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RESUMEN

Se sabe que la esquila pre parto ofrece ventajas sobre la esquila tradicional, que las
gestaciones de mellizos o trillizos se acompafian por menos peso placentario y fetal pero
que cuando son hijos de madres con esquila pre parto estos pardmetros aumentan. Por
otra parte se sabe que los ovinos presentan estacionalidad reproductiva. Los objetivos
planteados fueron: evaluar si existen diferencias en borregos cuando fueron gestados
mellizos o Unicos con o sin esquila pre parto de sus madres, dentro o fuera del periodo
de actividad reproductiva; para esto se estudiaron las siguientes variables: peso
testicular, peso epididimario, variables histolégicas cuantitativas, intensidad de pixeles a
la ecografia del parénquima testicular. También se planted estudiar si existe correlacion
entre las variables histoldgicas y ecograficas obtenidas de borregos del experimento
dentro y fuera de la estacion reproductiva.

Para este ensayo se utilizaron 46 borregos, siendo 24 Gnicos y 22 mellizos hijos de
ovejas a las cuales se les realizd sincronizacion de celo e inseminacion artificial.
Posteriormente se esquild a los 50 dias de gestacion a la mitad de las madres gestando
hijos Unicos y a la mitad de las madres gestando mellizos. Se realizé ecografias
testiculares (Ecog. Test. Der), al dia siguiente se pes6 a los animales (PV), se midié
circunferencia escrotal (CE), posteriormente se castro, se diseco testiculo y epididimo,
se tomaron peso del testiculo derecho (PTD) vy epididimo derecho (PED) por separado
y se extrajeron muestras para histologia, donde se midieron los diametros de los tibulos
seminiferos (D.Tub.Sem.D) y el volumen porcentual de epitelio (%Epit.D) y luz (%Luz
D) de los tubulos seminiferos e intersticio testicular (%lnter.D).

Se observaron diferencias entre los animales evaluados dentro y fuera de la estacion
reproductiva para las variables; CE, PTD, PED, D.Tub.Sem.D y Ecog. Test. Der, siendo
mayores los valores para los animales analizados dentro de la estacion reproductiva.

Por otro lado se encontraron correlaciones positivas entre PV y CE, PTD, PED y
D.Tub.Sem.D, entre CE 'y PTD, PED y D.Tub.Sem.D, entre PTD y PED, entre PED y
D.Tub.Sem.D, y correlaciones negativas entre CE y Ecog. Test. Der, entre
D.TUb.Sem.D y Ecog. Test. Der. También se observO regresion negativa entre
D.Tub.Sem.D y Ecog. Test. Der y ésta con PTD.

De este ensayo experimental concluimos que la esquila preparto de ovejas criadas en
Uruguay de forma intensiva, y bajo nuestras condiciones de manejo experimental, no
afectd el desarrollo testicular de los borregos hijos de las mismas. El nimero de fetos
durante la gestacion tampoco afectd el desarrollo testicular postnatal. La estacion
reproductiva si afectd el desarrollo testicular. Asimismo encontramos correlacion y
regresion negativas entre la ecogenicidad testicular y tanto el peso testicular como el
didmetro de los tubulos seminiferos.



SUMMARY

It is well known that mid-pregnancy shearing has a lot of advantages over traditional
shearing. Furthermore, twins and triplets gestations are associated with lower fetal and
placental weight but when mothers are sheared both pre partum fetal and placental
weight increase. It is also well known that ovine reproduction is seasonal. The
objectives of this experiment were: to evaluate if differences on hoggets which were
gestated as singletons or twins, with or without mid-pregnancy shearing of their
mothers, during or out of the reproductive season, exist.

Therefore the next variables were studies: testicular weight (TW), epididymus weight
(EW), cuantitative histological variables, pixel intensity of ther ultrasound pictures.

It was also intended to study if there existed any correlation between the histoldgical
and the ultrasound variables obtained from the hogets studied on the reproductive
season and out of the reproductive season.

For this experiment we used 46 hoggets, 22 twins and 24 singletons. Pregnant ewes
were synchronized and artificially inseminated. Half of the ewes gestating twins and
half of the ewes gestating singletons were sheared at gestation day 50. Ultrasound was
performed to right testes of every hoget for later analisis of the pixel intensity of the
images taken (Ecog. Right. Test). The following day they were weight, their testicular
circumference was measured. Later they were castrated and testicules as well as
epididymus were dissected, and later weight separetley. Samples for histological
processing were taken from both, testicles and epididymis. With them we measured the
diameter of the seminiferous tubs (D. R.Sem. Tub) and evaluated the percent volume of
the lumen of the seminiferous tubs (% Lumen), the epithelium of the seminiferous tubs
(%Epith) and the interstice (% Interst). Finally, correlations and regressions analysis
between the histological and ultrasound variables were performed.

There were found differences between animals evaluated on the reproductive season
and out of the reproductive season for the following variables: SC, RTW, (RED), D.
R.Sem. Tub, and Ecog. Right. Test. Whose values were higher in the reproductive
season. Positive correlations were found between LW and SC, RTW, REW, D. R.Sem.
Tub, between SC and RTW, REW and D. R.Sem. Tub, between RTW and REW, and
between REW and D. R.Sem. Tub. Negative correlations were found between SC and
Ecog. Right. Test, between D. R.Sem. Tub and Ecog. Right. Test, and between %
Lumen and %Epith. We also found a negative regression between D. R.Sem. Tub and
Ecog. Right. Test.

We concluded that neither mid-pregnancy shearing, of intensively bred ewes in
Uruguay under the present intensive conditions, nor the number of fetuses gestated
affected the testicular development of their hoggets. On the other hand, the reproductive
season did affect the testicular development. In fact, we found negative correlations and
regressions between testicular echogenicity and testicular weight as well as with the
diameter of the seminiferous tubules.



1. INTRODUCCION

1.1. Importancia de la especie y la raza de ovinos que se utilizd

Si bien la cria de ovinos en nuestro pais viene cayendo desde hace 5 afios, segin
DICOSE en el 2011 se registraron 7.471.316 ovinos, y en 2013 el stock ovino fue de
7.427.126 animales (DICOSE, 2014). Aunque en la década anterior hubo una
disminuciéon marcada del stock ovino uruguayo, vinculada a la caida del precio
internacional de la lana, en los Ultimos afios se ha podido ver una alentadora
recuperacion, posiblemente relacionada al rubro carnico. A pesar de esta caida nuestro
pais sigue siendo de los principales productores de carne y lana ovinas del mundo. El
rubro ovino constituye un buen aporte de divisas por exportaciones, y como la carne ha
cobrado mayor importancia econémica, se hace imprescindible mejorar los indicadores
reproductivos que histéricamente han oscilado alrededor del 74% de sefialada (SUL,
2013a).

La raza ldeal fue creada buscando obtener un ovino con mejor aptitud carnicera pero
que presentara una lana de excelente calidad en lo que respecta a color, largo de mecha
y finura (23 a 26 micrémetros) (SUL., 2013b). Esto se logré cruzando la raza Lincoln
con Merino Australiano, obteniendo animales ¥ Merino Australiano y % Lincoln. En
Uruguay fue introducida por Jeffries y Urtubey en 1913 (SUL., 2013b); pasd de ser
numéricamente la segunda raza a la tercera, con aproximadamente el 10% de la
poblacién ovina, debido al incremento relativo del Merino. Actualmente esta distribuida
por todo el pais gracias a su gran adaptacion a los distintos sistemas productivos (SUL.,
2013b).

2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1. Manejo de los animales

2.1.1. Esquila preparto y su efecto sobre la descendencia

La técnica de esquilar a las ovejas antes del parto tuvo su origen en Nueva Zelanda a
fines de la década de los cuarenta. Es un componente muy importante de la tecnologia
de manejo extensivo, y sus efectos refuerzan los del buen manejo del pastoreo y de la
hacienda (Borrelli, 2001).

Uno de los efectos que genera la esquila pre parto sobre la oveja es la disminucion del
aislamiento térmico, lo cual provoca un aumento en la pérdida de calor y por lo tanto
mayores requerimientos energéticos (Olafur, 1991; Borrelli, 2001). Otro efecto es la
disminucién inmediata del peso de la oveja, lo cual aumenta su movilidad (Borrelli,
2001). Todo esto lleva a un aumento del consumo diario de forraje, principalmente en la
primeras 3 a 4 semanas pos esquila, siendo este aumento de un 10% al 20%
generalmente, pudiendo llegar a un 60% (Vipond y col., 1987; Borrelli, 2001).

También se sabe que hay una mejor utilizacion de la proteina de la dieta por parte de las
ovejas que tienen esquila preparto, lo cual se cree que estimularia el crecimiento fetal
(Olafur., 1991). Resulta interesante que todos estos efectos se dan en el final de la
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gestacion y en la lactancia (Borelli, 2001; Montossi y col., 2005). A su vez, la gestacion
de ovejas que han sido esquiladas preparto dura 2 dias mas que la de las ovejas que no
presentan esquila preparto (Black y Chestnut, 1990; Sphor y col., 2011). Estudios
demuestran que los corderos hijos de ovejas con esquila pre parto tienen mayor peso al
nacer (Olafur., 1991; Marques, 2013), manteniéndose hasta el destete, més alto que el
de corderos hijos de ovejas sin esquila pre parto (Morris y col., 1999; Marques, 2013).
En este sentido se destaca también que los corderos hijos de ovejas con esquila preparto
son més largos, bajos y con esqueletos de mayor peso (Jopson y col., 2002; Montossi y
col.,, 2005). Se ha estudiado que esquilar ovinos genera cambios metabolicos que
pueden ser evidenciables a nivel sanguineo (Piccione y col., 2008), particularmente en
ovejas esquiladas preparto se sugiere que el estrés debido al frio inhibe la secrecion de
insulina, resultando en concentraciones altas de glucosa en sangre (Symonds y col.,
1986), permitiendo una mayor disponibilidad de glucosa al feto (Olafur, 1991).

Por otro lado, esquilas entre los 60 y 90 dias pre parto podrian provocan un cambio
hormonal y metabdlico en la oveja, aumentando la oferta de acidos grasos no
esterificados a la placenta (Sherlock y col., 2003). Esto implicaria una mejor nutricion
de la misma, sugiriendo asi el mayor peso en la placenta de ovejas con esquila preparto
(Banchero y col., 2010; Marques, 2013), aumento del nimero y didmetro de cotiledones
(Montossi y col., 2005) y la masa cotiledoneana (nimero de cotiledones multiplicado
por el peso de cada cotiledon) (Montossi y col., 2005). De esta forma se podria explicar
el mayor peso al nacer los corderos hijos de madres con esquila preparto (Sherlock y
col., 2003). Este aumento del peso de los corderos también podria deberse a un aumento
en el sistema de captacion no insulino dependiente de la unidad feto-placenta (Revell y
col., 2000). En cuanto a las variables hematol6gicas como hematocrito y hemoglobina
se observO que corderos nacidos de ovejas con esquila preparto presentan valores
menores que corderos hijos de madres sin esquila pre parto (Marques, 2013).

También se sabe que el peso de la placenta en mellizos hijos de ovejas con esquila pre
parto es mayor que en hijos de ovejas sin esquila pre parto, presentando la de estos
Gltimos un mayor ndmero de cotiledones (Banchero y col., 2010), del mismo modo que
los mellizos hijos de ovejas con esquila pre parto presentan mayores medidas corporales
que aquellos mellizos de madres sin esquila pre parto (Banchero y col., 2010). También
se observé que un mayor nimero de mellizos hijos de madres a las que se les realizé
esquila pre parto tuvieron mas intentos precoces de amamantar con mayor éxito
(Banchero y col., 2010).

Desde el punto de vista productivo, la esquila preparto mejora el estado de las ovejas
principalmente luego del parto (entre setiembre y abril), llegando a la época
reproductiva con mayor peso y obteniendo una mayor tasa de prefiez (Borrelli., 2001).
Ademas, las ovejas con esquila preparto se encuentran en mejores condiciones en el
periodo de lactancia, logrando una mejor produccion de leche sin observarse cambios en
la composicién de la misma (Borrelli, 2001; Marques, 2013). Esto se cree que podria ser
debido a que los corderos nacidos de ovejas con esquila preparto presentan mayor vigor
y maman mas frecuentemente (Banchero y col., 2010) o debido a que la esquila preparto
genera cambios a nivel metabdlico y hormonal en las ovejas, causando un aumento en el
tamafio de la glandula mamaria (Cam y Kuran, 2004). Por otro lado se observa un
mayor crecimiento y sobrevida de los corderos debido a que la oveja tiende a parir en
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lugares mas resguardados (Olafur, 1991; Montossi y col., 2005), el cordero nacido de
ovejas con esquila preparto tiene un mayor vigor (Cam y Kuran, 2004; Banchero y col.,
2010; Marques, 2013) y un mayor peso al nacimiento (Olafur, 1991) y encuentra més
facilmente la ubre de la oveja ya esquilada (Olafur, 1991; Borrelli, 2001).

A su vez, este tipo de manejo tiene otras ventajas por ejemplo la reduccion de
problemas sanitarios de las ovejas principalmente las miasis, ya que la esquila pre parto
se desarrolla en los meses de invierno, época en la que la prevalencia de las miasis es
muy baja (Petraccia, 1994). También brinda una gran ventaja a nivel de manejo ya que
requiere de menor mano de obra en el periparto, debido a un mejor estado de las ovejas
y de los corderos (Borrelli, 2001). Con respecto a la lana, da un mayor rendimiento al
lavado y al peinado (Borrelli., 2001; Montossi y col., 2005), y una mayor resistencia a
la traccion (Borrelli, 2001; Montossi y col., 2005), y a su vez el beneficio econdmico es
mayor, por contar con un producto en el mercado, que esta disponible antes y con mejor
calidad (Borrelli, 2001).

Por otro lado, se sabe que hay diferencias entre la esquila preparto temprana (70 dias de
gestacion) y la esquila pre parto tardia (120 dias de gestacién). Por ejemplo, el peso al
nacimiento de los borregos hijos de madres con esquila preparto temprana es mayor que
el de aquellos hijos de madres con esquila pre parto tardia. A su vez, el peso placentario
de las ovejas con esquila preparto temprana es también mayor que el de las ovejas con
esquila pre parto tardia (Banchero y col., 2010). Igualmente, las esquilas preparto
temprana y tardia generan mayores pesos al nacimiento y mayor vigor de los corderos
hijos de las mismas, y mayor peso placentario que el de ovejas que no presentaron
esquila pre parto (Kenyon y col., 1999; De Barbieri y col., 2014).

2.2. Caracteristicas del comportamiento reproductivo en el ovino

2.2.1. Carga fetal

Por otro lado, la gestacion de multiples fetos conlleva una exigencia metabolica mayor
para la madre. Se demostr6 que las ovejas que estdn gestando mellizos estdn mas
predispuestas a sufrir toxemia de la prefiez que aquellas que estan gestando fetos Unicos
(Schlumbohm y Harmeyer, 2008). El sistema homeostatico de la glucosa en ovejas
gestando mellizos es més susceptible a estrés hipoglicémico, generando asi una
disminucidn en los niveles de glucemia (Schlumbohm y Harmeyer, 2008). Una de las
razones por la cual las ovejas gestando mellizos sufren hipoglicemia al final de la
gestacion se debe a una gran susceptibilidad al estrés, generando una reduccion en la
produccion de glucosa (Schlumbohm y Harmeyer, 2008).

Esta exigencia que sufren las madres termina repercutiendo sobre los fetos,
observandose fetos mellizos mas pequefios y livianos que los fetos Gnicos (McCoard y
col., 2000; Pacheco y col., 2010) mas alla de la nutricién de la madre (Edwards y col.,
2005), llevando esto a que presenten mayor mortalidad neonatal (Pacheco y col., 2010).
El menor tamafio al nacimiento de mellizos, podria ser principalmente debido a menor
desarrollo muscular, podria deberse también a una menor concentracion de ciertos
aminoacidos libres intracelulares como arginina, valina, leucina y glutamina (conocidos
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por su influencia en mecanismos que regulan la sintesis de proteina) (Pacheco y col.,
2010; Sales y col., 2013).

La concentracion de leptina en ovejas prefiadas y con subnutricion es diferente segin
estén gestando mellizos o Unicos, donde los niveles de leptina en ovejas gestando
mellizos disminuyen de acuerdo a las pérdidas de peso que éstas experimenten
(Edwards y col., 2005). Ademas, el desarrollo muscular de los mellizos es més sensible
a restricciones nutricionales maternas que los corderos Unicos (Sales y col., 2013).
Aunque los hijos mellizos de ovejas que sufren subnutricion durante la gestacion tienen
un mayor nivel de adiposidad, no se observan niveles altos de leptina circulantes que
acomparien este efecto (Edwards y col., 2005).

Cada feto mellizo dispone de un menor flujo uterino de sangre y vascularizacion total
placentaria, menor nimero de placentomas (unién materno-fetal), menor peso total de
placentomas y de placenta, en ovejas gestando maltiples fetos, lo cual determina menor
peso al nacer de los corderos mellizos (McCoard y col., 2000; Vonnahme y col., 2008).

En definitiva, la gestacion maltiple implica un ambiente menos favorable y puede
provocar consecuencias negativas duraderas. Esto es un caso particular de
“programacion fetal”, que es un fenémeno por el cual las influencias ambientales
negativas sufridas por un animal durante su vida temprana se manifiestan en etapas
vitales posteriores (Barker, 1993).

Una de las adaptaciones del feto mamifero a la falta de nutrientes es la disminucién de
la tasa mitdtica (Sayer y Cooper, 2002). La célula de Sertoli del testiculo adulto tiene un
papel fundamental para la produccion de espermatozoides. EI nimero de células
deSertoli esta correlacionado con el tamafio testicular y con la produccién maxima de
células germinales en gran variedad de mamiferos, asi como también con la produccion
diaria de espermatozoides (Hochereau-de Reviers y col., 1987). Las células de Sertoli
s6lo se reproducen normalmente durante la vida fetal y postnatal y hasta poco antes de
iniciarse la pubertad, lo cual ha sido fehacientemente comprobado en carneros y toros
(Hochereau-de Reviers y col., 1987). Por lo tanto, las células de Sertoli aparecen como
un muy probable candidato a mediar posibles efectos de programacion fetal a nivel del
aparato reproductor masculino.

Bielli y col., (2001) sugieren que corderos Corriedale a campo, suplementados durante
la etapa fetal y postnatal tendrdn mayor desarrollo testicular y produccion espermética
diaria durante su vida adulta, lo que fue confirmado por Kotsampasi y col. (2009). En
condiciones controladas en Merino Australiano, se encontr6 un efecto de la subnutricion
durante la vida uterina sobre la poblacion de células de Sertoli y, por lo tanto, sobre la
capacidad maxima de produccion espermatica diaria, en caso de mantenerse dicho
efecto hasta la vida adulta (revision: Bielli y col., 2002).

En el estudio experimental Genovese y col., (2009) se demuestra en ratas que la

programacion fetal por subnutricion afecta el nimero de células de Sertoli hasta la vida
adulta en un mamifero.
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Por lo tanto, la esquila preparto de las madres podria atenuar de cierta forma los efectos
negativos de la programacion fetal por gestaciones maltiples.

2.2.2. Estacionalidad reproductiva en ovinos

El sistema nervioso central (SNC), la hipdfisis y las génadas forman parte del sistema
reproductivo. El control enddcrino de dicho sistema implica fundamentalmente sistemas
de retroalimentacion negativa sobre el hipotdlamo regulando asi la liberacién de GnRH,
y por lo tanto la secrecion de gonadotrofinas por parte de la hipdfisis. Los factores
ambientales complementan este sistema de control incidiendo sobre la funcion
reproductiva. Algunos de éstos son: la duracion del dia, la temperatura, la lluvia, la
disponibilidad de alimentos, asi como la densidad poblacional o los estimulos olfativos.

El éxito reproductivo depende de la habilidad del animal para adaptarse a estos factores
ambientales, y esto ha llevado al desarrollo de gran variedad de estrategias
reproductivas (Forsherg, 2002). Por lo tanto, la estacionalidad reproductiva es una
estrategia evolutiva de las especies para que los partos ocurran en el momento mas
propicio para la supervivencia de sus crias. En climas templados ocurre generalmente en
primavera (Bronson, 1989) ya que favorece la supervivencia de la cria (Forsberg, 2002).

La reproduccioén de algunas especies ocurre solo durante parte del afio, por lo que son
denominadas reproductoras estacionales (Lincoln y Short, 1980). Para ello, las hembras
de estas especies presentan actividad ovarica durante un periodo del afio, conociéndose
el periodo de inactividad ovérica como anestro estacional. Antes y durante la estacion
reproductiva ocurren cambios fisiolégicos, comportamentales y morfolégicos tanto en
machos como en hembras, los que son indispensables para que ocurra eficientemente la
reproduccion (Bronson., 1989; Neill, 2006).

Si bien existe un ritmo enddgeno que determina la estacionalidad reproductiva y que es
independiente de sefiales ambientales, el fotoperiodo es la principal sefial que ajusta la
estacion reproductiva en cada especie (Neill, 2006). En el caso de los ovinos, la estacion
reproductiva se manifiesta cuando los animales perciben el pasaje del fotoperiodo
creciente a decreciente, lo que en la naturaleza se corresponderia al inicio del verano
astronémico (Malpaux y col, 1988). Esta integracion de la informacion luminica a lo
largo del afio es llamada “historia del fotoperiodo” (Goldman, 2001; Neill, 2006). Por lo
tanto, la estacionalidad reproductiva de las especies se define segun qué informacion los
animales estén utilizando para determinar el comienzo de la estacion, siendo
reproductores estacionales de dia corto (otofio, ej. ovinos) o dia largo (primavera, €j.
equinos) (Neill, 2006).

En muchas especies de mamiferos, tanto en las regiones templadas como en las polares,
la estacionalidad reproductiva esta influida por la variacion anual en la duracién del dia.
La glandula pineal es quien procesa la informacion relativa al fotoperiodo. La misma es
un pequefio cuerpo situado en el cerebro de los vertebrados. Se encarga de medir las
respuestas a la luz y oscuridad ambientales, y en algunas especies actia como reloj
bioldgico para los ciclos diarios (Forsberg, 2002). La glandula sincroniza los ciclos
fisiologicos con el momento del dia y del afio. Las sefiales son percibidas desde el
ambiente de forma directa por la glandula pineal e indirectamente por los ojos, siendo la
luz ambiental percibida por receptores localizados en la retina que envian la
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informacion a través del nervio dptico al nucleo supraquiasmatico (NSQ), localizado en
el hipotdlamo anterior. Este es el principal generador de ritmos circadianos en
mamiferos. Luego la informacién viaja por el nicleo paraventricular y el ganglio
cervical superior hacia la glandula pineal, la que responde secretando melatonina
durante las horas de oscuridad (Goldman., 2001; Neill, 2006). La melatonina es a su vez
una hormona que tiene como funcion primordial brindar informacién al SNC sobre el
ritmo diario luz/oscuridad. Dicha informacion es importante para todas las funciones
biolégicas circadianas o circanuales (Malpaux y col., 2001). Por esta razén la
melatonina tiene diversos sitios de accion y funciones, ademas de la reproductiva,
influyendo sobre la termorregulacion, la hibernacion, las mudas y el crecimiento de
pelaje (Lincoln y col., 2003). El principal sitio de accidn de la melatonina en mamiferos
es la Pars Tuberalis (PT) de la hipofisis (Neill, 2006). La funcion de la melatonina en la
PT en ovinos se encuentra mas vinculada a la secrecion estacional de prolactina
(Lincoln y Clarke, 1994; Malpaux y col., 1995) que a la regulacidn directa de la
reproduccion. Lincoln (2002) plante6 que la melatonina actia controlando la
estacionalidad reproductiva a nivel cerebral, no en la hip6fisis. Hasta el momento no es
claro el mecanismo de acciéon de la melatonina en la regulacion de la secrecion de
GnRH en las diferentes especies, ya sean especies de dia corto o largo.

La prolactina es otra hormona relacionada a los cambios estacionales en mamiferos.

En carneros Soay el pasaje de horas luz crecientes a decrecientes ya sean naturales o
artificiales, generan aumentos en la pulsatilidad de LH y las concentraciones de FSH
(Lincoln y Davison, 1977). Estas respuestas se han observado tanto en carneros
domeésticos como salvajes (Lincoln y Short, 1980; Lincoln y col., 1981). En los machos
el aumento en la frecuencia de pulsos de LH estimula la sintesis y secrecion de
testosterona por parte de las células de Leydig del testiculo (Neill, 2006). El aumento de
testosterona sérica estimula cambios morfolégicos y comportamentales que caracterizan
a la estacion reproductiva (Lincoln y Short, 1980). Los principales cambios durante la
misma son: hiperemia inguinal (“sexual flush”), mayor crecimiento y largo de vellon,
aumento de frecuencia de los comportamientos sexuales y agresivos (Lincoln y
Davidson, 1977), aumento en el peso y tamafio testicular (Lincoln y col., 1981),
aumento en el didmetro de los tdbulos seminiferos y la altura del epitelio germinal, asi
como en el olor emitido (Lincoln y Short, 1980). Todos estos cambios tienen una alta
correlacién positiva con las concentraciones de testosterona circulantes (Hochereau-de
Reviers y Lincoln, 1978; Lincoln, 1990).

Los otros efectos observados, incluyen una adaptacién a los nuevos ambientes
luminicos cuando no es tan marcada la dependencia del fotoperiodo; por ejemplo, en
una experiencia con ovejas de la raza Rambouillet que fueron llevadas de una latitud
alta (Idaho) a una baja (Texas) y viceversa, se encontré que en las trasladadas a la
latitud baja, se presentaba mayor reconocimiento de la época de apareamiento, es decir
que tendian a iniciar y terminar antes el periodo reproductivo que las ubicadas en la
latitud alta (Hulet y col., 1974). Estudios en Nueva Zelanda con ovejas Romney Marsh,
indican resultados similares al estudio previo (Kelly y col., 1976).

Los animales tienden a reproducirse estacionalmente en ambientes en que la
disponibilidad de alimentos cambia con la estacion. La reproduccion es un proceso que
consume nutrientes, e implica un brusco incremento en la demanda de energia,
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calculado como 20 a 70 % por sobre lo normal (Bronson., 1988). Los cambios en la
nutricion de los carneros y machos cabrios conducen a respuestas profundas en el
tamafio testicular y por lo tanto la tasa de produccion de espermatozoides. Estos efectos
son en gran parte debidos a cambios en el tamafio de los tubulos seminiferos y en la
eficiencia de la espermatogénesis (Martin y Walkden-Brown, 1995). Los efectos sobre
la funcidn espermatogénica no son acompafiados por cambios similares en la funcion
enddcrina del testiculo, medida por la produccién de testosterona o inhibina, excepto en
la desnutricion severa. En carneros, cambios moderados en la nutricién afectan la
secrecion de gonadotropinas sélo por un par de semanas, mientras que el crecimiento
testicular se ve afectado por varios meses. Los componentes energéticos de la dieta
parecen afectar mas la secrecion de gonadotropinas en el carnero que el contenido de
proteina. Los &cidos grasos voldtiles, parecerian ser uno de los factores activos méas
importantes, aunque la insulina intracerebral también puede desempefiar un determinado
rol.

En conclusion, las sefiales nutricionales ejercen poderosos efectos sobre el sistema
reproductivo de los rumiantes machos, y las respuestas son en parte independientes de
los cambios en la secrecion de gonadotropina. Las variaciones en la expresion de las
respuestas nutricionales entre sexos, razas y especies probablemente reflejan variaciones
en el papel del factor ambiental como un modulador de la funcién reproductiva.
Interesantemente, la sensibilidad de un carnero a las influencias nutricionales depende
en buena medida de su genotipo (Martin y Walkden-Brown, 1995). A modo de ejemplo,
carneros Merino adaptados al clima mediterrdneo (Australia) responden a un aumento
en la oferta nutricional con un aumento rapido y transitorio (durante unas pocas
semanas) en concentraciones plasmaticas de LH y testosterona, y un aumento mas
tardio pero mas prolongado (un par de meses) en las concentraciones plasmaticas de
FSH, la circunferencia escrotal y la produccion de espermatozoides (Martin y col.,
1995).

2.2.3. Estudios de estacionalidad en nuestro pais

En Uruguay hay trabajos que demuestran estacionalidad en esta especie. En la raza
Corriedale se observé que los carneros aumentaron el peso vivo un 18% (50% del peso
vivo inicial) en el periodo reproductivo. En los mismos carneros se observo que
alcanzaron el méximo en circunferencia escrotal, en el comienzo del mismo periodo.
Por lo tanto, los resultados demostraron que los carneros Corriedale sometidos a un
sistema uruguayo de manejo extensivo presentan estacionalidad reproductiva que
coincide con variaciones fotoperiddicas, en los meses de enero a junio (Pérez y col.,
1997).

A lo largo de los dltimos afios se ha estudiado la estacionalidad reproductiva del carnero
Corriedale en el Uruguay y la influencia de la nutricion en la expresion de dicha
estacionalidad. El carnero Corriedale presenta un grado moderado de estacionalidad
reproductiva (Gastel y col., 1996). Estos carneros producen espermatozoides normales a
lo largo de todo el afio, pero el tamafio testicular (y por lo tanto, la produccién
espermatica diaria) presenta variaciones, con maximos a principios del otofio y menores
valores al inicio del invierno (revision: Bielli., 2012).
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En otro ensayo desarrollado en Uruguay se determind que aunque la actividad
reproductiva de los carneros Corriedale es moderadamente estacional, la restriccion del
pastoreo y suplementacion de granos puede modificarla hasta cierto limite (Bielli y col.,
1999).

Se sabe que al someter a dos razas distintas como Merino y Suffolk a un mismo
fotoperiodo, éstas se adaptan y presentan diferencias en su periodo reproductivo (Martin
y col., 1999).

En un estudio realizado por Fernandez Abella y col. (1993) se estudié las variaciones
estacionales en la produccion espermatica de las cuatro razas ovinas mas utilizadas en
Uruguay (Corriedale, Ideal, Merilin y Merino). En la raza Ideal se registraron cambios
en el eyaculado que acompafiaron las variaciones del fotoperiodo. Bajo fotoperiodo
decreciente, la concentracion espermatica y la produccion de semen aumentd, mientras
que el volumen del eyaculado no present6 diferencias. También se registré un aumento
de la libido durante el mismo periodo. Esto evidenciaria que la raza ldeal en las
condiciones de nuestro pais presenta estacion reproductiva (octubre-noviembre a junio-
julio).

Es importante tener en cuenta que cada combinacién de genotipo, latitud (debido a la
variacion anual en fotoperiodo), clima y oferta nutricional determinan una ecuacion
particular de estacionalidad reproductiva (revision: Bielli., 2012).

2.3. Gonada masculina

2.3.1. Caracteristicas generales e histofisioldgicas del testiculo

Cuando el testiculo es extraido del escroto, la capa parietal de la tinica vaginal
permanece adherida al escroto, mientras que la visceral, permanece asociada a la
capsula subyacente del testiculo, la tanica albuginea. La capsula albuginea es una
capsula solida de tejido conectivo denso e irregular. Ramificaciones de la arteria
testicular y una red de venas anastomosantes constituyen la capa vascular de la tdnica
albuginea (Dellman y Wrobel, 1993).

Los espacios intertubulares (tejido intersticial) contienen tejido conjuntivo laxo, vasos
sanguineos y linféticos, fibrocitos, células mononucleares libres y células intersticiales
enddcrinas (células de Leydig). Entonces el parénquima testicular que es blando, de
apariencia amarillenta o pardusca, esta constituido por los tibulos seminiferos y tejido
intersticial (Dyce., 2012).

La tanica albuginea se continGa con trabéculas de tejido conectivo llamadas séptula
testis, que convergen hacia el mediastinum testis. Los séptula testis dividen el
parénquima testicular en un nimero variable de lobulillos testiculares, conteniendo cada
uno de ellos, de uno a cuatro tiibulos seminiferos contorneados.
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Figura 1. Regulacion hormonal hipotalamica de la
reproduccion en machos. El aparato reproductor de
los mamiferos machos esta regulado por
mecanismos de retroalimentacion que comprenden
el hipotalamo, la adenohipofisis y los testiculos.
GNRH Hormona liberadora de gonadotropina, FSH
Hormona estimuladora de foliculos, LH Hormona
luteinizante, ABP Proteina fijadora de andrégeno,
ABP-T Proteina de testosterona fijadora de
androgeno, E estrogeno, T Testosterona.
(Cunningham y Bradley 2009)

El mediastinum testis es un area
de tejido conjuntivo que
contiene los conductos de la
rete testis, grandes vasos
sanguineos y linfaticos. En
rumiantes ocupa una posicion
central a lo largo del eje
longitudinal de la génada.

La gonada masculina tiene dos

funciones principales: la
primera, producir las células
germinales llamadas

espermatozoides de  forma
exocrina, que transmiten los
genes del macho a la
descendencia y la segunda,
producir andrégenos de forma
endécrina, que dan las
caracteristicas principales del
macho (Stabenfeldt y Edqvist,
1999).

A su vez, la secrecién de LH
esta controlada por la liberacién
pulsatii  de la Hormona
Liberadora de Gonadotrofinas
(GnRH). La liberacién pulsatil
de LH por encima de una
frecuencia minima es un hecho
fisiologico esencial para la
secrecion de testosterona. La
disminuicion en la secrecion de
LH lleva al descenso en la
produccién 'y secrecion de
testosterona 'y a una gran
reduccion en el tamafio de las
células de Leydig (Courot,
1971). (Figura 1).

La testosterona es el principal
androgeno sintetizado a partir
del colesterol por las células de
Leydig, localizadas en el tejido
intersticial del testiculo (Ewing
y Brown, 1977; Stabenfeldt y
Edqvist, 1999). La secrecion de
testosterona esta bajo el control
de la LH (Hormona
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Luteinizante) (Courot, 1971).

La testosterona abandona el intersticio testicular que rodea a la célula de Sertoli y se
dirige hacia tres é&reas: los vasos sanguineos, los vasos linfaticos y los tubulos
seminiferos (Rhim y col., 1993) (Figura 1).

Entre las principales funciones de la testosterona se destacan: promover el
comportamiento sexual normal, estimular el crecimiento y mantenimiento de la funcion
de las glandulas accesorias masculinas y de los caracteres sexuales secundarios, control
de la espermatogénesis (junto a la FSH), accion de retroalimentacion negativa sobre la
hipofisis y el hipotdlamo, efectos anabdlicos generales y mantenimiento prenatal del
conducto de Wolff y su diferenciacion en conducto deferente y epididimo (Dellman y
Wrobel, 1993).

Los tabulos seminiferos son lazos contorneados, de un didmetro de 150 y 300 pm, estan
revestidos por un epitelio germinal estratificado, rodeado por una lamina propia
(Fawecett, 1995). Histolégicamente los tGbulos seminiferos tienen tres componentes:
tejido limitante, células espermatogénicas y células somaticas (de sostén, soporte o
células de Sertoli). Estas Ultimas son células elongadas y de perfil irregular (Dellman y
Wrobel, 1993). Proporcionan un soporte nutricional y mecanico. Gracias a las
modificaciones que presentan en su configuracion, participan activamente en el
movimiento ascendente de las células germinales en fase de diferenciacion y en la
liberacion de los espermatozoides hacia la superficie libre del epitelio. También
producen proteina fijadora de andrégenos (ABP), transferrina e inhibina (Fawcett,
1995), ésta ultima suprime la secrecion de hormona estimulante del foliculo (FSH) a
nivel hipofisario, disminuyendo asi el estimulo sobre la célula de Sértoli (Stabenfeldt y
Edqvist, 1999).

Se llama espermatogénesis al proceso por el cual las espermatogonias sufren cambios
hasta convertirse en espermatozoides (Hochereau-de Reviers y col., 1990). En el
mismo, a partir de células germinales masculinas diploides se obtienen espermatozoides
por meiosis.

Durante el desarrollo embrionario, las células germinales primordiales pasan por
diversas fases de multiplicacion y se diferencian en espermatogonias. Mientras tanto
permanece el bloqueo de la meiosis, lo cual impide que las espermatogonias entren en
meiosis y alcancen posteriormente la madurez sexual. Con el inicio de la pubertad se
activa el eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal para darse la espermatogénesis que es un
proceso estimulado por la adenohipdfisis, que por influencia de factores liberados desde
el hipotalamo, secreta dos hormonas: la FSH y la LH. La FSH es la que comienza el
proceso de espermatogénesis en todos los machos y la LH es la que lo mantiene
(Aguera, 2005).

La espermatogénesis se divide en tres procesos principales: espermatocitogénesis o
proliferacion, meiosis y espermiogénesis (Figura 2).
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Membrana Basal del tibulo seminifera

Espermatogonia

Espermatogoniatipo A
{Pueden ser varias generaciones}

Espermatogonia en reposo

Espermatogonias
Intermedias

S Mitosis(2n)

Esparmatogonias
tipoB

ESPErmatonity e

primario

Primera divison meidtica
In)

Espermatacito
Secundario

Segunda divisén meistica

1. Espermatocitogénesis: En
esta fase las espermatogonias
inician un periodo de divisiones
mitaticas, pasan de
espermatogonias tipo A a
espermatogonias tipo B
(revision: Bielli, 2002).

2. Meiosis: La meiosis es una
division reduccional del
material genético a partir de dos
divisiones celulares sucesivas,
forméandose las espermatidas,
que cada una de ellas lleva
Gnicamente la mitad de los
genes de la espermatogonia
original.

3. Espermiogénesis: Esta fase
ocurre justo antes de que las
espermétidas se liberen a la

o superficie luminal de los
Espermitidas tibulos  seminiferos  como
espermatozoides (espermiacion)
(Cunningham y Bradley, 2009)
(Figura 2).

Cada espermatida permanece
junto a una célula de Sertoli
nutriéndose y cambiando de
forma, convirtiéndose
lentamente en un espermatozoide (Aguera., 2005). Cada célula de Sertoli puede apoyar
metabdlicamente un nimero limitado de células germinales para que completen su
diferenciacion en espermatozoides testiculares, y se considera que cada célula de Sertoli
ofrece un nicho para las células germinales, con un microambiente adecuado (Meachem
y col., 2001), por lo que el nimero de espermatogonias de un animal (células madres
con gran capacidad de multiplicacion) depende del nimero de células de Sertoli que
tenga dicho individuo. Esto es debido a que estas células son incapaces de multiplicarse
una vez que se llega a la pubertad (Neill, 2006).

Figura 2. Diagrama de la espermatogénesis basado
en diagrama de Cunningham y Bradley, 2009.

Una vez formados los espermatozoides ocurre la espermiacion, que es el proceso por el
cual la célula de Sertoli libera a los espermatozoides a la luz del tdbulo seminifero
(revision: Bielli, 2002; Aguera, 2005).

Para que un macho tenga una espermatogénesis normal, no solo es importante que
produzca espermatozoides normales, sino también que los produzca en cantidades
adecuadas. El tamafio testicular de un animal es dependiente del nimero de células de
Sertoli que contenga (Hochereau-de Reviers y col., 1987).
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Hay factores que afectan la espermatogénesis, entre ellos pubertad, variaciones
estacionales, posicion escrotal, temperatura y agentes nocivos (Aguera, 2005).

La pubertad ha sido definida de diversas maneras. Bellows y col., (1964) la
caracterizaron por el desarrollo de caracteres sexuales secundarios, capacidad de
copular, y presencia de espermatozoides viables en el eyaculado.

Durante este periodo se observan diversos cambios desde que el animal nace hasta la
pubertad: aumento en el peso vivo y en la circunferencia escrotal hasta las 36 semanas
de edad, aumento en los espermatozoides moviles, lo cual se veria incrementado
posteriormente a las 23 semanas de edad, con cambios significativos respecto a la
motilidad progresiva después de las 25 semanas (Bellows y col., 1964).

Por otro lado, las anormalidades espermaticas descenderian a medida que aumenta la
edad, mientras que las concentraciones espermaticas aumentarian significativamente de
la semana 38 a la 44 (Bellows y col., 1964).

En cuanto a la concentracion de testosterona, esta aumentaria alcanzando las
concentraciones maximas cuando los animales tengan 42 semanas de edad, y
posteriormente descenderian (Souza y col., 2010).

A su vez hay factores que inciden en el desarrollo de la pubertad que pueden ser
hormonales como la testosterona, que se observa que aumenta desde el nacimiento
mostrando un marcado aumento de la misma a las 26 semanas, lo cual coincidiria con la
pubertad (lllius y col., 1976). En cuanto a las hormonas tiroideas, un estudio observo
que animales de 16 semanas que fueron estimulados por 8 semanas con altas dosis
subcutaneas de tiroxina tuvieron menores pesos vivos, menor crecimiento testicular y
menor frecuencia de pulsos de LH (Chandrasekhar y col., 1986). Otros factores que
podrian incidir en el desarrollo de la pubertad serian la raza (Glatzel, 1988), la nutricion
(Mukasa-Mugerwa y Ezaz, 1992). Hay también un efecto del entorno social incidiendo
sobre la pubertad, como es la dominancia (animales més dominantes desarrollarian
diversos aspectos reproductivos antes que aquellos menos dominantes) (Ungerfeld y
Gonzalez-Pensado, 2008), la presencia y el vinculo con la madre (Rodriguez, 2013) el
contacto o no con hembras (Casteilla y col., 1987), y la exposicion o no a hembras en
celo (Price y col., 1996)

Se cree que la maduracion sexual en el cordero macho estaria compuesta por 2 fases,
una independiente del fotoperiodo y otra dependiente (Wood y col., 1991). EI aumento
precoz de gonadotropinas en el cordero joven, que deriva en un aumento en la
concentracion de testosterona y en el comienzo de la actividad espermatogénica, se
considera que es menos dependiente del fotoperiodo. Una vez que la funcion testicular
del cordero se aproxima a la del adulto, la posterior maduracion sexual para alcanzar la
plena fertilidad es mas fotoperiodo dependiente (Howles y col., 1980). Esta sensibilidad
al fotoperiodo del cordero macho parece desarrollarse entre los 4 y 6 meses de edad
(Olster y Foster, 1986).

Por lo tanto, el desarrollo adecuado del aparato reproductor masculino y la
histofisiologia testicular normal del mismo, son indispensables para que el macho tenga
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un desempefio reproductivo acorde a su edad, a su raza, a su alimentacion, a su fenotipo
y genotipo.

2.4. Técnicas utilizadas

2.4.1. Histologia cuantitativa

Se denomina técnica histoldgica al conjunto de procedimientos aplicados a un material
biolégico (animal o vegetal) con la finalidad de prepararlo y conferirle las condiciones
Optimas para poder observar, examinar y analizar sus componentes morfolégicos a
través de los microscopios fotdnicos y electrénicos (Minkoff, 2015).

La técnica histologica tiene por finalidad preparar células, tejidos y 6rganos procedentes
de seres en los que los procesos vitales se han detenido y es necesario conservar la
estructura que tenian en vida. De manera general, para alcanzar este objetivo es
necesario realizar los siguientes pasos:

Procedimientos a seguir:
e Toma de la muestra
e Fijacion
Deshidratacion
Inclusién y montaje
Microtomia
Coloracion
Observacion al microscopio optico

La histologia cuantitativa permite medir con precision y evaluar estadisticamente
eventuales diferencias entre tejidos pertenecientes a distintos grupos experimentales
(Russell, 1995).

La principal desventaja de utilizar histologia cuantitativa es la gran cantidad de horas de
trabajo que esto insume. Sin embargo, actualmente existen paquetes informaticos que
automatizan gran parte del trabajo, y reducen significativamente el costo en horas-
hombre de esta actividad (Limanowski y col., 2000).

2.4.2. Ultrasonografia

La ultrasonografia es una técnica que utiliza ondas de sonido de alta frecuencia para
producir imagenes de Organos internos. Los ecdgrafos utilizados actualmente en
veterinaria se denominan de modo B y tiempo real (Griffin y Ginter, 1992; Bo y Caccia,
2000).

Una imagen ecografica se compone de una matriz de pixeles, o elementos de imagen,
representada en una pantalla de video. Cada pixel representa un discreto tejido reflector
gue manifiesta la reflexion de los rayos de ultrasonido y esta representado por una gama
de 256 tonos de gris que van del negro al blanco (Pierson y Adams., 1995). Los
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impulsos eléctricos se traducirdn en imagenes con distintos tonos de gris, dependiendo
de la capacidad del tejido para reflejar las ondas de altas frecuencias; los tejidos que se
observan en la pantalla de color negro se denominan anecogénicos, debido que no
reflejan ondas, mientras que los tejidos densos capaces de reflejar gran cantidad de
ondas de alta frecuencia, pueden ir desde diferentes grados de grises (ecogénicos) hasta
blancos (hiperecogénicos); asi, los tejidos tendran una ecotextura, dependiendo de su
densidad o ecogenicidad (Fricke., 2002).

La magnitud de las ondas de sonido de alta frecuencia es medida en MHz (1 MHz es
igual a 1.000.000 de ondas de sonido por segundo); normalmente, los ecégrafos tienen
transductores lineales, sectoriales o convexos de 3 a 8 MHz. Para el estudio
reproductivo en carneros se prefiere el uso de un transductor sectorial, porque
proporciona un buen contacto con la superficie del escroto y ofrece la ventaja de la
formacion de imagenes de ambos testiculos al mismo sonograma, pero un transductor
de matriz lineal también se puede utilizar (Gouletsou y Fthenakis., 2010).

A mayor frecuencia, mejor resolucién, pero menor penetracion; por ejemplo, los
transductores de 5 MHz tienen una penetracion de 8-10 cm, mientras que la penetracion
de un transductor de 7,5 MHZ es de solo 4 6 5 cm, permite examinar con claridad
estructuras mas pequefias pero muy cercanas (Griffin y Ginter., 1992)

Los transductores de 5 MHz o 7,5 MHz son los de eleccidn en el examen del aparato
reproductor de pequefios rumiantes (Pierson y Adams., 1995; Gouletsou y col., 2003).

El parénquima testicular de carneros se observa homogéneo con un eco-patrén medio-
grueso. La unica estructura observada dentro de los testiculos sanos debe ser el
mediastino testicular. En planos sagital y transversal, esto se observa como una
estructura hiperecoica lineal central de ecogenicidad variable, que se extiende hasta tres
cuartas partes de la longitud testicular. En planos caudal a craneal dorsales, se observa
como una estructura lineal central, que se extiende hasta a un quinto de la anchura
testicular. La cabeza y la cola del epididimo son claramente visibles, a menos que el
parénquima testicular sea ecoico y mas heterogéneo (Gouletsou y col., 2003).

La ecotextura testicular obtenida por ecografia ha sido asociada al &rea de tubulos
seminiferos y a la produccion de espermatozoides, ya que tuvo una correlacion lineal
positiva con la produccion diaria de espermatozoides (la imagen se hizo més blanca y,
por lo tanto, aumentd, fue mas densa, lo cual se traduce con mayor produccién de
esperma) y calidad de semen en toros (Kastelic y col., 2001).

Pechman y Eilts (1987) concluyeron que la ultrasonografia permite una evaluacion no
invasiva de la estructura interna del escroto y testiculo, y ademas podria colaborar en el
diagndstico de enfermedades focales y multifocales como fibrosis, neoplasia y abscesos.

Wu y col. (2010) demostraron que la intensidad de pixeles estd estrechamente
correlacionada con la concentracién de testosterona en suero y con el estado
reproductivo, y de acuerdo con Ulker y col. (2005), los cambios en los testiculos
observados por ecografia se relacionan con la apariencia histoldgica. La ecotextura del
testiculo estd altamente correlacionada con el area de los tdbulos seminiferos. Para
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estimar el tamafio testicular, se usé la imagen ecogréfica de los testiculos, y se concluye
que la misma tiene un potencial considerable para la evaluacién de la funcion testicular
en los toros (Gabor y col., 1998).

Evans y col. (1996) demuestran que la ecogenicidad testicular aumentd durante la fase
mas activa de crecimiento de los tbulos seminiferos, ya que se produjeron mas células
germinales. Durante el periodo de maduracion sexual, el contenido celular de los
tibulos seminiferos cambia y aparece la luz en los mismos con el comienzo de la
secrecion de fluido. El desarrollo testicular durante la maduracion sexual esta asociado
con un incremento en la altura epitelial de los tdbulos seminiferos, en el nimero de
tbulos con luz y en el tamafio de esta luz, con lo que se esperaria un aumento de fluido
en el tejido (Evans y col., 1996). La ultrasonografia permite caracterizar los cambios
testiculares que se producen en esta etapa. De un modo simplista, cuanto mas contenido
liquido exista, menos ecogénico es el tejido.

Por otra parte, aunque las cantidades de fluidos no se pueden medir con ultrasonido, las
diferencias observadas entre carneros tratados con GnRH y no tratados, sugieren que los
primeros presentan tejidos mas irrigados que los machos no tratados, lo cual se infiere
pero no se demuestra (Ungerfeld y Fila, 2011). Aunque no esta claro el significado
funcional de este aumento en la secrecién de fluido, es interesante especular con los
posibles efectos positivos de la permeabilidad vascular sobre la actividad testicular. En
estudios posteriores los autores sugieren que el estimulo con ovejas en estro determina
un aumento en la secrecion de testosterona, que se podria asociar con un aumento en el
contenido de fluido testicular. El contacto con ovejas en estro desencadenaria un
aumento en el liquido testicular. (Ungerfeld y Fila, 2012).

Por lo tanto, se plantea la utilizacién de la ultrasonografia para evaluar los testiculos de
los reproductores como otro método de determinar la capacidad espermatogénica del
testiculo. La anatomia pendular de los genitales masculinos de ovinos los hace
facilmente accesibles para la exploracién por medio de ecografia. Los testiculos de
carneros son de facil acceso, no tienen ningun otro 6rgano cerca de ellos, son simétricos
y de fécil comparacion entre si (Gouletsou 'y Fthenakis., 2010).

La evaluacion de la densidad de pixeles de las imégenes ecogréficas digitalizadas se
plantea como el método objetivo para evaluar la ecotextura del testiculo. El analisis de
intensidad de pixeles de las ecografias podria proveer mas informacion acerca del
cambio sufrido por los tejidos, incluyendo los testiculos (Pierson y Adams, 1995).

La ultrasonografia ha demostrado ser importante para estudiar y comprender los eventos
anatomo-fisiolégicos en tiempo real que suceden. La ecografia aplicada al estudio de la
reproduccidn es una herramienta complementaria y de la cual se observan cada vez
mayores alcances.

2.5. Correlacion entre histologia cuantitativa y ecogenicidad ftesticulan

La evaluacion de la histomorfologia de los tUbulos seminiferos, incluyendo criterios
morfométricos, como didmetros, zona de las tdbulos seminiferos y lumen, se puede
utilizar para evaluar el estado gonadal (Giffin y col., 2009; Ahmadi y col., 2012).
Durante el desarrollo testicular prepuberal, hay un notable aumento en el nimero y la
diversidad celular dentro de los tlbulos seminiferos, debido principalmente a la
aparicion de la espermatogénesis (Kolasa, 2012). La formacion del lumen indica el
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inicio de la pubertad y la meiosis, y cambios en la composicion celular de los tibulos
seminiferos estan relacionados con la produccion de esperma (Giffin y col., 2009;
Ahmadi y col., 2012). La ecografia puede emplearse para detectar cambios importantes
en la densidad del tejido y la composicion molecular (Hassani, 1974). Tales propiedades
de los tejidos se reflejan en la intensidad diferencial de pixeles, dependiendo de la
reflexion de una alta frecuencia de haz de sonido (Hassani., 1974).

Estudios en toros y carneros pre y peripuberales han demostrado que los cambios en los
atributos ecograficos del parénquima del testiculo estan estrechamente relacionados con
la histomorfologia, tales como caracteristicas de los tdbulos seminiferos (Evans y col.,
1996) y el comienzo vy la eficiencia de la espermatogénesis (Evans y col., 1996; Arteaga
y col., 2005). Ademas, existen correlaciones positivas entre los valores medios
numeéricos de pixeles, el area de los tibulos seminiferos y el area de la luz de los tbulos
seminiferos (Giffin y col., 2014). De hecho, el tamafio de los tubulos seminiferos, que
ocupan 80% aproximadamente de los testiculos de carneros, puede ser el principal
responsable de los cambios en ecogenicidad testicular (Giffin y col., 2009). Estos
cambios pueden deberse a los tejidos proteicos que presentan gran ecogenicidad, al
fluido en el lumen y/o la presencia y acumulacion de espermatozoides, en
compartimentos tubulares y luminales (Giffin y col., 2009).

Estudios posteriores demostraron que existen correlaciones significativas entre los
atributos cuantitativos de imagenes obtenidas a través de ultrasonografia y resonancia
magnética y los parametros de histomorfologia de los testiculos de carneros (Omer y
col., 2012). Debido a su mayor versatilidad y su costo mas bajo comparando resonancia
magnética y ecografia, esta Ultima es una herramienta mas valiosa, practica en el
monitoreo del estado testicular y la prediccion de la fertilidad futura (Ahmadi y col.,
2012).

Se evidencia que los parametros histolégicos del parénquima testicular pueden ser
determinados a partir de atributos de imagenes cuantitativas de testiculos, obtenidas a
través de analisis asistido por ordenador de ultrasonografia y de resonancia magnética
(Omer y col., 2012). Sin embargo, existen varios factores in vivo, tales como la
vasculatura y la inervacion, que pueden tener un efecto sobre el resultado de la
ultrasonografia y la resonancia magnética, de forma que varia la sensibilidad de estas
técnicas para la deteccion de cambios en la histomorfologia testicular (Omer y col.,
2012).

Estudios recientes comparan ecotextura y atributos microscépicos de testiculos de
corderos prepuberes durante la primera ola de la espermatogénesis (Giffin y col., 2014).
El inicio de la espermatogénesis durante el desarrollo prepuberal se acompafia de
cambios dindmicos en la microestructura testicular que afectan la ecotextura testicular
(Giffin y col., 2014).

La ecogenicidad testicular en corderos es muy variable con la edad (Brito y col., 2012).
Sin embargo, se demostr6 que los atributos ecograficos testiculares en terneros estan
mas directamente asociados con el desarrollo de la espermatogénesis que con la edad
cronoldgica de los animales (Brito y col., 2012).

La histomorfologia se puede utilizar para evaluar el estado gonadal y los cambios que
suceden en los diferentes procesos fisiolégicos. Por otro lado, la ecografia puede
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emplearse para detectar cambios importantes en la densidad del tejido y la composicion
molecular. Por lo tanto, la combinacidon de ambas proporciona informacion relevante
para el estudio y comprension del aparato reproductor.

De lo expuesto en los antecedentes, se desprende que la carga fetal afecta el
desarrollo gonadal cuando las madres no reciben el alimento suficiente y no se
realiza el manejo adecuado. Este efecto podria impactar en etapas posteriores de la
vida e incluso quedar en evidencia recién cuando el animal es adulto. Por esta
razén, herramientas como la esquila pre parto podria tener ciertos efectos
beneficiosos tanto en la madre como en la cria, y de esta forma minimizaria las
posibles desventajas que se observan en los casos de gestaciones multiples. Por lo
tanto nos plantearnos si tiene alguna capacidad de incidir positiva o negativamente
en el desarrollo testicular post natal.

2.6. Marco en el cual se realiz6 el presente disefio experimental

El disefio correspondiente a la presente Tesis de grado forma parte de un disefio mucho
mas complejo, correspondiente a la Tesis de Doctorado del Dr. Carlos Lopez Mazz,
orientado por la Dra. Georggett Banchero, Programa de Posgrados de la Facultad de
Agronomia. Los datos estudiados en la presente Tesis de grado corresponden a parte de
los datos obtenidos en las dos fechas de castracion que contempla el antedicho proyecto
de Doctorado.

3. HIPOTESIS

3.1. General:

La esquila pre parto, el nimero de fetos durante la gestacion y la fecha de muestreo (en
la 2da primavera y el 2do otofio de vida) afectan el desarrollo gonadal de los hijos
machos cuando llegan a borregos.

3.2. Hipétesis particulares

3.2.1. Al 2do otofio de vida el desarrollo testicular (histologia cuantitativa y
ecogenicidad testiculares) de borregos Ideal manejados en forma intensiva es mayor que
a la 2da primavera (6 meses antes).

3.2.2. La esquila preparto de ovejas Ideal criadas en Uruguay de forma intensiva afecta
favorablemente el desarrollo testicular (histologia cuantitativa y ecogenicidad
testiculares) de sus borregos hijos.

3.2.3. Los borregos Ideal manejados de forma intensiva nacidos de gestacion Unica
tienen mayor desarrollo testicular (histologia cuantitativa y ecogenicidad testiculares)
que borregos mellizos en condiciones comparables.

3.2.4. Existen correlaciones y regresiones significativas entre la ecogenicidad y la
histologia cuantitativa testiculares en borregos Ideal criados en forma intensiva.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General:

Generar conocimiento sobre el impacto de la esquila pre parto y su interaccion con el
nimero de fetos durante la gestacion sobre su desarrollo gonadal cuando los machos
llegan a borregos.

4.2. Objetivos particulares:

4.2.1. Evaluar si existen diferencias en borregos Ideal cuando fueron gestados mellizos
0 Unicos, con o sin esquila pre parto de sus madres, en la 2da primavera y en el 2do
otofio de vida en las siguientes variables:

4.2.1.1. Peso testicular

4.2.1.2. Peso epididimario

4.2.1.3. Variables histologicas cuantitativas

4.2.1.4. Intensidad de pixeles en el parénquima testicular

4.2.2. Estudiar si existen correlaciones y regresiones significativas entre las variables
histoldgicas y ecograficas obtenidas de los borregos del experimento.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Manejo _de animales y descripcion de muestreo

Se utilizaron 46 borregos de dos dientes de raza Ideal puros, que se encontraban en la
Estacion Experimental del INIA “La Estanzuela”, departamento de Colonia, ruta 50, km
11. De estos 46 borregos, 24 eran hijos Gnicos y 22 eran mellizos (Latitud: 34° 20
23.72” S —57°41° 39.48” O).

Se tuvo en cuenta que los mellizos tanto ambos machos como un macho y una hembra
hubieran sobrevivido ambos. Estos borregos eran hijos de ovejas ubicadas en el mismo
establecimiento, a las cuales se les sincronizé el celo en otofio de 2012, con una doble
dosis de prostaglandina separada por 11 dias (Menchaca y col., 2004), (se logr6 obtener
una diferencia maxima de edad en los borregos de 20 dias). A las 24 horas de la ultima
dosis se detectd celo y posteriormente fueron inseminadas, realizando un repaso a las
hembras repetidoras.

A los 45 dias de la inseminacion mediante ecografia se detectaron las hembras prefiadas
y vacias y la carga fetal de dichas hembras (Scott., 2012). Posteriormente se realizé
esquila preparto a los 50 dias de gestacion (en el invierno) a la mitad de las madres
gestando mellizos y a la mitad de las madres gestando crias Unicas. La esquila aplicada
fue Tally Hi con peine R 13, dejando un remanente de 1cm de lana sobre el cuerpo del
animal (Montossi y col., 2005). Ambos grupos, ovejas con o sin esquila preparto, tenian
similar peso vivo, condicién corporal (siendo esta en promedio 2 de la escala Russel) y
edad.
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Las ovejas prefiadas se encontraban en pasturas mejoradas de alfalfa y trébol rojo y en
el ultimo tercio de la gestacion sobre ray grass. EI manejo sanitario realizado a las
ovejas prefiadas fue preventivo, enfocado a controlar enfermedades comunes que
podrian comprometer la productividad. Principalmente se traté contra enfermedades
producidas por parasitos gastrointestinales y enfermedades podales (pietin) y se
vacunaron preparto contra Clostridios. Las pariciones se desarrollaron desde el 7 de
Setiembre al 1 de Octubre, con el pico de paricion del 17 al 20 de Setiembre.

Durante el periodo de lactacion se esquild a las madres que no fueron esquiladas
preparto, el dia 7 de diciembre de 2012, teniendo los corderos entre dos y tres meses.

La lactancia dur6 104 dias promedio, con un maximo de 112 dias y minimo 83 dias,
siendo el destete el 26 de

Diciembre de 2012. Al destete
se vacund a los corderos contra
clostridios. De corderos hasta
borregos los animales
estuvieron  sobre  pasturas
mejoradas, se manejaron todos
juntos durante el periodo
experimental, en un sistema
rotativo, y cuando las pasturas
tenfan una altura de 5 cm los
animales se cambiaron a otra
parcela. Se puede decir que era
casi una alimentacion "ad
libitum™.

Se realizaron las ecografias
testiculares un dia previo a las
castraciones, siendo realizadas
los dias 30 de Setiembre de
2013 (en contraestacion) y 16

de Marzo (en estacion - - -
reproductiva) de 2014 (Figura | Figura 3. Examen ecografico del contenido escrotal

4). Para la realizacion de las | en carneros: (a) examen de la cabeza de epididimo,
ecograffas, se utilizé un equipo | Plexo pampiniforme y polo superior del testiculo, (b)
de ultrasonografia modelo | €xamen de los testiculos y (c) examen de la cola del
Weld 9618V (Weld, China) | epididimo y polo inferior del testiculo.

con transductor lineal de 7,5 | eh: cabeza del epididimo, et: cola del epididimo, tp:
Mhz. Los valores de ganancia | Parénquima testicular, pp: plexo pampiniforme, s:

total, cercana y lejana, fueron | €scroto. o . )
estandarizados en  valores | Tomada de: “Clinical evaluation of reproductive

predeterminados a los efectos ablllty of rams” Gouletsou PG Yy Fthenakis GC, 2010.
de normalizar los atributos de

imagen para evitar que incidieran en el anélisis de imagen. Los testiculos fueron
llevados hacia abajo dentro del escroto y mantenidos en esa posicion. Los testiculos no
fueron aferrados, sino que quedaron pendientes; sin embargo, la mano izquierda del
examinador fue colocada en la superficie opuesta a aquella en la que el transductor se
aplico, con el fin de estabilizar el 6rgano (Figura 3).
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Se aplico gel de carboximetilcelulosa de consistencia semiliquida sobre la piel del
escroto para posibilitar el contacto con el transductor y excluir el aire. Se esquild el
escroto de todos los carneros a los efectos de estandarizar la cantidad de lana del escroto
a 5 mm. Se eligieron 3 zonas de escaneado para obtener dos cortes transversales (polos
dorsal y ventral) y uno longitudinal (mediastinico) (Figura 3).

Las imagenes obtenidas fueron digitalizadas y almacenadas en formato digital.

En los dias 1 de Octubre del 2013 y 17 de Marzo del 2014 se realizaron las
orquiectomias a los borregos, encerrandolos 12 horas antes de realizar la cirugia. Para la
castracion los animales se sedaron con Xilacina 2% (5ml 0,1mg/kg de peso vivo
intramuscular) y posteriormente (15 minutos) se administrd lidocaina al 2% en el lugar
de incision (5ml) y en el cordon espermético (10ml). Se incidié piel, subcutaneo y
tlnica vaginal, se exteriorizo el testiculo y se secciond el corddn espermético habiendo
realizado una ligadura a proximal de la seccion, luego de retirado el testiculo se lavo
con antiséptico, se colocé cicatrizante y se administrd un antibidtico de larga accion
(oxitetraciclina 20%, dosis 20 mg/kg, 5ml, intramuscular). Finalmente los animales se
alojaron en un lugar limpio, con sombra, comida y agua ad libitum para su
recuperacion. Una vez realizadas las orquiectomias se disecaron los epididimos y se
pesaron testiculos y epididimos por separado en una balanza. Por Ultimo se extrajeron
muestras testiculares realizando cortes transversales al eje longitudinal del testiculo en
la regién proximal y distal, de un grosor de medio centimetro y se fijaron por inmersién
en solucion fijadora de Bouin (Figura 4).

2012 2013 2014
Sincronizacion Esquila y -
1A Abril (Otofio) preparto Eco_graﬂa Eco_graﬂa
6 Junio testicular testicular
(Inv) 30 Setiembre 16 Marzo
(Prim) (Otorio)
Ecografia Pariciones Orquiectomia Orquiectomia
Junio Set-Oct 1 Octubre 17 Marzo
(Inv) (Prim) (Prim) (Otofio)
G 1 [=1
Figura 4. Esquema cronoldgico de actividades

28



5.2. Procesamientos

5.2.1. Histoldgico

Las muestras se fijaron por inmersion en solucion de Bouin, fueron deshidratadas en
concentraciones crecientes de etanol (70°, 95° y 100°, 40 minutos en cada una), luego se
sumergieron en cloroformo durante 24 horas y finalmente se incluyeron en parafina (3
pasajes de 30 minutos), donde se obtuvieron bloques montados en cassettes plasticos.
Las mismas se cortaron, posteriormente se montaron en vidrios porta objetos, se
colorearon con hematoxilina-eosina y fueron cubiertas con vidrio cubreobjeto.

5.2.2. Imagenes obtenidas por ultrasonografia

En cada imagen se seleccionaron cuatro circulos de aproximadamente 1cm de didmetro
del parénquima testicular. Estos fueron analizados, midiéndose la intensidad de pixeles,
cuantificando los valores desde 0 (negro) a 255 (blanco). Para la evaluacion de la
densidad de pixeles, se utilizo el software Image Pro Plus 4.1 (Media Cibernetics, USA)
(Figura 5).

[B)image-pro Plus - 2057.5pg
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Ei and drag to draw Ines, double-clck to s, 142, 207 215 213215 WH: 720576 Recept um (10X) 1,055M

Fig. 5. Evaluacién de Intensidad de pixeles.

A: corte transversal de testiculo derecho, B: corte longitudinal de testiculo derecho,
C: corte transversal de testiculo izquierdo, D: corte longitudinal de testiculo izq.

Las areas circulares rojas son los puntos de evaluacion de intensidad de pixeles en
cada imagen testicular. En los recuadros rojos se observa el nombre de la imagen, su
media y desvio estandar.
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5.3. Andlisis
5.3.1. Morfometria de cortes histologicos

Se midio, en los mismos preparados, el diametro de los tabulos seminiferos y el
volumen porcentual de las estructuras que componen el parénquima testicular. Los
didmetros fueron determinados midiendo treinta cortes transversales de tubulos
seminiferos/testiculo/animal (considerando corte transversal aquél en el cual la
medicidn de dos diametros mayores, arroje menos de 10% de diferencia).

El volumen porcentual de epitelio seminifero, volumen de luz del tdbulo seminifero y
volumen del intersticio testicular fue calculado a partir de treinta imagenes/testiculo,
tomadas al azar, donde se observaron 2400 puntos/testiculo (Figuras 6 y 7). Las
variables histologicas medidas fueron: didametro de tdbulos seminiferos (DTS),
volumenes porcentuales de epitelio seminifero (VES), intersticio testicular (VIT) y luz
del tabulo seminifero (VLT).

\ < \ "

, , e e e | R

Figura 6. A- Grilla de cruces para conteo d
B- Medicion de diametro de los tibulos seminiferos

5.3.2. Anélisis estadistico

Todas las variables se presentan como media=SEM. El peso vivo y la circunferencia
escrotal, los pesos testicular y epididimario, y las variables histoldgicas y ecograficas
son analizadas por ANOVA (P<0,05). EI modelo estadistico utilizado para este disefio
es:

yijk=p + ai + Bj + vk + (aB)ij + (ay)ik + (By)jk + (oBy)ijk +eijk
donde
Y = es la variable de respuesta de interés.
w = es el promedio general de la poblacion
ai = es la variacion que se atribuye a los niveles del factor esquila (con o sin esquila)
Bj = es la variacion que se atribuye a los niveles del factor nimero de crias (inicos o
mellizos)
vk = es la variacion que se atribuye a los niveles del factor fecha de muestreo
(primavera u otofio)
(ap)ij = es la interaccion entre los factores esquila y nimero de crias
(ay)ik = es la interaccion entre los factores esquila y fecha de muestreo
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(By)jk = es la interaccion entre los factores numero de crias y fecha de muestreo
(apy)ijk = es la interaccion entre los factores esquila, nimero de crias y fecha de
muestreo

€ = es el error experimental

Posteriormente, se realiza un anélisis similar, pero considerando al peso vivo como
covariable, para las demas variables analizadas.

Las diferencias de medias entre grupos fueron determinadas por tests de las menores
diferencias cuadraticas. Se calculan correlaciones de Pearson entre peso Vivo,
circunferencia escrotal, peso testicular derecho, peso epididimario derecho y didmetro
de los tabulos seminiferos de los testiculos derechos, entre circunferencia escrotal, peso
testicular derecho, peso epididimario derecho y didmetro de los tibulos seminiferos.
También entre peso testicular, peso epididimario y didmetro de los tibulos seminiferos
de los testiculos derechos, entre peso epididimario derecho y didmetro de los tibulos
seminiferos de los testiculos derechos y finalmente entre ecogenicidad testicular
derecha, peso testicular derecho y diametro de los tbulos seminiferos de los testiculos
derechos. Se realiza un analisis de regresion restringido entre la intensidad de pixeles
del testiculo derecho y el peso testicular, a su vez también se estudia entre la intensidad
de pixeles del testiculo derecho y el didmetro de tabulos seminiferos. Todas las
diferencias fueron consideradas significativas a P<0,05.

6. RESULTADOS
6.1. Efectos e interacciones encontrados para cada variable estudiada

La fecha de muestreo (FM) influyd sobre las variables estudiadas (excepto sobre los
volimenes porcentuales de los compartimientos histoldgicos). No hubo efectos ni de
esquila (excepto en volumen porcentual de luz de tibulos seminiferos derechos (%L D)
y en volumen porcentual de epitelio testiculos derechos (%E D)) ni del nimero de [criai
En términos generales, no hubo interacciones significativas entre los efectos estudiados,
si se exceptla la interaccion entre la esquila y la fecha de muestreo para el peso
testicular. Esta interaccion present6 una tendencia para la circunferencia escrotal, y la
interaccion entre esquila, fecha de muestreo y nimero de crias, present6 una tendencia
para el volumen porcentual del epitelio seminifero.
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En la Tabla 1 se presentan los valores de P (considerando diferencias significativas con
P<0,05), de los efectos y de las interacciones de los efectos para cada variable.

Filas en negrita: anova de los efectos y sus interacciones

Filas sin negrita: similar andlisis pero con el peso vivo incluido como covariable

Tabla 1. Efectos e interacciones para cada variable

!Efecto/ ) PV CE PTD PED DTSD %LD %ID %ED IPTD
interaccion (@) (cm) (Kg) (Kg) (um) ) () (%)

Esquila 0,737 0,333 0,644 0,255 0,427 0,014 0,854 0,010 0,337
Esquila, PV covar 0,349 0,360 0,131 0,478 0,015 0,783 0,008 0,320
FM 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,254 0,533 0,457 0,000
FM, PV covar 0,000 0,000 0,000 0,384 0,351 0,599 0,167 0,000
N crias 0,733 0,440 0,434 0,212 0,845 0,713 0,181 0,573 0,746
N crias, PV covar 0,488 0,460 0,225 0,694 0,723 0,148 0,522 0,783
Esquila* FM 0,312 0,063 0,040 0,011 0,302 0,829 0,853 0,655 0,158
Esquila*fecha 0,124 0,071 0,019 0,104 0,850 0,938 0,820 0,204
muestreo,PVcovar

Esquila*n crias 0,597 0,573 0,952 0,783 0,917 0,543 0,604 0,767 0,672
Esquila*n  crias, 0,308 0,690 0,523 0,874 0,557 0,506 0,854 0,719
PV covar

FM *n crias 0,537 0,605 0,457 0,371 0,327 0,839 0,123 0,271 0,359
FM *n crias, PV 0,841 0,128 0,163 0,441 0,852 0,086 0,218 0,329
covar

Esquila* FM *n 0,776 0,356 0,449 0,912 0,922 0,216 0,312 0,068 0,959
crias

Esquila*FM *n 0,363 0,450 0,964 0,798 0,222 0,270 0,058 0,935

crias, PV covar

PV: peso vivo, CE: circunferencia escrotal, PTD: peso testicular derecho, PED: peso epididimario derecho, DTSD: didmetro
tlbulos seminiferos derechos, %L D: porcentaje de luz de tGbulos seminiferos derechos, %I D: porcentaje intersticio testiculos
derechos, %E D: porcentaje epitelio testiculos derechos,IP TD: intensidad de pixeles al analisis ecogréfico, testiculo derecho,
FM: fecha de muestreo, n crias:nimero de crias, PV covar: peso vivo como covariable.
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En la Tabla 2 se presenta media + sem para cada nivel de cada efecto en las variables

estudiadas, considerando diferencias significativas con PSO,bS\.

Comentado [gp4]: Agregar una g'rafica que permita visualizar y
resaltar los resultados mas destacados

Tabla 2. Media + sem para cada nivel de cada efecto en las variables estudiadas

Efecto

Esquila

Fecha de
muestreo
Namero de
crias

Esquila

Fecha de
muestreo
NUmero de
crias

Niveles

cada factor

de py

Con esquila 44,70£1,25
Sin esquila 44,05+1,49

Octubre 2013  39,47+1,372
Marzo 2014 49,28+1,34°
Un cordero 44,71+1,27
Mellizos 44,05+1,44
DTSD

Con esquila 367,60+9,77
Sin esquila 360,81+7,33
Octubre 2013  344,75+6,53
Marzo 2014 385,4049,01
Un cordero 362,75+6,90
Mellizos 366,74+11,15

CE

29,82+0,53
29,81+0,80
27,30+0,32
32,43+0,32
29,85+0,60
29,77+0,70

%L D

24,90+0,83
21,50+1,00
22,85+0,85
23,97+1,09
22,75+0,93
24,13+1,02

PTD

135,68+6,83
145,58+12,63
106,80+4,37
174,88+7,79
142,47+10,16
137,27£9,12

%I D

23,53+0,58
23,56+0,94
24,03+0,72
23,04+0,75
24,24+0,83
22,75+0,56

PED

25,29+1,12
27,71+2,13
20,27+0,63
32,73+1,05
26,93+1,65
25,69+1,55

%E D

51,42+0,89
54,94+1,06
53,13+0,94
52,81+1,14
53,01+1,04
52,93£1,03

IPTD
159,54+1,63
161,87+1,85
167,66+1,76
153,75+1,7
161,09+1,67
160,32+1,81

PV: peso vivo, CE: circunferencia escrotal, PTD: peso testicular derecho, PED: peso epididimario derecho, DTSD: didmetro
tdbulos seminiferos derechos, %L D: porcentaje de luz de tGbulos seminiferos derechos, %I D: porcentaje intersticio testiculos

derechos, %E D: porcentaje epitelio testiculos derechos, IP TD: intensidad de pixeles al analisis ecogréafico, testiculo derecho.

Grafica 1. Media £ sem por variable analizadas en Octubre 2013 y Marzo 2014
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6.2. Correlaciones

En la Tabla 3 se observan las correlaciones positivas entre peso vivo, circunferencia
escrotal, peso testicular derecho, peso epididimario derecho y didmetro de tubulos
seminiferos. La correlacidn entre circunferencia escrotal, peso testicular derecho, peso
epididimario y didmetro de tGbulos seminiferos también fue positiva. Entre peso
testicular derecho, peso epididimario y diametro de tGbulos seminiferos también fue
positiva. Con respecto al peso epididimario derecho y el didmetro de tabulos

seminiferos se observa que también la correlacion fue positiva. Finalmente,

hubo

correlacion negativa entre circunferencia escrotal y ecografia testicular, y ésta con
didmetro de tabulos seminiferos.

Tabla 3. Correlaciones entre las variables estudiadas, en las que P< 0,05.

Pvivo CE PTD PED DTSD
CE 0,7725
p=0,000
PTD 0,8097 0,9222
p=0,000 p=0,000
PED 0,7404 0,877 0,8799
p=0,000 p=0,000 p=0,000
0,6025 0,6275 0,5983 0,4675
DTSD
p=0,000 p=0,000 p=0,000 p=0,002
-0,5334 -0,5826
IPTD
p=0,000 p=0,000

PV: peso vivo, CE: circunferencia escrotal, PTD: peso testicular derecho, PED: peso epididimario derecho,
DTSD: didametro tubulos seminiferos derechos, IP TD: intensidad de pixeles al andlisis ecografico, testiculo

derecho.
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Comentado [gp5]: Seria interesante agregar iméagenes de las
ecografias en la seccion resultados




A corresponde a un
corte histologico de un
animal CEPP1M.

B corresponde a una
imagen ecogréfica de
un animal CEPP1M.

C corresponde a un
corte histologico de un
animal CEPP10.

D corresponde a una
imagen ecogréfica de
un animal CEPP10.

E corresponde a un
corte histologico de un
animal CEPP2M.

F corresponde a una
imagen ecogréfica de
un animal CEPP2M.

G corresponde a un
corte histologico de un
animal CEPP20.

H corresponde a una
imagen ecogréfica de
un animal CEPP20.

Figura 7. Iméagenes histologicas y ecogréficas de animales CEPP1M (Con esquila
preparto, hijos Unicos, muestreados en Marzo), CEPP2M (Con esquila preparto, hijos
mellizos, muestreados en Marzo), CEPP10O (con esugila preparto, hijos Unicos,
muestreados en Octubre), CEPP20 (con esugila preparto, hijos mellizos, muestreados
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| corresponde a un
corte histolégico de un
animal SEPP1M.

J corresponde a una
imagen ecogréfica de
un animal SEPP1M.

K corresponde a un
corte histolégico de un
animal SEPP10.

L corresponde a una
imagen ecogréfica de
un animal SEPP10.

M corresponde a un
corte histolégico de un
animal SEPP2M.

N corresponde a una
imagen ecogréfica de
un animal SEPP2M.

O corresponde a un
corte histolégico de un
animal SEPP20.

P corresponde a una
imagen ecogréfica de
un animal SEPP20.

e . q } $7 1 e = o

Figura 8. Iméagenes histoldgicas y escogréficas de animales SEPP1M (Sin esquila
preparto, hijos Unicos, muestreados en Marzo), SEPP1M (Sin esquila preparto,hijos
fiunicos, muestreados en Marzo), SEPP10O (Sin esquila preparto, hijos Unicos,

muestreados en octubre), SEPP20 (Sin esquila preparto, hijos mellizos, muestreados en
octubre).
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6.3. Regresiones

El andlisis de regresion entre intensidad de pixeles del testiculo derecho (variable
dependiente) y su peso testicular (variable independiente) tuvo R?=0,15, P=0,00480,
beta=-0,41. El andlisis de regresion entre la intensidad de pixeles del testiculo derecho
(variable dependiente) y el didmetro de sus tibulos seminiferos (variable independiente)
tuvo R?=0,31, P=0,00006, beta=-0,57.

7. DISCUSION

Con respecto a los efectos estudiados en los animales de los grupos experimentales, la
esquila preparto de las madres afectd Gnicamente a dos de las variables histolgicas
estudiadas: porcentaje de luz en los tibulos seminiferos derechos (%L D) y porcentaje
de epitelio seminifero en los testiculos derechos (%E D), incluso cuando quitamos el
efecto que podria tener el peso vivo (PV) para las variables observadas. Paradojalmente,
los valores % L D fueron mayores para los animales cuyas madres fueron esquiladas pre
parto y los del % E D fueron menores. Esto no permite extraer conclusiones claras
respecto a las antedichas diferencias, y sugiere que son atribuibles a error experimental,
ya que normalmente el volumen de la luz y del epitelio seminifero estan altamente
correlacionados, y cambian en forma similar (Hochereau-de Reviers y col., 1987).

Por otro lado, se observa un fuerte efecto de la fecha de muestreo (FM) , es decir, del
efecto confundido de la estacion reproductiva (otofio de 2014) en comparacion con la
contraestacion (primavera de 2013) junto con los aproximadamente 6 meses de
crecimiento de los animales (al ser borregos post puberales, contindan creciendo), para
las siguientes variables, PV, circunferencia escrotal (CE), peso testicular derecho
(PTD), peso epididimario derecho (PED), didametro tGbulos seminiferos derechos
(DTSD), intensidad de pixeles al analisis ecografico del testiculo derecho (IP TD).
Aunque este efecto seguramente tiene un importante componente del incremento de la
edad y el peso vivo de los animales, observamos fuertes efectos al utilizar como
covariable al PV en las siguientes variables: CE, PTD, PED, IP TD, sin embargo el
efecto desaparece en los DTSD.

Todo esto sugiere una fuerte influencia del fotoperiodo en el aparato reproductor
maculino, tal como se ha descrito para los machos ovinos en muchas condiciones
diferentes (Bronson., 1989; Bielli y col., 1997; Forsberg., 2002), ya que el periodo
reproductivo de los ovino Ideal se extiende de Octubre — Noviembre a Junio — Julio
(Fernandez Abella y col., 1993)

En las variables de CE, PTD, y PED hay diferencias entre los grupos analizados en
Octubre y Marzo, lo que resulta coherente con toda la bibliografia presentada en
antecedentes, que indica mayor desarrollo de los 6rganos reproductores durante la
estacion reproductiva. La CE fue mayor en todos los grupos analizados en Marzo, esto
concuerda con estudios realizados en diferentes regiones del mundo (Bronson, 1985;
Santiago-Moreno, 2004a) y en Uruguay (Bielli y col., 1997; Pérez y col., 1997; 1998).

Al analizar el PTD, observamos que los grupos analizados en estacion reproductiva,
presentan mayores pesos testiculares, coincidiendo con un estudio en el que se atribuye
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el mayor peso testicular durante la estacion reproductiva al aumento en la pulsatilidad
de LH, FSH, testosterona y también encontraron variaciones estacionales en los niveles
de melatonina, testosterona y prolactina (Lincoln y Davidson, 1977).

Paralelamente, cuando analizamos el PED, observamos que también hay diferencias en
esta variable entre los grupos evaluados en Octubre y en Marzo, siendo mayores los de
los grupos analizados en Marzo. Se sabe que en la estacion reproductiva los pesos
epididimarios se correlacionan con los testiculares (Nwoha, 1996) y podriamos atribuir
nuestros resultados a esto.

En las variables estudiadas anteriormente, existe una influencia dificil de medir,
relativa a la edad de los animales. Esto se debe a que los animales pertenecientes a los
grupos que se muestrearon fuera de la estacion reproductiva comienzan el ensayo
experimental a los 12 meses de vida, y recién a la edad de 18 meses se obtienen las
muestras de los animales que pertenecen al grupos dentro del periodo reproductivo, por
lo tanto es dificil saber a que nivel influye la diferencia de edad en relacion a la
estacionalidad.

En cuanto a la IP TD, observamos que existe menor intensidad en el parénquima
testicular en los animales muestreados en la estacién reproductiva, lo cual puede
deberse al aumento en el tamafio y diametro de los tdbulos seminiferos (Martin y
Walkden-Brown, 1995; Lincoln y Short, 1980) de la altura del epitelio germinal
(Lincoln y Short, 1980) y la eficiencia de la espermatogénesis (Martin y Walkden-
Brown, 1995). A su vez, otro estudio en Uruguay demostré que cuando decrecen las
horas luz, la concentracion espermatica y la produccion de semen aument6 (Fernandez
Abella y col., 1993). Todos estos cambios anatémicos y morfoldgicos indican mayor
actividad por parte de los tubulos seminiferos, aumentando la cantidad de liquido
presente en la luz de los mismos. Se sabe que las estructuras liquidas no reflejan olas de
sonido y aparecen en negro en la pantalla de visualizacion (Powis y Powis, 1984) por lo
cual, disminuye la ecogenicidad testicular.

Con respecto a las variables histoldgicas, se encuentra diferencias en DTSD, en las FM,
siendo siempre mayor el didmetro en estacion reproductiva, pero cuando utilizamos el
PVcomo covariable, el efecto de la fecha de muestreo sobre el DTSD desaparece, por lo
cual vemos que existe una gran influencia del PV sobre el DTSD, lo cual concuerda con
diferentes autores que demuestran la correlacion positiva entre PV y PTD (Butswat y
Zaharaddeen, 1998; Bernardi y col., 2010) y a su vez, de este ultimo con las reservas
espermaticas (Harayama y col., 1991, Kosco y col., 1984) y por lo tanto con el DTSD.

El ndmero de crias (Unico o mellizo) no influy6é sobre ninguna de las variables
estudiadas. Esto sugiere que la oferta alimentaria fue lo suficientemente alta como para
compensar con los mayores requerimientos derivados de una gestacion doble y que por
lo tanto los mellizos no habrian tenido niveles de aportes intrauterinos de nutrientes
sensiblemente inferiores a los gestados Unicos.

El efecto generado por la interaccion de la esquila pre parto y la FM incidid
significativamente en las variables de PTD, PED. Pero cuando utilizamos como
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covariable al PV, encontramos que ese efecto deja de ser significativo para la variable
PTD. A su vez, el PV de los animales no es diferente para los animales hijos de madre
con o sin esquila pre parto pero por otro lado si es mayor para los animales que fueron
analizados en estacion reproductiva. Ante estos datos podemos deducir que el PTD Y
PED y la IP TD estan influidos por varios factores, uno de ellos el PV y la
estacionalidad reproductiva (Butswat y Zaharaddeen, 1998; Bernardi y col., 2010;
Abdullahi y col., 2012) y tal vez en mucho menor medida una interaccion de estos con
el efecto de la esquila. Por lo que podriamos suponer que es debido al aumento del PV
y el cambio de estacion que en marzo se observa un aumento en el PTD Y PED.

Cuando observamos el efecto de la interaccion entre la esquila pre parto y el nimero de
crias vemos que este no tiene una incidencia significativa para ninguna las variables
estudiadas.

Y cuando observamos el efecto de la interaccion de la esquila preparto, FM y el nimero
de crias, vemos que es solamente significativo para la variable de %E D, cuando se
utiliza el PV como covariable, lo que nos parece una interaccion de menor importancia.

Como ya es sabido, el PV se correlaciona positivamente con la CE, principalmente en la
estacion reproductiva (Carter y col., 1980). Alimentar carneros con suplementos ricos
en proteinas estimula el crecimiento testicular, por un aumento en el PV (Oldham y col.,
1978; Martin y col., 1987). Por otra parte, Raji y Njidda (2014), observan que los pesos
testiculares tienen una alta correlacion con las reservas de esperma en los testiculos y
epididimos y esto es un reflejo directo de la integridad testicular. Al igual que estudios
realizados en diferentes zonas del mundo, en este experimento se observa que el PTD se
correlaciona positivamente con el PV (Butswat y Zaharaddeen, 1998; Bernardi y col.,
2010). Teniendo en cuenta que el PTD se correlaciona con el PV, es esperable que
exista una correlacion entre PV y PED, ya que PTD y PED se correlacionan entre si
(Abdullahi y col., 2012). La razén por la cual habria una correlacién entre CE y DTSD,
seria que los testiculos estan compuestos en su mayor parte (80-90% de su parénquima)
por tdbulos seminiferos, que al aumentar su didmetro generaran un aumento en el
tamafio testicular aumentando asi la CE.

Guan y col. (2014) encontraron que aumentos de la CE se correlacionan positivamente
con el nimero y la densidad de espermatozoides por gramo de tejido, lo cual explicaria
el aumento en el DTSD. Otro estudio, realizado en camellos, encuentra una correlacion
positiva entre CE y PED al igual que este experimento (Abdullahi y col., 2012).

Estudios realizados en toros reportan datos similares a los obtenidos en nuestro
experimento, con respecto a la correlacion entre PED y PTD, donde se observa que al
disminuir el PTD y la CE, disminuye el PED (Veeramachaneni y col., 1986).

Al estudiar la correlacion entre PTD y DTSD se observa que la misma es positiva, estos
resultados concuerdan con lo reportado por Harayama y col., (1991). Kosco y col.,
(1984) también reportaron un mayor incremento del PTD asociado a incremento de la
concentracion de testosterona. El tamafio y el PTD de un animal es dependiente del
numero de células de Sertoli que contenga (Hochereau-de Reviers y col., 1987). El
numero de células de Sertoli estd correlacionado con el tamafio testicular y con la
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produccion méaxima de células germinales en gran variedad de mamiferos asi como
también con la produccién diaria de espermatozoides (Neill, 2006). En bufalos (Ahmad
y col., 2010) obtuvieron resultados similares a los encontrados en nuestro estudio en
cuanto a la correlacion positiva entre DTSD y PTD, donde el tamafio y PTD, son
indicativos del desarrollo de los tUbulos seminiferos en longitud y didmetro e inicio de
la espermatogénesis, proporcionando espacio, para la produccién espermatica.

Con respecto al coeficiente de correlacion entre DTSD y PED, en nuestro estudio
encontré correlacion positiva entre ellos, al igual que en verracos (Schinckel y col.,
1983), ya que al aumentar el DTSD hay mayor produccion de espermatozoides, que se
almacenan en el epididimo para madurar y ser posteriormente transportados en el
eyaculado.

En cuanto a la correlacion entre IPTD, CE y DTSD, podemos aseverar que en nuestro
disefio experimental, la misma es negativa. En la estacion reproductiva hay cambios en
la histomorfologia de las tGbulos seminiferos (Giffin y col., 2009; Omer y col., 2012;
Giffin y col., 2014), como mayor desarrollo de los tGbulos seminiferos (Lincoln y Short,
1980, Martin y Walkden-Brown, 1995), este aumento es debido a que hay una mayor
produccion por parte del epitelio seminifero (Fernandez Abella y col., 1993),
aumentando asi la cantidad de liquido dentro de los mismos. Ecograficamente los
liquidos se observan poco ecogénicos (Powis y Powis, 1984).

Por otra parte, en el estudio de regresiones (hasta donde sabemos no existen reportes de
estudios similares en la literatura nacional e internacional) el didmetro de los tubulos
seminiferos y el peso testicular aparecen con R? altos y significativos, lo que sugiere
que en buena medida, la ecogenicidad testicular depende del desarrollo de los
antedichos tubulos. Hasta donde sabemos, este es el primer estudio en que se realiza un
analisis de regresion de este tipo. Mas estudios deberian ser realizados para confirmar
esta posibilidad.

8. CONCLUSIONES

Bajo nuestras condiciones experimentales de manejo intensivo, donde los animales
tenian muy buena alimentacion, podemos concluir que hubo un fuerte efecto de la fecha
de muestreo en los pardmetros histoldgicos y ecogréficos, y al utilizar como covariable
al peso vivo igualmente encontramos un efecto de la estacion del afio.

Asimismo encontramos correlacion y regresion negativas entre la ecogenicidad
testicular, el peso testicular y el diametro de los tlbulos seminiferos, lo que constituye
un aporte original de este trabajo de tesis.

Esquilar preparto a las ovejas no afecto, en rasgos generales, el desarrollo testicular de
los borregos hijos de las mismas.

El nimero de fetos durante la gestacion tampoco afectd el desarrollo testicular
postnatal.
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