hace referencia a las hembras que estan en anestro y se busca

sacarlas de ese estadio fisiologico (Lozano-Gonzales et al., 2012).
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Farmacos hormonales mas empleados en pequefios rumiantes

Progesterona y progestagenos

La progesterona es una hormona esteroide, producida en los ovarios, glandulas
adrenales, placenta y luego de la owvulacion, en el cuerpo Iiteo (Lozano-Gonzales, et al.,
2012). De modo general, las funciones de esta hormona se pueden resumir en: preparar el
Utero para la implantacion del embridn, permitir el mantenimiento de la prefiez y estimular

el instinto materno (Lozano-Gonzales et al., 2012).

Durante el ciclo estral la progesterona ejerce su efecto participando en el eje
hipotalamo-hipéfisis-gonadal.  Especificamente, durante la fase Iuteal, momento del ciclo
en el cual ella se encuentra elevada, ejerce un feedback negativo sobre el hipotalamo e
hipofisis disminuyendo la frecuencia e incrementando la amplitud de los pulsos de
hormona LH, suprimiendo el crecimiento del foliculo mayor y bloqueando la ovulacion
(Boscos et al., 2002; Lozano-Gonzales, 2012).

El aporte de LH es critico para un crecimiento folicular continuo y un descenso en su
disponibilidad contribuye a acelerar el recambio del foliculo dominante (Savio et al.,
1993). Es por eso que altos niveles de progesterona inhiben el crecimiento del foliculo
mayor, en tanto que los bajos niveles promueven el crecimiento del mismo. Es por eso que
en owvejas y cabras, los foliculos que se desarrollan en las ondas de la mitad del ciclo
alcanzan menor tamafio que los de la primer onda y los de la onda owvulatoria (De Castro et
al., 2015).

Los métodos de sincronizacion del estro y de la owulacion que utilizan P4 o sus
analogos, los progestagenos, se basan en sus efectos durante la fase Iuteal del ciclo,
simulando la accién de la progesterona natural producida en el CL después de la ovulacion
(Lozano-Gonzales et al., 2012), la cual es responsable de inhibir la GnRH (Abecia et al.,
2012) y consecuentemente también la LH y la FSH (Aké Lopez et al., 2003; Oliveira et al.,
2011).

La sincronizacion con progesterona provoca que en el primer estro después del
tratamiento se presente una menor tasa de fertilidad al promover la persistencia del foliculo

dominante con la consecuente owvulacién de un ovocito envejecido y menos fértil (Aisen,

62



2004). Esto estd relacionado a la cantidad de dias que dure el tratamiento, desde un
principio se pensd que la permanencia de la fuente exdgena de la hormona debia imitar la
duracién de la vida media del cuerpo liteo, sin embargo, actualmente se sabe que la curva
de liberaciébn hormonal no es la misma cuando esta proviene de fuente enddgena o
exdgena. A su vez, los niveles de progesterona no pueden analizarse sin ser relacionados
con la curva de crecimiento del foliculo dominante. A raiz de los resultados observados al
final de los tratamientos con P4 o sus analogos, se estan estudiando protocolos méas cortos,

con menores dosis o dispositivos de liberacion més efectivos (Abecia et al., 2011).

Las vias de administracion de progestdgenos o progesterona son la intravaginal,
implantes subcutaneos y la via oral. Entre los métodos de aplicacion intravaginal existen
las esponjas de poliuretano impregnadas con progestagenos y otros dispositivos que
contienen progesterona. Los progestdgenos mas utilizados son acetato de fluorogestona
(FGA) cuya dosis va de 30 a 40 mg y acetato de medroxiprogesterona (AMP), que se
emplea con una dosis de 60 mg (Cdrdova-lzquierdo et al., 2008). Estas esponjas se
insertan en el fondo de la vagina, en contacto con el cérvix (Dias et al., 2001). El uso de
esponjas predispone a un incremento de la microbiota bacteriana, lo cual puede causar
vaginitis o adherencias y generar problemas reproductivos en el rebafio (Cdrdova-
Izquierdo et al., 2008). Sin embargo, es considerado un buen método para la

sincronizacion del estro por su bajo costo y practicidad (Lozano-Gonzales et al., 2012).

Los dispositivos siliconados de uso intravaginal, como el Dispositivo de liberacion
interna  controlada, Controlled Internal Drug Release (CIDR®) y el Dispositivo
Intravaginal Caprino Ovino (DICO®), estan fabricados con un elastomero de silicona
inerte (Abecia et al., 2012), cargado con progesterona (300 y 400 mg, respectivamente).
Los mismos permiten obtener porcentajes de hembras en estro cercanos al 100% vy
porcentajes de prefiez de alrededor del 70% (Vilarifio et al., 2013), ademas, luego de la
utilizacion de estos dispositivos, la presentacion de vaginitis e infecciones vaginales son

casi inexistentes (Tondello et al., 2010).

El Crestar es un dispositivo de silicona cargado de progestageno (3 mg de
norgestomet) que se implanta de manera subcutdnea en la cara dorsal de la oreja,

permaneciendo alli por 9 dias. Este dispositivo no se recomienda, porque el estrés que se
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ocasiona al momento de la retirada genera grandes pérdidas embrionarias (Cordova-
Izquierdo et al., 2008).

Gonadotrofina Coriénica Equina

La gonadotrofina coridnica equina (eCG) es una glucoproteina con subunidades alfa
y beta, similar a las de la LH y FSH, con un mayor contenido de acido sialico, responsable
de su vida media mas larga. El (tero equino secreta esta gonadotropina placentaria (Hafez
y Hafez, 2002). Es una hormona de gran actividad biologica, empleada en especies
diferentes a la yegua tiene un efecto LH y FSH, aumenta la ocurrencia y velocidad de
owulacion favoreciendo que éstas se produzcan en un intervalo de tiempo mas corto
(Martemucci y D Alesandro, 2010; Quintero-Elisea et al., 2011). Esta hormona se usa
frecuentemente en protocolos de sincronizacion de celos junto con esponjas o dispositivos

gue contengan progestagenos o progesterona respectivamente.

En general los protocolos consisten en aplicacion de esponjas o dispositivos durante
cierta cantidad de dias y el dia del retiro de éstos Ultimos se administra via intramuscular
una dosis de prostaglandina F2a (PGf2a), para desencadenar la luteolisis de algun posible
cuerpo Iiteo y una dosis de eCG. La dosis de eCG a emplear varia dependiendo de la edad
del animal, de la temporada reproductiva y de la raza. La eCG debe administrarse con
precaucion ya que provoca el aumento de la tasa de owulacién (Abecia et al., 2011). Las
menores dosis son usadas en razas prolificas puesto que su aplicacion incrementa la
ocurrencia de partos gemelares y esto demanda un mayor requerimiento metabdlico de la
oveja asi como un buen desarrollo de su habilidad materna (Silva, 2012). Estudios
realizados con owvejas Pelibuey en condiciones de tropico demostraron que dosis de 200 y
250 Ul de eCG indujeron altos porcentajes de owvejas en estro aunque existio diferencia

significativa a favor de la mayor dosis (Ake-Lopez et al., 2014).

Algunos estudios indicaron que con el uso repetido esta hormona puede disminuir la
fertilidad debido al desarrollo de anticuerpos. En cabras la respuesta inmunoldgica a la
eCG es variable entre individuos, esta variabilidad posiblemente esta relacionada con el
complejo mayor de histocompatibilidad (Roy et al., 1999a). La presencia de anticuerpos en
el suero de cabras ocasiond una menor fertilidad luego de la IA comparada con aquellas

hembras que no presentaron niveles elevados de anticuerpos. Esta baja fertilidad
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probablemente se deba a un retraso en la aparicion de la manifestacion del estro y de la

oleada preowvulatoria de LH.

En owejas, la presencia de inmunoglobulinas anti eCG luego de reiteradas
aplicaciones de eCG es controversial. Algunos autores informaron que repetidas dosis de
eCG no indujeron la produccion de anticuerpos (Gherardi y Martin, 1978) mientras que
otros si (Bodin et al., 1997). Roy et al. (1999b) demostraron que tratamientos reiterados

con eCG inducen la produccion de anticuerpos pero no en todos los animales.

La respuesta a tratamientos de sincronizacion de celos en owvejas de pelo en
condiciones de tropico es generalmente alta (Quintero-Elisea et al., 2011). Evaluar cual es
la respuesta a los protocolos de sincronizacion en hembras de estas razas en regiones
situadas a mayores latitudes, resulta de sumo interés ya que esto permitira optimizar el uso

y la dosificacion de la eCG.

Los estudios que evalian la sincronizacion de celos determinan la cantidad de
hembras que presentan estro, a través del comportamiento de las mismas o por el
porcentaje de owulacion, tasa de owulacion o nimero de owulaciones (Pinna et al., 2012;
Dos Santos Cavalcanti et al., 2012). Los resultados también pueden reflejarse por medio de
porcentaje de prefiez, tasa de fertilidad, tasa de prolificidad o por fecundidad (Martemucci
y D Alessandro, 2010; Sandoval et al., 2013). Esto debe tomarse en cuenta a la hora de

interpretar y discutir los resultados.
Prostaglandinas

La prostaglandina E2 en forma natural es secretada por el endometrio y su funcion
principal es la de inducir la regresion del CL. Por ello, la administracion de PGF2a, ya sea
natural o sintética como el cloprostenol, dinoprost y prostianol, que sea aplicada en la
mitad o el final de la fase Iitea (dia 3 al 14) del ciclo estral, provocaran que la fase litea se
acorte, disminuyendo el riego sanguineo al CL ocasionando asi su lisis (Durén, 2008;
Vilarifio et al., 2010). Ademés de predisponer a ovejas ciclicas a mostrar comportamiento
sexual (Kermani et al., 2012), activando los centros de comportamiento del estro (Oliveira
et al,, 2006). La prostaglandina F2o (PGF2a) es una alternativa para la sincronizacion del

estro y la owulacion (Uribe-Velasquez et al., 2008), tiene como Unica limitante la
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posibilidad de ser empleada Unicamente en owvejas ciclicas con cuerpo Iiteo funcional, en
hembras que se encuentren en fase Iitea temprana o fase folicular, el tratamiento no es

efectivo.

La dificutad para determinar con exactitud la fase del ciclo estral de un grupo de
hembras, hace necesaria la aplicacion de dos dosis de PGF2a con intervalos de 9 o 10 dias
de diferencia. En la aplicacién de la segunda dosis, la mayoria de hembras estaran en la
mitad de la fase Iitea, por lo que el tratamiento sera exitoso. La ventaja mas notable en el
tratamiento con prostaglandinas es la via de administracion intramuscular, lo que conlleva

a una mejora en el manejo, sanidad y bienestar de las hembras ovinas (Abecia et al., 2012).

Foliculogénesis y ondas de desarrollo

El uso de la ecografia, como instrumento de investigacién, proporciond un cambio
significativo en los conceptos vigentes sobre la fisiologia ovarica y, particularmente, sobre
uno de sus aspectos mas importantes, la dindmica folicular (Uribe-Velasquez et al., 2009).

El crecimiento folicular en ovinos y caprinos, al igual que en bovinos, se da en un
patron de ondas. Una onda folicular estd definida como la emergencia y el crecimiento
sincronico de un grupo de foliculos antrales (3mm) que inicialmente aumentan de tamafio
durante una fase de crecimiento comun y subsecuentemente se diferencia uno o dos
foliculos dominantes que continGlan creciendo hasta alcanzar un didmetro mayor o igual a 5
mm, mientras maltiples foliculos subordinados cesan el crecimiento durante una fase
estatica (Evans et al., 2000). Normalmente existen tres ondas foliculares por ciclo, dos
ondas ocurren en la fase luteal y una en la fase folicular, siendo el foliculo de la Ultima
onda el que ovula (Leyva et al., 1998). A su vez, los niveles séricos de P4 tienen efectos

sobre la dindmica de ondas foliculares (Sirois y Fortune, 1990).

La foliculogénesis es controlada por las relaciones complejas entre los esteroides
intrafoliculares, factores de crecimiento y el sistema de feedback del eje hipotalamo-
hipofisis-ovario (Campbell et al., 1995). En la mayoria de los mamiferos, el proceso de
foliculogénesis involucra la formacién de foliculos pre-owulatorios a partir de un pool de
foliculos primordiales, los cuales iniciardn su etapa de crecimiento a lo largo de la vida

reproductiva.
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El ovario ovino prepuber contiene 40.000 a 300.000 foliculos primordiales, de los
cuales algunos abandonan este estadio durante la vida fetal. El ovario de la oveja adulta
posee, segun la raza, entre 12.000 y 86.000 foliculos primordiales, y entre 100 y 400
foliculos en crecimiento en cada ciclo, siendo que solamente 10 a 40 son visibles en la
superficie ovarica. Asi, durante la mayor parte del ciclo estral, cada ovario en la oveja
adulta contiene 10 foliculos mayores a 2 mm de didmetro, de los cuales las 2/3 partes
sufren atresia (Uribe Velasquez et al., 2009). Del conjunto de foliculos primordiales
establecidos al nacimiento, gradualmente pequefios foliculos inician el crecimiento. El
mecanismo que controla este inicio de crecimiento folicular es desconocido, y parece
involucrar una compleja interaccion de factores genéticos, organicos y medioambientales.
El proceso de crecimiento folicular es continuo e independiente de la fase del ciclo estral
(Uribe Velasquez et al., 2009).

Desde el punto de vista fisiologico, la primer etapa del crecimiento se presenta desde
la fase de foliculo primordial hasta la fase de foliculo respondiendo a las gonadotrofinas o
foliculo preantral, presentando proliferacion celular en la granulosa y la aparicion de
receptores para la hormona foliculo estimulante y LH, en la granulosa y en la teca. La
segunda fase es caracterizada por la intensa proliferacién y diferenciacion celular y por la
adquisicion de la capacidad esteroidogénica, dando lugar a foliculos que dependen
absolutamente del aporte gonadotréfico. Esta segunda fase es también llamada de
reclutamiento folicular, que permite el paso para el estadio de seleccion folicular, al final
del cual emerge un foliculo dominante con un diametro entre 5 y 6 mm destinado a owvular.
Cada una de estas etapas es caracterizada por los diversos requerimientos de FSH y LH, y
consecuentemente  por un indice de atresia folicular diferente, cuando el nivel

gonadotréfico es insuficiente.

El proceso continuo de crecimiento y de regresion de los foliculos antrales que
permiten el desarrollo de un foliculo preovulatorio es denommado ‘“Dinamica folicular”,
mecanismo que ocurre en dos fases, anterior y posterior a la formacion del antro folicular.
El patron de crecimiento en el periodo pre-antral es poco conocido. En esta fase el
desarrollo folicular es independiente de la estimulacion gonadotrofica, y parece estar bajo

control de hormonas y factores intraovaricos (Uribe Velasquez et al., 2009).
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Progesterona y su relacion con el desarrollo folicular

Los niveles elevados de progesterona durante la fase luteal del ciclo hacen que el
estradiol, secretado por los foliculos, ejerza retroalimentacion negativa sobre hipotalamo e
hipofisis. Esta retroalimentacion negativa no permite que ocurra la oleada preovulatoria de
LH de manera que el foliculo dominante no llega a owular. Luego de la luteolisis los
niveles de progesterona caen abruptamente, los estrdgenos ejercen ahora retroalimentacion
positiva sobre hipotalamo e hipofisis lo que lleva a que la frecuencia en los pulsos de LH
aumente cada vez mas hasta que ocurre la owvulacién. Este efecto de la progesterona es lo

que los progestagenos imitan.

En un estudio realizado en ovejas se evaluaron los niveles séricos de P4 en el ciclo
estral siguiente al tratamiento de sincronizacién. La progesterona se incrementd el dia
después de la owvulacién aunque sélo lo hizo de forma significativa desde el dia 2, momento
en el cual se identifico por primera vez el cuerpo Iiteo en muchas owejas. Las
concentraciones de P4 y el diametro del cuerpo Iiteo se incrementaron hasta el dia 6 y 7
del ciclo respectivamente Yy permanecieron sin cambios hasta el dia 10. Las
concentraciones de P4 y el diametro del CL comenzaron a disminuir el dia 11, los niveles
de P4 lo hicieron de forma méas pronunciada que el diametro del cuerpo liteo. El dia 14 del
ciclo se identificé por ultima vez el cuerpo Iiteo y los niveles de P4 fueron iguales a los del
dia 0 (Leyva et al., 1998).

Efectos de la progesterona y progestagenos sobre el desarrollo folicular

Cuando los foliculos en crecimiento se ven expuestos a niveles elevados de P4
enddgena y también a progestagenos exogenos, el tamafio del foliculo dominante es menor
que cuando existe una sola fuente de progesterona (cuerpo Iiteo o esponja). Asimismo, el
foliculo dominante de la segunda onda de crecimiento, aquella que coincide con el
momento en el que los niveles de progesterona son méas elevados, siempre es mas pequefio

que el de la primera vy la tercera onda (Leyva et al., 1998).

Las caracteristicas del foliculo owulatorio dependen entonces de la habilidad del
tratamiento con progestagenos de controlar la secrecion de gonadotrofinas. Se demostro en

vacas y en ovejas, que en ausencia de cuerpo Iiteo durante el tratamiento de sincronizacion
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la frecuencia de pulsos de hormona luteinizante se incrementa con el correr de los dias ya
que la liberacion del progestageno desde la esponja disminuye con el tiempo. Este
incremento en la frecuencia de pulsos de LH promueve que el crecimiento de los foliculos
grandes continlle. Se sugiri6 que una reduccion en la fertilidad de ovejas que recibieron
tratamiento con progestagenos por 11 dias puede deberse a la owulacion de un foliculo
envejecido (Ungerfeld y Rubianes, 1999).

La exposicion a altas concentraciones de progesterona exogena durante la fase luteal
temprana suprime al foliculo dominante de la primer onda y acelera la emergencia de la
siguiente onda. En cambio, cuando los niveles de progesterona son bajos, el crecimiento
del foliculo dominante se prolonga y la emergencia de la siguiente onda se retrasa (Vifoles
et al., 1999; Vifoles et al., 2001), resultando en un foliculo de vida media prolongada con

ovocito envejecido y con pocas probabilidades de ser fertilizado (Vifioles et al., 2001).

La utilizacion de progestdgenos por periodos cortos de 5 o 6 dias y con la adicion de
una unica dosis de PGf2a durante el anestro, pueden ser tan efectivos en inducir celo como
los tratamientos largos, manteniendo buena fertilidad (Letelier et al., 2009). Cuando estos
protocolos se emplearon en ovejas en estacion reproductiva, la sincronizacién de celos no
fue tan buena, no obstante, la fertilidad no se modificd (Rubianes et al., 1998; Ungerfeld y
Rubianes, 1999). En owvejas en anestro, Knights et al. (2001) usaron un protocolo de corta
duracion mas FSH, 24 hs antes de la remocion del dispositivo induciendo al estro e

incrementando las tasas de prefiez.

La aplicacion de tratamientos cortos con P4 optimizaria el tiempo empleado para la
sincronizacion y ademas, reduciria los efectos adversos que pueden presentarse en los
tratamientos de larga duracion como disminucion en la fertilidad de la oveja y ocurrencia
de adherencias del dispositivo a la mucosa vaginal por actuar como cuerpo extrafio
(Lozano-Gonzales et al., 2012; Fernandez et al., 2015; Sosa et al., 2016).

Manejo hormonal del ciclo estral ovino

En las especies ovina y caprina, el manejo hormonal de la reproduccién se emplea

para sincronizar el estro, siempre que las hembras estén en actividad reproductiva, o bien
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para inducir el mismo, cuando las hembras estan en temporada de anestro, particularmente

en aquellas razas con anestro estacional marcado.

Si bien el éxito de un programa de sincronizacién consiste en obtener el mayor
porcentaje de hembras en celo, actualmente se conoce que el manejo hormonal debe
considerar el desarrollo folicular ovérico, el que es independiente de la fase del ciclo estral
(Lozano-Gonzalez, 2012).

La aplicacion de hormonas exogenas para controlar el ciclo estral se basa en imitar la
actividad del CL (progesterona y progestagenos), eliminar el efecto del CL través de la
lutedlisis (prostaglandinas) y promover la maduracion folicular final y la owulacion (eCG).
El objetivo es obtener el mayor porcentaje de hembras con estro fértil y altamente
sincronizado. Para alcanzar este objetivo, se diseflaron programas de sincronizacion que
combinan las diferentes hormonas que pueden emplearse, modificando los dias de

tratamiento y las dosis (Menchaca y Rubianes, 2016).

Los tratamientos que se basan en imitar la actividad del cuerpo Iiteo a través de la
introduccién de dispositivos con progestagenos 0 progesterona se pueden clasificar
actualmente en tratamientos tradicionales y tratamientos cortos. El fundamento de ambos
consiste en el papel inhibitorio que tiene la progesterona producida por el cuerpo Iiteo en
el eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal. De esta forma, los progestdgenos o progesterona
contenidos en el dispositivo imitan ese efecto. Al introducir una fuente exdgena de la
hormona todas las ovejas se sincronizan a la fase litea del ciclo, luego de varios dias se
retiran los dispositivos y se desencadena una fase folicular que resultard en estro y
owulacion (Ungerfeld y Rubianes, 2002, Romano, 2004).

Los tratamientos tradicionales se aplican desde hace varias decadas,
aproximadamente desde la década del 60 (Menchaca y Rubianes, 2016), y se disefiaron a
partir de la idea que la hembra debia estar expuesta a la progesterona por periodos
prolongados, a fin de simular la vida media del CL. En este tipo de tratamientos el
dispositivo permanece en la hembra por 14 a 15 dias en ovejas. Con la posibilidad de
aplicar una dosis de PGf2a al retirar el dispositivo se logra disminuir la permanencia del
mismo a 10 o 12 dias. La finalidad de aplicar esta Ultima hormona es destruir el CL en caso

de que esté presente.
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Con el uso de progestdgenos mas PGf2a, la respuesta de las hembras es baja, sobre
todo durante el anestro estacional, por eso al momento de retirar el dispositivo, se
administra alguna hormona gonadotrofica, la mas utilizada es la eCG (Menchaca y
Rubianes, 2016).

Sin embargo, un tratamiento tradicional permite conseguir un alo porcentaje de
hembras en celo, pero la fertilidad no es la esperada, siendo menor que en un estro
espontaneo (Larson y Ball, 1992). La explicacion seria que los efectos de la progesterona o
progestagenos durante tantos dias generan alteraciones en la dinamica folicular y en la
liberacion de LH y conducen a la ovulacién de un ovocito envejecido (Vifoles et al., 1999,
Vifoles et al., 2001; Abecia et al., 2011). Si bien los tratamientos tradicionales se
utilizaron durante muchos afios y ayudaron a optimizar el manejo reproductivo, los
conocimientos actuales, en gran medida gracias a la posibilidad de estudiar la dindmica

folicular por ultrasonografia permiten proponer tratamientos de menor duracion.

El objetivo de estos tratamientos es evitar concentraciones subluteales de
progesterona por periodos prolongados y asegurar niveles adecuados que permitan la
owulacion de foliculos jovenes (Menchaca y Rubianes, 2016). Estos protocolos consisten

en solo 50 7 dias de exposicion a la progesterona.

De manera general, los tratamientos cortos consisten en la aplicacion de esponjas o
dispositivos de silicona durante 5, 6 o 7 dias, el dia de la remocion del dispositivo se aplica
una dosis de PGf2a mas 200 a 400 Ul de eCG. A las 48 horas se realiza el servicio natural
0 inseminacion transcervical, en tanto que si la inseminacion es intrauterina esta debe

hacerse a las 54 horas (Menchaca y Rubianes, 2004).

Ungerfeld y Rubianes (1999) evaluaron la permanencia de esponjas con AMP por 6,
9 y 13 dias mas PGR2a y eCG, con servicio natural. Los mejores resultados, considerando

porcentajes de hembras en celo y de concepcion fue el tratamiento de 6 dias.

Por otra parte, cuando los tratamientos cortos se realizan con dispositivos de silicona,
es posible reutilizarlos, dado que su material permite llevar a cabo una buena limpieza y
desinfeccion. Esto trae como ventaja la reduccion de los costos del tratamiento. Viralifio et

al. (2013) evaluaron dispositivos intravaginales (CIDR) de 1°, 2° y 3° uso. Si bien los
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niveles de progesterona sérica fueron menores en las ovejas con CIDR reutilizado, no se
hallaron diferencias en el nimero de hembras que owularon y aungue el porcentaje de

prefiez disminuy6 con el tercer uso, no fue inferior al 70%.

Nuestro grupo de investigacion implementd recientemente  protocolos con
dispositivos de silicona de segundo uso en ovejas Santa Inés y Hamphire Down, sin

observar diferencias en porcentajes de ovejas en celo y de prefiez (dato ain no publicados).

Es evidente que los tratamientos de sincronizacion con progesterona o progestagenos
permitieron desde hace varios afios optimizar los programas de reproduccion en pequefios
rumiantes. No obstante, los conocimientos adquiridos en los Ultimos afios fueron
beneficiosos para mejorar los protocolos y obtener un mayor aprovechamiento de las
hormonas, del tiempo destinado a la realizaciobn de los mismos y para maximizar los

resultados obtenidos.

Otra hormona utilizada en protocolos de sincronizacion es la prostaglandina F2a. Las
limitaciones del uso de esta hormona sola son que el tratamiento debe aplicarse Unicamente
en hembras que se encuentren en temporada reproductiva y su eficacia dependerd del
estado funcional que tenga el cuerpo Iiteo, debido a que se considera que éste no es

sensible a la prostaglandina en su fase de formacién (Houghton et al., 1995).

Los tratamientos tradicionales consisten en la administracion de una dosis Unica de
PGf2a luego de la cual un porcentaje de ovejas entre 60 a 70% manifestard estro durante
los 4 o 5 dias posteriores. Si bien al comparar con un programa de inseminacion artificial
con deteccion de celos (sin sincronizacién) este método es beneficioso porque reduce los
dias de observacion, su aplicacion no permite la inseminacion artificial a tiempo fijo
(IATF) porque el intervalo entre la aplicacién de la droga y el celo es variable. Por estos
motivos, su utilizacion no estuvo muy difundida en pequefios rumiantes (Menchaca y
Rubianes, 2016).

Una posibilidad para mejorar la sincronizacion es administrar 2 dosis de PGf2a con
un intervalo de 10 a 14 dias y luego deteccion de celos por 4 o 5 dias. El fundamento de
este protocolo es que con la primera dosis todos los animales que tienen CL sensible

responden y owularan en 4 o 5 dias formando un nuevo CL. Con la administracion de la
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segunda dosis, 10 a 14 dias después, todos los animales tendran un CL sensible, tanto los
que respondieron a la primera dosis como los que no lo hicieron. De esta forma se puede
obtener un 90% de hembras en celo, aunque la presentacion de los mismos continlia siendo

dispersa, lo que exige observacion y deteccion de celo (Menchaca y Rubianes, 2016).

La dispersion en la presentacion de celos y owvulacion se debe a dos factores. Por un
lado al tiempo que demore la lutedlisis y por el otro al estado en que se encuentre el
foliculo de mayor tamafio. En el primer caso, cuanto mas avanzado esta el CL la luteolisis

demora més tiempo (Houghton et al., 1995).

En cuanto al estado de desarrollo folicular, el intervalo entre la aplicacion de la
hormona y el celo y owulacién dependerd del origen del foliculo preowulatorio. Si la
administracion de la droga se realiza en el dia 9 del ciclo, el foliculo que owula es el de la
segunda onda folicular. Pero si se administra en el dia 5 pueden ocurrir 2 fenémenos, que
dependen del estado del foliculo mayor. Si este se encuentra en su fase de crecimiento o
estatica, continla su desarrollo y owula. Pero si ya inicio su fase de atresia, finalmente
regresard y sera el foliculo de la siguiente onda el que owulard. En el primer caso la
owvulacion ocurre a las 60 horas pos inyeccion y en el segundo caso ocurre a las 72 horas
(Vifioles y Rubianes, 1998; Rubianes et al., 2003).

Con el fin de promover y afianzar el uso de protocolos con PGf2a como tnica droga
en programas de IATF, un grupo de investigadores ha estudiado tanto la sensibilidad del
CL a las prostaglandinas durante su formacion asi como la posibilidad de unificar el estado

de desarrollo del foliculo dominante en todas las hembras que seran tratadas.

En una primera instancia se administraron 160 ug de delprostenate (analogo de
PGR2a) a ovejas que se encontraban en los dias 1, 3 y 5 del ciclo (dia O=owulacién).
Sorprendentemente, todas las ovejas que estaban en los dias 3 y 5 presentaron lutedlisis, la
que se determind por la caida en las concentraciones séricas de P4. Ademéas presentaron
estro y owularon (Rubianes et al., 2003). Esto, permitio, en una segunda instancia disefiar

un protocolo que, con dos dosis de PGf2a, permita la IATF, denominado Synchrovine ®.

La primer administracién se realiza sin conocer el momento del ciclo en el que se

encuentra la majada. Considerando que la primer onda de desarrollo folicular emerge casi
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inmediatamente  luego de la owulacion y el folicuo dominante crece durante
aproximadamente 5 dias a partir de ese momento, si se aplica una segunda dosis de PGR2a.
en ese periodo la hembra presenta un foliculo dominante en fase de crecimiento que sera
quien ovule. Synchrovine ® propone dos inyecciones de PGf2a con un intervalo de 7 dias
y luego IATF a las 42 horas de la segunda dosis. El protocolo se encuentra aun en fase de
validacion, con porcentajes de hembras en estro que alcanzaron el 92% dentro de las 72
horas de finalizado el tratamiento, incluso, el 80% de los mismos ocurrié entre las 25 y 48
horas. Sin embargo, la tasa de prefiez todavia se encuentra entre el 30 y 50% (Menchaca y
Rubianes, 2016).
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HIPOTESIS

“Las ovejas Santa Inés, raza de origen tropical, mantienen la ciclicidad estral durante

todo el afio en ambientes subtropicales”.

“Protocolos de sincronizacion con dosis minimas de hormonas y con menor tiempo
de duracion permiten la concentracion de celos sin aumentar las gestaciones

multiples™.
OBJETIVO GENERAL

“Evaluar caracteristicas reproductivas de ovejas de raza Santa Inés, relacionadas

con poliestrismo anual, y su respuesta a diferentes protocolos de sincronizacion”
OBJETIVOS PARTICULARES

e Caracterizar la ciclicidad de las ovejas Santa Inés a lo largo del afio en un ambiente
subtropical, comparandola con ovejas de raza Ideal.

e Caracterizar el ciclo del epitelio vaginal de ovejas de raza Santa Inés, mediante el
estudio de la citologia.

e Evaluar diferentes protocolos de sincronizacion de estro en ovejas Santa Inés.
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CAPITULO 2

“Determinacion de la ciclicidad estral durante el afio de ovejas

Santa Inés e Ideal en el subtropico argentino”

INTRODUCCION

La estacionalidad de los ciclos sexuales femeninos, caracterizado por la existencia de
un periodo de actividad sexual y otro de inactividad ovarica o anestro (Porras Almeraya et
al., 2003), representa una adaptacion natural de los ovinos para que las épocas de parto
coincidan con las épocas de mejor clima y mayor disponibilidad de forrajes para una
mejor tasa de supervivencia de la descendencia (Horta y Gongalves, 2006). Asi, las
hembras ovinas se wvuelven sexualmente activas después del solsticio de verano, cuando
los dias comienzan a ser cada vez més cortos. Al contrario, la transicion de dias cortos a
largos resulta en anestro (Yeates, 1949). Sin embargo, esta estrategia se presenta
mayormente en ovinos que viven en latitudes iguales o mayores a 35° donde los cambios
ambientales son contrastantes en las diferentes estaciones del afio (Lindsay, 1991). Las
razas ovinas originarias de latitudes cercanas a los trépicos carecen de anestro estacional o

los mismos son de menor duracion (Porras Almeraya et al., 2003).

Santa Inés es una raza tropical, deslanada, originaria de Brasil. Entre sus
caracteristicas reproductivas se puede mencionar poliestrismo anual en condiciones
controladas de manejo, alta frecuencia de partos maltiples, sobre todo dobles. Las
hembras con buena condicion general (nutricion, sanidad) presentan partos aun con cria al
pie, lo gque posibilita intervalos entre partos de menor duracion. Su acentuada habilidad
materna favorece la supervivencia perinatal (Bueno et al., 2006). Estos atributos la
colocan en una posicion estratégica como genética factible de ser usada en programas de

mejoramiento por medio de seleccion o cruzamiento.

La producciéon ovina de la region mesopotamica utiliza frecuentemente la raza Ideal
que produce lana de excelente calidad y tiene una destacada aptitud carnicera pero es

poliéstrica estacional con un anestro breve (De Gea, 2007).
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La obtencion de un uUnico parto en el afio es el reflejo de una estaciéon reproductiva
estrecha que implica una oferta estacional de carne, leche, cuero y derivados. Esto
favorece a que el consumo de carne ovina se restrinja solo a determinadas épocas del afio.
Por ello, resulta de sumo interés la evaluacion de la actividad reproductiva de hembras
ovinas de origen tropical que verifigue la ausencia de estacionalidad en otros puntos
geogréficos, para justificar su introduccion en areas productivas de regiones subtropicales

o0 templadas.
OBJETIVO

Caracterizar la ciclicidad de las ovejas Santa Inés a lo largo del afio en un ambiente

subtropical, comparandola con ovejas de raza Ideal.
MATERIALES Y METODOS

Lugar de Trabajo

El trabajo se desarrolld entre los meses de marzo a diciembre durante el afio 2012, en
el establecimiento agropecuario Don Donato, Colonia Mota, departamento de Monte
Caseros, Corrientes. Su localizacion es 30° 30" S y 58° 02" O, con clima subtropical

himedo vy precipitaciones anuales promedio de 1100 mm.

Animales y Manejo de la majada

Se utilizaron borregas sexualmente maduras no gestantes, de 18 meses de edad. Peso
promedio 36 Kg, las cuales conformaron dos grupos segun su raza. El grupo 1 formado
por 10 owvejas Santa Inés y el grupo 2 por 10 owvejas Ideal. Todas fueron mantenidas bajo
las mismas condiciones de alimentacion, la que consistio en pastizal natural y agua ad
libitum. Los primeros 20 dias del ensayo, es decir durante el otofio, los animales
recibieron suplementacion alimentaria. La misma estuvo compuesta por maiz picado y
heno de alfalfa. EI manejo para llevar acabo la suplementacion fue el siguiente. Durante
este periodo las borregas permanecian en potreros durante todo el dia y al anochecer eran
llevadas a un corral para pasar la noche. La suplementacion se administraba en

comederos, cada noche al momento de traer los animales al corral.
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La sanidad de las hembras consistio en desparasitacion y calendario sanitario acorde
a la edad. EI manejo general fue el mismo para todos los animales, ambos grupos
permanecieron juntos en potreros que fueron rotando durante el afio segin la
disponibilidad de pastos.

El PV se determind a todas las hembras en estudio al iniciar el ensayo, a mitad del
otofio, al inicio y mitad de invierno y al inicio y finales de primavera. El registro se realizd
con balanza digital. La misma consté de una plataforma para colocar al animal y una jaula

de metal adaptada para ovinos que se colocé arriba para minimizar la movilidad del

mismo.

Se obtuvieron datos de temperatura ambiente y precipitaciones del Servicio
Meteorolégico Nacional.

Se tomaron muestras de sangre en cuatro periodos a lo largo del afio: marzo-abril,
junio-julio, septiembre-octubre y noviembre diciembre. En cada periodo se realizaron 3
extracciones de sangre cada 10 dias, a 10 owvejas de cada grupo de la vena yugular y se
colectaron en tubos sin anticoagulante (Delpino y Gonzalez Stagnaro, 1993).
Inmediatamente se centrifugaron a 3000 rpm por 10 minutos y se conservaron a -20°C.
Posteriormente las muestras se analizaron por la técnica de Radioinmunoalalisis (RIA) para
conocer el nivel de progesterona (P4). Cuando los niveles de P4 fueron mayores a 0,5
ng/ml al menos una vez en la estacion se consider6 que esa hembra era ciclica en esa

estacion.

Los niveles de progesterona se determinaron en el Laboratorio de Reproduccion

Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata.

Diseno experimental y analisis estadistico

Se utilizd un disefio para variables categdricas, las mismas fueron las siguientes.

Variable de clasificacion: Raza (Santa Inés e Ideal).

Variable respuesta: Estado reproductivo. Siendo ciclantes, aquellas hembras que

presentaron nivel de P4 mayor a 0,5 ng/ml al menos una vez en la estacién, y no ciclantes
aquellas hembras que tuvieron nivel de P4 inferior a 0,5 ng/ml. La combinacion de ambas
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variables fue también dividida en estratos, cada estrato correspondié a una estacion del afio
(otofio, invierno, primavera). Los datos se analizaron mediante tablas de frecuencia y
Prueba de Chi 2.

Para el andlisis del PV se realizd un Analisis de la varianza (ANOVA), comparando
entre razas, entre owvejas ciclantes y no ciclantes y entre estaciones. El grado de
significancia fue de 0,05. El software utilizado para el andlisis de datos fue Infostat (Di

Rienzo et al., 2013).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las frecuencias de hembras con actividad estral ciclica, Santa Inés e ldeal en cada

estacion estudiada, se presentan en la Figura 2.1.
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Figura 2.1. Porcentajes de ovejas Santa Inés e Ideal ciclicas durante el otofio, invierno y
primavera en el subtropico argentino.

Como lo evidencia la Figura 2.1, la presentacién de ciclos estrales durante las
diferentes estaciones del afio fue diferente entre razas. El analisis estadistico de Chi® tuvo
un valor de p<0,0001, lo que demuestra que hay asociacion significativa entre las variables
estudiadas (la variable raza tiene efecto sobre la variable estado reproductivo). El intervalo
de confianza del cociente de chance no incluye al valor 1, esto significa que la chance de

ciclar para las razas Santa Inés e Ideal no es la misma (Tabla 2.1).

Los resultados estadisticos corregidos por estacion (estrato), indican que la diferencia
fue significativa (Tabla 2.1).

En el andlisis de Chi? para cada estacion se evidencid que en el otofio no existio
diferencia significativa para estado reproductivo entre razas (p=0,1025), en tanto que para
invierno 'y primavera los resultados del analisis permiten aceptar la existencia de
asociacion (p<0,0001) Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Resultados estadisticos de CHI?, Intervalo de coeficiente de chance, correccion
por efecto del estrato y CHI? para cada estacion estudiada en ovejas Santa Inés e Ideal en el
subtrépico argentino.

Valor del Estadistico p-valor
CHI? 54,06 <0,0001
Coeficiente de chance
1/2 0,29 (0,21/0,4)
2/1 3,45 (2,47/4,83)
Correccién por estrato 60,37 <0,0001
CHI? otofio 2,67 0,1025
CHI? inviemo 75 <0,0001
CHI? primavera 33,33 <0,0001

En owejas de raza Santa Inés, existen antecedentes sobre la uniformidad en la
distribucion de sus ciclos estrales durante el afio, a 21° de LS (Almeida et al., 2007). El
presente trabajo aporta un dato mas en este tema ya que se hizo a mayor latitud (30° LS) y

sin la presencia de machos.

Almeida et al. (2007) ademas de realizar el dosaje de P4 en sangre, observaron la
presentacion de celos mediante el uso de carneros vasectomizados. Este detalle no es
menor, ya que la presencia del macho constituye una sefial que promueve el
desencadenamiento de la actividad reproductiva en las hembras (efecto macho; Arroyo et
al., 2007). Sasa et al. (2011) observaron que las ovejas de raza Santa Inés presentan buena
respuesta al efecto macho, aunque las ovejas del presente ensayo estuvieron aisladas de los
carneros, los niveles de P4 fueron elevados en un alto porcentaje de hembras indicando
actividad ovarica. Esto permite considerar que si se sumara el efecto macho la presentacion

de ciclos estrales a lo largo del afio podria ocurrir en un mayor porcentaje de hembras.

La caracterizacion de la actividad owulatoria durante el afio de ovejas de la raza

tropical Pelibuey y ovejas de raza Suffolk, a 19° de LN, con dieta de alta calidad y ausencia
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de carneros, mostrd que el 60% de las hembras Pelibuey owvularon continuamente durante
todo el estudio. Las ovejas Suffolk presentaron un anestro definido durante algunos meses
de invierno y primavera en los dos afios de estudio. En coincidencia con los resultados del
presente estudio, la presentacion de ciclos owulatorios durante la estacion reproductiva
tradicional (otofio) fue semejante entre ambas razas, pero fue diferente en los meses de

invierno y primavera (Arroyo et al., 2007).

En otra raza ovina tropical, la Black Belly, el fotoperiodo templado simulado indujo
marcada estacionalidad en la actividad owulatoria. Llamativamente, ovejas expuestas a
fotoperiodo tropical simulado, también mostraron significativa estacionalidad en la
actividad owulatoria, diferente a lo que ocurre en la raza en condiciones naturales en su
region de origen (Chemineau et al., 2004). Se concluyé que las sefiales del medio ambiente
(T°, humedad y presipitaciones) actuarian en combinacion con el fotoperiodo determinando
la finalizacion o reactivacion de la estacion reproductiva (Chemineau et al., 2004). Las
ovejas del presente trabajo estuvieron en condiciones completamente naturales, de manera

que todos los factores ambientales pudieron haber influido en la funcion reproductiva.

Chemineau et al. (2004), proponen dos hipGtesis explicando la ausencia de
estacionalidad en razas ovinas tropicales. Las hembras tropicales podrian ser insensibles al
fotoperiodo, teoria que podria aplicarse a los resultados del presente trabajo, o bien la
amplitud de los cambios del fotoperiodo en zonas tropicales es demasiado pequefia que los
animales no son capaces de percibirla, en este caso, la respuesta deberia cambiar al ubicar
los animales en regiones de mayor amplitud, lo que no ocurri6 en la mayoria de las ovejas

Santa Inés del presente trabajo.

Por otra parte, Arroyo et al. (2007) describen que podrian existir 3 grupos diferentes
de owejas tropicales. Un grupo de owvejas con una alta sensibilidad a los sutiles cambios del
fotoperiodo tropical, presentando un anestro estacional de un afio a otro. Un segundo
grupo, con una sensibilidad menor, por lo que estos animales no perciben los cambios
luminicos tipicos de regiones tropicales, y continlan presentando ciclos estrales durante
todo el afio bajo éstas condiciones. El tercer grupo, corresponde a ovejas que Sserian
insensibles a los cambios del fotoperiodo, por lo que presentan ciclos estrales durante todo

el afo, aun en latitudes altas.
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En el presente estudio, el 40% de ovejas Santa Inés presentd un periodo de anestro
coincidente con la época en que los dias comienzan a alargarse pero, también existid alto
porcentaje de hembras que continué ciclando luego del solsticio de invierno, soportando la
idea de que las ovejas tropicales tengan diferentes umbrales de sensibilidad a los cambios

del fotoperiodo.

Esta “variabilidad” en la respuesta al cambio de fotoperiodo habia sido observada
con anterioridad, también en razas ovinas de reproduccion estacional. Estudios realizados
en condiciones controladas, con fotoperiodos simulados registraron variabilidad en la
presentacion de ciclos estrales al modificar la cantidad de horas de luz/oscuridad. Ovejas
Suffolk, al ser ubicadas en fotoperiodo constante de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad  presentaron ciclos ovaricos irregulares, siendo que algunas ciclaron
continuamente y otras tuvieron intervalos de anestro entre periodos de actividad owvulatoria,
sin embargo, cuando parte de las ovejas fueron cambiadas a un fotoperiodo de 8 horas de
luz y 16 de oscuridad, los ciclos estrales se volvieron regulares. Los autores sugieren que
podria deberse a un fuerte componente genético en los rebafios, ya que variaciones inter e
intra animal parecen ser una caracteristica comin (Jansen y Jackson, 1993). La variacion
genética que afecta la respuesta al fotoperiodo en razas ovinas también fue mencionada
anteriormente por otros autores (Poulton y Robinson, 1987). El factor genético también
podria ser la causa de la interrupcion de la actividad reproductiva en un porcentaje menor

de ovejas Santa Inés.

Estudios genéticos en ovejas demostraron que en el gen que codifica al receptor de
melatonina  existen dos sitios polimorficos que podrian asociarse a la actividad
reproductiva estacional (Pelletier et al., 2000, Chu et al., 2006, Faigl et al., 2008). En
ovejas tropicales de region arida se caracterizo molecularmente el gen del receptor de
melatonina. Se observd la presencia de dos sitios polimorficos asociados a la reproduccion
fuera de temporada (Saxena et al., 2015).

Esta variabilidad inter e intra animal responderia al objetivo comin de asegurar la
produccion de descendencia. Esto ocurriria cuando el estimulo para el cese de la actividad
reproductiva no es suficiente, como es el caso de estudios controlados en los que factores
como el fotoperiodo, disponibilidad de alimentos, temperatura, etc. permanecen estables y

en consecuencia, los ciclos ovéricos se presentan de manera asincronica (Jansen y Jackson,
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1993). Esta teoria resulta interesante y logica, pero no puede explicar las diferentes
respuestas en las owvejas del presente estudio ya que el mismo se realizd en condiciones
naturales. En el presente ensayo, todos los factores capaces de influir en la presentacion de
ciclos ovaricos estuvieron presentes, sin embargo, un alto porcentaje de hembras continu6

con actividad ovarica durante las 3 estaciones evaluadas.

Otros autores proponen la existencia de un efecto enmascarador y/o amortiguador del
ovario que permite que los ciclos ovaricos sigan ocurriendo a pesar de las variaciones en

los niveles de gonadotrofinas (Jacson et al., 1990, Jansen y Jackson, 1993).

No hay dudas que en especies de reproduccion estacional es el fotoperiodo quien
regula estrechamente la reproduccién (Revel et al., 2009). También estd descripto que en
estas especies, las sefiales del medio externo se comunican con el eje hipotalamico-
hipdfisis —gonadal, por un camino mas complejo que aquellas especies no estacionales
(Revel et al., 2009).

Los resultados del presente estudio demuestran que ovejas de las 2 razas evaluadas se
comportaron de manera diferente frente al estimulo fotoperiddico. Esto podria deberse a
que las razas ovinas de origen tropical presentan una via de sefializacién diferente en el eje

melatonina-hipotalamo- hip6fisis-gonadal.

Mientras que hace tiempo sOlo se conocia a la melatonina secretada durante las
noches cada vez mas largas como la responsable del incremento de la secrecién de GnRH,
hoy se conocen muchos mediadores que participan en el eje y que son regulados por la

melatonina.

El primer mediador que podria ser responsable de la diferencia en la via de
sefializacion en razas tropicales es la hormona T3. La melatonina es capaz de regular la

secrecion de T3 en especies de reproduccion estacional (Revel et al., 2009).

Por otra parte, estd el rol de la kisspeptina, quien estimula positivamente al eje
neuroenddcrino. Se observd que kisspeptina se incrementa durante la estacion
reproductiva, y niveles bajos se detectan en temporada de anestro. Estos cambios son

influenciados por melatonina. Este mecanismo estd perfectamente demostrado en ovejas de
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lana con reproduccion estacional pero podrian no activarse en ovejas de razas de pelo de

origen tropical (Arroyo et al., 2011).

Las RF amidas, RFRP1, RFRP3, tienen efectos inhibidores de la actividad
reproductiva y sus niveles también son regulados por los niveles de melatonina. En ovejas
la expresion de RFRP estuvo incrementada durante el anestro. Probablemente exista una
regulacion diferente de las RFRP 1 y 3 segin se trate de especies estacionales o no
estacionales (Revel et al., 2009). Esta podria ser otra explicacion a la diferencia en la

respuesta entre las borregas Santa Inés e Ideal en el presente trabajo.

Por otra parte, la variabilidad de las hembras del presente trabajo podria no deberse a
cuan sensibles sean al fotoperiodo, sino a las concentraciones de melatonina que éstas
alcanzan. Se conoce que los niveles plasmaticos nocturnos de esta hormona son altamente
variables entre individuos, pero altamente repetibles para un mismo individuo,
especialmente en ovejas y humanos (Chemineau et al., 1996). Sin embargo, en ovejas que
ciclaron continuamente bajo fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, se
observd que en algunas de ellas la elevacién nocturna de melatonina fue pequefia mientras
que en otras fue marcada (Jackson et al., 1990). De acuerdo a los resultados de estos
autores, parece mas probable que la variabilidad en la respuesta a un fotoperiodo diferente
no se deberia a diferencias en la secrecion de melatonina sino mas a bien a variaciones en

cdmo se procesa la sefial de la misma en el SNC (Jackson et al., 1990).

En el presente trabajo el 60% de las hembras Santa Inés tuvieron niveles elevados de
progesterona durante invierno y primavera, en tanto que lo opuesto ocurri6 en borregas de
la raza ldeal. Estos resultados son similares a los de Coelho et al. (2006) quienes también
evaluaron los niveles de progesterona de las hembras Santa Inés, Suffolk y Rommey
March. Mientras que las razas Suffolk y Rommey March tuvieron un patron estacional,
con niveles elevados en otofio e invierno y bajos en primavera y verano, las ovejas Santa
Inés tuvieron niveles altos durante todo el afio. Estos resultados coinciden parcialmente
con los del presente estudio, con la diferencia que a 30° de LS no se registraron niveles

elevados de progesterona en la raza Ideal en el invierno.

En owvejas Santa Inés la secrecion de melatonina podria estar influenciada por la

época del afio, pero no asi la progesterona. Coelho et al. (2006) observaron gque ovejas
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Santa Inés, Suffolkk y Rommey March a 21° de LS tuvieron el mismo patron de secrecion
de melatonina, el que presentd mayores niveles hormonales en las horas de oscuridad
durante otofio e invierno. Los autores concluyeron que, independientemente de la raza y de
la latitud, la secrecion de melatonina tiene un patrén estacional. En el presente trabajo no
se realizd el dosaje de melatonina, pero probablemente el patrén de secrecion a 30° de LS,
tambien presente variaciones estacionalestal como ocurre a los 21° de LS. La secrecidén de

progesterona no se vio afectada en ovejas Santa Inés durante la primavera.

La nutricion constituye un factor que influye fuertemente sobre la actividad
reproductiva. Debido a que las variables del andlisis de ciclicidad son de tipo categoricas, y
el PV es una variable continua, no fue posible analizar estadisticamente si existio
interaccion entre ambas. De todas maneras, ambos datos se consideraron juntos (Tabla
2.2). En la Figura 2.2 se presentan las modificaciones del PV de ambas razas durante las

tres estaciones estudiadas.

Tabla 2.2. Porcentajes de ciclicidad y peso vivo (PV) promedio en ovejas Santa Inés (Sl) e
Ideal (ID) en el subtropico argentino.

Otofio Invierno Primavera
Ciclicidad PV (kg) Ciclicidad PV Ciclicidad PV
(%) (%) (%)

Ciclicas 70 37,13 70 332 60 36,81

S| (2,16) (1,95) (3,05)
No ciclicas 30 349 30 3197 40 36,36

(2,26) (1,4) (2,19)
Ciclicas 80 36,21 10 31,2 20 3511

ID (2,96) (1,36)
No ciclicas 20 36,5 90 33,34 80 36,49

(2,28) (3,09)

Valores entre paréntesis indican desvio estandar.
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Figura 2.2. Modificaciones del PV promedio de hembras Santa Inés e Ideal durante
otofio, invierno y primavera en el subtropico argentino.

En ambas razas se observa que el descenso de peso ocurrio en el invierno. Los
resultados del Analisis de la varianza para PV, tanto entre razas, entre estaciones y entre

estado reproductivo no presentaron diferencias significativas (p>0,05).

Algunos trabajos consideran que la disminucion de estros en los meses de primavera
podria estar en relacion con las modificaciones de temperatura y humedad (De la Isla
Herrera et al., 2010; Gonzilez et al., 1992). Conociendo que Santa Inés es una raza
adaptada a vivir en regiones con temperaturas medias superiores a 18 °C, se podria esperar
buena adaptacion en una region subtropical a templada. El efecto de las bajas T°, a las que
estan menos habituadas no fue detectado en la respuesta ciclica. Los datos de T° Minimas

Medias, Precipitaciones (P)y Humedad Relativa (HR) se presentan en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Promedios mensuales temperaturas minimas (TM), precipitaciones (P) y
humedad relativa (HR) en Monte Caseros, Corrientes, afio 2012.

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic

T™ (°C) 199 209 178 143 129 9,7 59 126 12,7 16,1 179 19,6
P (mm) 26,0 201,1 61,5 954 39,0 253 11,7 109,5 76,3 342,2 29,8 296,2
HR (%) 59 68 71 76 76 78 69 75 73 81 64 74
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CONCLUSION

Las ovejas de raza Santa Inés mantuvieron la capacidad de presentar ciclos estrales

durante las 3 estaciones evaluadas en un ambiente subtropical.

Las ovejas de raza Ideal mostraron una marcada época de anestro. La observacion de
periodos de anestro en algunas hembras tropicales hace necesario seguir investigando

cuales fueron las causas.

Estos resultados demuestran que la raza Santa Inés introducida en el subtrOpico
argentino mantiene su caracteristica de poliestrica continua, lo que permitiria conseguir

desestacionalizar la época de partos y consecuentemente la oferta de carne ovina.
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CAPITULO 3

Evaluacion del uso de diferentes dias de permanencia de
esponja intravaginal y diferentes dosis de eCG en el protocolo

de Sincronizacion de celo en ovejas Santa Inés e Ideal

INTRODUCCION

La sincronizacion de estros es una biotécnica reproductiva que emplea distintas
hormonas. En pequefios rumiantes, los objetivos son concentrar las pariciones en épocas

deseables o inducir la actividad reproductiva en épocas de anestro (Letelier et al., 2009).

Los métodos mas usados involucran a los progestagenos, la prostaglandina y la eCG.
Las dos primeras hormonas actlan imitando o destruyendo al cuerpo I(teo,
respectivamente. En tanto que la eCG, promueve el desarrollo del foliculo dominante y la

owvulacion.

Los progestagenos se utilizan mucho en ovinos, su principal actividad es la de
suprimir el estro y la owulacion a través del mecanismo de retroalimentacion negativa que
éstos ejercen sobre la liberacion de GnRH y gonadotrofinas. Después del retiro del
progestageno, entre el 60 y 95% de las ovejas presentan estro y este aparece entre 24 a 48

horas después del retiro del tratamiento de sincronizacion (Cordero-Mora et al., 2011).

Las vias de administracion de progestdgenos o progesterona son la intravaginal,
implantes subcutdneos y la via oral. Entre los métodos de aplicacidn intravaginal existen
las esponjas de poliuretano impregnadas con progestagenos Yy los dispositivos que
contienen progesterona. Los progestdgenos mas utilizados son acetato de fluorogestona
cuya dosis va de 30 a 40 mg y acetato de medroxiprogesterona, que se emplea con una

dosis de 60 mg (Cérdova-lzquierdo et al., 2008).

Estos dispositivos intravaginales se emplearon ampliamente en tratamientos largos
de 12 a 14 dias de permanencia de los mismos pero los resultados fueron dispares. Si bien
la tasa de induccion de celos es alta, la fertilidad es muy variable, es por ello que algunos

protocolos proponen mantenerla por menos dias (Ungerfeld y Rubianes, 1999; Menchaca y
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Rubianes, 2004; Prieto et al., 2010). Es necesario aclarar que existen factores externos que
pueden afectar la fertilidad de la hembra luego de estos tratamientos, como ser el manejo
de la owveja, nutricion, lactacion, variaciones bruscas de temperatura, cambios estacionales
en la fertilidad del carnero y momento de la inseminacion (Romano et al., 1996), pero
también la baja fertilidad podria estar relacionada con los efectos que tienen los

progestagenos sobre la dindmica de crecimiento folicular.

El crecimiento folicular en ovinos y caprinos, al igual que en bovinos, se da en un
patrén de ondas. Una onda folicular estd definida como la emergencia y el crecimiento
sincronico de un grupo de foliculos antrales (3mm), que inicialmente aumentan de tamafio
durante una fase de crecimiento comin y subsecuentemente se diferencia uno o dos
foliculos dominantes, que contindan creciendo hasta alcanzar un diametro mayor o igual a
5 mm, mientras mltiples foliculos subordinados cesan el crecimiento durante una fase
estatica (Evans et al., 2000). Normalmente existen tres ondas foliculares por ciclo, dos
ondas ocurren en la fase luteal y una en la fase folicular, siendo el foliculo de la Ultima
onda el que ovula (Leyva et al., 1998). A su vez, los niveles séricos de progesterona tienen

efectos sobre la dindmica de ondas foliculares (Sirois y Fortune, 1990).

Los niveles elevados de progesterona durante la fase Iuteal del ciclo hacen que el
estradiol, secretado por los foliculos, ejerza una retroalimentacion negativa sobre
hipotdlamo e hipdfisis. Esta retroalimentacion negativa no permite que ocurra la oleada
preovulatoria de LH de manera que el foliculo dominante no llega a owular. Luego de la
luteolisis los niveles de progesterona caen abruptamente, los estrdgenos ejercen ahora una
retroalimentacién positiva sobre hipotdlamo e hipdfisis lo que lleva a que la frecuencia en
los pulsos de LH aumente cada vez mas hasta que ocurre la ovulacion. Este efecto de la

progesterona es lo que imitan los progestagenos.

En un estudio realizado en ovejas se evaluaron los niveles séricos de P4 en el ciclo
estral siguiente al tratamiento de sincronizacién. La progesterona se incrementd el dia
siguiente a la owvulacién aunque solo lo hizo de forma significativa desde el dia 2, momento
en el cual también se identificd por primera vez el cuerpo liteo en muchas ovejas. Las
concentraciones de P4 y el diametro del cuerpo Iiteo se incrementaron hasta el dia 6 y 7
del ciclo, respectivamente. Ambas medidas permanecieron sin cambios hasta el dia 10 y el

dia 11 comenzaron a decrecer. La disminucion en los niveles de P4 fue mas pronunciada
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que el diametro del cuerpo Iiteo. El dia 14 del ciclo se identificd por Ultima vez el cuerpo

Iiteo vy los niveles de P4 fueron iguales a los del dia O (Leyva et al., 1998).

Sin embargo, de acuerdo a los trabajos que evaluaron la concentracion plasméatica
de progesterona luego de la colocacién de un dispositivo intravaginal impregnado con la
hormona o un analogo, las modificaciones en los niveles de progesterona o progestagenos
provenientes de dispositivos intravaginales ocurren en tiempos diferentes a aquellas que se
dan desde el CL. Pinna et al. (2012) en ovejas Santa Inés observaron que la concentracion
hormonal alcanzé su pico maximo (5,7 ng/ml) a las 24 h de la insercion del dispositivo, y a
partir de alli la concentracion comenzo a disminuir paulatinamente. ES decir que existio un
rapido incremento de la hormona que se mantuvo en niveles supraluteales hasta el dia 6 y

cayo a niveles subluteales el dia 7.

Santos Cavalcanti et al. (2012) observaron una situacién semejante, también en
ovejas Santa Inés, empleando esponja intravaginal con 60 mg de AMP. Determinaron los
niveles de progesterona el dia de la colocacion de la esponja, y los dias cuatro, cinco, seis y
siete (la esponja permanecio hasta el dia seis). Los valores declinaron a menos de 1 ng/ml
el dia 5 post-colocacion. Arroyo-Ledezma (2013) por su parte empleando 300 mg de
progesterona impregnada a un dispositivo intravaginal (CIDR®) en ovejas de pelo,
observaron que los niveles de P4 fueron maximos el dia 1 y permanecieron elevados hasta
el dia cinco luego de la colocacion del dispositivo. El dia 6 disminuyeron a 2 ng/ml

permaneciendo asi hasta el dia 11, cuando se extrajo el dispositivo.

Gaston-Parry et al. (1988) evaluaron niveles de progestagenos luego de colocar las
esponjas intravaginales en owvejas lanadas y observaron que los niveles de la droga se
elevan hasta 3 ng/ml a las 24 hs de insertadas las esponjas, luego descienden llegando a ser
de 1,4 ng/ml al cuarto dia y se mantienen en valores entre 1,3 y 1,1 ng/ml hasta el 12° dia,

momento en el cual se retira la esponja.

Rubianes et al. (1998) determinaron los niveles de P4 luego de la insercion
intravaginal del dispositivo en cabras. Los niveles se elevaron a mas de 7 ng/ml a las 24 hs

de la insercién. El dia 13 estos valores cayeron a menos de 3 ng/ml.
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A partir de estos resultados se evidencia que, mientras la progesterona proveniente
del CL alcanza su pico entre los dias 5 0 6 luego de su formacidn, la progesterona que

proviene de un dispositivo lo hace alrededor de las 24 horas de la colocacién del mismo.

Cuando los foliculos en crecimiento se ven expuestos a niveles elevados de P4
enddgena y tambien a progestagenos exogenos el tamafio del foliculo dominante es menor
que cuando existe una sola fuente de progesterona (cuerpo liteo o esponja). Asimismo, el
foliculo dominante de la segunda onda de crecimiento, aquella que coincide con el
momento en el que los niveles de progesterona son mas elevados, siempre es mas pequefio

que el de la primera vy la tercera onda (Leyva et al., 1998).

Las caracteristicas del foliculo owulatorio dependen entonces de la habilidad del
tratamiento con progestagenos de controlar la secrecion de gonadotrofinas. Se demostré en
vacas y owvejas con ausencia de cuerpo liteo durante el tratamiento de sincronizacion, que
la frecuencia de pulsos de hormona luteinizante se incrementa con el correr de los dias ya
que la liberacion del progestageno desde la esponja disminuye con el tiempo. Este
incremento en la frecuencia de pulsos de LH promueve que el crecimiento de los foliculos
grandes continle. Se sugirid que una reduccion en la fertilidad de owvejas que recibieron
tratamiento con progestagenos por 11 dias, puede deberse a la owulacién de un foliculo

envejecido (Ungerfeld y Rubianes, 1999).

La exposicion a altas concentraciones de progesterona exdgena durante la fase luteal
temprana suprime al foliculo dominante de la primer onda y acelera la emergencia de la
siguiente onda. En cambio, cuando los niveles de progesterona son bajos, el crecimiento
del foliculo dominante se prolonga y la emergencia de la siguiente onda se retrasa (Vifoles
et al., 1999; Vifoles et al., 2001), resultando en un foliculo de vida media prolongada con

ovocito envejecido y con pocas probabilidades de ser fertilizado (Vifioles et al., 2001).

Una dificultad que puede presentarse con el uso de esponjas intravaginales durante
un periodo tan prolongado (12 a 14 dias) es la ocurrencia de adherencias entre la esponja y
la pared vaginal. Estas adherencias pueden ocurrir debido a una vaginitis leve que genera
un proceso inflamatorio local, ya que la esponja actla como cuerpo extrafio (Lozano-

Gonzalez et al., 2012; Fernandez et al., 2015). No obstante, con el empleo de un
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antibitico como la oxitetraciclina y un corticoide como la hidrocortisona es posible evitar

o disminuir la presentacion de las mismas (Sosa et al., 2016).

Los tratamientos largos se utilizaron ampliamente con buenos resultados en el
porcentaje de hembras en celo. Con el uso de esponjas con 40 mg de acetato de
fluorogestona por 14 dias en owvejas Altamurana en primavera, se obtuvo un 93,3% de
hembras en estro (Martemucci y D Alesandro, 2010). Al comparar dos protocolos con 12 y
6 dias de permanencia de la esponja con acetato de medroxiprogesterona 60 mg en ovejas
durante el otofio, se observd mayor porcentaje de ovejas en estro en el primer tratamiento
dentro de las 96 h de retirada—la esponja. Sin embargo, la tasa de prefiez fue mayor en
aquellas owvejas que recibieron esponja por 6 dias (Vifoles et al., 2001). Al usar
dispositivos intravaginales con 0,3 gr de progesterona por 9 dias en cabras Saanen se
observo porcentaje de estro superior al 90% (Oliveira et al., 2001), demostrando que al

acortar 3 o0 4 dias el tratamiento de sincronizacion se obtuvieron buenos resultados.

Por otra parte, Letelier et al. (2009) utilizaron esponjas 20 y 40 mg de acetato de
fluorogestona en ovejas Manchega en estacion reproductiva, retirandolas el dia 6 después
de su insercion. Todas las ovejas owularon luego de la remocion de la esponja y no se
observaron diferencias al usar la mitad de la dosis (20 mg). Esto indica que, el hecho de
que los niveles de progesterona se eleven hasta el dia 5 0 6 y luego decaigan, estaria
relacionado con la liberacion de la hormona y/o con la absorcién de la misma mas que con

la dosis total de la droga.

Otra hormona utilizada frecuentemente en programas de sincronizacion es la
Gonadotrofina Corionica Equina (eCG). El (tero equino secreta esta gonadotrofina
placentaria (Hafez y Hafez, 2002). Al ser empleada en especies diferentes a la yegua, tiene
efecto LH y FSH, aumenta la ocurrencia y velocidad de owvulacion y favorece que éstas se
produzcan en un intervalo de tiempo méas corto (Martemucci y D” Alesandro, 2010;
Quintero-Elisea et al., 2011). En general los protocolos de sincronizacion de celos
consisten en aplicacion de esponjas o dispositivos durante cierta cantidad de dias, el dia del

retiro de éstos Ultimos se administra una dosis de PGf2a y una dosis de eCG.

La dosis de eCG que se emplea varia dependiendo de la edad del animal, de la

temporada reproductiva y de la raza. La eCG debe administrarse con precaucién ya que
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provoca el aumento de la tasa de owulacion (Abecia et al., 2011). Las menores dosis son
usadas en razas prolificas puesto que su aplicacion incrementa la ocurrencia de partos
gemelares y esto demanda un mayor requerimiento metabdlico de la oveja asi como un
buen desarrollo de su habilidad materna (Silva, 2012). Estudios realizados con ovejas
Pelibuey en condiciones de tropico demostraron que dosis de 200 y 250 Ul de eCG
indujeron altos porcentajes de ovejas en estro aunque existio diferencia significativa a

favor de la mayor dosis (Ake-Lopez et al., 2014).

En el estudio de Zaiem et al., (1996) donde usaron 300, 450 y 600 Ul de eCG en
ovejas, se observd que la prolificidad se incrementd al usar las 2 dosis més altas. Esto
sugiere que, una dosis que no supere las 300 Ul de eCG seria la adecuada cuando el
objetivo del tratamiento sea sincronizar el momento de aparicion del estro y obtener buena

fertilidad, sin incrementar la cantidad de gestaciones dobles.

Por otra parte, estudios indicaron que con el uso repetido esta hormona puede
disminuir la fertilidad debido al desarrollo de anticuerpos. En cabras, la respuesta
inmunoldgica a la eCG es variable entre individuos (Roy et al.,, 1999). En owvejas con
reiteradas aplicaciones de eCG la presencia de inmunoglobulinas es controversial. La
reduccién al minimo de la dosis efectiva de eCG representa una ventaja también en este

punto.

La respuesta a tratamientos de sincronizacion de celo en owvejas de pelo en
condiciones de tropico generalmente es alta (Quintero-Elisea et al., 2011). La evaluacion
de la respuesta a los protocolos de sincronizacion en hembras de estas razas en regiones
situadas a mayores latitudes resulta de sumo interés, ya que esto permitird optimizar el uso

y la dosificacion de la eCG.

Actualmente los protocolos de sincronizacion utilizados en los rebafios de la region
NEA, consisten en colocar esponja o dispositivo intravaginal durante 7 dias y el dia de la
remocién del mismo se aplica una dosis de PGf2a mas 300 o 400 UI de eCG (Verdoljak et
al., 2017). La efectividad de los resultados al acortar ain mas los dias de tratamiento
resulta interesante en la practica para optimizar el tiempo empleado para la sincronizacion

y potencialmente conseguir mayor fertilidad. Por otra parte, con sblo 5 dias de
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permanencia de esponja o dispositivo podrian reducirse las complicaciones de vaginitis y

adherencias.
OBJETIVOS

e Evaluar el porcentaje de prefiez en un protocolo de sincronizacion de celo con
5 0 7 dias de permanencia de esponja intravaginal con AMP en ovejas Santa
Inés e Ideal en el subtropico argentino.

e Evaluar el porcentaje de celo y prefiez en un protocolo de sincronizacion de
celo con cinco dias de permanencia de esponja intravaginal y 200 o 300 Ul de

eCG en ovejas Santa Inés en el subtropico argentino.
MATERIALES Y METODOS

Lugar de Trabajo

El trabajo se desarrolld durante la estacion reproductiva, en el mes de marzo, en el
establecimiento agropecuario Don Donato, Colonia Mota, departamento de Monte
Caseros, Corrientes. Su localizacion es 30° 30" S y 58° 02" O, con clima subtropical

himedo vy precipitaciones anuales promedio de 1100 mm.
Animales

Se llevaron a cabo dos ensayos, en ambos se utilizaron ovejas sexualmente maduras,
no gestantes, se determind PV y CC (escala 0 a 5; De Gea, 2007). En el primer ensayo se
utilizaron 40 ovejas de la raza Santa Inés y 30 de la raza Ideal, con PV promedio de 41 Kg
y CC 2,5 a 3,5. Se emplearon 4 carneros de la raza Santa Inés y 4 de la raza Ideal con edad
promedio de 3 a 3,5 afios, CC entre 3,5a 4y PV de 60 a 80 kg.

El segundo ensayo se realizd con 55 ovejas Santa Inés con PV promedio de 43 kg y
CC entre 2 a 4. Para el servicio se utilizaron 5 machos Santa Inés con PV promedio de
71,5 kg.
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Primer ensayo

Se conformaron 2 grupos segun la raza, grupo de la raza Ideal y grupo de la raza
Santa Inés. Luego cada uno de ellos se dividi6 al azar en 2 subgrupos que recibid un
tratamiento distinto, como se describe a continuacion: un subgrupo recibié esponja con

acetato de medroxiprogesterona por 7 dias mientras que el otro recibié esponja por 5 dias.

Los tratamientos quedaron conformados de la siguiente manera:

Tratamiento 1: aplicacion de esponja intravaginal con Acetato de medroxiprogesterona, 60
mg (Progespon, Syntex®) durante 7 dias. El dia de la remocidon de la misma se aplicaron
75 mcg de PGF20 (Ciclase DL, Syntex ®) mas 300 Ul de eCG (Novormén 5000,
Syntex®).

Tratamiento 2: aplicacion de esponja intravaginal con Acetato de medroxiprogesterona, 60
mg (Progespon, Syntex®) durante 5 dias. El dia de la remocidén de la misma se aplicaron
75 mcg de PGF2o0 (Ciclase DL, Syntex ®) mas 300 Ul de eCG (Novormén 5000,
Syntex®).

A las 24 horas de finalizado el tratamiento se introdujeron los carneros para servicio
natural. El servicio se organizd en diferentes corrales, de manera que los carneros ldeal
sirvan a las hembras Ideal y los carneros Santa Inés a las hembras Santa Inés. En cada raza,
2 carneros se destinaron al subgrupo de 5 dias de permanencia de la esponja intravaginal y

los otros 2 carneros al subgrupo de 7 dias de permanencia.

Treinta dias después del servicio se realizd ecografia transrectal para deteccion de
prefiez. El equipo utilizado para el examen utrasonografico fue un ecografo Mindray DP30,
con transductor lineal y un adaptador para la sonda. La frecuencia se reguld entre 7 y 8
MHz
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Diseno experimental y analisis estadistico

Se utilizd un disefio para variables categoricas. Los tratamientos fueron los dias de
permanencia de la esponja intravaginal. Cinco y siete dias de permanencia, con 35

repeticiones cada uno (20 ovejas Santa Inés y 15 Ideal).

La variable respuesta fue estado reproductivo (gestante- no gestante). Ademés se
realizd la estratificacion y cada estrato correspondid a una raza (Santa Inés e Ideal). Los
datos se analizaron mediante tablas de frecuencia y Prueba de Chi? (p<0,05). El programa
utilizado fue Infostat, (Di Rienzo et al., 2013).

Segundo ensayo

En este caso se utllizaron 55 owvejas de la raza Santa Inés, el esquema de

sincronizacion de celo fue el siguiente:

El dia 0 se coloco a todas las hembras esponja intravaginal con Acetato de
medroxiprogesterona, 60 mg (Progespon, Syntex®). El dia 5 se retird la esponja y se
aplicaron 75 mcg de PGF2a (Ciclase DL, Syntex ®).

Luego, las ovejas se dividieron al azar en 2 tratamientos: El T1 (n=27) recibié 200
Ul de eCG (Novormon 5000, Syntex®), por via intramuscular y T2 (n=28) recibio 300 Ul
de eCG por la misma via. El dia 5 por la tarde se colocaron las ovejas de ambos

tratamientos con los carneros.

El servicio se organizd en dos potreros contiguos. Las ovejas del T1 se ubicaron
juntas con 2 machos y las ovejas del T2 en el potrero contiguo, con 3 machos. Para
identificar a las owvejas de cada tratamiento se utilizd pintura para deteccion de celo
(Celotest®) en la region de la grupa, de dos colores diferentes segin tratamiento. A los
carneros se les coloco ferrite de color amarillo por delante del prepucio a fin de que éstos
marquen a las hembras al montarlas. Los animales permanecieron en los potreros durante
el dia y se traian a un corral cercano para pasar la noche. En la mafiana siguiente, a las 7:00

horas eran llevados nuevamente a los potreros.
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Observacion del servicio para deteccidon de ovejas en celo

Para el servicio se colocaron a las ovejas y carneros en piquetes de 4 ha, apropiados
para realizar una facil observacidn de los animales, incluso a distancias considerables.
Existio un sector de aproximadamente ¥ del area total del piquete que contd con la
presencia de abundantes arboles en tanto que el espacio restante presentd pastos que no

superaban los 30 cm de altura.

La observacion del servicio para detectar hembras en celo se inici6 24 horas después
de finalizado el tratamiento de sincronizacion, es decir el dia 6 por la mafiana y finalizd a
las 82 horas del mismo, es decir el dia 8. El tipo de observacion fue continuo durante el
dia, interrumpiéndose en las horas de la noche. Desde el dia seis del inicio de la
sincronizacion se comenzd la observacion cada dia a las siete de la mafiana y se finalizb a
las 19 hs. La observacion se realizd recorriendo los piquetes de manera lenta y cuidadosa a
fin de interferir lo menos posible en el comportamiento de los animales. Siempre que fue
necesaria una mayor aproximacién a los mismos, como en el caso de las zonas con
presencia de arboles, se pudo realizar con normalidad debido al acostumbramiento de los
animales a la presencia de humanos. Se utilizaron planillas en la cuales se registrd que

sefial de celo fue observada, el dia y la hora en la que se observo.

La hembra se consider6 en celo cuando aceptd la cépula del carnero o presentd algin
comportamiento que indique celo, como buscar la compafia del carnero o quedarse quieta
junto él (Fraser, 1980). O bien, presencia de ferrite en la zona de la grupa o pérdida del
color de la pintura (Celotest®) de la grupa, ambas se consideraron como sefial de que la

hembra recibié la copula.

Al momento de observar una 0 mas de estas tres variables se anotd en planillas la
caravana de la oweja, la fecha y la hora. A partir de los datos obtenidos durante la

observacion del servicio se determind:

Intervalo al celo: horas transcurridas desde la finalizacion del tratamiento de

sincronizacion hasta la observacién de sintomas de celo.

Frecuencia_de hembras en celo: los porcentajes de hembras en celo en cada intervalo de

tiempo. Este resultd de dividir el tiempo total de observacion en periodos de 12 h, de la
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siguiente manera: Entre 24 y 36 h; entre 36 y 48 h; entre 48 y 60 h; entre 60 y 72 h y entre
72y 82h.

Una vez que las ovejas se encontraban en el corral para pasar la noche y en la
mafiana antes de soltarlas a los potreros, se realizaba una observacioén a todas las hembras
para ver ferrite en la grupa o Celotest® despintado. De registrarse algunos de estos eventos
se considerd que la hembra estaba en celo. Para el célculo de intervalo al celo de esas
hembras, se registr0 la hora en que se observd, aunque el evento pudo ocurrir unas horas
antes. Para el célculo de frecuencia de hembras en celo se incluy6 la oveja en el intervalo

de 12 horas que finalizaba en ese momento.

A los 7 y 30 dias del servicio se realizaron ecografias para observar cuerpo Iiteo y

diagnosticar prefiez respectivamente.

Diselo Experimental y Analisis Estadistico

Se utilizdé un disefio en el que los tratamientos fueron las diferentes dosis de
gonadotrofina coridnica equina. T1 con 200 Ul de eCG, con 27 repeticiones y T2 con 300
Ul de eCG, con 28 repeticiones. Las variables respuesta fueron del tipo continuas, cantidad
de horas transcurridas desde la finalizacion del tratamiento hasta el celo. Y categoricas,
porcentaje de celo y de hembras prefiadas. Los resultados se analizaron estadisticamente
por medio de Tablas de Frecuencia y Chi’® para hembras en celo y prefiadas y Analisis de
la Varianza para intervalo sincronizacion-celo (p<0,05). El programa utilizado fue Infostat
(Di Rienzo et al., 2013).
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RESULTADOS

La proporcion de hembras prefiadas y vacias en cada tratamiento de sincronizacion

se presentan en la Figura 3.1.

B 5 Dias

7 Dias

% deOvejas Prefiadas

Santa Inés Ideal

Figura. 3.1. Porcentajes de prefiez en ovejas Santa Inés e Ideal, sincronizadas con 5 o 7
dias de permanencia de esponja intravaginal en el subtropico argentino.

El analisis de Chi? tuwo un p valor de <0,0001, lo que refleja la asociacion
significativa entre las variables, el tratamiento tuvo efecto sobre la frecuencia de hembras

prefiadas.

Al corregir el analisis por efecto de la raza (estrato) no se observd asociacion
significativa (P>0,05) indicando que los tratamientos no afectaron de la misma manera a
ambas razas. En el analisis de Chi? considerando las razas por separado, se observa que
existio asociacion significativa en la raza Santa Inés (p valor 0,027) mientras que en la raza
Ideal no ocurri6 lo mismo (p valor 0,38). Los resultados del analisis estadistico se
presentan en la tabla 3.1.
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Tabla 3.1. Resultados estadisticos de CHI? y correccién por efecto del estrato, para la
variable prefiez, en ovejas Santa Inés e Ideal, con diferentes dias de permanencia de la
esponja intravaginal en el protocolo de sincronizacién, en el subtropico argentino.

Valor del Estadistico p-valor
Chi? 23,45 <0,0001
Correccion por efecto del >0,9999
estrato
Chi? Santa Inés 4,87 0,027
Ch#? Ideal 0,74 0,388

En la evaluacidon de diferentes dosis de eCG a ovejas Santa Inés, durante el periodo
observado, 76,36 % de las ovejas tratadas presentaron celo, 85,2% enel T1y 67,85% en el
T2. No obstante, el andlisis estadistico no arrojé diferencia significativa (p>0,05). Los
resultados se presentan en la Tabla 3.2. El intervalo al celo si fue diferente entre
tratamientos (p< 0,05) Tabla 3.3.

Tabla 3.2. Porcentaje de ovejas en celo y prueba de Chi? en tratamientos de sincronizacion
con 200 y 300 Ul de eCG en ovejas Santa Inés en el subtrépico argentino.

Tratamientos n Ovwejas en celo (%) Valor Chi? p-valor
200 Ul de eCG 27 85,2 (23/27) 1,96 0,1612
300 Ul de eCG 28 67,85 (19/28)

eCG: gonadotrofina coridnica equina.

Tabla 3.3. Promedio y DS del intervalo al celo (h) en tratamientos de sincronizacién con
200 y 300 Ul de eCG en ovejas Santa Inés en el subtropico argentino.

Tratamientos n Intervalo al celo p-valor
(horas)
200 Ul de eCG 27 53,46 (11,35) 0,0114
300 Ul de eCG 28 42,84 (12,12)
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En la Figura 3.2 se presentan los porcentajes de ovejas en celo distribuidos en
intervalos de 12 horas cada uno. Se observa que en el tratamiento con 300 Ul de eCG la
mayor concentracion de hembras en celo ocurrid entre las 24 y 36 horas de finalizado el
tratamiento y en los intervalos siguientes el porcentaje disminuyd progresivamente. Sin
embargo, al usar 200 Ul de eCG la concentracion de celos ocurrié entre las 48 y 60 horas
de finalizado el tratamiento, con un valor superior a 55%. En ninguno de los 2 tratamientos
se observaron hembras en celo entre las 60 y 72 horas, en tanto que en el intervalo final

(72-82 horas) el porcentaje de ovejas en celo no super6 el 10%.

La distribucion en la presentacion de celos fue diferente entre ambos tratamientos y

esta informacién resulta de interés sobre todo si se va a realizar inseminacion artificial.

60,00%

50,00%

40,00%

.8, 30,00%
B 200Ul eCG

20,00% 300Ul eCG

% de ovejas en celo

10,00% -

0,00% - T T T T I

24-36 hs 36-48hs 48-60hs 60-72hs  72-82 hs

Periodos

Figura 3.2 Frecuencias de ovejas Santa Inés en celo agrupadas en intervalos de 12 horas
desde la finalizacion del tratamiento de sincronizacion.

En las ovejas del T1 se pudo localizar el ovario mediante ultrasonografia en el 70,4%
(19/27), en tanto en las hembras del T2 solo se observd en el 57,14% (16/28) de los
animales. Los resultados de las estructuras identificadas en los ovarios (CL o foliculo

ovarico) se presentan en la Tabla 3.4.
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Tabla 3.4. Frecuencias de ovejas con uno y dos cuerpos liteos y solo con foliculos.

tratamientos n 1CL 2CL Solo foliculos.
200 Ul eCG 19 78,9% (15/19) 10,52% (2/19) 10,52% (2/19)
300 Ul eCG 16 68,75% (11/16) 25% (4/16) 6,26% (1/16)

eCG: gonadotrofina coridnica equina.

Del total de hembras observadas en celo en ambos tratamientos, se pudo constatar
owulacion mediante la observacion del CL en el 62% de las mismas. Existi6 un 11% de
ovejas que no fueron observadas en celo y sin embargo presentaron CL. Es posible que
estas hembras tuvieran un celo demasiado corto o fueron servidas durante la noche o en
momentos en los cuales la observacidn no se estaba realizando. Posiblemente en estos
pocos casos también existio algin problema en la identificacion con pinturas ya que de
estas hembras, més de la mitad resultaron prefiadas. Por otra parte, algunas hembras que si

fueron detectadas en celo, en la ecografia solo presentaron foliculos.

El porcentaje de prefiez sin discriminar por tratamiento fue 78 %. La dosis de eCG
no afectd el porcentaje de prefiez, ya que el resultado estadistico no indicé asociacion

significativa entre ambas variables (p>0,05). Los resultados se detallan en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Porcentajes de gestacion total, simple, doble y hembras vacias con dos dosis
diferentes de gonadotrofina corionica equina (eCG), en ovejas Santa Inés en el subtrpico
argentino.

Tratamientos Simples Dobles Total Vacias
200 eCG 66,60% 11,11% 77,71 22229%
300 eCG 60, 71 % 17,90% 78,61 21,42%
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DISCUSION

Las razas empleadas en el primer ensayo respondieron de manera diferente a los
protocolos de sincronizacion. En la raza Santa Inés hubo diferencia significativa en el
porcentaje de gestacion a favor del tratamiento de cinco dias, lo que no ocurrid en la Ideal.
En hembras de razas tropicales podria existir mayor labilidad del ovocito a las diferencias
en la concentracion de progesterona que ocurren segin ésta provenga del CL o del

dispositivo intravaginal lo que pudo conducir a la ovulacion de un ovocito envejecido.

Con niveles elevados de progesterona, los estrégenos ejercen un efecto negativo
sobre LH inhibiendo su pulsatilidad, de esta manera, el foliculo dominante no owula, sino
que regresa acelerandose el recambio con el desarrollo de un nuevo foliculo dominante
(Savio et al., 1993). Con el empleo de un dispositivo intravaginal los niveles de
progesterona se elevan rapidamente y se mantienen supraluteales hasta el dia cinco o seis,
luego caen a niveles subluteales (Pinna et al., 2012). Si el dispositivo intravaginal
permanece por mas dias, el foliculo dominante estard en fase estatica hasta que se retire el
dispositivo, momento en el que owulara un ovocito envejecido con menos posibilidades de
ser fertilizado (Rubianes et al., 1996).

Los trabajos que evaluaron como se modifican las concentraciones de progesterona
luego de la colocacion del dispositivo intravaginal demostraron que éstas ocurren de
manera diferente a cuando la progesterona proviene del CL. En el primer caso, el pico en el
nivel hormonal ocurre aproximadamente a las 24 hs de la colocacion del dispositivo
mientras que en el segundo caso el pico se presenta a los cinco o seis dias de la formacion
del CL (Gaston-Parry et al., 1988; Leyva et al., 1998; Rubianes et al., 1998; Pinna et al.,
2012; Santos Cavalcanti et al., 2012; Arroyo-Ledezma, 2013).

Vifioles et al. (2001) observaron resultados semejantes al presente estudio al evaluar
la efectividad de esponjas intravaginales con 12 y 6 dias de permanencia. La tasa de

gestacion fue mayor al usar esponja durante 6 dias.

El porcentaje de gestacion también fue significativamente mayor en ovejas que
recibieron un tratamiento con dispositivo intravaginal con cinco dias de permanencia en
comparacion con uno de 12 dias (Agromeat, 2013). Letelier et al. (2009) utilizaron
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esponjas con acetato de fluorogestona en owvejas Manchega en estacion reproductiva,
durante seis dias. Los autores observaron que todas las ovejas owularon luego de la

remocion de la esponja.

Respecto al porcentaje de celo, con la permanencia de esponja durante 5 dias se
observd un porcentaje superior al 67 %. Semejante a lo observado por Sandoval et al.
(2013) y Martemucci y D Alessandro (2011) en owvejas y cabras, donde protocolos con
esponjas con 40 mg de AFG o dispositivos con 0,3 gr de progesterona durante 5 dias

resultaron tan efectivos en inducir el estro como aquellos de 14 dias.

De forma similar, en el trabajo publicado en Agromeat (2013) en owvejas Dorper, el
porcentaje de celo fue mayor al usar 5 dias de permanencia del dispositivo que al usar 12

dias, aungue sin diferencia significativa.

Los resultados del presente trabajo demuestran que no hay diferencias en el
porcentaje de prefiez al reducir el tiempo de duracion de los protocolos de sincronizacion,
de siete a cinco dias de permanencia del dispositivo intravaginal, pudiéndose incluso
mejorar el porcentaje de gestacion al implementar cinco dias de permanencia. Se presenta
ademds una ventaja para el productor que ahorra tiempo al tener la posibilidad de
completar la sincronizacion y el servicio o IA de sus animales en 10 o 7 dias

respectivamente.

En el presente trabajo no se encontrd diferencia significativa en el porcentaje de
hembras en celo al emplear 200 o 300 Ul de eCG. Resultados similares a los de Catalano et
al. (2007), quienes tampoco observaron diferencia significativa al aplicar 300 y 500 Ul de
eCG en owvejas lanadas en anestro. Martinez-Tinajero et al. (2006) tampoco observaron
diferencias significativas en el porcentaje de ovejas en celo al utilizar 150 y 300 Ul de eCG

en el protocolo de sincronizacion en ovejas cruza Merino por Damara.

En ovejas de pelo se evaluaron dosis de 0, 200, 300 y 400 Ul de eCG mas esponja
con FGA durante 12 dias, en primavera. Los porcentajes de estro mostraron diferencias
(p<0,05) entre 0 y 200 Ul de eCG, pero, similar a lo ocurrido en el presente ensayo, no
hubo diferencia entre 200 y 300 Ul de eCG (Gonzalez-Reina et al., 2014). Sin embargo,
Quintero Elisea et al. (2011) no encontraron diferencias en el porcentaje de celo en ovejas
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de pelo al comparar 0, 100, 200 y 400 Ul de eCG, los porcentajes de celo fueron superiores

a 85% aun sin aplicar eCG.

En el presente estudio existio diferencia significativa entre tratamientos en el
intervalo  sincronizacion-celo. Al aplicar 300 Ul de eCG la presentacion de celo se
adelantd. Resultados semejantes se observaron por Catalano et al., (2007), quienes
compararon 300 y 500 Ul de eCG en owvejas lanadas en anestro, donde el intervalo al celo
fue mas largo al emplear la menor dosis. De forma similar, en el estudio de Martinez-
Tinajero et al. (2006) el intervalo sincronizacion-celo tuvo tendencia a acortarse y

concentrarse con la mayor dosis, aunque sin diferencia significativa.

Sin embargo, Gonzalez-Reina et al. (2014) evaluaron el intervalo sincronizacion-
celo en ovejas usando 200, 300 o 400 Ul de eCG y en un grupo control. No se encontraron

diferencias significativas usando 200, 300 o 400 Ul de eCG pero si al no aplicar la droga.

En el presente trabajo se observd que la dosis de eCG influyd en la distribucion de
los porcentajes de hembras en celo en diferentes horarios hasta las 82 h (Figura 3.2) De
forma semejante, Quintero-Elisea et al. (2011) compararon protocolos con 0, 100, 200 y
400 Ul de eCG en owejas Black Belly y Pelibuey. Observaron que dentro de las 24 hs
presentaron celo mas del 40 % y el 60 % de las hembras que recibieron 200 y 400 Ul de
eCG respectivamente. Entre las 24 y 36 h no hubo efecto de la dosis y finalmente entre las

36y 48 h la mayor respuesta se dio en las hembras control.

Sin embargo, Aké-Lopez et al. (2014) evaluaron el efecto de 200 y 250 Ul de eCG
sobre porcentajes de celo y de gestacidn en ovejas Pelibuey en una regidn tropical de otofio
a primavera. A diferencia del presente trabajo, ellos si encontraron diferencias
significativas entre tratamientos en ambas variables estudiadas. Las causas de los
diferentes resultados entre el trabajo de Aké-Ldpez et al. (2014) y los del presente podrian
ser el nimero de animales en estudio (el que fue mayor en aquel trabajo) o el tiempo total
de observacion de ovejas en celo, el que en el primer trabajo abarco las 48 hs posteriores al
retiro del dispositivo mientras que en el presente trabajo se extendid por 82 hs post retiro

del dispositivo.
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En el presente trabajo no se encontrd diferencia significativa entre tratamientos en
los porcentajes de gestacion (tanto simples como dobles), semejante a lo ocurrido en los
trabajos de Quintero Elisea et al. (2011) y Martinez Tinajero et al. (2006), pero diferente a
lo observado por Aké Lopez et al. (2014)

Las gestaciones dobles no superaron el 20% y no existieron gestaciones triples. Este
resultado sugiere que, una dosis de 300 Ul de eCG seria la adecuada cuando el objetivo del
tratamiento sea sincronizar el momento de aparicion del estro y obtener buena fertilidad,
sin incrementar la cantidad de gestaciones dobles. Resultados similares se observaron por
Zaiem et al. (1996), quienes usaron dosis de eCG de 300, 450 y 600 Ul y la prolificidad se

incrementd recién al aplicar las dos dosis mas altas
CONCLUSION

En owvejas Santa Inés es posible reducir los dias de permanencia de la esponja
intravaginal a cinco dias obteniendo porcentaje de celo superior al 67% y de prefiez

superior a 70 %.

En owvejas de raza Ideal, los tratamientos durante cinco y siete dias tuvieron

porcentajes de prefiez superiores a 65% sin diferencias significativas entre ambos.

Dosis de 200 y 300 Ul de eCG permiten conseguir porcentajes de hembras en celo
superiores al 67 %. La dosis de 300 Ul de eCG concentrd la presentacion del estro dentro
de las primeras 48 h de finalizado el tratamiento, en tanto que al usar 200 Ul los celos se

concentraron entre 48y 60 h.

Con ambas dosis se obtuvieron semejantes porcentajes de gestacion, superiores a

77%, y la dosis de 300 Ul de eCG no incrementd la proporcion de gestaciones dobles.
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CAPITULO 4

Caracterizacion del Perfil Citologico de la mucosa vaginal

durante el ciclo estral en ovejas Santa Inés

INTRODUCCION

La citologia vaginal es un método de estudio simple y econémico que permite la
observacion de varios tipos celulares de la mucosa vaginal (Raposo y Silva, 1999). Es
usado frecuentemente en medicina humana como parte de los planes de salud reproductiva
de la mujer. Su importancia surge por la extrema sensibilidad del epitelio vaginal a las
hormonas ovaricas que inducen, a lo largo del ciclo, a un cambio de espesor de los estratos
celulares que lo componen (Schutte, 1967b; Hussin, 2006). El estrgeno tiene un efecto
directo sobre el epitelio vaginal de hembras mamiferas, estimulando el incremento en el
nimero de camadas celulares en la vagina, lo que moviliza glucégeno en las células y
causa cornificacion de las camadas superficiales (Sanger et al., 1958). Por otra parte, la
disminucion de la concentracion de estrdgenos provoca una gran descamacion de las
camadas superficiales y el epitelio se mantiene de esta forma hasta la regresion del CL,

cuando el desarrollo folicular nuevamente ejerce su influencia (Browm, 1944).

En veterinaria el estudio de la citologia vaginal se utiliza para evaluar el estado
reproductivo de las hembras y seguir de forma precisa el progreso de las distintas etapas
del ciclo estral. EI mayor uso se hace en hembras caninas para poder estimar el momento
de la owulacion (Schutte, 1967a; Ola et al., 2006) y hacer el manejo correspondiente del

servicio.

En hembras de interés productivo, especialmente en la vaca, la oveja y la cabra, la
técnica se empled en momentos muy diversos del ciclo. En algunos trabajos se realizd
sincronizacion de celo mientras que en otros no, la utilizacion de diferentes coloraciones y
tiempos de permanencia de la muestra en los mismos también es variable (Ahmadi y
Nazifi, 2006; Hussim, 2006; Macedo Porto et al., 2007; Ovando et al., 2013). La
disparidad que hay en los procedimientos dificulta las comparaciones y esto hace que los

resultados sean menos aprovechados.
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Sin embargo, hay grandes avances en la biotecnologia de la reproduccion y es ahi
donde la citologia vaginal podria presentarse como una herramienta para auxiliar en la
identificacién del estado reproductivo, posibilitando el control del estro para favorecer la
fecundacion y permitiendo la deteccion temprana de la gestacion, maximizando asi los
resultados en los programas de reproduccion. Es la alternativa al uso de retajos antes de
colocar los carneros o realizar la inseminacion artificial. Puede ser también utilizada para
diagnosticar precozmente patologias del tracto genital femenino (Raposo y Silva, 1999;
Toniollo et al., 2005).

La obtencién de la muestra es simple, se realiza en menos de un minuto, no implica
riesgos y es indolora. El procesamiento de las muestras en el laboratorio es sencillo y no
requiere de una etapa extensa de capacitacion técnica. La observacién microscépica de las

mismas demanda un tiempo mayor.

La mucosa vaginal presenta un epitelio plano estratificado y las células planas que
llegan a la superficie apical se van descamando. De esta forma, varias camadas celulares,
morfologicamente distintas forman la tlnica mucosa (Schutte, 1967a; Macedo Porto et al.,
2007). Las camadas varian en numero a lo largo del ciclo estral, durante la gestacion,
anestro y lactacion, de acuerdo con el estimulo hormonal al que son sometidas (Raposo et
al., 2000). Las células epiteliales responden a los aumentos en los niveles de estradiol
durante el proestro, con aumento de la cornificacién de las células (Linde-Forserberg,
1995). El cambio de epitelio cubico biestratificado a plano estratificado con mas de 30

estratos de células ocurre en cada ciclo.

Las células del epitelio vaginal se clasificaron en basales, aquellas que descansan
sobre la membrana basal. Son pequefias, ovoides y con nlcleo grande. Préacticamente no
aparecen en los extendidos celulares. La segunda camada de células corresponde a las
parabasales, son similares a las basales pero con nicleo un poco menor, miden entre 15 y
25 um de didmetro. Luego se encuentran las células intermedias, tienen un nicleo todavia
més pequefio y forma navicular. Algunos trabajos dividen a este estadio celular en
intermedias profundas, de forma similar a las parabasales pero con un didmetro de 20 a 30
um, e intermedias superficiales, de forma poligonal y mas grandes que las anteriores, con
un diametro celular de 30 a 60 um y un nlcleo de 7 a 11 um. Por Gltimo estan las células

superficiales, que se subclasificaron en: células con nucleo picnético y células anucleadas,
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ambas tienen un didmetro de 30 a 60 um y forma navicular. El nicleo picnético de las
primeras mide menos de 8 um. Ademas presentan queratina en su citoplasma (Schutte,
19674, Rosciani et al., 2006; Macedo Porto et al., 2007).

Cuando los niveles de estrogeno estdn incrementados estimulan la proliferacion
celular y el nimero de estratos del epitelio aumenta, por lo que los neutrofilos no se
observan ya que no consiguen migrar hasta el lumen vaginal. Sin embargo, cuando los
niveles de estrogeno caen y se incrementan los de progesterona, la pared vaginal se

adelgaza y es posible observar neutréfilos (Schutte, 1967b; Macedo Porto et al., 2007).

En ovinos existe muy poca informacion sobre citologia vaginal exfoliativa que
describa el comportamiento de las células epiteliales durante el ciclo estral completo.
Ademas, la mayoria de los trabajos se realizaron en razas originarias de latitudes altas y
climas templados (Sanger et al., 1958; Ghannam et al., 1972, citado por Ovando et al.,
2013).

Macedo Porto et al. (2007) observaron 4 tipos de células a lo largo de las diferentes
fases del ciclo estral: células basales, parabasales, intermedias y superficiales anucleadas.
Ovando et al. (2013) realizaron un andlisis morfométrico de las celulas del epitelio vaginal
en ovejas de pelo. Durante el estro, el diametro promedio de las células fue de 36 micras.
En el metaestro fue de 30 micras. En ambos periodos predominaron las células
superficiales. En el diestro, el didmetro fue adn menor, predominando en esta etapa las

ceélulas intermedias y parabasales.

En vacas Nelore se realizd la descripcion del perfil citolégico vaginal considerando
la dinamica folicular a través de ultrasonografia, se observd que las células superficiales
tuvieron picos en los dias 5, 10 y 18 del ciclo. Los picos en los dias 5 y 18 podrian
explicarse por los niveles de estradiol provenientes del foliculo dominante en estos dias,
sin embargo el dia 10 coincidid con el momento de la emergencia de una nueva onda,

momento en el cual no hay foliculo dominante (Rezende, 2006).

La utilidad del estudio de citologia vaginal en reproduccién de animales de compafia
es indiscutible. Sin embargo, las diferencias que existen en la fisiologia del ciclo estral

entre la perra y owvejas, cabras, vacas y demas especies poliestricas (continuas y
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estacionales) hace que los resultados no siempre sean extrapolables. La perra pertenece a
una especie monoéstrica. La duracion del estro tiene un promedio de 9 dias, periodo en el
cual ocurren las owulaciones de forma asincrénica. En consecuencia el metaestro se
superpone con el estro, porque los eventos fisioldgicos caracteristicos de esta fase ocurren
mientras la perra sigue en estro. Por lo tanto solo debe referirse al diestro como la etapa de

influencia progestacional (Tamalatzi, 2013).

En la vaca y en la oveja el estro dura en promedio 12 y 24 horas respectivamente
(Salisbury, 1964, citado por Olhagaray Hoyos, 2004; De Castro et al., 2015), sumado a la
existencia de ondas de desarrollo folicular en el periodo inter-estro hace que las
modificaciones que ocurren en la citologia vaginal de estas especies no puedan ser

comparadas con la perra.

La caracterizacién de las modificaciones que ocurren en el epitelio vaginal durante el
ciclo estral en ovejas Santa Inés es importante al aportar conocimientos que ayudaran a

afianzar el uso de la técnica en pequefios rumiantes.

Bajo la hipétesis que en ovejas tropicales es posible determinar la fase del ciclo estral
mediante el estudio de las células del epitelio vaginal, este capitulo tuvo como objetivo
caracterizar el ciclo del epitelio vaginal de ovejas de raza Santa Inés, mediante el estudio

citologico.
MATERIALES Y METODOS

Lugar de Trabajo

El trabajo se desarrollé desde el 20 de marzo hasta el 10 de abril del mismo afio en el
establecimiento agropecuario Don Donato, Colonia Mota, departamento de Monte
Caseros, Corrientes. Su localizacion es 30° 30" S y 58° 02" O, con clima subtropical

himedo Y precipitaciones anuales promedio de 1100 mm.

Animales y Manejo de la majada

Se utilizaron 10 borregas Santa Inés, sexualmente maduras no gestantes, de 18 meses

de edad y peso promedio 36 Kg. Todas fueron mantenidas bajo las mismas condiciones de

137



alimentacion, la que consistid en pastizal natural y agua ad libitum. Ademas, recibieron
suplementacion alimentaria, la misma estuvo compuesta por maiz picado y heno de
alfalfa. ElI manejo para llevar acabo la suplementacion fue el siguiente, las borregas
permanecian en potreros durante todo el dia y al anochecer eran llevadas a un corral para
pasar la noche. La suplementacién se administraba en comederos, cada noche al momento
de traer los animales al corral. La sanidad de las hembras consisti6 en desparasitacion y

calendario sanitario acorde a la edad.

El PV se determind a todas las hembras en estudio al iniciar el ensayo. El registro se
realizd con balanza digital. La misma consté de una plataforma para colocar al animal y
una jaula de metal adaptada para ovinos que se colocO arriba para minimizar la movilidad

del mismo.

Se tomaron muestras de mucosa vaginal a todas las hembras desde el dia que
presentaron celo y de alli en adelante todos los dias, alrededor de las 7 y 30 horas de la
mafiana, durante 18 dias. Para la deteccidén de celo se introdujeron retajos en la majada a
los que se les coloco ferrite alrededor del prepucio para que marquen a las hembras al

saltarlas. Una vez identificada la hembra en celo se inici6 la toma de muestras.

La técnica utilizada para el muestreo fue la recomendada por Ola et al. (2006).
Apartando los labios wvulvares de la oveja se introdujo un hisopo estéril previamente
humedecido con solucion fisiologica, en la comisura dorsal de la wulva, hasta una
profundidad de unos 5 o 6 cm. Con el hisopo ubicado alli se realizaron suaves
movimientos rotatorios por las paredes de la vagina. Una vez obtenida la muestra, se hizo
rodar el hisopo sobre un portaobjeto debidamente identificado. Se fijo el material en

alcohol 96° por no menos de 5 minutos y se dejo secar al aire libre.

Una vez en el laboratorio, las muestras se colorearon con Papanicolaou y se

observaron en el microscopio 6ptico.

Se obtuvieron 18 muestras por oveja (una por cada dia), en total 180 extendidos. En
cada uno se contaron 100 células, clasificdndolas por su morfologia en parabasales,
intermedias  profundas, intermedias superficiales y superficiales. Los extendidos se

fotografiaron y las células se midieron considerando su diametro total y el didmetro de su
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nicleo. Para esto se utilizd el programa Image Pro Plus. El andlisis estadistico consistio en

el uso de tablas de frecuencia, calculo de promedio y desvio estandar.
RESULTADOS Y DISCUSION

En el andlisis de los frotis vaginales se reconocieron los siguientes tipos celulares:
parabasales, intermedias profundas, intermedias superficiales y superficiales. Los

didmetros de células y nlcleos se presentan en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Diametro promedio y desvio estandar (DS) en pm de los diferentes tipos de
células epiteliales de la vagina de borregas Santa Inés.

Tipo de célula n Citoplasma (m) Nucleo (um)
Parabasales 189 20 (3,6) 11,9 (1,89)
Intermedias profundas 1.793 2542 (2,82) 10,75 (1,75)
Intermedia superficial 6.318 43,24 (8,24) 10,2 (1,57)
Superficial A 4.412 38,71 (6,58) 6,53 (1,01)
Superficial B 1.475 24,16 (3,36) 6,24 (1,16)

La Figura 4.1 presenta las frecuencias promedio de cada tipo celular a lo largo del
ciclo. No se observaron células basales, al igual que en los trabajos de Ovando et al.
(2013); Zohara et al. (2014) y Pacheco (2017) en ovejas de pelo y alpacas. Las células
parabasales, presentaron forma redondeada, con citoplasma escaso y nicleo grande
(Figura 4.2 Ay B). Este tipo celular fue escaso en todas las fases del ciclo, no superando el
20 %.

Las células intermedias profundas presentaron bordes redondeados, citoplasma
més abundante y nicleo menor que en el estadio anterior. Se la pudo identificar en mayor
cantidad que las parabasales, sin embargo la frecuencia promedio no superd el 25% (Figura
4.2 B, CyD).

Las intermedias superficiales fueron las mas abundantes en todo el periodo
estudiado y las que alcanzaron mayor diametro de citoplasma. Presentaron forma poligonal
y nlcleo mas pequefio que en el estadio anterior (Figura 4.2. C, E y F). Predominaron

sobre los otros tipos celulares los dos primeros dias del ciclo, con una frecuencia promedio
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de 55% y descendieron hasta el dia 4 cuando alcanzaron un valor promedio de 40%. A
partir de alli se mantuvieron en valores entre 35 y 45 % aproximadamente hasta el final del

ciclo.

La identificacion de dos tipos de célula intermedia, profundas y superficiales
coincide con los trabajos de Rosciani et al. (2006) en perras, quienes las llaman profundas
y superficiales, Rezende (2006) en vacas, quien las describe como células jovenes y viejas
y Pacheco (2017) en alpacas, las llama células chicas y grandes. La descripcion
morfologica de estos tipos celulares por los diferentes autores indica que, aunque se
denominaron de forma distinta, se trata de dos estadios de la célula intermedia. Por otra
parte, Macedo Porto et al. (2007); Correia et al. (2010); Ovando et al. (2013); Zohara et al.

(2014) describen un solo tipo de célula intermedia.

Las células superficiales se dividieron en dos subtipos de acuerdo a su morfologia.
El primero, denominado A, presentd forma poligonal y nicleo picnético (Figura 4.3. Ay
C). El subtipo B, presentd citoplasma més pequefio que el A, e intensamente aciddfilo y
nicleo picndtico (Figura 4.3. B, C y D). Al calcular las frecuencias de los dos subtipos
juntos, en los dos primeros dias del ciclo tuvieron menor proporcion promedio que las
células intermedias superficiales, con un valor de 36 % y a partir de alli fueron

incrementandose hasta superar el 50 % al finalizar el ciclo.

En el presente estudio no se observaron células anucleadas, al igual que en los
trabajos de Macedo Porto et al. (2007) con ovejas Santa Inés, Ovando et al. (2013) tambien

en ovejas de pelo y Pacheco (2017) en alpacas.

La presencia de un subtipo celular B no se encontr6 hasta el momento en otros
trabajos con owvejas. Sin embargo, en la vizcacha de llanura, se describié recientemente un
tipo celular denominado “mucoso” cuyo diametro del citoplasma y del nicleo coincide con
aquellos de la célula superficial B, aunque las caracteristicas morfoldgicas y tintoriales son
diferentes (Flamini et al., 2016). La morfologia de las células superficiales B podria
deberse a la pérdida de volumen y retraccion de los filamentos de queratina, eventos que
ocurren cuando la célula epitelial sufre apoptosis, que ademas le confieren al citoplasma un
tinte intensamente eosindfilo (Ferndndez-Figueras y Puig, 2002). Otra explicacién de este

hallazgo seria que las células superficiales se fragmentan perdiendo parte de su citoplasma,
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por lo que parecen ser mas chicas. Sin embargo, en el andlisis de muchas celulas se
observa un citoplasma de bordes nitidos, bien delineados que no parece haber sufrido
fragmentacion. Ademas, esta segunda opcidn explica Unicamente el menor tamafio pero no

la intensa acidofilia observada en el citoplasma

Las células intermedias superficiales predominaron los dos primeros dias del ensayo,
durante el estro. Las superficiales por su parte tuvieron una proporcién menor en esta fase
pero se incrementaron hacia el siguiente estro. Sin embargo existio variabilidad en los
porcentajes de cada tipo celular a lo largo del ciclo. Esto se refleja en los valores de desvio
estandar presentados en la Tabla 4.2).

En ovejas Santa Inés, Macedo Porto et al. (2007) citaron que en el proestro y estro
predominan las células superficiales. En tanto que en el metaestro y diestro lo hacen las
basales, superando el 80% aunque las parabasales e intermedias fueron abundantes,
alcanzando una frecuencia de 70%. Esto difiere con el presente estudio, ya que aqui las
células parabasales no superaron el 10% y las intermedias profundas tuvieron una
frecuencia promedio maxima de 23%. Resultados similares se observaron en owvejas
autoctonas de Asia, en las cuales las células parabasales e intermedias no superaron el 28%

en ninguna fase del ciclo (Zohara et al., 2014).

En owvejas de pelo, Ovando et al. (2013) observaron que las células superficiales
predominaron en el estro y que las intermedias lo hicieron en el diestro, pero como éstas no
se discriminaron entre intermedias superficiales y profundas, la comparacion con los
resultados del presente trabajo se dificulta.

En algunas owvejas del presente trabajo las ceélulas superficiales se presentaron en
pequefia cantidad en todas las fase del ciclo, similar a lo observado por Correia et al.,
(2010) en cabras. Los mismos también observaron que, las células intermedias fueron
significativamente superiores a los demas tipos celulares en todas las fases del ciclo. Los
autores mencionan la dificultad en la interpretacion de los resultados de la citologia vaginal

en cabras.

El predominio de las células intermedias superficiales y superficiales en el presente
trabajo coincide con el realizado por Widiyono et al. (2011) en cabras, donde la
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composicién de la citologia vaginal exfoliativa no mostrd cambios especificos en las
hembras evaluadas, existiendo predominio de células intermedias y superficiales (> al
60%) durante todos los estadios del ciclo estral. Esto podria estar relacionado con las
caracteristicas del ciclo estral de las ovejas y cabras, en las que existen dos o tres foliculos
dominantes en cada ciclo. El estradiol proveniente de estos foliculos podria explicar el

predominio de estos dos tipos celulares, tal como se sugirié en vacas (Rezende, 2006).

Los neutrofilos se observaron en 9 de las 10 ovejas analizadas (Figura 4.3. C y D).
En 4 animales el momento en el que éstos fueron abundantes coincidié con el predominio
de células intermedias profundas y superficiales. En los deméas animales, los neutrofilos
fueron moderados a abundantes en diferentes dias del ciclo, y esto fue indistinto al
predominio celular. En algunos casos sucedié con abundancia de células intermedias

superficiales y en otros casos con abundancia de superficiales.

(o]
o

~
o

D
o

ul
o

== Parabasales

D
o
1

e |nt. Prof.

w
o

Int. Sup.
A

—Sup
10 A

O T e N —r——
123456 7 8 9101112131415161718
dias del ciclo

N
o

% promedios de cada célula

Figura 4.1. Frecuencias promedio de cada tipo celular del epitelio de la vagina a lo
largo del ciclo estral en borregas Santa Inés.
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Tabla 4.2. Frecuencias promedio y desvio estandar (DS) de los diferentes tipos celulares
del epitelio vaginal a lo largo del ciclo estral de borrega Santa Inés.

Parabasal Intermedia Intermedia Superficial
Superficial
Profunda
Media DS Media DS Media DS Media DS
Dia 1 0,84 1,96 10,6 8,77 54,1 28,1 32 28,5
Dia 2 1,16 3,03 9,6 13,5 54,7 28,6 36,8 26,5
Dia 3 2,45 6,32 16,44 15,13 46 24 34,25 22,04
Dia 4 0,68 1,16 11,9 10,87 39,6 23,43 345 23,66
Dia 5 0 0 23,5 18,2 45,3 20,1 31,2 20,2
Dia 6 1,79 2,76 11,5 9,8 42,8 20,1 43,2 29,3
Dia 7 0 0 13 11,9 48,5 29 42,9 34,1
Dia 8 0,2 0,56 16,8 14,5 38,6 20,1 32,5 15,9
Dia 9 1,39 3,83 14,88 12,63 48 20,02 40,77 31,44
Dia 10 1,77 3,17 13,6 18,19 35,1 23,93 47,9 23,66
Dia 11 1,11 2,5 12,8 21,6 46,4 27,5 46,2 32,5
Dia 12 2,83 4,9 11,62 13,99 40,1 24,58 49,72 29,62
Dia 13 0,27 0,85 10,26 9,5 40,18 37,84 46,36 36,16
Dia 14 0,74 1,56 7,2 8,72 48,41 23,32 45,55 26,63
Dia 15 1 2,7 8,4 12,42 38,75 29,22 48,01 35,6
Dia 16 1,73 2,67 12,4 15,14 32,5 21,44 52,5 31,92
Dia 17 1,43 2,46 11,7 12,2 33,2 20,02 51 24,5
Dia 18 1,3 2,74 9 10,4 40 17,9 45,7 22,4
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En cuanto a la morfometria de las células analizadas, los resultados coinciden parcialmente
con el trabajo de Rosciani et al. (2006) con la excepcion que en el presente ensayo el
didmetro del citoplasma de las células intermedias superficiales, fue mayor que el de las

superficiales A.

En las ovejas Santa Inés de este estudio se observd mayor diametro de citoplasma en
las células intermedias que el observado por Ovando et al. (2013) aunque esto puede

deberse a que los autores no clasificaron a las células intermediarias en dos tipos.

El nicleo de las células superficiales fue de menor diametro que aquellos de las

ceélulas superficiales descriptas por Ovando et al. (2013).

Los diametros de citoplasma y nicleo de todos los tipos celulares observados en el

presente trabajo fueron mayores que los descriptos por Pacheco (2017) en alpacas.
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Figura 4.2. Citologfa vaginal de borregas Santa Inés. A: Células parabasales ( — B: Célula parabasal ( —>) e
intermedia profunda (*). C: Células intermedia profunda ( — ) e intermedias superficiales (*) D: Células
intermedias profundas (——> ) y abundantes neutrdfilos ). Ey F: Células intermedias superficiales (—>).
Papanicolaou. 40 X.
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Figura 4.3. Citologia Vaginal de borregas Santa Inés. A: Célula superficial subtipo A ( —) y subtipo B (##). B:
Células superficiales subtipo B ——> ). C y D: Se observa predominio de neutrdfilos y diferentes tipos celulares,
superficiales A (##), B (—>), intermedias profundas (\y. Papanicolaou. 40 X

CONCLUSIONES

En el andlisis de la citologia vaginal de ovejas Santa Inés en el subtrépico argentino,
fue posible reconocer cuatro tipos celulares diferentes con 2 subtipos de células
superficiales. No fue posible determinar la fase del ciclo estral a través del andlisis de las
frecuencias de los tipos celulares.
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CONCLUSIONES GENERALES

El comportamiento reproductivo de borregas Ideal y Santa Inés fue diferente. Las
hembras de la raza Ideal presentaron una estacion de anestro marcada, en tanto que las
borregas de raza tropical ciclaron durante otofio, invierno y primavera, aunque algunas
presentaron un anestro breve durante el periodo de estudio. Esto resulta interesante porque
la introduccién de la raza Santa Inés a regiones subtropicales y templadas aprovechando
esta caracteristica reproductiva de poliestrica continua podria afianzar el desarrollo de

programas de reproduccion con el objetivo de desestacionalizar la oferta de carne ovina.

Las ovejas de las dos razas analizadas en el presente trabajo respondieron de manera
diferente al protocolo de sincronizacion empleando cinco o siete dias de permanencia de la
esponja intravaginal. Las ovejas de raza Santa Inés presentaron mayor porcentaje de prefiez
utilizando el protocolo de cinco dias, en cambio, en las hembras de raza Ideal no se

observd diferencia significativa entre tratamientos.

En las ovejas Santa Inés dosis de 200 y 300 Ul de eCG no afectaron los porcentajes
de celo y gestacion demostrando que es posible reducir la dosis de esta hormona con la

obtencién de resultados similares.

El intervalo sincronizacion-celo y la distribucion de la presentacion del celo si se
vieron afectadas por la dosis de eCG. Con el uso de 300 Ul el intervalo sincronizacion-celo
fue menor y la distribucion del celo se concentré en las primeras 48 horas pos tratamiento.

La dosis de 300 Ul de eCG no incrementd la ocurrencia de gestaciones gemelares.

En el estudio de los tipos celulares de la mucosa vaginal a través de citologia vaginal
se observaron abundantes ceélulas de cuatro tipos diferentes, parabasales, intermedias
profundas, intermedias superficiales y superficiales de dos subtipos, A y B. Las
modificaciones que ocurrieron en las frecuencias de cada tipo celular a lo largo del ciclo no
fueron uniformes por lo que no fue posible determinar la fase del ciclo estral Unicamente

con el estudio citologico.
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Consideraciones a futuro

La presente tesis se enmarca en el objetivo general del grupo de trabajo “Ovinos para
carne”, que tiene como objetivo general promover, en primer instancia el consumo de
carne ovina como alternativa a la bovina y en segunda instancia promover el empleo de la
raza Santa Inés, con el objetivo particular de aprovechar sus caracteristicas reproductivas,
de rusticidad y de calidad de carne (posiblemente menor cantidad de grasa). Estas dos

uktimas aun restan por evaluar con estudios propios.

El manejo de Ila alimentacion (manejo del pastoreo, posible suplementacion
alimentaria) necesario para lograr 2 partos en 3 afios en la region subtropical argentina, asi

como la relacion costo beneficio son tambien el objetivo de trabajos futuros.

A fin de fortalecer nuestro trabajo, seria Optimo incrementar el nimero de

repeticiones en estudios futuros, sobre todo en el caso del andlisis de ciclicidad.

Una futura linea de estudio sera evaluar si la ausencia de estacionalidad se mantiene
en las hembras media sangre. En sistemas de produccion de carne la raza Santa Inés se
emplea en cruzamientos con razas de aptitud carnicera para mejorar la conformacion de la

canal incrementando la masa muscular.

Dada la practicidad para realizar el estudio citologico vaginal en ovejas, es necesario
continuar con nuevos ensayos con diferentes esquemas de toma de muestras, ajustando la
técnica de coloracion y analizando en conjunto las modificaciones hormonales y el
desarrollo de ondas foliculares a través de ultrasonografia para poder interpretar las

modificaciones que ocurren durante el ciclo estral
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Anexo 2: Calculos Estadisticos

Capitulo 2 ““Ciclicidad en ovejas Santa Inés e Ideal en el subtrépico argentino”

Andlisis de Chi cuadrado para ciclicidad

Nueva: 19/3/2019 - 10:04:33
Tablas de contingencia

Frecuencias: frecuencias

Criterio de Estratificacion: Estacion
Tabla Marginal

Frecuencias absolutas

En columnas: Est. Repr.

Raza ciclica no ciclica Total
ID 110 190 300
ST 200 100 300
Total 310 290 600

Estadisticos para la tabla marginal

Estadistico Valor gl P
Chi Cuadrado Pearson 54,06 1 <0,0001
Chi Cuadrado MV-G2 54,91 1 <0,0001
Irwin-Fisher bilateal.. -0,30 <0,0001
Coef.Conting.Cramer 0,21
Coef.Conting.Pearson 0,29
Coeficiente Phi -0,30
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Cocientes de chance (odds ratio) y riesgos relativos

Estadistico Estim LI 95% LS 95%
Odds Ratio 1/2 0,29 0,21 0,40
Odds Ratio 2/1 3,45 2,47 4,83

Estadisticos corregidos por efecto de estrato

Prueba de Cochran-Mantel-Haenszel

Estadistico gl P

60,37 1 <0,0001

Cocientes de chance (odds ratio) de Mantel-Haenszel

Estadistico Estim LI 95% LS 95%
MH Odds Ratio(1l/2) 0,28 0,22 0,36
MH Odds Ratio(2/1) 3,57 2,77 4,061

ANOVA PESO CORPORAL CON ESTADO REPRODUCTIVO

Nueva: 19/3/2019 - 15:06:19

Analisis de la varianza

Variable N R2 R?Aj CV

PV prom 12 0,00 0,00 6,08
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo III)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 0,00 1 0,00 0,00 0,9894
Est. Repr. 0,00 1 0,00 0,00 00,9894
Error 45,18 10 4,52
Total 45,18 11

ANOVA PESO CORPORAL CON RAZA

Nueva: 19/3/2019 - 15:14:43

Analisis de la varianza

Variable N R2 RZ2?A3 CV

PV prom 12 0,00 0,00 6,08

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC Tipo III)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 0,03 1 0,03 0,01 0,9366
Raza 0,03 1 0,03 0,01 0,9366
Error 45,15 10 4,52
Total 45,18 11
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ANOVA PESO CORPORAL CONESTACION

Nueva: 19/3/2019 - 15:16:51

Analisis de la varianza

Variable N R2 RZ2?Aj CV

PV prom 12 0,31 0,16 5,32

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo III)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 14,14 2 7,07 2,05 00,1846
Estacién 14,14 2 7,07 2,05 0,1846
Error 31,04 9 3,45
Total 45,18 11
Capitulo 3

ENSAYO SINCRONIZACION 5Y 7 DIAS DE ESPONJA
Nueva: 16/5/2019 - 14:36:07

Tablas de contingencia

Frecuencias: Est. Repr.

Criterio de Estratificacion: Raza

154



Tabla Marginal
Frecuencias absolutas

En columnas:

tto FA Total
5 dias 71 71
5 dias 67 67
7 dias 124 124
Total 262 262

Estadisticos para la tabla marginal

Estadistico Valor gl P
Chi Cuadrado Pearson 23,45 2 <0,0001
Chi Cuadrado MV-G2 22,28 2 <0,0001
Coef.Conting.Cramer 0,30
Coef.Conting.Pearson 0,29

Estadisticos corregidos por efecto de estrato
Prueba de Cochran-Mantel-Haenszel

Estadistico gl P

0,00 2 >0,9999
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Chi 2 de ovejas de raza Santa Inés

Nueva: 16/5/2019 - 14:39:51

Tablas de contingencia
Frecuencias: Est. Repr.

Frecuencias absolutas

En columnas:

Tto FA Total

5 dias 71 71

7 dias 47 477
Total 119 119

Estadistico Valor gl o)

Chi Cuadrado Pearson 4,87 1 0,0273
Chi Cuadrado MV-G2 4,91 1 00,0267
Coef.Conting.Cramer 0,20
Coef.Conting.Pearson 0,20
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Chi 2 de ovejas de raza ldeal

Nueva: 16/5/2019 - 14:48:10
Tablas de contingencia
Frecuencias: Est. Repr.
Frecuencias absolutas

En columnas:

Tto FA Total

5 dias 67 67

7 dias 77 77
Total 144 144

Estadistico Valor gl P

Chi Cuadrado Pearson 0,74 1 0,3883
Chi Cuadrado MV-G2 0,74 1 0,3881
Coef.Conting.Cramer 0,07
Coef.Conting.Pearson 0,07
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ENSAYO CON 200 Y 300Ul DEECG

Nueva: 16/5/2019 - 09:19:07

Chi cuadrado para porcentaje de hembras en celo

Tablas de contingencia
Frecuencias: Celo
Frecuencias absolutas

En columnas:

Tratamiento FA Total

200 UI 85 85

300 UI 68 68

Total 153 153

Estadistico Valor gl P

Chi Cuadrado Pearson 1,96 1 0,1612
Chi Cuadrado MV-G2 1,97 1 0,1608
Coef.Conting.Cramer 0,11
Coef.Conting.Pearson 0,11

Analisis de la varianza Intervalo Sincronizacidon-Celo

Variable N R2 RZ2?Aj CV

Intervalo al celo (h 42 0,15 0,13 23,83
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo III)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 962, 84 1 962,84 7,03 0,0114
UI eCG 962, 84 1 962,84 7,03 0,0114
Error 5477,78 40 136,94
Total 6440, 61 41

Chi cuadrado para porcentaje de hembras prefiadas

Tablas de contingencia
Frecuencias: % prefiadas
Frecuencias absolutas

En columnas: UI ecg

200,00 300,00 Total

78 79 156
Total 78 79 156
Estadistico Valor gl P
Chi Cuadrado Pearson 0,01 1 0,9426
Chi Cuadrado MV-G2 0,01 1 0,9426
Coef.Conting.Cramer 0,01
Coef.Conting.Pearson 0,01
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