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|. RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar si los machos fotoestimulados
provocan la ovulacién después de una lutedlisis inducida con la aplicacion de
prostaglandinas en cabras que previamente recibieron un tratamiento hormonal a
base de esponjas intravaginales, gonadotropina coridnica equina Yy
prostaglandinas durante el anestro estacional. Inmediatamente después de haber
aplicado las prostaglandinas, un grupo de cabras (n=10) se puso en contacto
directo con un macho sexualmente activo. Otro grupo de cabras (n=9) se puso en
contacto directo con un macho sexualmente inactivo; y un tercer grupo de cabras
(n=8) se aisl6 completamente de los machos. En los tres grupos de hembras las
ovulaciones fueron determinadas mediante la medicion de los niveles plasmaticos
de progesterona post-aplicacion de las prostaglandinas y post-introduccion de los
machos. La proporcion de hembras que ovul6 después de la aplicaciéon de las
prostaglandinas fue diferente entre los grupos (P<0.01). En efecto, la proporcion
de hembras que ovulé fue superior en el grupo en contacto con el macho
sexualmente activo (7/10), que en el grupo en contacto con el macho sexualmente
inactivo (0/9), y en el grupo aislado de los machos (0/8; P<0.05). No existi6
diferencia entre los ultimos dos grupos (P>0.05). Se concluye que la presencia del
macho cabrio sexualmente activo estimula una nueva ovulacién después de la
lutedlisis inducida después de un tratamiento hormonal de induccién de la

ovulacion durante el anestro estacional.

Palabras clave: Anestro estacional, tratamientos hormonales, ovulacion, efecto

macho, tratamiento fotoperiédico.
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Il. INTRODUCCION

En las hembras caprinas que presentan estacionalidad reproductiva, la
anovulacion estacional es consecuencia del incremento de la retroaccion negativa
del estradiol sobre las gonadotropinas (LH y FSH). Esta retroaccion negativa del
estradiol disminuye considerablemente la secrecion de las gonadotropinas, dando
inicio a la anovulacién estacional (Mori et al., 1987; Chemineau et al., 1988; Duarte
et al.,, 2008). En las cabras, la presencia de los machos cabrios sexualmente
activos evita la aparicion de la anovulacion estacional, cuando éstos se ponen en
contacto con las hembras a partir de enero, durante la estacion sexual (Delgadillo
et al., 2015). Sin embargo, no se sabe si durante la anovulacion estacional, la
presencia de los machos sexualmente activos induce una nueva ovulacion
después de provocar la lutedlisis con la aplicacion de prostaglandinas. Por ello, en
este estudio se determind la ovulacién en 3 grupos de cabras: i) un grupo en
contacto con un macho sexualmente activo; ii) un grupo en contacto con un macho

sexualmente inactivo; iii) un grupo aislado de los machos.



ll. REVISION DE LITERATURA

3.1. Estacionalidad reproductiva en ovinos y caprinos

Los machos y hembras de diferentes razas de caprinos de latitudes
subtropicales manifiestan a lo largo del afio un periodo de intensa actividad sexual,
y otro periodo de reposo sexual (machos), o ausencia de actividad estral y
ovulatoria (anestro estacional), es decir, estos animales manifiestan reproduccion
estacional (Restall et al., 1992; Duarte et al., 2008; Delgadillo et al., 2011). En las
hembras caprinas de la Comarca Lagunera (26°N), en el subtrépico mexicano, por
ejemplo, la estacion sexual se manifiesta de agosto a febrero, y la época de
anestro estacional inicia en marzo y culmina en julio (Duarte et al., 2008). En el
caso de los machos cabrios de esta misma regién, el periodo de intensa actividad
sexual se manifiesta de junio a diciembre, y el periodo de reposo sexual se

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

3.2. Fotoperiodo, responsable de la estacionalidad sexual

En caprinos de latitudes subtropicales y templadas, el fotoperiodo es el
principal factor medioambiental que sincroniza la estacionalidad reproductiva
(Chemineau et al., 1992; Gémez-Brunet et al., 2008; Duarte et al., 2010; Delgadillo
et al., 2011). Esta sincronizacion se hace a través de la hormona secretada por la
glandula pineal, la melatonina, que es fundamental para la interpretacién de la
duracion del dia. La melatonina se secreta Unicamente durante la noche, por lo
qgue la duracién de su secrecion equivale a la duracién de la fase obscura en un

periodo de 24 horas. Por ello, una mayor duracion de secrecion de melatonina es



percibida por el animal como un dia corto, mientras que una menor duracion de
secrecion es percibida como un dia largo. En hembras y machos caprinos, los dias
cortos estimulan la actividad reproductiva, mientras que los dias largos tienen un
efecto inhibitorio sobre esta actividad (Delgadillo et al., 2004; Duarte et al., 2010).
Por ello, la modificacion del fotoperiodo permite manipular la actividad sexual de

machos y hembras caprinos.

3.3. Retroaccion negativa del estradiol sobre el eje hipotalamo-
hipofisiario
Los dias largos inhiben la reproduccién de las cabras y ovejas al
incrementar la sensibilidad del eje hipotalamo-hipofisiario a la retroaccién negativa
del estradiol. Esta retroaccidén negativa disminuye draméticamente la secrecion de
las gonadotropinas (hormonas luteinizante o LH; hormona foliculo estimulante o
FSH), necesarias para la actividad ovulatoria (Mori et al., 1987; Chemineau et al.,
1988). La ultima ovulaciéon de las hembras ocurre durante los dias crecientes del
invierno. Al terminar la fase litea correspondiente, el estradiol disminuye la
secrecion de las gonadotropinas, ocasionando que las hembras ya no ovulen,

originando el inicio y mantenimiento del anestro estacional (Karsch et al., 1984).



3.4. Induccion de la actividad sexual durante el reposo sexual y anestro

estacional en caprinos

3.4.1. Machos
En los machos cabrios, la actividad sexual puede ser inducida durante el
periodo de reposo sexual estacional mediante el sometimiento a un tratamiento
fotoperiddico de dias largos artificiales seguidos de dias cortos naturales durante
otofio e invierno. Este tratamiento estimula el aumento del olor y la actividad
sexual de los machos durante la estacion de reposo sexual (Chemineau et al.,

1992; Delgadillo et al., 2002; Ponce et al., 2014).

3.4.2. Hembras

En las hembras caprinas, los tratamientos hormonales permiten inducir y
sincronizar la ovulacion durante el anestro estacional. El protocolo mas utilizado
consiste en colocar esponjas intravaginales impregnadas con 20 mg de acetato de
fluorogestona (FGA) durante 10 + 1 dias; 48 horas antes del retiro de las esponjas,
las hembras reciben una dosis de 300 a 600 Ul de la hormona gonadotropina
coriénica equina (eCG), y de 60 a 120 mcg de prostaglandinas. Este tratamiento
induce la ovulacion de 2 a 4 dias de retiradas las esponjas. Si las cabras no
guedan gestantes, no ovulan una segunda vez y caen nuevamente en anestro

estacional (Baldassarre y Karatzas, 2004; Whitley y Jackson, 2004; Holtz, 2005).



3.5. Efecto macho y presencia permanente de machos sexualmente
activos

En hembras caprinas que presentan reproduccion estacional, la actividad
sexual puede ser inducida durante el anestro estacional al introducir un macho en
el hato. Este fendmeno de bioestimulacion sexual se denomina “efecto macho”
(Chemineau et al., 1987; Walkden-Brown et al., 1999; Delgadillo et al., 2006). La
respuesta ovulatoria a la presencia de los machos depende de la intensidad del
comportamiento sexual que despliegan los machos. Asi, los machos cabrios
fotoestimulados que despliegan intenso comportamiento sexual, son mas eficaces
gue los machos no tratados que despliegan débil comportamiento sexual, para
inducir la actividad ovulatoria de las cabras en el anestro estacional (Flores et al.,
2000; Delgadillo et al., 2002; Rivas-Mufioz et al., 2007).

Ademas, y aun mas importante, la presencia permanente de los machos
cabrios fotoestimulados, evita la aparicion del anestro estacional, permitiendo que
las cabras ovulen durante todo el afio (Delgadillo et al., 2015). La presencia de los
machos fotoestimulados modifica, muy probablemente, la retroaccion negativa del
estradiol, permitiendo que las cabras ovulen durante el anestro estacional. Para
verificar esta hipotesis, seria necesario inducir la ovulacion de las hembras en el
anestro utilizando un tratamiento hormonal. Posteriormente, verificar si después de
inducir la lutedlisis, la presencia de los machos fotoestimulados induce una nueva

ovulacion.



V. OBJETIVO
Determinar si la presencia de los machos fotoestimulados estimula la

ovulacion después de la lutedlisis inducida en las cabras en el anestro estacional.

V. HIPOTESIS
La presencia de los machos fotoestimulados estimula la ovulacion después

de la lutedlisis inducida en las cabras en el anestro estacional.



VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Localizacion del experimento

El presente estudio se realiz6 del 27 de marzo al 1 de mayo de 2014 en las
instalaciones de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (Unidad Laguna)
ubicada en el municipio de Torreén, Coahuila (Latitud 26° 23 Norte', Longitud 104°
47" Oeste). Este municipio se encuentra ubicado dentro de la Comarca Lagunera
de Coahuila. El fotoperiodo en esta comarca varia de 13 h 41 min de luz durante el
solsticio de verano a 10 h 19 min durante el solsticio de invierno. Ademas, la
Comarca Lagunea se caracteriza por tener un clima seco, semicalido, y con una
precipitacion promedio anual de 200 mm que generalmente se presenta de junio y

septiembre, con una amplia variabilidad interanual (CONAGUA, 2012).

6.2 Descripcion de los animales de estudio

6.2.1 Machos

Se utilizaron machos cabrios adultos locales de la Comarca Lagunera cuya
edad variaba entre 3 a 5 afios. Estos machos se alojaron en un corral de 5 X 6 m.
Un macho cabrio se eligi6 completamente al azar de un grupo de 4 machos
cabrios que permanecieron bajo las variaciones naturales del fotoperiodo, el cual
se encontraba en reposo sexual natural al momento de ponerlo en contacto con
las hembras. A este macho se le denomind “macho sexualmente inactivo”. Otro
macho cabrio se elegido completamente al azar de un grupo de 4 machos cabrios
que se sometieron a un tratamiento fotoperiodico de 2.5 meses de dias largos (16

h de luz/dia) a partir del 1 de noviembre, seguidos del fotoperiodo natural. Este



tratamiento fotoperiddico estimula la secrecion de testosterona y el
comportamiento sexual de los machos durante los meses de marzo y abril
(Delgadillo et al., 2002). A este macho se le denomindé “macho sexualmente
activo”. Los machos permanecieron en corrales sombreados y abiertos, y su
alimentacion consistio en 2 kg/dia/animal de heno de alfalfa (18% de PC), y 200
g/dia/animal de concentrado comercial (14% de PC). Ademas, se les proporcioné

sales minerales en block y agua a libre acceso.

6.2.2 Hembras

Se utilizaron 30 cabras multiparas, anovulatorias, locales de la Comarca
Lagunera, cuya edad variaba entre 2 y 4 afios. La anovulacion de las hembras se
determind por la ausencia de cuerpos luteos a través de dos ultrasonidos
transrectal realizados a -10 y -1 dias antes de iniciar el estudio. Para ello, se utilizd
un Scanner Mode-B (Aloka SSD, Tokio, Japdn), equipado con un transductor
transrectal lineal de 7.5 Mhz. Durante el estudio, todas las hembras se alojaron en
corrales abiertos y sombreados. Su alimentacion consistio en 2 kg/dia/animal de
heno de alfalfa de buena calidad (18% de PC), y 200 g/dia/animal de concentrado
comercial (14% de PC). Ademas, se les proporciond sales minerales en block y

agua a libre acceso.



6.3 Induccion de la ovulacion durante el anestro estacional

Las cabras se dividieron en 3 grupos antes de ser sometidas al tratamiento
hormonal (n=10 por grupo). Posteriormente, todas las hembras se trataron para
inducir la ovulacion en el anestro esatacional. Para ello, esponjas impregnadas
con 20 mg de acetato de fluorogestona se colocaron en la vagina durante 10 dias
(CHRONO GEST®, MSD, México). Cuarenta y ocho horas antes de retirar las
esponjas, a cada hembra se le aplicé 300 Ul de eCG por via IM (Folligon ®,
Intervet, México), y 125 mcg de prostaglandinas sintéticas, por via IM (Celosil,
Intervet, México). Solamente las cabras que respondieron al tratamiento hormonal
con al menos una ovulacion, se consideraron para el estudio. Las ovulaciones se
determinaciéon a través de la observacion de cuerpos luteos, mediante

ultrasonografia transrectal como fue descrito previamente.

6.3.1 Grupos experimentales

Un dia después de haber observado los cuerpos luteos, cada cabra recibio
por via IM 125 mcg de prostaglandinas (Celosil, Intervet, México) para inducir la
lutedlisis. Inmediatamente después de haber aplicado las prostaglandinas, un
grupo de cabras se puso en contacto directo con el macho sexualmente activo
(n=10); otro grupo de cabras se puso en contacto directo con el macho
sexualmente inactivo (n=9); y un tercer grupo de cabras se aisl6 completamente
de los machos durante todo el estudio (n=8). La distancia entre los tres grupos fue

de al menos 200 m para evitar cualquier contacto entre ellos.
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6.4 Determinaciones de la ovulacidon y progesterona plasmatica

En los tres grupos de hembras, las ovulacioens se determinaron a través de
los niveles plasmaticos de progesterona. Para ello se obtuvo una muestra
sanguinea de 5 ml diariamente de cada hembra desde la aplicacion de las
prostaglandinas e introduccion de los machos en los grupos de hembras hasta el
dia 6. Posteriormente, las muestras sanguineas se tomaron los dias 9, 12 y 15 de
haber aplicado las prostaglandinas. Todas las muestras sanguineas se obtuvieron
en tubos que contenian 30 pL de heparina para evitar la coagulacion. Las
muestras se centrifugaron a 3500 rpm durante 30 min. Posteriormente, el plasma
obtenido se congeld hasta la determinacion de la progesterona plasmatica, segun
la técnica de inmunoenzimética descrita por Canépa et al. (2008). La sensibilidad
del ensayo fue de 0.25 ng/mL, y el coeficiente de variacion intraensayo fue de 8%.
Se determind que una hembra habia ovulado cuando las concentraciones
plasmaticas de progesterona eran >1.0 ng/mL. Aunque hay registros en ovejas
gue se consideran ciclicas con valores de progesterona de 0.5 ng/mL (Gomez-

Brunet et al., 1995).
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6.5 Analisis estadisticos

Las proporciones de hembras que ovularon después de la aplicacion de las
prostaglandinas e introduccion del macho se compararon mediante la prueba de
Chi-cuadrada. El andlisis estadistico fue llevado a cabo utilizando el paquete

estadistico SYSTAT 13 (2009).
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VIl. RESULTADOS

El nimero de cabras que ovulé después de la aplicacion de las
prostaglandinas fue diferente entre los 3 grupos (P<0.01). En efecto, el nUmero
total de hembras que ovulé después de la aplicacion de las prostaglandinas fue
diferente en el grupo en contacto con el macho sexualmente activo (7/10), que en
el grupo en contacto con el macho sexualmente inactivo (0/9), y que el grupo
aislado de los machos (0/8; P<0.05 en ambos casos). Ninguna diferencia existio
entre los ultimos dos grupos (P>0.05). Los perfiles representativos individuales de

progesterona de cabras de cada grupo se muestran en la Figura 1.
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FIGURA 1. Perfiles individuales de los niveles plasmaticos de progesterona de dos
cabras de cada grupo que recibieron una dosis de prostaglandinas después de
haber sido inducidas a ovular en el anestro estacional. Inmediatamente después
de la aplicacion de las prostaglandinas, las hembras de un grupo se expusieron a
un macho sexualmente activo (A); las de un segundo grupo se expusieron a un
macho sexualmente inactivo (B); y las de un tercer grupo se aislaron de los
machos (C). La actividad sexual del macho cabrio se estimulo al exponerlo a dias
largos del 1 de noviembre al 15 de enero. El macho inactivo se expuso a las
variaciones naturales del fotoperiodo.
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VIIl. DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran que la presencia del macho
cabrio sexualmente activo estimula una nueva ovulacion después de la lutéolisis
correspondiente a la ovulacién inducida con hormonas exdgenas durante el
anestro estacional. En cambio, la presencia del macho sexualmente inactivo, o la
ausencia de machos, no estimula la ovulacién, y las hembras caen nuevamente en
anestro estacional. Los resultados del presente estudio confirman la hipétesis
inicial, y sugieren que los machos sexualmente activos mantienen elevada la

secrecion de las gonadotropinas, induciendo la ovulacion.

Los resultados del presente estudio muestran que las hembras en contacto
con el macho sexualmente activo ovularon, y que ninguna de ellas lo hizo al estar
en contacto con el macho sexualmente inactivo o al estar aisladas de los machos.
Los resultados del presente estudio concuerdan con el hecho de que las hembras
en contacto permanente con machos cabrios sexualmente activos ovulan durante
el anestro estacional (Delgadillo et al., 2015). A diferencia del presente estudio, en
el de Delgadillo et al. (2015), los machos sexualmente activos se pusieron en
contacto con las hembras en enero, es decir, antes de iniciar el anestro estacional
(Duarte et al., 2008). En estas condiciones, es probable que la presencia de los
machos durante la estacion sexual de las hembras, haya facilitado prolongar la
actividad ovulatoria durante el anestro. El protocolo del presente estudio fue
diferente del utilizado por Delgadillo et al. (2015). En efecto, las hembras del
presente estudio se encontraban en anovulacion estacional, debido a la retroacion

negativa del estradiol sobre la secrecion de las gonadotropinas (Mori et al.1987;
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Chemineau et al 1988; Duarte et al., 2008). Por ello, la ovulacion se indujo con la
combinacion de la FGA y eCG en ese momento. Provocandose la lutedlisis con
prostaglandinas, las hembras se pusieron en contacto con el macho sexualmente
activo, con el sexualmente inactivo, o aisladas de los machos. En estas
condicones experimentales, solo las hembras en contacto con el macho

sexualmente activo, ovularon nuevamente después de la lutedlisis.

Los resultados de este estudio pueden explicarse de la siguiente manera: i)
es probable que la presencia del macho sexualmente activo haya estimulado la
secrecion de las gonadotropinas después de la lutolisis, permitiendo la ovulacion.
En este sentido, varios estudios han demuestrado que la presencia de los machos
sexualmente activos estimula la secrecion de la LH, permitiendo la ovulacion de
las cabras anéstricas (Vielma et al., 2009; Bedos et al., 2014; Martinez-Alfaro et
al., 2014). Este fendmeno no ocurrié en las hembras en contacto con el macho
sexualmente inactivo, ni con las cabras aisladas, por lo que entraron nuevamente
en anovulacion. ii) Las ovulaciones registradas en las hembras en contacto con el
macho sexualmente activo se debieron, muy probablemente, a que la presencia
de este macho haya modificado la retroaccién negativa del estradiol, permitiendo
la secrecién de gonadotropinas, y la ovulacién. En efecto, la presencia de los
machos sexualmente activos incrementa la secrecion de la LH en cabras
ovariectomizadas portadoras de un implante subcutaneo que libera
constantemente estradiol. En cambio, la presencia de los machos sexualmente
inactivos, no incrementa las concentraciones plasmaticas de LH, probablemente

por la accion del estradiol sobre las gonadotropinas (Mufioz et al., 2016). En
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conjunto, los resultados de este estudio, y los reportados previamente por otros
autores indican que los los machos sexualmente activos inducen la ovulacion
durante el anestro, probablemente por la disminucion de la retroaccién negativa

del estradiol sobre el eje hipotdlamo-hipofisiario.

Los resultados de este estudio constituyen un avance importante en el
conocimiento de los mecanismos endocrinos que regulan la estacionalidad
reproductiva de los pequefios rumiantes como cabras y ovejas. En estas dos
especies al menos, las relaciones sociosexuales, como el efecto macho
(Delgadillo et al., 2011; Ferrnandez et al 2011; Flores et al., 2000), o la presencia
permanente de machos sexualmente activos (Delgadillo et al., 2015; Abecia et al.,
2015), permiten inducir la actividad sexual en el anestro estacional. Ademas, otros
estudios han demostrado que la presencia de los carneros sexualmente activos
prolonga la actividad ovulatoria de las ovejas en el anestro estacional (Abecia et

al., 2015), tal y como se demostré en las cabras (Delgadillo et al., 2015).
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IX. CONCLUSION
Se concluye que la presencia del macho cabrio sexualmente activo estimula
una nueva ovulacion después de la lutéolisis correspondiente a la ovulacion

inducida con hormonas exdgenas durante el anestro estacional.
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