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RESUMEN

En hembras caprinas, las concentraciones plasmaticas de LH son bajas
durante el anestro estacional debido a la retroaccién negativa que el estradiol
ejerce sobre la secrecion de la LH. El objetivo del estudio fue determinar si los
machos cabrios fotoestimulados son capaces de incrementar los niveles
plasmaticos de LH en cabras ovariectomizadas portadoras de un implante
subcutaneo de estradiol de 6 mm de longitud (OVX+E2). En el mes de abril, un
grupo de cabras OVX + E2 (n=6) se expuso a un macho fotoestimulado,
sexualmente activo, mientras que otro grupo de cabras OVX + E2 (n=6) se expuso
a un macho control, en reposo sexual. Las concentraciones plasmaticas de LH se
determinaron cada 15 minutos durante 6 horas antes de introducir los machos en
los grupos de hembras, y durante 6 horas después de su introduccion. Las
concentraciones plasmaticas de LH no difirieron entre ambos grupos en las 6
horas antes de la introduccién de los machos (P>0.05). Sin embargo, después de
la introduccién de los machos, los niveles plasmaticos de LH fueron superiores en
las hembras expuestas al macho fotoestimulado, que en las hembras expuestas al
macho control (P < 0.05). Estos resultados permiten concluir que los machos
cabrios fotoestimulados son capaces de incrementar los niveles plasmaticos de
LH en cabras ovariectomizadas portadoras de un implante de estradiol de 6 mm
de longitud. Este incremento de la LH se debe, muy probablemente, a que los
machos cabrios fotoestimulados contrarrestan la retroaccion negativa del estradiol
sobre la LH.
Palabras clave: Caprinos, hembras ovariectomizadas, anestro estacional,

tratamiento fotoperiédico, efecto macho, LH.
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1. INTRODUCCION

La reproduccion de las hembras caprinas locales de la Comarca Lagunera
(26° N) es estacional. Asi, la estacidon sexual caracterizada por la ciclicidad estral y
ovulatoria se desarrolla en cabras sin presencia de macho, entre septiembre y
febrero, mientras que el anestro estacional que se caracteriza por ausencia de
estros y ovulaciones se desarrolla de marzo a agosto (Duarte et al., 2008). La
transicion entre la estacidbn sexual y el anestro estacional esta regulada
principalmente por la variacion del fotoperiodo (Duarte et al.,, 2010). Los dias
crecientes del afio incrementan la retroaccion negativa del estradiol sobre el eje
hipotalamo-hipofisis, disminuyendo la secrecion de las gonadotropinas (LH y
FSH), provocando en consecuencia el cese de la actividad estral y ovulatoria (Mori

et al., 1987; Duarte et al., 2008).

En las hembras caprinas que manifiestan estacionalidad reproductiva, la
introduccién de machos en un grupo de hembras durante el periodo de anestro
estimula la secrecion de LH, desencadenando a su vez el estro y la ovulacion
dentro de los primeros 5 dias de iniciado el contacto entre los dos sexos
(Delgadillo et al., 2009; Vielma et al.,, 2009). En ovejas ovariectomizadas que
portan un implante subcutaneo que libera constantemente estradiol (OVX+E2), la
introduccién de un macho durante el periodo de anestro estacional provoca un
incremento de los niveles plasmaticos de LH (Martin et al., 1983). La respuesta
endocrina y sexual de cabras y ovejas a la introduccién del macho durante el
periodo de anestro estacional, depende de la intensidad del comportamiento

sexual desplegada por los machos (Bedos et al., 2014; Abecia et al., 2015;



Delgadillo et al., 2015). En efecto, los machos cabrios fotoestimulados son mas
eficaces que los machos control para estimular la actividad ovulatoria y la
secrecion de LH durante el anestro estacional (Delgadillo et al., 2011; Bedos et al.,
2014). Probablemente la respuesta diferente de las hembras se debe a que los
machos fotoestimulados son capaces de contrarrestar o reducir el efecto de la
retroaccion negativa que ejerce el estradiol sobre la secrecién de LH durante el
anestro estacional. En este estudio se determind si los machos cabrios
fotoestimulados son capaces de incrementar las concentraciones plasmaticas de
LH durante el anestro estacional, en cabras ovariectomizadas portadoras de un

implante subcutdneo de 6 mm de longitud que contiene estradiol.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Estacionalidad sexual en caprinos y ovinos

Los machos y hembras de diferentes razas ovinas y caprinas originarias o
adaptadas a regiones subtropicales manifiestan su actividad sexual o reproductiva
de manera estacional (Restall.,, 1992; Duarte et al., 2008; Delgadillo et al., 2011).
En el caso particular de las hembras caprinas de la Comarca Lagunera (26° latitud
norte), la estacion sexual, caracterizada por la presentacion de estros y
ovulaciones cada 21 + 4 (promedio + EEP) dias, se presenta de septiembre a
febrero. A su vez, el periodo de anestro estacional, caracterizado por ausencia de
estros y anovulacién, se presenta de marzo a agosto (Duarte et al., 2008). En los
machos cabrios locales de esta misma Comarca, la estacién de reposo sexual,
caracterizada por una dramética disminucion del comportamiento sexual del
macho, olor y las vocalizaciones, debido al descenso de los niveles plasmaticos de

testosterona, se presenta de enero a mayo (Delgadillo et al., 1999).

2.2 El fotoperiodo regula la estacionalidad reproductiva en caprinos y ovinos

El fotoperiodo es el principal factor medioambiental que regula la
estacionalidad reproductiva en caprinos y ovinos originarios de zonas templadas y
subtropicales, el cual sincroniza el inicio y final de la estacion sexual (Chemineau
et al., 1992a; Malpaux et al., 1996; Delgadillo et al., 2004; Duarte et al., 2010). La
informacion fotoperiddica es percibida por la retina. El estimulo nervioso que
provoca el fotoperiodo, llega a la glandula pineal, la cual secreta la hormona

denominada melatonina. Esta hormona se secreta Unicamente durante la noche o



bien durante periodos de oscuridad, y es la duracion de su secrecion la que
permite al animal diferenciar entre un dia largo y un dia corto (Chemineau et al.,
1992b; Delgadillo et al., 2001). Tanto en los machos como en las hembras, los
dias cortos estimulan la actividad sexual, mientras que los dias largos la inhiben

(Delgadillo et al., 2004; Duarte et al., 2010).

2.3 Laretroalimentacion negativa del estradiol sobre el eje reproductivo

En cabras y ovejas intactas, el efecto inhibitorio que tienen los dias largos
sobre la actividad sexual se realiza a través del incremento de la retroaccion
negativa que ejerce el estradiol sobre la secrecion de la LH, la cual es fundamental
para que ocurra la ovulacion (Karsch et al., 1984; Mori et al., 1987; Chemineau et
al., 1988; Duarte et al., 2010). En contraste, durante los dias cortos, la retroaccién

negativa del estradiol sobre la LH disminuye, permitiendo la ovulacion.

El efecto del estradiol sobre la secreciébn de la LH se demostré en
hembras ovinas y caprinas ovariectomizadas portadoras de implantes
subcutaneos que liberan constantemente estradiol (OVX+E2; Karsch et al., 1984;
Duarte et al., 2008). Asi, en las cabras OVX+E2, las concentraciones plasmaticas
de LH se incrementan durante la estacién sexual, debido a que se reduce la
retroaccion negativa del estradiol sobre la LH. En cambio, las concentraciones
plasmaticas de LH disminuyen durante el anestro estacional, debido a que se
incrementa la sensibilidad del eje hipotalamo-hipdfisis a la retroaccion negativa del

estradiol sobre la LH (Henniawati et al., 1995; Duarte et al., 2008).



2.4 Estimulacion de la actividad sexual durante el periodo de reposo sexual
2.4.1 Estimulacion de la actividad sexual de las hembras caprinas

La introduccién de un macho cabrio en un grupo de cabras en anestro
estacional, estimula la actividad estral y ovulatoria en los primeros 5 dias de
contacto entre los dos sexos. Este fendmeno de bioestimulacion sexual se conoce
como “efecto macho” (Chemineau, 1987; Delgadillo et al., 2006). Inmediatamente
después de exponer las hembras al macho, se incrementan las concentraciones
plasmaticas de LH y estradiol, permitiendo la presentacién de estros y ovulaciones
en la mayoria de las hembras (Chemineau, 1987; Bedos et al., 2014; Mufioz et al.,
2016). La respuesta endocrina (secrecion de LH) y/o sexual (estro y ovulacion) de
las hembras a la presencia de los machos depende de la intensidad del
comportamiento sexual desplegado por los machos. En efecto, los machos cabrios
gue manifiestan un intenso comportamiento sexual en el periodo de reposo sexual
al ser expuestos a dias largos en otofio-invierno, son mas eficientes para estimular
la actividad endocrina y sexual de las cabras que aquellos machos no tratados que
se encuentran en reposo sexual (Flores et al., 2000; Delgadillo et al., 2002; Bedos

et al., 2014; Muioz et al., 2016).

2.4.2 Estimulacién de la actividad sexual de los machos cabrios

Durante el periodo de reposo sexual, la actividad sexual de los machos
cabrios puede ser estimulada al someterlos a dias largos artificiales (16 horas
luz/dia) del 1 de noviembre al 15 de enero, seguidos de la percepcion de dias

naturales, los cuales tienen una duraciéon menor a 16 horas de luz/dia. Este



tratamiento fotoperiodico, induce el incremento de las concentraciones
plasmaticas de testosterona, y en consecuencia, el incremento del olor del macho
y del comportamiento sexual, de marzo a mayo, es decir, durante

aproximadamente 2 meses (Delgadillo et al., 2002; Ponce et al., 2015).



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los resultados descritos previamente indican que los machos cabrios
fotoestimulados inducen la actividad endocrina y sexual de las cabras intactas
durante el anestro estacional. Es probable que la presencia de los machos cabrios
fotoestimulados disminuya o modifigue de manera importante la retroacciéon
negativa que el estradiol ejerce sobre la secrecion de la LH. Esta posibilidad
puede corroborarse en cabras OVX+E2 expuestas a machos fotoestimulados o

control.



4. OBJETIVO

Determinar durante el anestro estacional, si los machos cabrios
fotoestimulados incrementan las concentraciones plasmaticas de LH en hembras
caprinas ovariectomizadas portadoras de un implante subcutaneo de 6 mm de

longitud que contiene estradiol I7-3.

5. HIPOTESIS

Los machos cabrios fotoestimulados incrementan, durante el anestro
estacional, las concentraciones plasmaticas de LH en hembras caprinas
ovariectomizadas portadoras de un implante subcutdneo de 6 mm de longitud que

contiene estradiol I7-3.



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Condiciones generales del experimento

El experimento se realizé en la Comarca Lagunera (latitud 26° 23N,
longitud 104° 47°0), en el estado de Coahuila, dentro de las instalaciones de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro. En esta Comarca, el fotoperiodo
natural varia de 13 horas 41 minutos de luz en el solsticio de verano, a 10 horas
19 minutos en el solsticio de invierno. Durante el experimento, los machos y las
hembras se alojaron en corrales abiertos acondicionados con sombra, y a cada
animal se ofrecié diariamente de 2 kg de heno de alfalfa (18% PC), y 200 g de
concentrado comercial (14% PC, 1.7 Mcal/kg), con libre acceso a sales minerales
y al agua.

Las hembras utilizadas en el estudio se ovariectomizaron en febrero de
acuerdo al método descrito previamente por Goodman et al. (1982), y Montgomery
et al. (1985). Después de la ovariectomia, a cada cabra se le colocé un implante
subcutaneo de Silastic de 12 mm de longitud que contenia 17-13 estradiol (Sigma
Chemical Co., Strasbourg; didmetro interno 3.35 mm y didmetro externo 4.65 mm),
con la finalidad de evitar un incremento de la secrecion de LH debido a la ausencia

de estradiol enddgeno (Duarte et al., 2008; Malpaux et al., 1988).
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6.2 Descripcion de los animales experimentales
6.2.1 Hembras

Se utilizaron 12 hembras caprinas multiparas. La edad variaba entre 2 y 4
afos al inicio del experimento. El 1 de abril, a cada hembra se le retir6 el implante
de 12 mm, y se le colocé un implante subcutdneo de 6 mm de longitud que
contenia 17- estradiol. Dichos implantes se mantuvieron en solucion salina
fisiol6égica durante 24 horas previas a su colocacion, con la finalidad de evitar una

liberacion masiva de estradiol al ser colocados en las cabras.

6.2.2 Machos

Se utilizaron 4 machos cabrios adultos de 3 afios de edad. Dos machos se
mantuvieron en condiciones naturales de fotoperiodo, mientras que los otros dos
machos se sometieron a un tratamiento fotoperiddico con la finalidad de estimular
su actividad sexual durante el periodo de reposo. Para esto, los machos se
alojaron en un corral abierto provisto con sombra, y se sometieron a dias largos
artificiales del 1 de noviembre al 15 de enero (16 horas de luz / 8 horas de
oscuridad). La luz artificial se proporciond de 6:00 a 8:00 y de 17:00 a 22:00, con
una intensidad promedio de 300 lux a nivel de los ojos de los animales. A partir del
16 de enero, los machos percibieron las variaciones fotoperiddicas naturales de
dias crecientes hasta finalizar el experimento. Aproximadamente entre 45 y 60
dias después de haber finalizado el tratamiento fotoperiddico, se incrementa la

secrecion de testosterona y en consecuencia, se observa un incremento en la
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intensidad del comportamiento sexual, asi como del olor de los machos en marzo

y abril, meses que corresponden al reposo sexual natural (Ponce et al., 2014).

6.3 Efecto macho

El 11 de abril, las hembras se separaron en dos grupos y se pusieron en
contacto directo con los machos a las 13:00. Un grupo de cabras (condicién
corporal 3.1 £ 0.4; promedio = Error Estandar de la Media: EEM; n=6) se expuso a
un macho fotoestimulado, mientras que otro grupo de cabras (condicién corporal
3.0 £ 0.2; n=6) se expuso a un macho control. La distancia entre los dos grupos de
cabras fue por lo menos de 200 m, con la finalidad de evitar cualquier influencia

entre grupos.

6.4 Variables medidas
6.4.1 Hembras

Las concentraciones plasmaticas de LH se determinaron cada 15 minutos,
6 horas previo a la introduccién de los machos en cada grupo de hembras (7:00 a
13:00), y 6 horas después de la introduccion de los machos en cada grupo de
hembras (13:15 a 19:00). Todas las muestras sanguineas se obtuvieron por
venopuncion yugular, y se colocaron en tubos que contenian 30 puL de heparina
como anticoagulante. Inmediatamente después de la obtencion, las muestras se
centrifugaron a 3500 rpm durante 30 minutos. Las muestras de plasma obtenidas

se almacenaron a -20°C hasta la determinacion de los niveles plasmaticos de LH
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por RIA, de acuerdo a la técnica descrita previamente por Faure et al. (2005). La
sensibilidad del ensayo fue de 0.1 ng/mL vy el coeficiente de variacion intra-ensayo

fue de 5.5%. Todas las muestras se analizaron en un solo ensayo.

6.4.2 Machos

El comportamiento sexual (aproximaciones laterales a las hembras)
desplegado por los machos al introducirlos en los grupos de hembras, se registré
de manera individual durante 15 minutos (13:00 a 13:15) inmediatamente después

de la introduccién de los machos en los grupos de hembras.

6.5 Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos no mostraron distribucion normal, por lo que se
transformaron logaritmicamente antes de realizar los andlisis estadisticos. Las
concentraciones plasméaticas de LH se compararon mediante un ANOVA con
medidas repetidas a dos factores: tiempo y grupo. Después, se calculo el
promedio de las concentraciones plasmaticas de LH por periodos de 6 horas (6
horas previas, y 6 horas después de la introduccion de los machos). Estos
periodos se analizaron mediante un ANOVA a un factor (grupo). El nimero total de
aproximaciones desplegadas por los machos fotoestimulado y control, se
compararon usando la prueba de Chi-cuadrada. Los analisis estadisticos se
realizaron utilizando el paquete estadistico SYSTAT 13 (systat software, San Jose,

California).
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7. RESULTADOS

7.1 Concentraciones plasmaticas de LH

Las concentraciones plasmaticas de LH variaron durante el estudio en los
dos grupos de cabras, indicando un efecto del tiempo (P < 0.05). En cambio, no
hubo efecto del grupo (P > 0.05). Ademas, la evolucion de los niveles plasmaticos
de LH difirié entre los dos grupos de cabras, indicando una interaccion entre el
tiempo del estudio y el grupo (P < 0.05). En efecto, antes de la introduccién de los
machos en cada grupo de hembras, las concentraciones plasmaticas de LH no
fueron diferentes entre los grupos de hembras (1.03 + 0.46 ng/mLvs.1.02 = 0.34
ng/mL; P> 0.05; Figura 1). Sin embargo, después de la introduccion de los machos
en cada grupo de hembras, las concentraciones plasmaticas de LH fueron
superiores en las cabras expuestas al macho fotoestimulado (3.18 + 0.84 ng/mL),

gue en las cabras expuestas al macho control (1.35 + 0.46; P < 0.05; Figura 1).

7.2 Comportamiento sexual de los machos

El nimero total de aproximaciones laterales desplegadas por los machos
al ser introducidos en cada grupo de hembras, fue mayor en el macho

fotoestimulado que en el macho control (49 vs. 0; P<0.05).
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LH (ng/mL)

Horas de muestreo

Figura 1. Concentraciones plasmaticas de LH (promedio + EEP) de cabras
ovariectomizadas portadoras de un implante subcutaneo de 6 mm de longitud que
contenia estradiol 17-3. Un grupo de cabras se expuso a un macho
fotoestimulado, sexualmente activo (e), mientras que otro grupo de cabras se
expuso a un macho control, en reposo sexual (o). EI macho fotoestimulado se
someti6 a dias largos artificiales del 1 de noviembre al 15 de enero, seguidos de la
exposicion al fotoperiodo natural. EI macho control se expuso a las condiciones
fotoperiddicas naturales.{Indica el momento de la introduccién del macho en cada
grupo de hembras.
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8. DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran que la exposicion a un
macho fotoestimulado incrementa las concentraciones plasmaticas de LH durante
el anestro estacional en las cabras OVX portadoras de un implante subcutaneo de
6 mm de longitud que contiene estradiol 17-3. En cambio, la exposicién al macho
control, en reposo sexual, no incrementa los niveles plasmaticos de LH. Estos
resultados confirman la hipotesis del estudio, de que los machos fotoestimulados
estimulan la secrecion de la LH, probablemente al disminuir la retroaccion negativa
gue el estradiol ejerce sobre la secrecion de la LH durante el anestro estacional.

En el presente estudio, las concentraciones plasmaticas de LH antes de la
introduccién de los machos fueron bajas, y no difirieron entre ambos grupos. Esto
sugiere que en los dos grupos de cabras, el estradiol liberado por los implantes
subcutaneos fue suficiente para disminuir la secrecion de la LH, tal y como se
describié anteriormente en cabras (Mori et al.,, 1987; Chemineau et al., 1988;
Duarte et al., 2008). En cambio, inmediatamente después de la introduccion del
macho fotoestimulado, los niveles plasmaticos de LH se incrementaron, pero este
incremento de LH no se observo en el grupo de cabras expuesto al macho control.
En las cabras expuestas al macho control, la LH no se increment6, porque muy
probablemente, la presencia del macho control no disminuyd la retroaccién
negativa del estradiol sobre la LH, la cual es fuerte durante el anestro estacional
(Mori et al., 1987; Chemineau et al., 1988; Duarte et al., 2008). Contrariamente a
lo observado en las cabras expuestas al macho control, en las cabras expuestas al

macho fotoestimulado, la LH se incrementd, porque muy probablemente, la
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presencia de este macho disminuyd la retroaccion negativa que el estradiol ejerce
sobre la LH. Esta hipotesis se basa en los resultados reportados recientemente en
las cabras: i) en cabras intactas, las concentraciones plasmaticas de LH son
mayores en las cabras expuestas a los machos fotoestimulados que en aquellas
en contacto con machos control (Vielma et al., 2009; Bedos et al., 2014); ii) en
cabras OVX+E, la presencia permanente de los machos fotoestimulados evita la
disminucién estacional de las concentraciones plasmaticas de LH. Los resultados
del presente estudio, y los descritos previamente por Vielma et al. (2009) y Bedos
et al. (2014) muestran que la repentina introduccion o la presencia permanente de
los machos cabrios fotoestimulados incrementan las concentraciones plasmaticas
de LH. Este incremento se debe, muy probablemente, a la disminucién de la
retroaccion negativa del estradiol sobre la LH durante el anestro estacional.

En el presente estudio, el macho fotoestimulado desplegd un mayor
namero de aproximaciones laterales hacia las hembras que el macho control, lo
que coincide con lo reportado previamente en estudios anteriores (Flores et al.,
2000; Delgadillo et al., 2002; Mufioz et al., 2016). En efecto, el comportamiento
sexual que despliegan los machos fotoestimulados es mas intenso que el
comportamiento desplegado por los machos control (Vielma et al., 2009; Bedos et
al., 2014; Mufioz et al., 2016). Estos resultados sugieren que la intensidad en el
comportamiento sexual delos machos cabrios fotoestimulados permite disminuir la
retroaccion negativa del estradiol sobre la LH. Esta hipotesis se basa en el hecho
de que los machos fotoestimulados que son sedados para evitar el despliegue del
comportamiento sexual, no estimulan la secrecion de LH, a pesar de despedir un

fuerte olor sexual (Vielma et al., 2009; Martinez-Alfaro et al., 2014). En conjunto,
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estos datos sugieren que el comportamiento sexual de los machos cabrios es un
elemento importante para disminuir la retroaccion negativa que el estradiol ejerce

sobre la secrecion de la LH durante el anestro estacional.
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9. CONCLUSION

Los resultados del presente estudio permiten concluir que los machos
fotoestimulados son capaces de incrementar durante el anestro estacional las
concentraciones plasmaticas de LH en cabras ovariectomizadas que portan un
implante subcutaneo de 6 mm de longitud que contiene estradiol 17-8. Es
probable que la introduccion de los machos cabrios fotoestimulados modifique la

retroaccion negativa del estradiol sobre la LH.
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